Duchenne Muskiiler Distrofi Terapisi icin Arastirma Yaklasimlari

Prof. Dr. Glinther Schuerbrandt’in raporundan ve kisisel oluru ile 6zetlenerek alinmistir.
Kendisine mitesekkiriz.

Cevirenler:
Sulenur Subasi, Selen Serel, ipek Alemdaroglu, Ayse Karaduman, Haluk Topaloglu, Hacettepe
Universitesi, Ankara

Genler nasil protein yapar?

Genler, genetik materyal deoksiribonikleik asit (DNA)’in fonksiyonel birimidir. Yapisi
James Watson ve Francis Crick tarafindan 1953’te tanimlanmis i¢ ice iki ¢ift sarmal iplik
merdivene benzerdir (Sonraki sayfaya bakiniz). Bu merdivenin her basamagi 4 farkli kigik
molekdl icerir, genetik harf olarak adlandirdigimiz bazlar: adenin, guanin, timin ve sitozindir
ve siraslyla A,G,T ve C olarak kisaltilir. Basamaklar A-T ve G-C olmak Uzere iki baz ¢iftini igerir,
baz ciftleri, ¢linkii uyum ancak bu sekilde gerceklesir. Mesela eger GGCTTAATCGT DNA
iplik¢iginin bir baz sirasiysa, karsi iplikgik sirasi bunu tamamlayici olmalidir. A her zaman T’nin
karsisinda ve G, C'nin karsisindadir.

GGCTTAATCGT

CCGAATTAGCA

Genetik harflerin (bazlarin) bu sirasi gelisim ve yasayan organizmayi korumak igin bir
genetik bilgidir ve nesilden nesile gecer.



Genlerin ¢ogu proteinlerin sentezi igin bilgileri tasir. Hlcre ¢ekirdeginde aktif genlerin
genetik bilgisi yer alir, diger genetik yapiya (prematiir mesajci riboniikleik asit veya pre-
mRNA) kopya (transkripsiyon) edilir, ve bu olay transkript olarak adlandirilir. Genlerin ¢ogu
proteinler icin bilgi barindiran ekson denilen aktif/ kodlama bélgelerini ve gen aktivitelerinin
kontroli icin bilgi barindiran daha uzun intronlari igerir. Ribonikleik asitler (RNA’lar) DNA’nin
benzer bazi T yerine urasil (U) bazi kullanir. Clinkl ekson atlama icin RNA yapisi dnemlidir, bu
antisense oligo niikleotidlerin iki farkli cesidi sayfa 6’da agiklaniyor.



Transkripsiyon/kopyalama sonrasi ve hala hiicre ¢ekirdegi icindeyken, intronlar pre-
RNA’dan ayrilir ve ekzonlar mesajci RNA’y1 olusturmak icin birlegirler. mRNA (mesajci RNA)
protein sentezi icin sadece kodlanmis bélgeleri icerir. Daha sonra mRNA ¢ekirdegi terk eder
ve cekirdegin disinda, sitoplazmada yer alan protein sentezleme yapisi olan ribozomlara
dogru hareket eder. Baglanti bolgeleri premRNA’dan kodlanmamis intron bdlimlerinin
dogru ayrilmasi icin ekzonlarin icinde ve ekzonlarin intron sinirlarinda yer alan o6zel
bollimlerdir. Yapistirma bir¢ok protein ve kiglik RNA kompleksinden olusan splisozomlar
tarafindan kendi kendine basarilr.

Genetik kod. Protein sentezi icin gerekli olan genetik bilgi mRNA’nin igcinde her biri 3 ardisik
baz iceren genetik kelimelerle ifade edilir. Bu genetik kelimeler 20 farkli amino asitten
(proteinlerin yapi taslari) birini belirten, Gg istisna ile, kodonlarla yazilir. Her 3 baz icin 64
farkli kod kelimesi vardir burada birka¢ 6rnek bulunmaktadir:

GUU =valine, AGC = serine, AUG = methionine, ACG = threonine, CAC = histidine, CCA =
proline, UUU = phenylalanine, GCA = alanine, GCG = alanine.

Bircok amino asit birden fazla RNA kod kelimesine sahiptir. Kodonlar arasinda bosluk yoktur.
Bu ylzden mesela bir genin baslangicindaki kisa bolim AUG-AGC-GCA-CCA sunu ifade eder;
genin yaptigl protein methionine, serine, alanine, proline amino asitleri ile baslar. Boylece
her zaman AUG olan ilk kod kelimesi ile bir okuma ¢ercgevesi- aralarinda bosluk olmadan bir
U¢ harflik genetik kelime ardindan digeri- olusturulur. Bu 6rnekteki tireler gercekte yoktur,
sadece okuma cercevesini gosterirler. Eger mesela kirmiziyla yazilmis olan bir harf G kazara
ayrildiysa (mutasyon olustuysa) sira AUG-ACG-CAC-CA... seklinde degisir, okuma cercevesi
degisir ve kod kelimeleri anlamlarini degistirir, boylece farkli amino asitler belirtirler. Burada
en ¢ok methionine, threonine, histidine yanlis amino asitler tarafindan takip edilenlerdir.

Bu bilgi ekson atlamanin nasil ¢alistigini anlamak igin ¢ok 6nemlidir.

Ribozomlarda mesajci RNA'daki genetik kod kelimeleri okunur ve bir¢ok, ¢ogu zamanda
binlerce amino asitten olusan proteinlerin diline cevrilir. Onceden bahsedilen {i¢ istisna
ribozomlarda protein sentezinin durdurulmasini saglayan stop kodon olan UAA, UAG ve UGA
kelimeleridir.

Distrofin geni ve proteini. Duchenne muskiiler distrofi sadece erkek cocuklari etkiler
(ortalama her 3500 yenidogan erkek). Clinki cinsiyete bagh gecis gosteren hastaligin genetik
tasiyicisi olan kadinlarda bulunan iki X kromozomundan birinde distrofin geninde bir
mutasyon yani bir hata vardir. Hala tedavi edilemeyen herediter hastalik Duchenne muskdler
distrofiye neden olan bu mutasyonu tek X kromozomuna sahip erkek ¢ocuklarinin yarisina
tasirlar. Bazen mutasyon yeni bir ailede kendiliginden ortaya ¢ikar, yani anne tasiyici degildir.
Distrofin geni 20.488 adet genlerimiz icinde en blylk ikincisidir. (Kas hiicresi esnekligini
saglayan kas proteini titin icin gerekli olan gen distrofinden yaklasik 100 kat daha genistir).



Sonraki 6rnek X kromozomunun kisa kolu Uzerindeki genin yerini gosteriyor. DNA’si
2.220.381 genetik harf icerir ve bunlar 79 ekson (aktif bolge) icinde gruplandiriimis
bicimdedir. Proteinin tam uzunluklu ve 6 kisa versiyonunun lretimi icin baslangi¢ bolgesinde
7 dizenleyici bulunmaktadir. Birlesmeden sonra mRNA sadece tim genlerin %0.5’i olan
11.058 genetik harf icerir. Ribozomlar icinde mRNA’daki genetik bilgiye gore tasiyici RNA
(tRNA) ile sentez bolgesine getirilen 3685 aminoasitten distrofin proteini olusturulur. Tim
genlerin %99.5’ini olusturan eksonlarin arasindaki aktif olmayan siralar intron olarak
adlandiritlir. Su an biliniyor ki bu siralarin bazilari gen aktivitelerinin dizenlemesi igin
onemlidir ve bazen eksonlarda ayni mutasyonu olan Duchenne hastalarinin farkh
semptomlarinda payi olan hala bilinmeyen fonksiyonlara da sahiptirler.

I | I I | | [ o
0 500 o | 1500 _ 2000 2500 kb
BP MP PP RP BP SP cP
C IT’ r IT> } Hi r I_. r'
Dp4278 Dp260 Dp140 Dp116 Dp71
Dp427M
Dp427P

1 30 79
L

]

Distrofin proteini 4 mentese ile ayrilmis 24 tekrarli aminoasit siralari ile ¢ubuk sekline
sahiptir. iki sonlanma bélgesi N ve C terminalleri olarak adlandirilir.Bu sonlanma bélgelerinde
ayrica sistein ve kikirt iceren aminoasitlerin bulundugu bir bdélge vardir. Saglkli kas
dokusunun enine kesitinde floresan antikorlari ile hiicre zarlarinda distrofin molekdlleri
gorilir hale gelir.

Distrofin gen ve protein biyikligii. Distrofin geninin ¢ift sarmal yapist 0.75 mm
uzunlugundadir. Diger 20.000 insan geni ile birlikte, yaklasik 0.01 mm c¢apinda bir hicre
cekirdegine sigar ¢linkii genetik materyal son derece siki paketlenmistir. Tam uzunluklu
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distrofin  proteininin  bir molekili  kendi geninden ¢ok daha kisadir (125
nanometre=0.000125 mm uzunlugunda). 8000 tanesi diiz bir sirada u¢ uca uzanir ve sadece
bir milimetreyi kaplar. Kasin bir graminda 114 milyar distrofin molekdla vardir.
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Distrofin-glukoprotein kompleksi

Distrofinin rolii. Distrofin kas hucrelerinin mekanik stabilitesi icin gereklidir. Kas hucre
membrani icinde yer alir. C-terminal sonlanmasi membran iginde distrofin-glukoprotein
kompleksi gibi diger protein gruplarina baghdir ve diger sonlanma olan N-terminali kas
hiicresi icindeki kontraktil yapilara baghdir. Distrofinin ¢ubuk merkez alani kendilerini
defalarca geri katlayarak kivrilmis aminoasit zincirleri igerir. Eger kas hiicresi kontraksiyon
hareketi distrofin proteininin uzunlugunu degistirmek i¢in zorlarsa, katlanmis yapisi yay gibi,
sok emici gibi davranmasina izin verir. Distrofin; aktin-myozin kontraksiyon mekanizmasiyla
olusturulan mekanik enerjiyi, dengeli bir sekilde ve asiri zorlamadan kas hicre
membranlarina ve bunlarin disindaki yer alan konnektif doku ve tendonlara aktarir.

Distrofin-glukoprotein kompleksi. Distrofin bircok role sahiptir: Distrofin-glukoprotein
kompleksinin karmasik yapisini diizenler ve bir¢gok diger proteinin yerini organize eder. Kas
blylimesi kontroli ve hiicrelerde dogru miktarda kalsiyumun saglanmasi gibi biyolojik
slrecleri de organize eder. Hicrelerin gesitli bilesenleri arasindaki bu karisik etkilesimlerin
bircok detayr hala bilinmemektedir. Duchenne’li ¢ocuklarin kas liflerinde distrofin ya hig
yoktur ya da ¢ok azdir. Distrofinin koruyucu ve diizenleyici etkileri kaybedilince, kas kasiimasi
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kas membranda yirtilma ve delikler meydana gelir. Béylece kas liflerinin igine fazla miktarda
kalsiyumun girer. Fazla kalsiyum, kas proteinlerini yikan ve hiicre 6lim programlarini
(apoptozis) baslatan kalpain ve diger proteazlar gibi enzimleri aktive eder. Bunun sonucu
inflamasyon ve kasin kendini yenilemesinde yavaslama gorilir. Bu olaylar DMD te tipik
olarak goriilen skar dokusu, fibrozise yol acan fibroblast aktivasyonudur.

Daha yavas ilerleyen Becker muskiler distrofili erkek ¢ocuklar normalden daha kisa ve daha
az ya da anormal distrofin proteinine sahiptirler. Bu proteinler gorevlerini yerine getirirler
ama normal kadar etkili ¢calisamaz. Distrofin yoklugunda sadece iskelet kaslari zarar gérmez,
diz kaslar ve kalp kaslari da zarar gorir. Kalp kasi hasari kardiyomyopati olusturur. Dz kas
zayifliginda kan damarlarinin gevseme yeteneginde azalma, solunum ve sindirim hareketinde
azalma gibi problemler nedeni ile sindirim sistemin de aralarinda oldugu bir¢ok sistem
etkilenebilir. Béylece sadece bir genin hasari viicudun genis parcalarini etkiler.

Ekson Atlama
Arastirmanin amaci. Saglkli, 30 kg agirhginda 5 yasinda bir erkek ¢ocugu 1.5 katrilyon (1.5x
10") distrofin moleklii igeren yaklasik 12 kg kasa sahiptir. 5 yasindaki Duchenne Muskiiler
Distrofisi olan erkek ¢ocugu kaslarinin %30’unu kaybeder, yani kas kutlesi 8 kg olarak kalir.
Bu kalan kaslarin sadece izleri vardir veya distrofini hi¢ yoktur, ¢linkii hasarli genin tasidigi
bilgi protein sentezi icin dogru okuma yapamaz. Tum kas liflerinin %3’linden daha az olan ve
tersine gevrilmis lifler olarak adlandirilan az sayida kas hiicresi, kendiliginden ekzon atlama
ile ortaya c¢ikan normal distrofin izleri icerir. Hastaligin ilerlemesini dnlemek icin ne kadar
distrofin gerekiyor bilinmiyor ama hi¢ olmamasindan iyidir(1). Yeni distrofin normal olan
kadar uzun degildir, daha kisadir ama uygun sekilde c¢alisabilir.
Ekson atlama, Duchenne’in genetik tedavisi. 90larin ortasinda bir tartismada Hollanda’da
Leiden Universitesinden Gertjan van Ommen, genetik tedaviyi uzun siire ciddi yan etkiler
olmadan nasil basardigini aciklamisti. Su an bu genetik tedavi ekzon atlama olarak
adlandiriliyor. Hollanda, Fransa, Japonya, Avustralya, ingiltere ve Amerika’da bircok
arastirma grubu, kapsami sadece laboratuar hayvanlari ile sinirh olmayan ayrica Duchenne
hastalari tGzerinde yapilan klinik ¢calismalar ile de son 15 yil boyunca gelistirilmistir.
Ekzon atlama “ekzonlar arasinda atlama” anlamindadir. Ekzonlar bir genin aktif bélgeleridir.
Duchenne’li erkek gocukarin distrofin geninde mutasyonlar olusur bu ylzden delesyonlar
yani bir veya bircok ekzon kaybolur, duplikasyonlar yani tekrarlarlar veya nokta mutasyonlari
yani harflerin sirasinda hatalar olusur. Bu mutasyonlar hasta erkek ¢ocuklarda bir veya iki
genetik harf tarafindan normal okuma cergevesi icinde meydana gelerek cergeve disi
anormal durumu olustururlar. Okuma gergevesini degistirerek ve mutasyondan hemen sonra
bir prematiir stop kodon ortaya ¢ikar.
Protein biyosentezi icin genetik bilginin okuma slreci “dur isareti’” ile kesilir bu ylizden
distrofin yapilamaz. Eger pre mRNA icinde bir veya daha fazla komsu eksonlarin varligi;
birlesim yerleri, ekzon atlama, hatali eksonlari mRNA icinde daha fazla tutulmalarini 6nleyen
mekanizmalar gibi yollar ile bir sekilde bloklanirsa bu hatalar dizeltilebilir ve protein sentezi
yeniden baslatilabilir. Bu bloklama igin antisense oligolar veya sadece oligolar olarak
kisaltilan antisense oligonukleotidler gereklidir. Bunlar ekzon icerisindeki veya atlanacak
ekzonlari iceren 6zel bir dizi ile yaklasik 20- 30 genetik harf uzunlugunda genetik materyal
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olan RNA’nin kisa parcalaridir, bu ylizden birbirlerine Watson-Crick baglayici ile tam olarak
baglanabilirler. Boylece, diger ekzonlara baglanmalari 6nlenmis olur.

Ekzon atlama nerede olusur? Onceden agiklandigi gibi kas hiicre cekirdegi icinde distrofin
geninin 2.2 milyon genetik harfi premRNA’ya kopyalanir, transkripsiyonu yapilir. Cok uzun
intron siralari sonra kesip cikarilir ve sadece 79 ekzon sirasi (11.000 harf uzunlugunda)
birbirine katilir, cok daha kisa mRNA’ya eklenirler. Ekzon atlama bu eklenme siirecinde
gergeklesir. Silinmis ve atlanmis ekzon olmadan kisalmis olan mRNA hiicre gekirdegini terk
eder ve sitoplazmadaki ribozomlara go¢ eder. Orada mRNA’nin genetik bilgisi okunur ve
proteinlerin diline gevrilir, distrofin amino asit dizisi Uretilir.

Duchenne Becker distrofiye doniistiriiliir. Kayip ekzonlar ylziinden - mutasyonlarla silinmis
ve ek olarak da atlanmis- amino asitler bu eksik ekzonlarla olusuma giderler. Bu ylizden yeni
distrofin 3685 amino asitten olusan normal sayidan daha az olan amino asit zincirine sahiptir.
Ama buna ragmen kas kontraksiyonunun mekanik stresinden kas hiicre membranini bir
Olglide koruyabilir. Bu ylizden hastalik semptomlari daha hafif olur, kas dejenerasyonu daha
yavas ilerler ve bazi vakalarda yasam suresi belirgin sekilde normale kadar yikselebilir.
Boylece Duchenne distrofi kendinin daha hafif sekli olan Becker muskiiler distrofiye degismis
olur.

Bir terapi ama hala tedavi degil. Ekzon atlamanin amaci hastaligi daha hafif bir sekle
donustirmek ve hastalik ilerleyisini yavaslatmaktir. Bu ylizden ekzon atlama tedavi degil ama
sadece bir terapidir. Gen teknolojisinin bu metodu ile hasarli gen ne yerine gelir ne de
onarilir ama kendi bilgi isleme mekanizmasi diizelecektir.

Ekzon 51 atlamanin molekiiler detaylari

Ekzon atlamanin nasil ve nerede calistiginin genel agiklamasindan sonra bir 6rneginin
molekiler detaylari soyledir: Prosensa tarafindan kullanilan antisense oligo PRO051, ekson
51’'i nasil atlar ve boylece Duchenne’li erkek c¢ocugun distrofin geninde ekzon 50
delesyonuyla degisen okuma c¢ercevesi nasil onarilir?

Bu raporda daha bilimsel kelime olan baz veya nukleotid icin genetik harf ve triplet veya
kodon yerine genetik kelime ifadelerini kullaniyoruz. Baslanicta normal distrofin geninden
kopyalanan mRNA’nin ekzon 50 ve 51’indeki harflerin sirasinin bir kisminin yani sira, ekzon
49’un sonlanmasi ve ekzon 52’nin baslangicinin sirasi var. Kodonlarin amino asitlere cevirisi
distrofin proteinini olusturmak igin birbirine baglandigi yer olan ribozomlarda olusur. Kirmizi
ile gosterilen ¢ harf sonradan gercek durdurma sinyali olacak olan gizlenmis durdurma
sinyali UGA’dir. Ekzon 50 son kelimenin ilk harfinden sonra sona ermektedir ve devaminda
UCU’ya baglanmaktadir. Ekzon 51’in ilk ve ikinci kelimeleri ile birlikte serine’i meydana
getirmektedir.

End Ekson 49 | start Ekson 50 End
Ekson 50 | start Ekson 51
---CAG-CCA-GUG-AAG | AGG-AAG-UUA-GAA---AUU-GGA-GCC-U | CU-CCU-ACU-CAG-ACU



gln pro val lys | arg lys leu glu ile gly ala ser | pro thr gln thr

hidden stop sign
-GUU-ACU-CUG-GUG-ACA-CAA---AAA-CUA-GAA-AUG-CCA-UCU-UCC-UUG-AUG-UUG-GAG---
val thr leu val thr gln lys leu glu met pro ser ser leu met leu glu

End Ekson 51 | Start Ekson 52
---AUG-AUC-AUC-AAG-CAG-AAG | GCA-ACA-AUG-CAG-GAU-UUG---
met ile ile lys gln lys | ala thr met gln asp leu

Ekzon gen icinde silindiginde ve eklendikten sonra, mRNA i¢inde de, ekson 49 ekzon 51
tarafindan takip edilir. Bu, ekzon 51’deki okuma g¢ergevesinin, sag tarafa tek harf eklenmesi
ile degismesine neden olmaktadir. Sonunda okuma gergevesinin degisimi, sakli stop
sinyalinin 3 kelimelik kodon’a yani prematiire stop sinyali UGA’ya ¢evrilmesine neden olacak
8 yanlis kelimeyi meydana getirir.

Degisen kelimeler ve bunlarin simdiki yanlis amino asitleri kirmizi ile gosterilmistir. Bu 8
yanlis kelime proteinin blyliyen amino asit zincirinin iginde 8 yanlis amino asitin uymasina
yol agar. Yeni dur isaretinde ribozomlarda distrofin sentezi prematir olarak kesintiye ugrar,
eksik kalir, hasarlanir ve Duchenne muskiler distrofi gelisir.

End Ekson 49 |
Start Ekson 51

---CAG-CCA-GUG-AAG | CUC-CUA-CUC-AGA-CUG-UUAgln

pro val lys | leu leu leu arg leu leu
antisense oligo
active stop sign UC-UUU-ACG-GUA-GAA-GGA-ACU
-CUC-UGG-UGA-CAC AAG---AAC-UAG-AAA-UGC-CAU-CUU-CCU-UGA-UGU-UGG--
leu trp STOP! ESE

sequence
End Ekson 51 | Start Ekson 52
---AU-GAU-CAU-CAA-GCA-GAA-G | GC-AAC-AAU-GCA-GGA-UUU=---

Ekzon 51’i atlamak icin, antisense oligo PRO051, mavi renkte gosterilen okuma ¢ergevesini
onarmak icin eklenir. Onun 20 genetik harf sirasi ekzon 51 iginde 20 harfi tamamlayici bir
yolla diizenlenir, kirmiziyla gizilmis olan ekzonik yapistirma gliglendirici dizisi, ESE, normal
eklenme islemi icin dnemlidir.

PROO051 baska bir yere degil, kendiliginden bu ESE sirasina 6zellikle yapisir ve ekzon 51’in
mutasyona ugramis genin mRNA’sinin icine girmesini engeller. Bu ekzon eklenme islemi
sirasinda atlanir. Artik ekzon 51 orada degilken ve ekzon 50 dnceden orada degilken, ekzon
52 direk ekzon 49’u takip eder. Okuma c¢ergevesi daha fazla zarar gérmez ¢iinkii ekzon 49
sonlanir ve ekzon 52 tamamlanmis bir genetik kelime ile baslar:

End Ekson 49 | Start Ekson 52
---CAG-CCA-GUG-AAG | GCA-ACA-AUG-CAG-GAU-UUG---
gln pro val lys | ala thr met gln asp leu



Ekzon 52'de veya sonra prematir dur isareti olusmaz, ama normal, “saglkl’” mRNA’da ekzon
50 ve 51’in 77 genetik kelimesi atlanmis, “kurtarilmis’” mRNA’da kaybolur ve 77 amino asit
bu distrofin proteininde kaybolmus kelimelerle karar verir. 3.685 amino asit yerine, sadece
3.608'ine sahiptir, normal distrofinden %2 daha azdir. Bunlar kisalmis distrofinin merkez
boliminden kaybolur ve orada 6nemli fonksiyonu yoktur. Daha kisa distrofin hala kas
membranini koruyan ve boéylece Duchenne’in hizli kas yikimini yavaslatan ve daha yavas
formu olan Becker muskdler distrofiye indiren sok emici roliinii yerine getirebilir.

Antisense-oligo-ribonucleotidler, potansiyel ekzon atlama ilaglari.

Farkl tip antisense oligolar. Prosensa ve Sarepta tarafindan yapilan hayvan deneyleri ve ilk
ekzon atlama klinik calismalari igin iki ¢esit antisense oligo kullanildi. DNA disinda ikinci
onemli, dogal nikleik asit olan ribonikleik asitin(RNA) temel yapisina sahiptirler. RNA
alternatif seker benzeri madde {Uniteleri riboz ve fosforik asitin uzun zincirlerinden
olusmaktadir. Her riboz Unitesi 4 genetik harfin birini tasir, adenin (A), guanin (G), sitozin (C)
ve bu vakada DNA’daki harf timin (T)'nin benzeri olan urasil (U)dir. Bu harflerin sirasi ¢esitli
uzun ve kisa RNA’lar icin 6nemlidir, ¢linki birbirlerine Watson-Crick baglayici kurali ile
DNA’larin ve diger RNA’larin tamamlayici siralari icin eklenirler: G C'ye ve A U’ya (veya
DNA’da T). Bu mekanizma 4 farkh ¢esit disi olan bir fermuar gibi calisir. Potansiyel ekzon
atlama ilaglari, antisense oligolar, sadece yaklasik 20-30 genetik harf ile kisa RNA
parcalaridir. Bu kisa diziler kendilerini sadece kapatmaya niyet ettikleri RNA dizilerine
eklenirler. Bu kisa diziler, sadece RNA dizilerine kendilerini eklemeyi garanti ederler. Buna
ragmen her hicremizde bulunan 46 kromozomumuzun olusturdugu tim DNA’miz, 20.000
genimize ait olan %1’lik veya 3 milyondan fazla kelimeden olusan DNA dizisine sahiptir.
Boylece ihtiya¢ duyuldugunda RNA'ya kopyalanabilir. Bu ¢ok 6nemlidir, ¢linkii Duchenne’e
karsi antisense oligolar sadece hasta ¢ocugun X kromozomu Uzerindeki distrofinin genetik
bilgisi ile mlicadele eder, baska diger genle degil. Duchenne’li bir ¢ocuga ekzon atlama ilaci
verildiginde, baska bir genetik yapiya hedef disi bir baglanma ciddi yan etkilere neden
olabilir.
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Antisense oligolarin farkli 6zellikleri. Antisense oligolarin molekiilleri proteinler ve nikleik
asitler kadar buyik degildir, bu nedenle bobrekler yoluyla vicuttan oldukgca hizh
uzaklastirilirlar. 2’0-metil elektrik yliki tasir ve bunlar elektriksel olarak nétral olan
morpholinos kadar hizli idrarla atilamadigl icin kanda degisik proteinlere baglanirlar.
Farelerle yapilan denemelerde gosterildigi gibi, serumun yari omri mesela oligolarin
serumdan uzaklastiriimak i¢in yarilanma zamani; morpholinos icin yalnizca yaklasik 2-3 saat
iken, 2’0O-metil i¢in yaklasik 4-5 haftadir. Bu nedenle 2’O-metilin terapatik aktivitelerini
gosterdikleri yer olan kas hucreleri tarafindan alinmasi i¢in morpholinosa gére daha fazla
zamana ihtiyaci vardir. Durum insanlarda muhtemelen aynidir. Clinki hastalarda bu iki tip
antisense oligolarla yapilan ilk klinik calismalarda, sonra anlatacagi gibi, 2’O-metil kullanilarak
ayni sonucun elde edilmesi i¢in morpholinoslarin daha fazla doz ve uzun tedavi sliresine
ihtiya¢c vardir. Ekzon atlama tedavisi kuvvetle muhtemel ¢ocugun tiim yasami boyunca
verilmesi gerekecektir. Subkutanéz enjeksiyon (deri altindan) intravendz enjeksiyondan daha
pratiktir. Clinkl damardan yapilan enjeksiyon medikal ortam gerektirirken, subkutanoz
enjeksiyon evde normal kisiler veya hasta tarafindan kendi kendine yapilabilir. Bu sebeple
suda ¢6zlinlr 2’0O-metil klinik denemelerde subkutan olarak uygulaniyor ama morpholinos
ylksek dozlarda suda ¢6zililemez ve bu ylzden kan damarlari icine enjeksiyon veya inflizyon
gerekir.

Bilindigi lizere, Duchenne’li erkek ¢ocuklarin hiicre membranlari altinda hig distrofin yoktur
veya ¢ok az distrofin vardir. Bu ylzden distrofin ile iliskili bircok farklh protein de kaybolur.
Boylece kuvvetli kas kontraksiyonlari sirasinda kas hilicresi membranlarini mekanik
streslerden koruyan “sok emici” gorevlerini yerine getiremezler. Bunun anlami zamanla
membranlar yikilir, olusan yirtik ve deliklerden kan akimi icine bazi hiicre igerigi gecer.
Mesela 6nemli dlclide kan icinde konsantrasyonu artan ve cocugun muskuler distrofiye sahip
oldugunun ilk belirtisini veren kreatin kinaz enzimi (CK) gibi. Diger taraftan hicre disindan
maddeler hasarlanmis kas hiicre membranlarina hasarlanmamis membrandan daha kolay ve
hizli gecerler. Boylece ekzon atlama gibi bir teknigin aktif icerikleri kas hiicresi icine mimkiin
oldugunca hizli ve etkili bicimde girebilir, bu membran defekti bir avantaja donusdr.

Olasi bir Duchenne ilacinin terapatik etkisi nasil dlciiliir. Ekzon atlama klinik denemeleri,
antisense oligolar Duchenne’li erkek c¢ocuklarda vyillar boyunca distrofik kasin
dejenerasyonunu yavaslatabildigini kanitlamaktadir. Bunu yapmanin tek yolu tedavinin kas
fonksiyonu lzerinde etkisini 6lgmek icin FDA ve EMA tarafindan kabul edilen sonug¢ él¢iimii
olarak da adlandirilan alti dakika yiiriime testi, 6MWT kullanmaktir.

Yirlyebilen Duchenne’li erkek c¢ocuklardan yardimsiz 6 dakika boyunca kosmadan
yapabildikleri kadar hizli ylriimesi istenir, mesela hastane koridoru boyunca ileri ve geri.
Enjeksiyon dncesi farkli glinlerdeki ortalama yiriime mesafesi ortalama 6 MWT temelidir. 10
yasinda bir erkek cocuk 6 dakikada yaklasik 300-400 metre yirir. Denemeler sirasinda farkli
zamanlarda mesela her 6 haftada bir, test tekrar edilir ve genellikle ilerleyici kas
zayiflamasina bagli ylirime mesafesinin diistigu goérilir. Farkl zamanlarda metredeki diisis
kas fonksiyonundaki dislisii ve boylece hastaligin ilerleyisini gosteren diagrama cizilir. Cok
saylda hastada kombine sonuglari gostermek icin, gruptaki ortalama 6 MWT farkl dozlar ve
plasebo grubunun sonuglardan elde edilen egrinin basladigi yer sifir olarak ayarlanir. Egrideki
noktalar fakli zamanlarda bir gruptaki tim erkek cocuklarin ortalama degisimini gosterir.
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Boyle bir grafik sunumun amaci klinik denemede tedavi istenen etkiyi gosterdi mi gdstermedi
mi belirlemek ve gorilebilir yapmaktir. Ama bunu herhangi bir “insan’ etkisinde olmadan
glvenilir ve objektif olarak yapmak i¢in deneme, hastalarin lgcte biri veya bazen yarisinin
aktif ilac almadigl ama mesela sut, seker gibi ilag olmayan ve herhangi bir ila¢ etkisi olmayan
placebo denen materyal aldigi anlamina gelen c¢ift kér olarak yapilmalidir. Hastanin ilag veya
placebo almasi karari sansa bagli yapilir- cocuk randomize bir grupta olur- ne aile veya hasta
ne de klinik veya laboratuvar personeli deneme tamamlanmadan ve analiz edilmeden
hastanin hangi gruba ait oldugunu bilmez.

Plasebo grubuna ait bilgileri iceren bir grafik sunumunun oldugu ekzon atlamaya ait
klinik ¢ahsmalar henliz mevcut degildir. Ekzon 51 atlamaya ait genis c¢aptaki faz 3
¢alismasinin  bitmesi ve yorumlanmasi gerekmektedir. Bu 2013’Gn sonundan O6nce

olmayacaktir.

Ote yandan plasebo grubuna ait bilginin sunuldugu Faz 2b PTC124 olarak da bilinen
Ataluren klinik ¢alismasina Mart 2010’da ara verildi ¢link( belirlenen primer sonug 6l¢imi
bekleneni karsilamadi. 48 hafta takipli, 2 degisik dozla tedavi ve plasebo grubunun oldugu
174 hastaya ait alti dakika ylriyus testine verileri Nisan 2010’da acgiklandi. Buna dayanarak

size klinik bir galismanin nasil sunulacagini agiklayabiliriz.

Plasebo grubundaki erkek ¢ocuklardan 6 dakika ylriime siresi icin bir ortalama elde
edildi. Dusuk dozaj (40mg/kg/hafta Ataluren) alan ¢ocuklardan bu ortalamanin Ustiine gikan
sonuglar elde edilirken, 80mg/kg/hafta seklinde yiksek doz alan ¢ocuklarin ortalamalari bu
ortalamanin altinda kaldi. Plasebo ve yiksek dozda ila¢ alanlarin sonuglari benzerken, diistk
dozda 6 dakika boyunca ylrtiinen uzakliktaki azalma diger iki gruptaki kadar hizli degildi. Bu
da gostermektedir ki diisik dozda tedavi, tedavi almayan gruba gore bir yilda hastalik

ilerleyisini yavaslatmakta, ylksek doz ise hastalik seyrine etki etmemektedir.
Distrofin genindeki mutasyonlar

2006 yilinda Annemieke Aartsma-Rus ve arkadaslarinin yayinlarina goére, bir ya da
birden fazla ekzondaki delesyon tim mutasyonlarin %72’sini olusturmaktadir. Bir ya da
birden fazla ekzondaki duplikasyon tim hastalarin %7’sini olusturmaktadir. Kuguk
delesyonlar ya da bir ya da birden fazla genetik harfin insersiyonu ile olan nokta

mutasyonuna sahip grup %20 oranindayken, kalan %1lik kesim baglanti alanlarinda kesilme
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ya da genin vyapisindaki blyldk alanlarindan yeniden dizenlemeden olusan nadir

mutasyonlardan olusur.

Okuma gergevesi kurali

Yazarlara gore hastalarin %91’inde okuma g¢ergevesi kural gecerlidir, bu durumda
cerceve disi mutasyonlar DMD’ye neden olurken, ¢erceve icindekiler BMD’ye neden olur.
Ayrica okuma cgergevesi kuralinin disinda kalan hastalarin gogunda mRNA yapilari bu kurali
takip edebilir. Ote yandan cogu durumda genetik analiz yapildiginda mRNA sirayi
belirlenmez. Ekzon atlama tedavisine baslamadan 6nce, bu tedavinin doku kiltir incelemesi

ile cerceve icindeki mMRNA’ya katkida bulunup bulunmayacagi incelenmelidir.
Ekzon atlamanin uygulanabilirligi

Tum DMD’li hastalar ¢ok ya da az sekilde benzer klinik semptomlara sahip olmalarina
ragmen, blylk distrofin genindeki mutasyonlara bagl olarak genin degisik bdlgeleri
etkilenebilir ve hastaligin nedeni ¢ok c¢esitli olabilir. Bu ylizden ekzon atlama mutasyona
Ozeldir. Kisiye 6zel bir terapidir. Her hastanin 6zel bir antisense oligoya ihtiyaci varken, her
antisense oligo degisik mutasyonlara sahip, bir ya da birden fazla ekzon atlama ihtiyaci olan

hasta gruplari i¢in kullanilabilir.

Annemieke Aartsma-Rus ve arkadaslari, Leiden Duchenne Muskdiler Distrofi
sayfalarinda delesyonu olan, nokta mutasyonlari olan ve duplikasyonlari belirlenen
hastalarda bir ya da daha fazla ekzon atlamanin uygun oldugu durumlari listelemistir.
Yazarlar, tim Duchenne’li hastalarin %83’nin ekzon atlama ile tedavi edilme olasiligina sahip
olduklarini bulmuslardir. Geri kalan %17, ekzon atlama ile tedavi edilmesi miimkiin olmayan
grubu olusturmaktadir. Fakat bu geri kalan kisim hala mutasyona 6zel olmayan ve tim
hastalara uygun olan farmakolojik veya diger tedavi seceneklerinden faydalanabilirler.

130 hasta grubu listesinin ilk 11’ini olusturan asagidaki gruplar arasinda ekzon atlama

ilaglarinin gelecek yillarda GSK Prosensa ve Sarepta tarafindan gelistirilecektir.
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Sira Atlanacak ekzon Hastalarin ylizdesi
| 51 51 31 13.0
2 45 45 45 3.1
3 53 53 53 1.7
4 44 44 6.2
S 46 4.3
6 32 52 4.1
7 50 50 4.0
3 43 3.8
9 6+7 3.0
10 8 2.3
11 35 35 2.0

Kirmizi: Prosensa/GSK’nin 6ncelik listesinde %41.1
Mavi: Sarepta’nin dncelik listesinde %32.8

Listede gosterildigi gibi tum hastalarin %13’lGnun 51. ekzonda atlamaya ihtiyaci vardir.
51 antisense oligo ilaci tim DMD’li hastalarin blyik bir grubu icin potansiyel atlama ilacidir.
Bu nedenle ilk tamamlanan ve hala devam eden ekzon atlama c¢alismalari bu blyutk grup

hastaya bir an 6nce yardim etmeyi amacglamaktadir.
Ekzon atlama ile ¢ocugum icin tedavi olacak mi?

Diinyanin bir¢cok yerinden bircok DMD’li ¢ocugu olan aile bu soruyu sormaktadir.

Bunun igin size kendi basiniza potansiyel ekzon atlama ilacinizi nasil bulacaginizi anlatacagiz.

Fakat ekzon atlama, mutasyona 6zel bir teknik oldugu igin ilk adim ¢ocugunuzun
distrofin genindeki mutasyonu net olarak bilmektir. Mutasyon, en iyi sekilde modern genetik

laboratuvarlarda MLPA metodu ile (multiplex ligasyon dependent probe amplification) ile
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DMD’li ¢ocugun, annesinin ve diger kadin akrabalarin 79 ekzonunun incelenmesini igerir.
Mutasyonun tam olarak bilinmesi ile- genelde delesyon, duplikasyon ya da nokta
mutasyonu- siz kendiniz normal distrofin proteinine ait 3685 amino asidin bilgilerini iceren
distrofinin mRNA’sina ait 79 ekzondan olusan 11040 adet genetik harfin siralamasini
inceleyebilirsiniz. internetten, Leiden Muskdler Distrofi sayafalarina ait

www.dmd.nl/seqs/murefDMD.html| adresinden siralamayi iceren 15 sayfayi indirebilirsiniz.

Bu siralamadan ¢ocugunuzun mutasyonu degisebilir mi ya da mutasyon sonrasinda okuma
cercevesi kalir mi ve bu genetik bilgiyle cocugunuzun DMD ya da BMD mi sorularinin sonucu
tahmin edilebilir. Ekzonlarin uglarindaki dizilimlere bakarak, c¢erceve disi okuma
cercevesinden tekrar cerceve ici hale getirmek igin geri getirmek icin hangi ekzon ya da

ekzonlarin atlanmasi gerektigini belirleyebilirsiniz.

Eger distrofin genindeki mutasyon biliniyorsa atlanmasi gereken ekzon veya ekzonlari
belirlemenin kolay bir yolu vardir. Annemieke Aartsma Rus’tan aldigimiz resimde mRNA’daki

79 ekzonun diizeni goriilebilir.

BT 3 4 SYUNIPEEE ° 10 HENEEK 13 14
15 16 EINEEEEIFIREDY¥FE 23 24 25 26 27
T T [ | B S - B TR S | T T

41 42 CTAE R 50> 51 <52 53
L 54 | 55 {56 | 57 <58> 59 UG DEBIEY 65 66> 67 4
CAEXER 17273 74 77

s 1 () 1A

Hangi ekzonun atlanacagini bulmak igin, silinmis ekzon ya da ekzonlari g¢ikarin ve
delesyon 6ncesi ve sonrasindaki atlanarak gikarilacak ekzonlari goériin, boylece silinmis ve
atlanmis ekzonlarin sag tarafindaki ucu, eksik olanlardan sonra baslayan sol taraftaki uca

uysun.

Ornegin, 45-52 arasindaki 8 ekzonun silinmis olmasi durumunda 44 ve 53 ekzonlarinin
birlestirilmesi durumunda eslesme olmayacaktir. Fakat 53 ekzonunun atlanmasi ile 44 (in

sonu ve 54 basinin birbiriyle eslesmesi mimkin oldugundan normal bir eslesme meydana
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gelecektir. Hemen ardindan fark edeceksiniz ki, 44-50 ekzonlarinin delesyonunda 43 ve 51
ekzonlari atlanarak 42 ve 52 birbirine denk gelerek tamir edilebilir. 44. ekzonun delesyonu
eslesmeyen ekzon uglarina sahip oldugu icin kaymis okuma c¢ercevesi anlamina gelir ve
DMD’ye yol acarken, 48-51 arasindaki bir delesyon okuma ¢ercevesinde kayma yapmaz ve
eslesme yapan ekzonlar bulunmaktadir ki bu da BMD demektir. Bu sire¢ duplikasyon ve

nokta mutasyonlari icin de gecerlidir.

Bu resim goreceli olarak ekzonlarin blyuklGginli gosterir, sol alttaki ¢izgi 100
nikleotid demektir ve genetik harflerin genisligini belirtmektedir. Cercevedeki agik mavi
ekzonlar, silindigini ya da atlanmasi gerektigini isaret ederken, nokta mutasyonlari varsa bu
durum okuma gergevesini degistirmeyecektir. Cerceve disinda olan koyu mavi ekzonlardir, bu
ekzonlardaki delesyonda bir ya da daha fazla komsu ekzonun atlanarak kalan uglarin

eslemesi saglanabilir

Ornek olarak, delesyon listesinden 10 adet 6rnek asagida gosterilmektedir:

Silinmis Ekzonlar Atlanacak Ekzon(lar)
40 — 43 44
43 - 45 46
43 -50 51
43-52 53
44 43 or 45
44 - 50 43+51
46 — 47 45
46 - 52 45+53 or 53+54
48 — 50 51
51 -53 50

Cocugunuzun distrofin genindeki mutasyonu net olarak biliyorsaniz, mRNA’sinda
hangi ekzon ya da ekzonlarin atlanacagini bulduysaniz, bu kisiye 6zel ekzon atlama ilaci ile
¢ocugunuzun tedavisi durumunda ciddi Duchenne semptomlarinin daha hafif Becker

semptomlarina donlsmesinin  garantisi  olmayacagini  bilmelisiniz. Dogru sekilde
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tanimladiginiz uygun ekson atlama ile mRNA’nin genetik mesaji okuma cergevesinin igine
gecerek degisecektir. Cerceve icindeki genetik mesajin her durumda Becker distrofin seviyesi

yaratacagini séylemek dogru degildir ¢clinkli okuma ¢ercgevesi kurali bir ¢ok istisna icerir.

Bu istisnalarin nedenleri her durum icin tamamen anlasiimis degildir. Ornegin,
distrofin genindeki delesyonlarin sinirlari ¢cogu durumda ekzonlarin sinirlari ile ayni degildir
ve genellikle ekzonlar arasindaki genis intronlar arasinda uzanir. Bu delesyon sinirlari
normalde alisildik genetik yontemlerle belirlenemez ve ayni delesyonu olan hastalarda farkli
olabilirler. Genlerin diizenlenmesinde dnemli olan siralamalari igceren intronlarin varliklari ya
da yokluklari durumunda farkl hastalik semptomlari gériilebilir. Ote yandan distrofin geni
farkli bir yapiya sahiptir. Ekzon atlamaya izin veren bazi delesyonlar, bazi durumlarda normal

ya da daha az fonksiyon gostermeye neden olacak kisa distrofini Gretmek icin yeterli olmaz.

Bu nedenle, ekzon atlama bir¢ok vakada distrofinik semptomlari azaltan protein
Uretimine neden olmasina ragmen, klinik ¢calismalar ve gergek tedavi sirasinda beklenmedik

sUrprizler olabilir.

Onceden de belirttigimiz (izere, mutasyonu olan Duchenne’li tiim cocuklarin %17si
ekzon atlama ile tedavi edilemezler. Ornegin, ilk ya da son ekzon silindiginde, mutasyonlar
proteinin sisteinden zengin kismina ihtiyacin oldugu 64-70 ekzonlar arasindaysa, delesyonlar
¢ok genis ve aktin baglayan ya da proteinin merkezindeki dnemli bir bélimiini iceriyorsa,
genetik mesajin kontrol edilemez sekilde karistigl genis tekrarlarin oldugu inversiyonlar ve

siralamada translokasyonlar gibi durumlarda gecerlidir.
Ne tiir klinik galismalar yapilmahdir?

Amerika Birlesik Devletlerinde, FDA, Londra da EMA, ve diger dizenleme

kuruluslarina gére bir ilacin normal gelistirilmesi stireci su asamalari takip etmelidir:

. Laboratuar ve hayvan c¢alismalarini iceren, muhtemel ilacin
glvenilirligini, biyolojik aktivitesini ve hastaya verilecek en iyi yontemi degerlendiren,
klinik 6ncesi faz,

. insanlardaki glivenilirligine karar veren 20-100 saglikh géniillii Gizerinde

denenen klinik faz 1,
16



17

. Optimal dozu, givenlik ve etkisini inceleyen 100-500 hastada denenen
klinik faz 2,
. 1000-5000 hastada wuzun sire kullanimda ilacin etkinlik ve

glvenilirligini inceleyen klinik faz 3.

Arastirma amach bu 3 klinik faza ait denemelerin tutari bir ilag icin 500 milyon dolar

olabilecegi gibi, fikrin olusmasindan ilacin pazarlama onayi almasi 15 yil kadar strebilir.

Ekzon atlama gibi hastaya 6zel tipte arastirma yaklasimlari henliz yapilmamisken,
dizenleyici kurallar konulmustur. Bu sirecler boyunca kisiye 6zel Duchenne ilaci elde etmek

icin Ustesinden gelinmesi gereken bazi zorluklar vardir.

Ornegin, antisense oligolarla yapilan faz 1 giivenlik calismasinda eger yeteri derecede
etkiliyse, saglikli gondllilerde normal distrofin mRNA’sinda okuma cergevesinde kayma
gozlenebilirken, Duchenneli gonillililere verildiginde ciddi yan etkiler gorlebilir. Diger
onemli endise ise hedeflerden uzaklasma olabilir. Ekzon atlama sonucunda distrofin geni

haricinde etkilenim gorilip ciddi ve bilinmeyen hastaliklar yaratilabilir.

Normal ila¢ gelisiminde karsilasilmayan diger bir problem ise, distrofin eksikligi
nedeniyle hiicre membraninda yirtiklar ve delikler olmasi boylece ekzon atlama ilaglarinin
hiicrelerin sitoplamalarina ve etki yapacaklari yer olan nikleusa ge¢gmeleridir. Bu nedenle,
bazi yan etkiler sadece Duchenneli hastalarda gérilirken bu hastaliga sahip olamayan

bireylerde gozlenmeyebilir.

Bu nedenle saglikli géniilliilerle yapilan faz 1 klinik denemeleri potansiyel ekzon

atlama ilaglariyla yapilamaz.
Klinik galismalara katilim

Ekzon atlama tedavisinin tam gelisiminde klinik calismalar vazgecilmez basamaklardir.
Ailelerin hasta ¢ocuklarinin ¢alismalara katilmasini saglamaya ¢alismalari, onlarin kisisel ilacin
onaylanarak pazara sunulmasi icin beklemek yerine daha erken tedaviyi elde etmelerini

ummalari agisindan anlasilabilirdir. Fakat klinik calismalar insan deneyleridir ve yanls
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gidebilir. Bu vyuzden aileler onam formunu vermeden o6nceden, c¢alisma ©Oncesinde
klinisyenler tarafindan verilen bilgiyi dikkatlice dinlemelidir. Katilimin dezavantajlari da
bulunabilir. Uzak yerlerden ¢alismaya katilmak ¢ok pratik olmayabilir. Clinkli enjeksiyonlar
icin her hafta merkezlerde olmak ve cok fazla kan 6rneklerinin alinmasi yakin yerlerde
yasayanlar icin daha kolay uygulanabilir. Ayrica yakinda otursalar bile aileler tiim hayatlarini
beklemeye almak zorundadir. Aileler bunun sadece deneme oldugunun farkinda olmalidir.
Sonraki etkililik calismalarinda, cocuklari plasebo grubunda bile olabilir. Bu ¢calisma stresince
ona yardimci olmayabilir ve hatta beklenmeyen yan etkiler gorilebilir. Calismalar gercekten

zorlayicl islerdir.

Ote yandan katiimcilarin sahip oldugu potansiyel bir avantaji da vardir: eger faz 2
veya 3 denemelerinin herhangi bir agidan etkili oldugu gosterilirse, open label extension
halinde calismalar plasebo grubunu da dahil ederek tiim c¢ocuklarda devam edebilir ve

Ulkelerinde ila¢ onaylanana kadar ¢alisma stlirecinde en etkili dozu alabilirler.
Kas tamiri hakkinda genel bilgi

Duchenne muskiler distrofininde icinde oldugu muskdiler distrofiler, kas dokusunun
devamli hasari ile, kas dokusu ve fonksiyonun kaybiyla karakterizedir. Cogu doku gibi kas
dokusu da zarar gordigiinde kendini yenileyebilir. Ama diger dokulardan farkli olarak kaslar
tek bir hicreden olusmazken, tek hicrelerden koken alan lifler birlesirler. Bu farklilasma
siirecinden sonra, kas lifleri artik béliinme ve rejenere olma yetenegine sahip degildirler. Ote
yandan tek hiicreler, satelit hiicreler, kas liflerinin tepesinde bulunur ve kasi bélme ve tamir
yetenegine sahiptirler. Kas lifi hasara ugradiginda, hasarla ilgili salgilanan faktorler satelit
hiicreleri aktive eder ve sonrasinda béliinme baslar, hasarli bélgeye tasinir ve kas lifleriyle
birleserek tamir ederler. Ya da ¢ok fazla hasar varsa birleserek yeni bir lif olusturur. Yeni bir
hasar durumunda kasi tamir etmek icin bu hicrelerden biri inaktif satelit hicre olur ve yeni

ya da tamir edilmis kas lifinin tepesine yerlesir.

Herkeste donem dénem kas hasari olur ama tamir sistemleri, hasarin giderilmesini ve
kasin daha glicli olmasini saglayarak, gelecekteki hasarlari engeller. Duchenne muskdler

distrofili bireylerde, hastalik nedeniyle kasilma sirasinda lifleri stabilize eden zorunlu
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proteinlerin kaybi nedeniyle kas lifleri hasara daha hassastir. Bu proteinler distrofin ve
distrofinle ilgili proteinlerdir. Bu nedenle Duchenne’li hastalarda kas lifleri saglikh kisilere
gore daha kolay ve sik hasar goriirler. Bu durumda tamir sistemi lzerinde kronik bir stres
yaratarak inflamasyona neden olur. Normalde inflamatuar hiicreler kas hasarinda etkin bir
rol oynarken (hasar goren dokulari yikarlar, atik atma sistemi gibidir) yeni kas liflerine yer
acarlar. Ote yandan hastaligin kronik dogasi nedeniyle, siiregelen inflamasyon sonucunda
fibrozis olusarak yeni kas hiicresi yerine konnektif doku birikir. Bunun nedeni inflamatuar
hiicrelerin yaydiklari sinyal peptidlerinin, satelit hiicrelerinin kas hticreleri yerine fibroblasta
donidsmesine neden olmasidir. Fibroblastlar, kiicik protein parcalarindan olusan sinyal
peptidleri Ureterek, fibrozis olusumu ve devamina katkida bulunurlar.  Kisir doéngi
sonucunda daha fazla fibrozis olusur ve kas tamiri daha az olur. Kas hiicresi hasara ugramaya
devam ettikce, cogu kas hicresi fibrotik doku ile yer degistirerek kas fonksiyonu kaybina

neden olur.’

Sonug olarak ekzon atlama tedavisinin en 6nemli etkisi stabilizator protein distrofinin
ve distrofin kompleksindeki proteinlerin kas liflerinde tekrar gorilmesini saglamaktir. Bu da
fibrotik silireci yavaslatip hatta durduracak fakat dnceki konnektif doku mevcudiyetine etki
edemeyecektir. Buna gore, ekzon atlama Duchenne’li ¢cocukta, fibrozis baslamadan ve ¢ogu

kas lifi hala mevcutken erken yaslarda baslamalidir.

Ekzon atlama klinik ¢alismalan

Kisiye 6zel genetik ekzon atlama ilaglarinin gelistiriimesi, , insan geninin kendisiyle
degil de genetik mesajina midahale etmek igin tasarlanmis yeni tiirdeki bu ilaglar yeterli
finansal kaynagi olan, teknik etik problemlerin Ustesinden gelebilecek sirketlerce
yapilmalidir.

DMD igin simdiye kadar ki en ilerlemis tedavi teknigine sahip olan ve ekzon atlama
metodunu kullanan 3 buylk grup vardir. Dinya c¢apinda yaklasik 400.000 hastayla DMD,
kistik fibrozisle birlikte ¢ocukluk caginin en sik gorilen herediter hastaligidir. Bu sirketleri
kendim tarif etmek yerine, isimlerini ve web adreslerini sizin bakmaniz igin veriyoruz.

Prosensa Therapeutics BV, Leiden, Hollanda

WWWw.prosensa.com.
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GlaxoSmithKline PLC (GSK) merkez Londra

, www.gsk.com, sag Ustteki bosluga Duchenne yazin ve ‘git’e tiklayin.
Sarepta Therapeutics (6nceden AVI Biopharma)

Cambridge, MA, USA,

www.sareptatherapeutics.com.

Ekzon 23’lerinde prematilire stop kodon olan distrofik mdx fareleri ve hatta
insanlastirilmis yani normal distrofin geni olan fareler ile laboratuarlarda kas kiltlrleri
Uzerinde antisense oligolarla klinik 6ncesinde yapilan yillarca sliren g¢alismalardan sonra
Duchenneli ¢cocuklarda ekzon 51 atlama icin ilk dért deneme 2006 yilinda basladi. iki calisma
onemli olmayan lokal bir kasin tedavi edildigi ve katilan ¢ocuklara klinik bir fayda saglamadigi
calismalardi. Potansiyel ilag olan sistematik tedavi saglayan diger iki ¢calismada ise, ekzon 51
antisense oligolari kan dolasimina enjekte edildi ve tiim kaslara ulasimi amaclandi.

Bu dort denemenin ana sorusu bu tedavi ile kas fonksiyonunda gelisme olup
olmayacagiydi ve bu potansiyel yeni ilaglar glivenli mi ve distrofine ait izlerin ¢itkmasini neden
oluyor mu sorularini cevaplamakti. Tim bunlarin sonunda eger ise yararlarsa ¢cocuklara uzun
yillar boyunca verilerek hayatlarini uzatmasi umut ediliyordu ve bir yandan da énemli yan
etkileri olmamasi gerekiyordu. Tim bunlarla bu ilaglarin sadece distrofin geninin genetik
mesajini tamir etmesi ve insana ait 20.000’den fazla diger gene etki etmemesi gerekiyordu.

Hollanda’da yapilan yerel open label faz 2 ekzon 51 atlama ¢alismasi

Ekzon atlama teknigi ile insanda yapilan ilk deneme Judith van Deutekom, Jan
Verschuuren ve Prosensa Therapeutics ve Leiden Universitesi Medical Merkezi’'nde 2006
Ocak ve 2007 Mart ayinda yapildi. Bu calisma kanit saglanmasi igin tasarlandi. Tibialis
anterior kasindaki kiictik alanda ekzon 51 e karsi 2’0O-metil antisense oligo- PRO051 ile lokal
olarak yapildi.

10-13 vyaslan arasindaki plasebo olmayan 4 ambule olmayan ¢ocukla yapilan bu
¢alismada 50,52,48-50 ya da 49-50 ekzonlarinda delesyon vardi. Her ¢ocukta 0.8 mg PRO051
direk olarak kasina enjekte edildi. 4 hafta sonra enjeksiyon boélgesinden alinan biyopsiyle
yeni distrofin genine ait atlanan mRNA test edildi. %94’e kadar elde edilen kas liflerinden

alinan biyopsi orneklerinde saghkli dokuya goére %33, %35, %17 ve %25 oraninda yeni
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distrofin goézlendi. mRNA’lar izole edildi ve genetik harflerin olusturdugu bazlara ait
siralamada silinmis ekzonlar ve atlanmis ekzon 51 normal siradan ¢ikmisti. Bu da ekzon
atlamanin insan kasinda hedeflenen ekzonu atlayabildigini kanitladi. Ekzon atlama tekniginin
Duchenne’li cocuklarda ilk uygulamasina dair yayin 27 Aralik 2007’de New England Journal of

Medicine’de basildi (6).

isve¢ ve Belgika’da Duchenne’li ¢ocuklarda ekzon 51’i atlama amagh yapilan
sistemik faz 2a denemesi

Bu teknigin tamamen gelismesi icin yapilan ileri adimlarda, bilim adamlari antisense
oligo PROO0O51’in kan dolasimina sistemik katilim icin enjeksiyonla uygulanabilecegini ve
boylece tim kas hiicrelerine erisip tedavi edecegini gostermek zorundaydilar. Temmuz 2008
ve Ocak 2009 arasinda Prosensa 5-13 yas arasinda 12 DMD’li ¢ocukla ilk sistemik klinik
¢alismayi deri altina PRO051’'i enjekte ederek yapti. Enjeksiyonlar Belgika’daki Leuven
Universitesi'nin Pediatrik Néroloji bélimiinden Nathalie Goemans’in  takimi ve isve¢’te
Gothenburg’daki Queen Silvia Cocuk Hastanesi’den Mar Tulinus’un ekipleri tarafindan
yapildi. Bu acik uclu (open label) doz yilikseltme calismasinda, ¢ocuklar 51 antisense oligolari
bir haftadan bes haftaya 0.5,2,4 ve 6 mg/kg seklinde aldilar. Bu g¢alisma sonraki bélimde
bahsedilecek olan devam (open extension) bir ¢alisma ile takip edilmektedir. Tedavi dncesi
ve sonrasinda ilk ve ikinci gruptan yiksek dozajla tedavi edilen gruptan ise yeni olusan
distrofinin korunduguna bakmak icin yedi hafta sonra kas biyopsileri alindi. Tim biyopsi
orneklerinde lokal ¢alisma icin tanimlanan mRNA yapilari ve yeni distrofin gdzlemi yapildi. Bu
da ekzon atlama antisense oligo ile hedeflenen ekzonlarin atlanip beklendigi lizere
normalinden daha hafif ve kiclk yeni distrofin gozlendi.

Gahsmanin sonlanmasindan 2 hafta sonra kas liflerinin %56-100’linde en yuksek iki
dozaji alan 2 cocukta yeni distrofin en fazla oranda gozlendi. ilacin uygulandig kisa siire
ylzinen kas fonksiyonunda iyilesme beklenmedi. Fakat bu deneme gosterdi ki, ilk defa deri
altina uygulanan PRO051, ekzon 51’in atlanmasini ve yeni distrofin Gretimini dozla iliskili
olarak sagladi. Bu demektir ki, en yiksek doz en fazla miktarda distrofini olusturdu.
Duchenne’de ekzon atlama ilaglar ile olan ilk sistemik deneme en 6nemli soruyu

cevaplamak icin planlandi: Bu genetik tedavi glivenli mi? Tim vicudun dahil oldugu bu
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tedavi iyi tolere edildi, yeni proteine immin bir reaksiyon olusmadi ve 12 c¢ocukta klinik
olarak 6nemli bir problem gézlenmedi. Tim detaylar, New England Journal of Medicine’de

Mart 2001’de yayinlandi (7).

Ekzon 51 atlama igin morpholino antisense oligo ile ilk klinik galismalar

Prosensa ve GSK tarafindan yapilan bu c¢alismalari tanimlamaya baslamadan 6nce,
Prosensa’in yaptigina benzer olan ama baska bir c¢esit Seatle-Bothek’de onceleri AVI
BioPharma olarak bilinen ama artik Sarepta Therapeutics adi altinda ¢alisan sirket tarafindan
gelistirilen antisense ilaci, morpholinolari kullananan iki ekzon atlama c¢alismasini ve
extension calismasini 6zetleyecegiz. Bu iki calisma Amerika’da degil Birlesik Krallik’ta yapildi.
Clnkl FDA'ya gore EMA’dan baslama izni almak daha kolay ve hizliydi. Morpholino 51
antisense oligo ile olan ilk yerel deneme Birlesik Krallik’ta yapildi. Faz 2a ekzon atlama
denemesi 2007 sonbahari ile 2008 sonuna kadar Kate Bushby yénetiminde TREAT-NMD ve
Londra’daki impreal College’dan Francesco Muntoni ile yapildi. Deneme &ncesi deneylerde,
Steve Wilton tarafindan Perth (Avustralya’da) gelistirilen Londra’da Dominic Wells tarafindan
tanitilan morpholino antisense oligonun, AVI-4658; uzun siireli tedavi sliresince etkili sekilde
stabil oldugu gosterildi. Bu ¢alisma ayaktaki kiiclik ve ¢ok fazla 6nemli olmayan ekstansér
digitorum brevis kasina yapilan bir seferlik enjeksiyon sonrasindaki morpholinonun ekzon 51
atlama agisindan giivenilirlik ve biyokimyasal etkinligini degerlendirmek amach yapilan lokal

bir calismadir.

7 adet 11-16 yaslari arasindaki bazilari ambule olmayan Duchenne’li cocuk calismaya
katildi. Yedi hastanin her biri icin tedavi dncesinde kas biyopsisi ile kas liflerinin %5’inden
azinin ters mutasyon gosterdigi belirlendi. Cogu Duchenne’li ¢ocukta degisik disik
miktarlarda distrofin pozitif kas lifleri bulunabilir. Bu durum spontan ekzon atlama ile ortaya
¢ikmaktadir. Kas orneklerini inceleyen arastirmacilarin érneklerinin kontrol gurubu ya da
tedavi grubundan gelip gelmediginin bilinmedigi bu calisma tek tarafli kérdii. 2 cocuk 0.09mg
morpholino alirken, diger 5 ¢cocuk on kat daha fazla olan 0.9 mg doz aldi. Enjeksiyonlar
sonrasinda 3-4 hafta icerisinde EDB kasinin neredeyse tamami ¢ikarildi. Yiksek doz, tim

tedavi edilen kaslarda distrofin tGretimini saglikh bireylerin kaslarindaki yogunlugun %22-32
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oraninda arttirirken, ters mutasyon gosteren kastaki 6nceki distrofin kontrol grubunda diger
ayaktakine goére %11-21 daha fazlaydi. Ek testlerde anlasildi ki elde edilen distrofin, Becker
tipi kisa distrofinden molekiler olarak daha hafifti. Dusik doz ilag alanlarda ise, ekzon
atlamaya dair mRNA tespit edilirken, distrofin proteininde bir artis gdzlenmedi, ¢linkl testler
¢cok kucuk protein farkhliklarini tespit etmek icin hassas degillerdi. Bu in vivo c¢alisma
sonucunda AVI-4658 antisense ilacinin ekzon 51 atlamayl sagladigi ve yeni Uretilen
distrofinin kas membrani icerisinde yerine yerlestigi ve dogru sekilde distroglikoprotein
kompleksinde yer aldigi gosterildi. Bu tedavi sonucunda higbir sistemik ya da lokal yan etkiler
ya da distrofine karsi hicbir immiin cevap reaksiyon gézlenmedi. Tim bu lokal uygulamalar
ile katilan cocuklarda terapatik bir etki beklenmedi. Hem Hollanda, hem de ingiltere
¢alismalarindaki amag¢ ekzon atlamanin insanlarda gosterimiydi ve her iki ¢alismada bunu
kanitladi. Bazi teknik farkliliklar yiziinden bu iki c¢alismanin sonuglari tamamen

karsilastirilamaz. Bu yerel ¢alismanin detaylari 2009’da The Lancet Neurology’de basildi (8).

Birlesik Krallik’ta morpholino 51 antisende ilaci ile yapilan ilk sistemik ¢alisma

Kate Bushby ve Francesco Muntoni yénetiminde Londra ve Neewcastle Upon Tyne’da
2009 yil boyunca yuritilen faz 2 open label ¢alismasinda, 6-13 yaslarinda ekzon 51 atlamaya
uygun 19 ambulasyonu olan hasta alindi. 0.5-20 mg7kg AVI-4658 antisense oligo 12 hafta
intravendz olarak hastalarda uygulandi. Amaglari, giivenlik ve tolerasyonken kas fonksiyonu
ve glcl degildi. Tedavi dncesi ve sonrasinda her ¢cocuktan biceps kasindan 2 biyopsi, tedavi
sonrasinda distrofinde degisim olup olmadig gozlendi. 2-20 mg/kg yiksek dozda ilag alan 7
hastada, yeni distrofin normal miktarin %9-16 oraninda ters mutasyon gosteren kaslarda
gozlendi. 20mg/kg alan 4 hastanin lginde %21, %15 ve %55 distrofin gozlendi. Ayrica
Duchenne’li hastalarda distrofinle iliskili bazi proteinler (distrofinle birlikte olmayan) tedavi
sonrasinda kas hlicre membraninda dogru yerlerde gézlendi. Calisma siiresince ilagla ilgili bir
yan etki goérilmedi. Kas performansinda degisimi saglayacak kadar uzun bir ¢alisma olmadigi
icin kas fonksiyonunda degisim beklenmedi.

Sonug olarak yazarlar, AVI-4658'’in glivenilir bir tedavi oldugunu ve sistematik olarak
uygulanabilirliginin kanitlandigini ve DMD igin ekzon 51 atlama agisindan potansiyel bir ilag

oldugu sonucuna vardilar (9).
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Sarepta’nin morpholino 51 antisense oligo, NCT01396239 icin extension ¢alismasi

4658-US -201 olarak anilan bu c¢alisma Sarepta tarafindan onceki sistemik
calismalarin devami olarak yapilan, fakat 30 ve 50 mg/kg olarak daha yiiksek dozda
Eteplirsen verilen ve 24 hafta boyunca devam eden tedavi ve plasebo grubunun oldugu
¢alisma sonunda yapilacak biyopsilerle yeni distrofinin arastirilacagi cift taraflh kor bir
¢alismadir. Calismanin sonuglari ve organizasyonuna ait 6zetledigimiz bilgiler, en son 7 Aralik
2012'de Sarepta tarafindan aciklandi (10). Columbus, Ohio’da Nationwide Children
Hastanesi’nde Jerry Mendel ydénetimindeki calisma 2012 Subat ayinda basladi. ilk 24 hafta,
3 gruba ayrilan 12 Duchenne’li ¢ocuk intravenoz olarak; 4 kisi 30 mg/kg, 4 kisi 50 mg/kg
olarak ila¢ alan ve 4 kisi plasebo grubuydu. ilk enjeksiyon éncesinde distrofini gdzlemlemek
icin ve 50 mg/kg dozu icin 12.hafta ve 30 mg/kg dozu icin 24.hafta ve 48 hafta sonunda
Uglinct biyopsiler yapildi. Klinik semptomlarin bu tedaviyle diizelip diizelmedigine karar
vermek icin, cesitli kas testleri yapildi. 30 ve 50 mg/kg /hafta dozlarinda cift tarafli kér bu
¢alismanin sonunda, en dnemli test olan alti dakika ylriyus testi 12. ve 24. haftalarda nemli
bir degisim gostermedi. 24. hafta sonunda calisma zaman limiti kaldiralarak open label
extension olarak 4658-US-202 adi altinda devam etti. Kas fonksiyonundaki gelisme alti dakika
yuruyus testi ile degerlendirildi. Plasebo grubundaki iki hasta, 50 mg/kg doz ila¢ alan gruba
eklenirken, diger ikisi de 30 mg/kg alan gruba eklendi. Bu arada 30 mg/kg grubundaki 2
¢ocuk ambulasyon yetenegini kaybettikleri icin alti dakika yurlyls testini yapamadilar. Bu
yuzden su an olan 4 grupta: 4 ¢ocuk en basindan beri 50 mg/kg/hafta, 4 cocuk en basindan
beri 30 mg/kg/hafta ve sadece ikisi ylirime testini yapabiliyor, 4 plasebo grubundaki ¢cocuk
24 hafta sonunda 50 ve 30 mg/kg/hafta alan gruplara ayrildilar. Sonug olarak sonuglarda
bliyik ve o6nemli farkliliklar yoktu. Bu durum hastalik sirecinde cocuklardaki hastaligin
etkisinin cesitliligi ile ilgili olabilir. Ayrica 2 cocugun ambulasyon yetenegini kaybettigini de
belirtmek gerekir. Biyopsilerle alanin kas dokularindaki distrofine ait pozitif bulgular bu tarz
ekzon atlama c¢alismasinin etkisinin diger bir isaretidir. Morpholino 51 antisense oligo
Eterplirsen, 30 mg/kg/hafta dozunda 24 hafta sonunda %16-29 arasinda yeni distrofin
gozlenmesini sagladi. 50mg/kg/hafta dozunda olmasina ragmen 12 hafta siiren daha kisa

slreli tedavi yeni distrofin Gretiminde etkili olmadi. Bu c¢alisma gostermektedir ki yarim
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yildan daha uzun siren tedaviler Eteplirsen’nin anlamli seviyelerde yeni distrofin Uretimi
acisindan gereklidir. Her iki dozla 48 hafta takip edilen ¢cocuklarda kas liflerinde yeni distrofin
normaldekine oranla %5-47 oraninda daha azken, plasebo grubunda ilk 24 hafta sadece %38
oraninda yeni distrofin gozlendi. Eteplirsenin hem 30, hem de 50 mg/kg/hafta toplam 62
haftalik takip slrecinde glivenli oldugu kanitlandi. Sarepta, FDA ile sonuglari
degerlendirdiklerini ve faz 3 ¢ift kor bir calismanin 2014 yilinda baslamasinin hazirliklarini

belirttiler.

Prosensa ve GSK tarafindan ekzon 51 atlama klinik galismalari

Bu raporun yazimi esnasinda ekzon 51 atlamaya ait ilk 4 klinik ¢alisma sonuglari
basiimisti. Ekzon 51 atlamaya ait ek calismalar ise sirmektedir. GSK, artik Drisapersen ve
GSK2402968 adini alan Prosensa’nin 51-antisense oligo PRO051’sunu uygulamaktadir. Her
bir calisma DMD ile baslayan bir GSK numarasina sahipken, “clinicaltrials.gov identifier”
isimleri ise NCT ile baslamaktadir. US Ulusal Saglik Enstitlisi tarafindan detaylar sikga
yenilenmekte ve internette yayinlanmaktadir. Belirli bir ¢calisma hakkinda bilgi almak icin

www.clinicaltrials.gov adresine gidin, ‘search for study’ boslugunda numara yerine NCT

numarasini girin ve ‘search’ e ve sonrasinda da ¢alismanin basligina tiklayin.

Prosensa open label extension c¢alismasi PRO051-02. Prosensa’nin tek basina
gerceklestirdigi sayfa 12’de de anlatilan bir yerel ve digeri sistemik iki agik 51-deneyinden
sonra, sistemik calismaya dahil edilen 12 ¢cocugun tamami 3 yildan uzun bir stredir devam
eden bir uzatma calismasinda subkutandz olarak Drisapersen’in en yiksek dozunu (6

mg/kg/hafta) almaktadirlar. Heniiz herhangi ciddi bir giivenlik endisesi olusmamustir.

Haziran 2012’de Amerika, PPMD, Fort-Lauderdale, Florida’daki Parent Project
Muscular Dystrophy’nin yillik toplantisinda, 96 haftadan (22 ay) sonra 6-dakika yirime
testinin ilk 6n sonuglari rapor edildi. Bu sirada, 7 ¢ocuk yirime mesafelerini korudular veya
gelistirdiler. Extension ¢alismasinin baslangicinda 6-dakika ylirime testini tamamlayabilen 10
¢ocuktan ikisi yirime yetenegini kaybetmistir. Bu iki ¢cocuk, deneye alindiklarinda bagimsiz

ylUrimenin coktan sonlarinda olan ¢ocuklar idi. Bu da, ¢alismanin baslangicinda daha iyi

25



26

performans gosteren cocuklarin ¢alismadan en ¢ok fayda goren ¢ocuklar oldugu anlamina

gelmektedir.

Bu, ekzon atlamanin uzun sireli pozitif etkinligini gosteren bir isarettir, ancak
sonuglar dikkatlice yorumlanmalidir. Clinki tiim ¢ocuklar tedavi edilmistir ve higbirisi plasebo

almamustir, bu ylzden hastaligin normal seyri ile bir karsilastirma yapilmasi miimkiin degildir.

Faz-lll ekzon-51 GSK deneyi DMD 114044.NCT 01254019. Bu pivot, karar verdirici calisma;
Duchenne’li cocuklarda 6 dakika yirime testi ile olglilen, hastaligin progresyon hizinin ekzon
51 atlamasi ile azaldigini kesin olarak kanitlamak amaciyla yapilan bir ¢ift-kor faz Il
calismasidir. Boylece, Drisapersen olarak adlandirilan 2’0O-methyl tipinin 51-antisense
oligosu, Amerika’da FDA ve Avrupa’da EMA gibi dizenleyici ajanslar tarafindan satis igin
onaylanmis olacaktir. Bu genis deney 21 Ullkede 45 klinik merkezde gergeklestirilmektedir:
Arjantin, Belcika, Brezilya, Kanada, Sili, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Fransa, Almanya,
Bulgaristan, italya, Japonya, Giiney Kore, Hollanda, Norveg, Polonya, Rusya, Sirbistan,

ispanya, Tayvan ve Tiirkiye.

Amerika, FDA'nin farkh sartlari nedeniyle bu listede yer almamaktadir. Bu ylzden,

asagida iki farkl dozaj kullanilarak gergeklestirilen benzer bir ¢alisma tanimlanmistir.

Faz Ill deneyinin ilag enjeksiyonu Aralik 2010°da baslamistir, son ¢ocuklar 2012’nin
Uglinct ceyreginde dahil edilmistir. Bu ylizden deney, son cocuklarda 1 yillik tedavilerini
aldiktan sonra, 2013’Gn sonlarinda tamamlanacaktir. Calisma sonuglarinin 2014’de
actklanmasi beklenmektedir. Daha sonra uygun ilk tibbi konferansta sunulacak ve 6nemli bir

bilimsel dergide yayinlanacaktir.

Bu pivot ¢alismaya, en az 5 yasinda olan ve ¢alismaya alinmadan en az 6 ay dncesinde
steroid almis olan 186 Duchenne’li ¢ocuk dahil edilmistir. Cocuklar 48 hafta boyunca,

subkutano6z enjeksiyon yoluyla her hafta 6mg/kg ila¢ yada plasebo almislardir.

Calismaya en az 180 ¢ocugun dahil edilmesinin nedeni, sonuglarin istatistiksel olarak
anlamh oldugundan emin olmaktir. Bunun igin c¢alisma, tedavi edilen ve plasebo alan

cocuklar arasindaki en az 30 metre ylrime mesafesi farkini gosterebilir 6zellikte olacaktir.
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Temel sonug 6l¢lim, kas fonksiyonlarindaki farklari tespit etmek icin yapilan ve diger
bircok ekzon atlama ¢alismalarinda da kullanilan 6-dakika ylriime testidir. Kas kuvvet testi ve
solunum performans testleri gibi diger testler de yapilmaktadir. Tedavinin sonunda yeni
kisalmis distrofinleri tespit etmek icin kas biyopsisi yapilacaktir ve glvenligi degerlendirmek
amaciyla deney boyunca klinik analiz i¢in kan ornegi alinmaktadir. Anketler doldurularak

yasam kalitesinde meydana gelen degisiklikler takip edilmektedir.

Tedavi edilen hastalarin kaslarinda yeni kisalmis distrofinlerin varligi, ilacin gercekten
ise yaradigini, etkinligini kanitlamak icin yeterli degildir. Distrofin orada bulunabilir fakat
normal yerinde yer almayabilir ve boéylece kaslarin daha stabil veya daha iyi fonksiyon
gosterir olmasini saglayamayabilir. 6 dakika yirime testi gelisen fonksiyonu kanitlamak igin
en iyi yontemdir ¢linkl eger tedavi edilen ¢cocuklar 6 dakikada plasebo alan ¢ocuklardan daha
uzun mesafe ylrlyebilirlerse ilag pozitif etkiye sahiptir. 6 dakika ylirime testi FDA ve EMA
tarafindan, kas hastaliklarinda yeni bir ilacin etkinligini gostermede glvenilir bir kanit olarak

kabul edilmistir.

(Cevirenlerin notu: Bu calhsma simdilik kaydi ile durdurulmustur, zira 6 dakika ylrime

testinden yeterli sonug alinamamistir).

Open label uzatma ¢alismasi, GSK trial DMD 114349, NCT 01480245. Prosensa tarafindan
gerceklestirilen faz Il sistemik ¢alismasindan sonra benzer bir uzatma ¢alismasi, GSK 114044
faz 1l deneyinde ve gelecek sayfadaki intermittant dozaj ile GSK 114117 deneyinde 48
haftalik enjeksiyonu tamamlayan hastalar icin yapilan bir devam c¢alismasidir. Daha 6nceki
deneyde plasebo almis olanlarda dahil olmak Uzere tum hastalar 6mg/kg/hafta dozaj
almaktadir. Steroid alimi da kesintisiz olarak devam etmektedir. Bu deney Eylil 2011’de

baslamistir ve Aralik 2014’te tamamlanacaktir..

ABD’de 2 doz ile Faz Il deneyi, GSK deneyi DMD 114876. NCT01462292. Bu ¢alisma
uluslararasi Faz Ill galismasina benzemektedir, fakat 3 ve 6 mg/kg/hafta olmak lzere 2 doz
kullanilmaktadir. Calisma yalnizca Amerika’da; Sacramento CA, Stanford CA, Gulf Breeze FL,
lowa City IA, Kansas City KS, Baltimore MD, Minneapolis MN, st. Louis MO, New York NY,
Durham NC, Cincinatti OH, Columbus OH, Portland OR, Dallas TX'de uygulanmaktadir.
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En az 5 yasinda olan ve hala ambule olan 54 hasta katilacaktir. Her hasta 24 hafta
boyunca haftada bir kez ya ilaci ya da plaseboyu almakta ve 24 haftalik bir takip sireci
olmaktadir. Calisma ayni zamanda GSK deneyi DMD 114501 uzatma calismasi olarak da
adlandiriimaktadir. Enjeksiyonlar Ekim 2011’de baslamistir ve son c¢ocuk 1 yillik deneyi

2013’lGn sonuna dogru tamamlayacaktir.

Sonug¢ Olcimleri 6 dakika ylrime testi, biyopsi sonrasi distrofin determinantlari,
glvenligi degerlendiren diger testler ve ilacin kasa hangi hizda, hangi yolla girdigini, hangi
hizla bozuldugunu ve sonra vicuttan atildigini 6lgen farmakokinetikleri icermektedir. Ek
olarak, ekstremite, kalp ve diafram kaslarinin durumunu kontrol etmek icin ve 51-antisense
oligonun etkisini detaylica izlemek icin yeni ve pahali manyetik rezonans goériintiileme (MRI)

arastirmalari yapilmaktadir.

intermittant tedavi periyotlari ile ekzon 51 atlama, GSK deneyi DMD 114117,
NCT01153932. Bu faz Il galismasinin amaci GSK’'nin anti-51 2402968 ilacinin intermittant
tedavisinin, haftalik doz ile karsilastirildiginda terapatik etkisine es degerde daha iyi uzun
streli glivenligi olup olmadigini belirlemektir. Calisma 9 Ulkede 13 klinik merkezde
gerceklestirilmistir: Avustralya, Belgika, Fransa, Almanya, israil, Hollanda, ispanya, Tirkiye,

ingiltere. Deney Eyliil 2010’da baslamistir ve 2012’nin sonunda tamamlanmustir.

Calismaya en az 5 yasinda olan ve bagimsiz ylrtiyebilen 53 Duchenne’li ¢gocuk katildi.
Cocuklarin en az 6 ay Oncesinde ve sonra deney boyunca steroid kullaniyor olmasi
gerekmekte idi. Cocuklarin yaklasik lgte biri 48 hafta boyunca her hafta 6mg/kg ilaci deri
altina enjeksiyon yoluyla aldilar. Diger (gte biri, bes 10-haftalik periyotlar ile tedavi edildi: 1,
3, ve 5. haftalarda haftada 2 doz 6mg/kg; 2, 4, 6. haftalarda haftada 1 doz aldilar ve 7-10.
haftalarda tedavi almadilar. Son Ugte birlik grup ayni sartlar altinda plasebo aldi. Bu yiizden,
calisma cift-kér bir deneydi. Bu arastirma calismasinda primer son nokta, 24 haftalik

tedavinin etkinligi idi.

Deneyin sonuglarina, kas fonksiyonlarindaki degisiklikleri tekrarli olarak olgcen 6
dakika yurime testi, farmakokinetiklerin sonuglari ve bir grup kan ve idrar analizi ile elde

edilen glvenlik sonuglar ile karar verildi. Deneyin Oncesinde ve sonrasinda, atlama
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prosedirinin etkisini belirlemek ve yeni ve kisalmis distrofin miktarina karar vermek icin kas
biyopsisi uygulandi. Sonuglar tamamen analiz edildikten ve degerlendirildikten sonra

yayinlanacaktir.

Tekerlekli sandalyedeki hastalar icin ekzon 51 atlama, GSK deneyi DMD114118,
NCT01128855. Bu sistemik deneyin amaci, ylirliyemeyen ve 9 yasindan buylk olan, en az 1
yil en fazla 4 yildir tekerlekli sandalye kullanmak zorunda kalan 20 ¢ocukta ekzon 51

atlamanin tolere edilebilirligini ve glivenligini belirlemektir.

Yiruyen c¢ocuklarla yapilan deneylerde glivenlik problemleri gosterilememis oldugu
icin, bu c¢alismanin temel amaci tekerlekli sandalye kullanan c¢ocuklar icin ek glivenlik

problemlerinin olmadigindan emin olmaktir.

Bu cocuklar yuriyen diger cocuklara gore daha az aktif oldugu icin ve vicut
kompozisyonundaki degisiklikler (daha az kas) ilacin kastaki davranislarini degistirebilecegi ve
ilacin viicuttan atilma sekli degisik olabilecegi icin bu ¢ocuklara gerekli olan doz da daha farkli
olacaktir. Bu deneyin sonuglari daha biylik Duchenne’li ¢ocuklar ve genclerle yapilacak ileriki

klinik deneyler icin 6nemli bilgiler saglayacaktir.

19 katihmci 8 kisilik 2 gruba ayrildi; 6 cocuk 3 veya 6 mg/kg tek doz GSK anti-51 ilag
2402968 subkutandz enjeksiyonunu aldi. Her gruptaki 2 ¢ocuk plasebo isimli inaktif bir
madde aldi ve boylece bu c¢alisma cift-kor olarak gergeklestirildi. 3 ¢cocuktan olusan 3. grupta
cocuklarin iki tanesi 9 mg/kg ve biri plasebo aldi. Enjeksiyondan sonraki birinci ve 4. Hafta

genis klinik testler uygulandi. Ciddi bir yan etkiye rastlanmadi.

Deney Columbus/Ohio’da ve Paris’te gergeklestirildi. 2010 Temmuz’'da basladi ve

Subat 2012’de sonlandirildi. Sonuglar, tamamen analiz edildikten sonra yayinlanacaktir.

Ekzon 51 deneyleri ekzon atlamanin etkili oldugunu kanitlamak zorundadir. Ekzon 51
atlamasi icin yapilan deneyler, antisense oligolarin Duchenne muskuler distrofiye karsi
onaylanarak Avrupa ve Amerika’da satisinin olmasi i¢cin en énemli deneylerdendir. Eger tim
ekzon 51 calismalarinin sonuglari, FDA ve EMA gibi iki en dnemli diizenleyici ajansi ikna

etmeyi basarirsa, uzun yillar icin hastalarin tedavisinde ekzon 51 atlamanin etkili ve glvenli
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oldugu anlamina gelir. Ayni zamanda birkag yil icinde ciddi bir genetik hastalik icin izni alinan

ilk genetik ila¢ olacaktir.

Fakat ekzon 51 atlama tim Duchenne’li hastalarin ancak % 13’lGne yardimci
olabilecektir. Geri kalan, daha az siklikta veya nadir mutasyonlar gérilen % 70 hasta igin
100’den fazla farkli antisense oligolar gelistirilmelidir. Bu slire¢ ekzon 51 atlama ilacinin
onaylanmasi icin gerekli preklinik ¢alismalar ve klinik deneylerin 3 fazi i¢cin milyonlarca Euro
ve dolar ile 10 yildan fazla bir zamana ihtiya¢ duymaktadir. Bu sire ve bu harcamalar
Duchenne hastalarinin biylk ¢ogunlugu icin bircok diger atlama ilaglarinin Gretimi igin

azaltilmalidir.

TREAT-NMD, PPMD ve diger hasta organizasyonlari tarafindan, ekzon 51 oligonun ve
test edilen ikinci bir oligonun etkinligi ve glvenligi genis cercevede gosterilirse bireysel
oligolar icin hizli bir gelisme yolu icin FDA ve EMA ile tartismalar ve gorismeler devam
etmektedir. Ekzon 44’e karsi olan oligo, ikinci potansiyel ekzon-atlama ilaci olarak segilmistir

ve tim hastalarin % 6,2’si igin bir terapi saglayacaktir.
51 disindaki diger ekzonlari atlamak icin yapilan klinik galismalar

Ekzon 44 atlama igin Faz-ll klinik deneyi. NCT01037309. Prosensa bu open label ¢alismayi
PRO044-CLIN-01 ile Leuven, Belgika; Leiden, Hollanda; Gothenburg, isvicre; ve Ferrara,
italya’daki 4 klinik merkezde gerceklestirmektedir. Deney Aralik 2009’da baslamistir ve

2013’Un ikinci yarisinda bitirilecektir.

Her doz grubunda 3 c¢ocuk ile 18 Duchenne’li katilimci ¢ocuk 5 ile 16 yaslari
arasindadir. Bu gruplar, farkh haftalik artan dozlarda 0.5, 1.5, 5, 8, 10, 12 mg/kg’lik
subkutanoz enjeksiyonlar almaktadir. Bazi ¢ocuklar 5 hafta boyunca 1.5, 5 ve 12 mg/kg

intravendz enjeksiyonlar ile yeniden ilag aldilar.

Tedaviden 13 hafta sonra, kas hicrelerinde ne kadar yeni distrofin gérindigini
belirlemek icin biyopsiler gergeklestirilecektir. Glvenlik, olasi yan etkiler ve farmakokinetikler

ile diger testler yapilacaktir.
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Eger bu faz-1l galismasinin sonuglari ekzon 44’ln atlamasinin ekzon 51 gibi etkili ve
glvenli oldugunu gosterirse, FDA ve EMA bu ekzonlar icin ilaglari onaylama konusunda

zaman harcamasina neden olan ve pahali olan faz-lll deneyini istemeyebilir.

Diger ekzonlarin atlanmasi. Bir¢cok yayin organinda Prosensa ekzon 51 ve 44’ln yaninda
ekzon 45, 52, 53 ve 55’i iceren 4 ekzon atlamasi i¢in preklinik ¢alismalarin 6ncelik listelerinde
oldugunu ve kisa siirede tamamlanacagini duyurmustur. Benzer sekilde Sarepta, ekzon 45,

50 ve 53 icin deneyler planlamaktadir.

Yenidogan taramasi ve pre-semptomatik hastalar ile klinik deneyler. GSK 2013’de 5 yasin
altindaki hig klinik isareti olmayan veya ¢ok azina sahip olan Duchenne distrofili cocuklar
Uzerinde ekzon 51 atlama klinik deneyine baslamayi planlamaktadir. Clinkii ekzon atlama
yalnizca hala var olan ve distrofik stirecte ¢ok fazla hasara ugramamis kas fibrillerini tedavi

etmektedir. Kaybedilen fibriller yeniden blylyemezler.

Bu nedenle, bu tedavi 3 yas civarinda hastaligin gozle goérilir oldugu dénemden 6nce

yeterli kas dokusu bulunan presemptomatik ¢ocuklarda daha etkili olabilir.

En iyi ¢6zim dogum sonrasi 1 yil icinde tedaviye baslamaktir. Bu ¢ocuklari bulmak
icin, filtre kagidinda bir damla kanda bulunan énemli derecede artmis kreatin kinaz enzim
aktivitesi CK icin yenidogan taramasi gereklidir. Yenidogan bir ¢ocugun kaninda 1000 U/L
Uzerinde ¢ok ylksek CK aktivitesi muhtemelen Duchenne distrofisine sahip oldugunu ya da

limbgirdle distrofilerinden biri gibi baska bir kas hastaligina sahip oldugu anlamina gelir.

Columbus/Ohio’da Jerry Mendell’'in grubu tarafindan gerceklestirilen pilot bir
yenidogan tarama programinda gosterildigi gibi, ylksek CK aktivitesinin tespit edildigi kan
damlasinda beyaz kan hiicreleri olan l6kositlerden elde edilen DNA’da distrofin gen taramasi

bile mimkiin olmaktadir (11).

Bu yalnizca dogumdan hemen sonra Duchenne’li ¢cocuklari bulmakla kalmayip ayni
zamanda gen mutasyonlarini da 6grenip ilk bir ay icinde tani konmasini saglamaktadir.
Kaslarda dejenerasyonun baslamasini muhtemelen 6nleme 6zelligi olan etkili bir ekzon
atlama terapisi terapisinin hemen baslamasini saglayabilir. Bu Duchenne’li ¢ocuklar

Duchenne muskiler distrofi’li olmaya devam etmeyeceklerdir!
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Yakin gelecekte, benzer Duchenne tarama programlari muhtemelen, birgok tlkede
tedavi edilebilen diger hastaliklar i¢in ¢oktan kurulmus olan yenidogan taramalarina
eklenecektir. Avrupa Néromuskiler Merkezi (European Neuromuscular Center), ENMC’nin
Duchenne taramasi lzerine uluslararasi workshopu Amsterdam yakininda Naarden’da 14-16
Aralik 2012'de gergeklesmistir ve Prosensa/GSK’nin ekzon 51’i atlamak icin drettigi ilag
Drisapersen’in glvenlik ve etkinligi kesin olarak kanitlandiktan sonra bu tip erken taramalarin

kabul edilebilirligini artiracaktir.

Gen transferi ile ekzon atlama. University of Versailles ve University of Oxford’daki
arastirmacilar, Luis Garcia, Aurelie Goyenvalle, Kay Davies ve onlarin meslektaslari, kas
hiicrelerinin kendi antisense oligolarini Gretmeleri amaciyla ekzon atlama ve gen terapisinin
bir kombinasyonu Uzerinde c¢alismaktadirlar. Arastirmacilar antisense oligolari devamli
Uretmek icin genetik yapiy! tasiyan tek bir virlis enjeksiyonuna ihtiya¢ duymayi umuyorlar,
boylece hastalarin muhtemel uzamis yasam slreleri boyunca serbest oligolarin tekrarli

enjeksiyonunun yapilmasina gerek kalmayacaktir.

2004’te bilim adamlari, RNA antisense dizilerini kliclik nuklear RNA ailesinin Uyeleri
olan, distrofin proteininin sentezi icin aktif mRNA Uretimini saglamak icin nukleusdaki 79
ekzonu biraraya getiren biyokimyasal makinenin parcasi olan U7-snRNA’lara (sn= small
nuclear) baglayarak, bu teknigin gen terapatik parcasini yaratmislardir. Bu modifiye U7-
snRNA’lar vektorler-zararsiz adeno iliskili virlisler-AAV-ile splicing sireci boyunca ekzon

atlamayi gergeklestirmek icin ¢ekirdeklerini icine biraktiklari kas hiicrelerinin igine tasinirlar.

Bu yiklQ virtsler muskuler distrofili farelerin (mdx) ilk olarak tek kasina lokal olarak
enjekte edilmis, daha sonra sistemik olarak kan dolasimina katilmistir. Kas hiicrelerinde,
ekzon 23’Un olagan restorasyonu okuma cergevesini restore etmistir. Yeni, fakat bir sekilde
kisalmis distrofin, tedavi edilen kas fibrillerinin % 80’inde, hiicre membraninin altinda normal
pozisyonunda ve 1 yildan uzun siire herhangi bir immiin reaksiyona neden olmadan stabil

kaldigi gorilmustir.
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Mdx kaslarindaki distrofik streg, yani hizlandirilmis dejenerasyon ve rejenerasyon
tamamen durdurulmustur. Sistematik olarak tedavi edilen mdx-farelerde, tedavi edilmeyen

mdx-farelerdeki gibi alisiimis kas hasari gortilmemistir (13).

5 yil 6nce, bu U7-gen transfer teknigi, gercek bir Duchenne’li ¢cocuk gibi hasta olan
golden retreiver cinsi kopegi tedavi etmek icin uygulandi. Bu képeklerde ekzon 6 ve 8’in
atlanarak tedavi edilebilecegi, ekzon 7 bdlgesinde bir mutasyona sahiptirler. Bir kopege-ozel
ekzon 6 ve 8’e karsi antisense dizileri iceren modifiye U7-snRNA kullanilarak, lokal
enjeksiyonlar sonrasi bir¢ok kasta ve kisith dolasim ile bacaga sistemik enjeksiyonlar boélgesel

olarak, neredeyse normal seviyelerde kisalmis distrofin elde edilmistir.

Simdi, bu denemelerden 5 yil sonra, bu tedavinin uzun-siireli sonuglari Adeline Vulin,
Aurelie Goyenvalle, Luis Garcia ve arkadaslari tarafindan yayinlanmistir (14). Bu zamandan
sonra atlanarak elde edilen distrofin tedavi edilen 6 képekte hala bulunmakta, fakat bu yeni
distrofini iceren fibril sayilari yavas¢a dismustir. Bu distsiin sebebi bir immiin cevaptan
degil, muhtemelen insanlardaki Becker muskiiler distrofideki gibi olusan ve devam eden
distrofik sirectendir. Asil neden, muhtemelen kurtulan atlanmis distrofinlerin yalnizca silinen
ekzon 7 eksikligini degil, ekzon 6 ve 8; hatta bilinmeyen nedenlerle ekzon 9 eksikligini de
icermesi fakat, okuma c¢ercevesini etkilememesindendir. Boylece, kaybolan ekzon 6-9
tarafindan dretilen 158 aminoasit, proteinde yer almamaktadir. Bu aminoasitler, kas
hicresinin icinde proteini stabilize eden (aktin agini baglayan) proteinin bir ucundaki aktin-
baglayan temel yapinin bir pargasidirlar. Bu baglanti mikemmel olmadigl zaman, hala var

olan fakat daha yavas seyreden kas bozulma sirecine katki saglamaktadir.

Yazarlar, bu genetik ekzon-atlamanin, birka¢ yil sonra normal ekzon-atlama
enjeksiyonlari ile takip eden uzun-sireli bir terapinin baslangicinda kullanilabilecegini

onermektedir.

Bu teknik, gercekten hasta olmayan mdx farelerde ekzon 23’0 atlamak igin 2004’te
gosterildikten sonra, arastirmacilar ayni teknigi ginimuizde, distrofin veya utrophin
icermeyen ve bu yizden Duchenne’li ¢cocuklar kadar hasta olan double-KO fareler olarak

adlandirilan fareler icin uygulamaktadirlar (15). Farelerin ekzon 23’lerine karsi U7-snRNA’ya
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ekli antisense dizilerini tastlyan AAV virlslerinin tek bir intravendz enjeksiyonundan sonra,
incelenen tim kaslarda, kalp kasi da dahil olmak lzere normal seviyelere yakin distrofin
depolandigl gorilmistir. Bu durum kas fonksiyonlarinda onemli bir gelisme, yasam
sirelerinde 10 haftadan 1 yila kadar uzayan kayda deger bir artis ve kas yapisinin

normalizasyonu ile sonuglanmistir.

Bilim adamlari gliniimiizde bu teknigi DMD’li hastalara uygulamak icin insan distrofin
geninin ekzonlarini atlamaya yonelik spesifik U7snRNA’lar gelistirmektedir (16). Ayni
zamanda bilim adamlari, tek seferde bircok ekzonun atlanmasina izin vermek igin, birden

fazla U7snRNA’larin bu modifiye AAV virlsleri ile transfer edilebilecegini gbstermistir.

Bu calisma, 2015’te Genethon, Institut de Myologie ve Nantes’deki arastirma
takimlari ile beraber planlanan, hastalar Uzerinde klinik uygulamaya onemli bir hazirhk

basamagi sunmaktadir.

Multiekzon atlama.

Prosensa/GSK ve Sarepta’nin ekzon 44, 45, 50, 51, 52, 53 ve 55’i iceren oncelikli
listesinde yer alan 7 atlama gelismesinden, tim hastalarin % 45,1’in yararlanbilme olasilig
vardir. iki komsu veya ayri ekzonu atlayan, cift atlama ilaglari (izerinde sadece birkag ¢alisma
yapilmistir, fakat higbiri henliz klinik deney asamasinda degildir-¢linkli tiim Duchenne
calismalari ve bu Ug¢ sirketin genis finansal harcamalari ilk olarak o6ncelikli ilaglarin

gelistirilmesi icin yapiimaktadir.

ilaclarin  giivenli ve etkili oldugu belirlendiginde ve gecikmeden satislari
onaylandiginda, daha nadir gorilen, daha komplike mutasyonlar i¢in bir seri deney
yapilmasina gerek kalmayacagi, daha az zaman ve para harcamasina ihtiya¢ duyulacagi timit

edilmektedir.

2’0O-metiller ile ekzon 45-55 atlamasinin ilk denemeleri. 2007'de, gliney Fransa’da
Montpellier Giniversitesinden Christophe Beroud ve ¢alisma arkadaslari, ekzon 45-55 arasi 11

ekzonun atlamasinin; tim Duchenne’li hastalarin % 63’lGinde Becker muskiler distrofideki
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gibi hafif distrofik belirtilerin oldugu veya hig distrofik belirtilerin olmadigi kisalmis distrofin
Uretimine neden olacagl tahminlerini yayinlamislardir (17). Siddetli engeli olan ve ekzon 45-

55 arasinda dogal delesyonu olan birgok Becker hastasi tanimlanmistir.

2008’de, Annemieke Aartsma-Rus ve calisma arkadaslari, saghkl bir insanin ve 2
Duchenne’li hastanin distrofin mRNA’sindan, bu 11 ekzonun hiicre kiltlriinde gikartiimasini
denedi. Fakat tim 11 ekzona karsi 2’0O-metil oligo kokteylleri, kismi atlanmis karisimlar
Ureten veya kiguk bir miktar tam atlanmis mRNA’lar Ureten diizensiz yapistirma (splicing)
slreclerine neden olmustur. Yazarlar, bu teknigin bu zaman i¢in multi ekzon 45-55

atlamasinin klinik gelisimini yeterince desteklemedigi sonucuna varmislardir (18).

Distrofik képeklerde multiekzon atlama. Bir sonraki adim, iki veya daha fazla ekzonun, bir
oligo kokteyli ile atlanmasini denemek idi. 2008/09’da, Washington’dan Eric Hoffman ve
Terence Partridge, Tokyo’dan Shin’ichi Takeda ve arkadaslari, distrofik CXMD taz
kopeklerinde multiekzon atlama icin 2’0O-metil ve morpholino antisense oligo kokteylleri
gelistirdiler (19). Hafif distrofik semptomlari olan mdx farelerin aksine, bu kdpekler

Duchenne-benzeri semptomlara sahiptiler.

Bu distrofik képeklerin, mRNA’dan ekzon 7’nin kaybina ve hemen sonra prematire
stop-kodonlar ile bir okuma cercevesi degisikligine neden olan, distrofik genlerinde ekzon
7’nin yapisma alaninda bir mutasyonlari vardir. iki komsu ekzon 6 ve 8’in atlanmasi okuma

cercevesini restore edecektir.

2’0O-metillerin ve morpholinolarin farkh karisimlarinin bir miktari, ekzon 6’ya karsi 2
oligo ve ekzon 8’e karsi bi oligo iceren en etkili karisim bulunana kadar doku kiltlrlerinde

test edilmistir.

Oligo kokteyllerinin her iki tipi, bir kas igcine lokal enjeksiyonlardan sonra, % 80’e
varan atlanmis mRNA ve neredeyse normal seviyelerde kisalmis distrofin Gretmislerdir.
Fakat, sadece hedeflenen ekzon 6 ve 8 degil, delesyonu okuma cercevesini bozmayan

cerceve ici bir ekzon olan ekzon 9 da bilinmeyen nedenlerle atlanmistir.

Tokyo’da gerceklestirilen sistemik bir tedavi icin, 2 aylik 3 képek; 5, 7 ve 50 hafta

boyunca bacak venlerine haftalik olarak 3-morpholino antisense kokteyli enjeksiyonu ile
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tedavi edildiler. Test edilen tim iskelet kaslarinda, kalp kasi harig, normal seviyenin % 50’sine
varan yeni distrofin bulundu. Onceki gibi, ekzon 9 yine atlandi. Képeklerin fiziksel durumu,

tedavinin basladigl zamandan 6ncesi gibi stabilize idi.

Bu tedavinin kopeklerin kas dejenerasyonunu durdugu goridlmistir. Bu yizden,
morpholino antisense oligolarin insanlara benzeyen viicut yapisina sahip genis bir memeli

grubunda iyi ¢alistigl, toksik olmadigi belirlendi.

Vivo-morpholinolar ile ekzon atlama. 2009'da Washington ve Tokyo’daki ayni arastirmaci
gruplari daha once Qi Long Lu ve arkadaslari tarafindan Kuzay Karolina, Charlotte’daki
Carolinas Medical Center’da gelistirilen antisense oligolarin farkli bir tipi ile calismaya
basladilar. Normal bir morpholino oligonun bir sonuna, 8 guanidine grubunun dalli yapisini

eklediler.
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Bu octo-guanidine morpholino vivo-morpholino olarak adlandiriimaktadir. Yapisi,

yuksek bir etkinlikle kalp kasi da dahil olmak lizere iskelet kaslarina girmeye izin vermektedir.

Mdx-fareler, prematire stop sinyali iceren ekzon 23’lerine karsi vivo-morpholinolar
ile tedavi edilmistir. 10 hafta boyunca, sistemik, iki haftada bir yapilan tedavi ile iskelet
kaslarinin tum fibrillerinde % 50, kalp kasinda % 10 ve kan damarlari ve barsaklarin yumusak
kaslarinda yeni distrofin Uretildi. Kas fonksiyonlari dnemli 6l¢ctide gelisti ve herhangi bir yan

etki gorilmedi (20).

Vivo-morpholinolar ile képeklerde multiekzon atlama. Mdx farelerin vivo-morpholinolar ile

tedavisinin pozitif sonuclarindan sonra arastirmacilar, 3 kdpek ekzonunun atlamasini vivo-

36



37

morpholinolarin bir kokteyli ile tekrarladilar (21). Hafif distrofik semptomlar gosteren 3-5
aylik tazi kopekleri kullanarak 4 farkh vivo-morpholino oligonun 120 mg’lik bir karisimini
iceren bir kokteyl sollisyonunun 1 mililitresini 5 farkli kasa enjekte ettiler. Bu 4 farkli vivo-
morpholino oligolarin 2’si ekzon 6’ya karsi, ikisi de ekzon 8’e karsi yonlendirilmistir.

Enjeksiyondan 2 ve 8 hafta sonra kas biyopsisi yapildi.

2 hafta sonra kas fibrillerinin % 70’i ve 2 ay sonra % 60’1 yeni distrofin icermekte idi.
Antisense oligolar ile yalnizca ekzon 6 ve 8 hedeflense de, erken denemelerde ekon 9’un da

atlandigi géralmustar.

Bunun neden bdéyle olduguna iliskin Annemieke’nin agiklamasi soyledir: ‘Neden
basittir: intron 7, 110.000 harf uzunlukta, intron 8 ise sadece 1.100 harf uzunlugundadir. Bu
yluzden siklikla, ekzon 7 ve 8 yapismadan 6nce ekzon 8 ve 9 birlikte yapismaktadir. Bu ylizden
ekzon 8’in ekzon 7’ye katilmasini dnlerken ekzon 9’u da atliyorsunuz, ¢linkli ekzon 9 ¢oktan

ekzon 8’e baghdir.’

Toksisite, farmakokinetikler ve biyodagitim calismalari, bu képek denemelerinden
sonra yapilmamistir. Onlar, Duchenne hastalarinda benzer vivo-morpholinolar ile klinik

calismalar yapilmadan once gergeklestirilmelidir.

Vivo-morpholinolar ile mdx52 farelerde multiekzon 45-55 atlama. Vivo-morpholinolar ile
kopek c¢alismalarindan hemen sonra, Tokyo ve Washington’daki ayni arastirmacilar
Duchenne hastalarinda ekzon 45-55 arasindaki tiim 11 ekzon blogunu atlamak icin hazirlik
calismasi baslattilar. Bu galisma, daha 6nce agikladigim gibi tiim hastalarin % 63’U igin bir

terapi olusturacaktir (22).

Acikcasi, arastirmacilar Annemieke’nin ayni 2’0O-metil oligolar ile multi-atlama
denemelerinin  hayal kirikhig vyaratan sonuglarinin farkindaydilar. Japon-Amerikan
arastirmacilar bu yizden farkli oligolar arasindaki reksiyonlardan ve ayni oligonun iki sonu

arasindaki reaksiyonlardan kaginan diziler ile vivo-oligolari sectiler.

ilk olarak, fareler ile denemeler yapilmak zorunda idi. Fakat bu fareler ekzon 23

atlamasina ihtiyaci olan alisildik mdx fareler degil, ekzon 52’lerinde delesyon olan 06zel
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yetistirilmis mdx fareler idi. Kesintiye ugramis distrofin Giretimleri, multiekzon yaklasimlari ile

atlanacak olan ekzonlarin biri olan ekzon 52’nin atlanmasi ile yeniden baslayacaktir.

Denemeler, bu farelerin myotiipleri lzerinden laboratuar testleri ile basladi. Ekzon
45-51 arasindaki 10 ekzonun ve ekzon 53’Gn (ekzon 52 degil) ESE-ekzonik yapismayi
arttiricilar-dizilerine karsi 10 vivo-oligonun bir karisimi hedeflenen tim 11 ekzonluk blogun

atlamasi igin kullanildi. Ve kismen atlanmis hicbir mRNA’ya rastlanmamasi sasirtici idi.

Bir sonraki deneyler 45 haftalik mdx52 fareler lizerinde, 10-oligo vivo kokteylin 1,5
microgram (miligramin 1,5 ylz kati) inin bir ince kasa verilmesi ile yapiimistir. 2 hafta sonra,
genetik kod kelimeleri 10 atlanmis ekzon ve bir delesyona ugramis ekzon (52)’da bulunan
aminoasitsiz, dogru sekilde kisaltilmig distrofin, kas fibrillerinin % 70’inde bulunmakta idi.
Tekrar, ne mRNA ne de protein gibi kismen atlanmis Uriine rastlanmadi. Ve distrofin
kompleksinin tim proteinleri, cok da dnemli olmayan NOS-nitrik oksit sentezi- haric normal

seviyelerinin % 100’line geri dondu.

Daha sonra bu fareler sistemik enjeksiyon aldi. Her biri 12 mg/kg’lik 5 tane iki haftalk
enjeksiyon yapilarak, iskelet kaslarinin % 8-15’lik ve kalp kasinin % 2’lik Becker distrofini
sonucuna ulasildi. Bu tedavi edilen fareler daha iyi kas fonksiyonu ve daha uzun sire kas
dayaniklihgl gosterdiler. Kan testlerinde herhangi bir toksisite gézlenmedi ve CK aktivitesi

daha azalmisti.

Ekzon 45-55 olmayan hastalarda hafif Becker distrofisinin nedeni bilinmemektedir.
Fakat, bu hastalarin distrofinleri bazi ayrilmis aminoasit zincirlerinin bir kismina sahiptiler.
Bu, kas kontraksiyonlarinin mekanik stresinden hiicre membranini korumada normal

fonksiyon gdstermesi icin bir neden olabilir.

Bu 45-55 atlamasinin avantajlari. Duchenne hastalarinin % 63’G bu multi-atlamadan yarar
gorecektir. Sonucta meydana gelen Becker muskiler distrofi, artmis CK aktivitesi ile hafif
olabilir veya hi¢ semptomsuz olabilir. Bu atlama, ayni zamanda daha siddetli etkilenmis
Becker hastalarini da iyilestirebilir. Bu karisimdan vivo oligolarin bir kismini veya sadece birini

kullanarak, bu bolgede bir veya birden fazla ekzon atlamasina ihtiya¢ duyan hastalara bir
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atlama terapisi olarak dnerilebilir. Bir sonraki ve en énemli adim, hastalarla klinik deneylerin

baslamasi olacaktir.

Annemieke’nin yorumu: ‘Multiekzon atlama igin bircok se¢cenek bulunmaktadir: Vivo
morpholinolar toksiktir. Bu 11 AO karisimini gelistirmek (vivo morpholinolardan baska bir
kimyasal kullanilsa bile) cok maliyetli olacaktir. Glivenlik testlerinin nasil yapilmasi gerektigi
bilinmemektedir. Eger bazen sadece karisimin 2 veya 3 oligosunu kullanmak isterseniz, her
seyi birebir test etmeniz gerekecektir, boylece multiple insan icin tek bir karisimdan
yararlanma sansi olmayacaktir. Eger bir karisim gelistirmek istiyorsaniz, karisimi test edip
edemeyeceginiz veya farkli komponentler ile glvenlik testleri yapmak zorunda kalip

kalmayacaginiz bilinmemektedir.’
Duplikasyonlar, nokta ve nadir mutasyonlar i¢in ekzon atlama

Duplikasyonlari tamir etmek icin ekzon atlama. Bir ya da daha fazla ekzonun kopyalanarak
okuma cergevesinde kaymaya neden olmasi tim duchenne hastalarinin yaklasik %7’sinde

meydana gelmistir.

Prensipte, bunlar ekzon atlama ile onarilabilir; eger kopyalanmis ekzonlarin ek olan
setini ilk olana, orijinal ekzon setine dokunmadan ayirmak mimkin ise yeni distrofin proteini
normal boyutlara sahip olacaktir. Eger kastaki bozulmayi durdurmaya yetecek kadar yeni ve
normal distrofin Uretilebilirse bu islem sadece terapi degil ayni zamanda iyilesme de

saglayacaktir.

Problem, antisense oligolarin tamamen ayni olan ekzon setlerinin her ikisini de
taniyacak olmasidir. Yani eger birini atlamay! denerse her ikisini de atlamis olacaktir. Tekli
ekzon kopyalari (tek-ekzon-duplikasyon) icin cikar bir yol olabilir ¢linkl bazi durumlarda biri,
Uglinct ekzonu kopya olanlardan 6nce ya da sonra atlayabilir ve bdylece okuma ¢ercgevesini
onarir. Fakat daha blylik kopyalar i¢cin bu olay ¢ok karmasik hale gelir ve bu nedenle ¢ok

zorlu olacak ve belki de miimkiin bile olamayacaktir.

Kopyalari diizeltmek amaciyla Kevin Flanigan ve ekibi tarafindan Columbus/Ohio ‘daki

Nationwide Children’s Hospital’da yeni bir proje baslatiimistir.
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Ekzon 2’nin kopyasi, Duchenne hastalarindaki tekli-ekzon duplikasyonlarinin en
yaygin olanidir; distrofin geninde, siddetli kas hastaligi semptomlarina neden olan bu tarz bir
ekzon-2 kopyas! bulunan yeni bir laboratuvar faresi tiretilmistir. Bu farelerden yeterli sayida
Uretildiklerinde, bu kopyayl onarmak igin in-vivo deneyler ile ¢6zim yolu bulmak mimkiin

olacaktir.

Arastirmacilar, farkli kopyalara sahip hastalarin hiicre dizilimleriyle laboratuvar
deneylerinde kullanilmak Ulzere hiicre kiltirleri gelistirmislerdir. Suan, her zamanki ekzon
atlama antisense oligolarin yani sira AAV U7-snRNA teknigi ile de bu kopyalari onarmaya

calismaktadirlar.

Nokta mutasyonlarini tamir etmek icin ekzon atlama. Nokta mutasyonlar, genin
kendisindeki bir ya da birka¢ genetik harfin kii¢clik degisimleridir. Eger mutasyon tek bir
genetik harf eklediyse ya da sildiyse, okuma ¢ercevesinde kayma meydana gelir. Eger bir harf
bir digeri ile degistirilirse, okuma ¢ercevesinde kayma olmaz ancak kod kelimesi artik farkli

bir aminoasidi ifade etmektedir.

Eger bu degisim distrofinin yapisini bozmazsa, hicbir olay meydana gelmez. Ancak 3
stop kodondan biri, TGA, TAG yada TAA, ortaya ¢ikarsa —okuma c¢ercevesinde kayma
olmamasina ragmen- protein sentezi ‘premature stop sign’ da durdurulur ve sonug olarak

Duchenne distrofisi meydana gelir.

Stop kodonu iceren ekzon, eger tim kodonlar arasinda sinira sahip ¢ergeve ici bir
ekzon ise ve boylece silinmesi halinde okuma cercevesinde kayma olmayacaksa, atlanarak bu
olay duzeltilebilir. Ya da eger bu olay ¢erceve kaymasina neden oluyorsa, bazi vakalarda, ek

olarak komsu ekzonun da atlanmasi gerekir.

Eskiden PTC124 olarak adlandirilan Ataluren ilaci, New Jersey, ABD’deki PTC
Therapeutics firmasi tarafindan gelistirilmistir, ¢linkid bu ila¢g ekzon icindeki nokta
mutasyonlardan kaynaklanan prematire stop kodonlar arasindan okuyabiliyor gibi
gozikmektedir. Fakat buylk bir klinik calisma esnasindaki zorluklar tamamlanabilmesini

geciktirmistir.
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(Cevirenlerin notu: Bu molekdl icin tlkemizin de icinde bulundugu yeni bir klinik calisma

baslamistir)

Nadir mutasyonlari tamir etmek icin ekzon atlama. Elimizdeki molekiiller sik mutasyonlara
sahip ilk 11 grubun su anda sadece 7’si icin gelistirilmistir. Bu oncelikli atlama ilaglari, tim
Duchenne hastalarinin %45’i igin terapi saglayacaktir. Tum hastalarin kalan %38’i, yani ekzon
atlamadan fayda gorebilecek diger 123 hasta grubuna dahil olan hastalar icin suanda hicbir
atlama ilaci gelistiriimemektedir. Bunlarin blyuk bir cogunlugu, yani 114 grup, tim hastalarin

sadece %1’ini icermektedir, en kiiglik 30 grup ise %0.02’sinden fazla degildir!

Eger suan dinya genelinde yaklasik olarak 400.000 Duchenne’li ¢ocuk ve geng
yasiyorsa, %1 4.000 ve %0.02 ise 80 hasta demektir. Bu hastalarin ekzon atlama ilaglarininin

onlarin yasam streleri icerisinde gelistirilme ihtimalleri cok distktr!
Daha ileri yastaki hastalar i¢in ekzon atlama

Onceden agikladigim gibi ekzon atlama tedavisi, eger Duchenne’li cocugun yasaminin
en baslarinda yani kaslarinin ¢ogu halen mevcut iken baslanirsa en etkili olacaktir. Bu teknik
blyuk ihtimalle hayatta kalan kas liflerindeki bozulmayi yavaslatacak ve hatta durduracaktir
ancak kaybolmus kas liflerini yeniden lretemeyecektir. Ancak, Gertjan van Ommen ve
Annemieke Aartsma-Rus ‘un rdportajlarinda agikladiklari Gzere yash hastalar, hastaliklar
ilerlemis bile olsa, engellerine ragmen anlamli bir hayat strebilmelerini saglayacak olan kalan

kaslarinin saglam olmalarini isteyeceklerdir.

Gertjan soyle demistir: “ Ekzon atlama, ¢ocuklar i¢cin 6nemli bir gelismedir ancak bu
¢ocuklarin hayati tamamen engelsiz olmayacaktir. Ve Duchenne’li ¢ocuklarla konusursaniz,
siklikla 10-16 yaslarinda iken neler oldugunu anlayabilirler ve doktorlar onlarin tek istedikleri

seyin uzun yasamak oldugunu duastndrler.

Ancak onlarin asil arzusu etrafta daha iyi gezinebilmek, kaslarini daha iyi hareket
ettirebilmek, bilgisayar kullanabilmek igin ellerini masanin Ustline koyabilmek ve bilgisayari
daha uzun sire kullanabilmektir. Steroid aliyor olsalar bile bilgisayarin klavyesini

kullanabilmek icin ellerini masanin lzerine koyamayacak kadar yorgun Duchenne’li daha
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blyuk ¢ocuklar gérdiim. Bunu kaybediyor olmalari onlar icin gergekten buylk bir kayiptir. Ve

eger siz bunu yavaslatabilirseniz, onlara oldukga fazla yardim etmis olacaksiniz.

Teknik okullarda ve sirketlerde kendi hareketlerini yapamayacak kadar glgsiz olan
Duchenne’li ¢ocuklar ve geng insanlara yardim edecek “bio-robot” cihazlarin gelistirildigi

projelerin oldugunu biliyorum”

Annemieke’ye “yasli ve olduk¢a engelli Duchenne hastalarinin bitiin modern tedavi
metotlarini kullanarak yasamlarini uzatmak bu zahmete gercekten deger mi?” diye
sordugumuzda soyle cevapladi:” Bence bu glizel bir soru. Ve bu soruyu sorabilecegin sadece
bir kisi var: hastanin kendisi. Tedavi ve bakimi isteyip istemedigine hasta kendisi karar
vermek zorundadir. Bizim a¢imizdan bakarsak, sadece parmagini hareket ettirebilmek ya da
parmagini kaldirabilmek ya da goézlerini hareket ettirebilmek korkung bir durum gibi gézikdir.
Ancak o durumda olan hastalar biliyorum ve sunu soyliyorlar: “Hayatim benim igin ¢ok
degerli, hayatimi seviyorum, bilgisayarim var, tiyatroya gidebiliyorum, sinemaya

gidebiliyorum, futbol maglarina gidebiliyorum ve ben mutluyum”.

Guenter Scheuerbrandt, PhD.

Im Talgrund 2, 79874 Breitnau, Almanya

e-mail: gscheuerbrandt@t-online.de

Internet: www.duchenne-information.eu

1 Subat 2013
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