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SAZETAK

Genska terapija u neuromuskularnim bolestima

Elena Jellin

Neuromuskularne bolesti su veoma heterogena skupina bolesti koje zahvacéaju donji motorni
neuron, periferni ziv€ani sustav, neuromuskularnu spojnicu te misi¢. Neuromuskularni
poremecaji su ve¢inom genetski uvjetovani te je stoga primjena genske terapije u pedijatriji
vrlo znacajna. Postoji nekoliko odobrenih terapija za lijeCenje spinalne misice atrofije (SMA).
Terapije poput nusinersena, protusmjernog oligonukelotida, i risdiplama, male molekule,
mijenjanju mehanizam prekrajanja kako bi ukljuéili egzon 7 u transkripte SMN2 (survival
motor neuron 2) gena. Tako je dostupna poveéana kolicina SMN (survival motor neuron)
proteina i pacijenti pokazuju pobolj$anu motoricku funkciju koja se ne oc¢ekuje u prirodnom
tijeku bolesti. Onasemnogen abeparvovek je genska terapija s direkthnom manipulacijom
pacijentovog genoma. Funkcionalna kopija mutiranog gena se dostavlja putem virusnih
vektora, adeno asociranih virusa (AAV). Bolesnici imaju poboljSanje motorike i razvoj novih
motoricki dostignuca, a povecano je 1 prezivljenje bez koristenja trajne ventilacije. Ataluren je
mala molekula koja moze stabilizirati misi¢nu funkciju omoguéujuci Citanje preranog stop
kodona u pacijenata s besmislenom mutacijom uzrokovanom Duchenneovom mis§i¢nom
distrofijom (DMD). Neke terapije, primjerice, eteplirsen, ponovno uspostavljaju translacijski
okvir ¢itanja i tako omogucuju sintezu funkcionalnog distrofina. Alglukozidaza alfa se koristi
kao enzimska zamjenska terapija kod pacijenata s Pompeovom boles¢u. Terapija je imala
najveci ucinak na poboljSanje sréane hipertrofije i prezivljenje bolesnika s ranim nastupom te
pokretljivost i respiratorni status u pacijenata s kasnim nastupom Pompeove bolesti. Cilj rada
je prikazati geneticku podlogu odredenih neuromuskularnih bolesti i njihovu odobrenu terapiju.

Kljuéne rijeci: neuromuskularne bolesti, terapija, genska terapija



SUMMARY

Gene therapy in neuromuscular diseases

Elena Jellin

Neuromuscular diseases are a very heterogeneous group of diseases which affect the lower
motor neuron, the peripheral nervous system, the neuromuscular junction, and the muscle.
Neuromuscular disorders are predominantly genetically conditioned and are therefore very
important in the paediatrics. There are several approved therapies for the treatment of spinal
muscular atrophy (SMA). Therapies such as nusinersen, an antisense oligonucleotide, and
risdiplam, a small molecule, modify the splicing mechanism in order to include exon 7 in
transcripts of the SMN2 (survival motor neuron 2) gene. Thus, an increased amount of SMN
(survival motor neuron) protein is available and patients show ameliorated motor function not
expected within the natural course of the disease. Onasemnogene abeparvoveck is a gene
therapy which includes the direct manipulation of the patient's genome. A functional copy of
the mutated gene is delivered by viral vectors - adeno associated viruses (AAV). Patients
experience improvements to motor function and develop increased motor capacity, and the
ventilation-free survival rate is increased as well. Ataluren is a small molecule which can
stabilise the muscle function by enabling the readthrough of a premature stop codon in patients
with a nonsense mutation caused Duchenne muscular dystrophy (DMD). Some therapies such
as eteplirsen, re-establish a translational reading frame and therefore enable the synthesis of
functional dystrophin. Alglucosidase alpha is used as an enzymatic replacement therapy for
patients with Pompe disease. The therapy has demonstrated its largest impact in terms of
improvement in cases of heart hypertrophy as well as survival rates in patients with infantile-
onset disease, and in improving the ambulatory and respiratory status of patients with the late-
onset Pompe disease. The goal of this paper is to review the genetic basis of certain
neuromuscular diseases and their approved therapies.

Key words: neuromuscular diseases, therapy, gene therapy



1. UVOD

Neuromuskularne bolesti obuhvacaju Siroku grupu poremecaja, a boles¢u moze biti zahvaéen
bilo koji dio motorne jedinice, uklju¢uju¢i motorne neurone u prednjem rogu kraljeznicne
mozdine, periferni Zivac, neuromuskularnu spojnicu ili sam misi¢. Karakterizira ih misi¢na
slabost, koja se ponajvise ocCituje u oslabljenoj pokretljivosti, kostano-zglobnim deformitetima
I kontrakturama, promijenjen osjet u neuropatijama te zatajenje disanja (1). Vecina
neuromuskularnih poremecaja pedijatrijske populacije su geneticke etiologije (2), Sto je
povijesno predstavljalo grupu bolesti s uzrokom na koji nije moguce djelovati. Uvodenjem
multidisciplinarne potporne terapije, primjerice fizioterapije, ortopedskih pomagala,
pulmoloskog i kardioloskog lijeCenja te nutritivne potpore, zivotni vijek bolesnika s
Duchenneovom misi¢nom distrofijom (DMD), najées¢om dje¢jom neuromuskularnom
bolesc¢u, produljen je i vise od 10 godina (3). Otkricem distrofinskih mutacija u DMD krajem
80.-ih godina prosloga stoljeca (4) pokrenuta je era otkrivanja i ostalih promijenjenih gena te
omoguceno potpunije upoznavanje patofiziologije neuromuskularnih bolesti. Time je
unaprijedeno  dijagnosticiranje, odredivanje prognoze 1 genetsko savjetovanje, a
neuromuskularne bolesti su mogle postati dijelom Sirokog spektra bolesti koje su podrucje
interesa genske terapije. Terapije rekombinantnim humanim enzimima prisutne su ve¢ duze
vrijeme u lije¢enju neuromuskularnih poremecaja, a nova otkrica i tehnologije rezultirali Su i
prvim odobrenim genskim terapijama, 2014. g. za DMD te 2016. g. za SMA. Takve terapije
ve¢inom djeluju putem protusmjernih oligonukleotida (ASO — engl. antisense oligonucleotide),
bez direktnog unosenja funkcionalnog gena, a 2019. g. odobrena je i prva genska terapija s

neposrednim mijenjanjem genoma bolesnika oboljelih od SMA (5).



2. SPINALNA MISICNA ATROFIJA

Spinalna misi¢na atrofija (SMA) je primarno bolest donjeg motoneurona, ali i ostalih dijelova
motorne jedinice. SMA obiljezava progrediraju¢a miSi¢na slabost 1 atrofija koji dovode do
paralize (6). Fenotipski moze varirati od prenatalnih znakova i respiratorne insuficijencije u
ranoj dojenackoj dobi do blagog nastupa bolesti u odraslih pokretnih pacijenata (7). Oboljeli od
SMA imaju nedostatak SMN proteina, kojeg kodiraju SMN geni, a koji se povezuje s
propadanjem neurona u prednjem rogu mozdine. To je autosomno recesivna bolest uzrokovana
delecijom ili mutacijom SMNL1 (engl. survival motor neuron 1) gena na kromosomu 5q13.
Oboljeli najcesce imaju homozigotnu deleciju u SMN1 genu u egzonu 7 i 8, ili samo egzonu 7.
Ostatak predstavljaju sloZeni heterozigoti za lokus, s delecijom ili genskom konverzijom u
SMNI1 genu na jednom alelu te to¢kastom mutacijom na drugom alelu (8). Na svakom alelu se
moze pronaci par suptilno razli¢itih SMN gena, telomeri¢ni SMNI1 i centromericni SMN2.
SMNZ2 gen se razlikuje po supstituciji C u T u pojacivacu egzonskog prekrajanja. Posljedi¢no
tome, glasnicka mRNA (mRNA — engl. messenger RNA) SMN2 gena ne sadrzi egzon 7 te
njenom translacijom nastaje skra¢eni SMN protein koji je afunkcionalan i podlozan razgradniji.
Ipak, manji dio mRNA je pune duzine i od njega nastaje normalan SMN protein $to objasnjava
ulogu broj kopija SMN2 gena u tezini bolesti (7). lako SMN protein sudjeluje u raznim
unutarstani¢nim procesima, kao $to su RNA procesi, regulacija citoskeletne dinamike,
autofagija, mitohondrijska te ubikvitinska ravnoteza, dosad nije otkriven odlu¢ujuc¢i mehanizam
kojim nedostatak SMN proteina uzrokuje SMA (9).

2.1. NUSINERSEN

Nusinersen (Spinraza) je bio prvi lijek za lijecenje djece i odraslih oboljelih od SMA, odobren
od strane FDA (U.S. Food and Drug Administration) 23. prosinca 2016. godine (10). 30. svibnja
2017. godine je odobren i u Europskoj uniji (11). Nusinersen je protusmjerni oligonukleotid
koji mijenjanjem prekrajanja pre-mRNA, povecava broj SMN proteina pune duzine dobivenih

iz SMN2 gena. Nusinersen se primjenjuje intratekalno putem lumbalne punkcije.



2.1.1. Mehanizam djelovanja

Nusinersen je ASO, jednolan¢ana DNA, koja se veze za pre-mRNA nastalu transkripcijom
SMN2 gena. Veze se sparivanjem baza na mjesto intronskog prigusivaca prekrajanja N1 (I1SS-
N1 — engl. intronic splicing silencer N1) koje se nalazi na intronu 7. Vezanjem nusinersena
onemoguéeno je vezanje heterogenih nuklearnih ribonukleoproteina (hnRNP — engl.
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) koji inafe potiskuju prekrajanje i inhibiraju
ukljucivanje egzona 7 u mRNA. Translacijom mRNA s ukljuenim egzonima 7 nastaju
funkcionalni proteini pune duZine i iz SMN2 gena, slicno kao §to bi nastali iz SMN1 gena kada
ne bi bio mutiran (12,13). ASO se nakon intravenske primjene distribuiraju u periferna tkiva, s
najveéim afinitetom za jetru, te ne prelaze krvno mozdanu barijeru (14). S druge strane, direktna
infuzija ASO u sredi$nji Ziv€ani sustav povecava SMN protein u motornim neuronima
kraljezni¢ne moZzdine. U pretklinickim istraZivanjima je pokazano kako ASO koji se hibridizira
s ISS-N1, nakon infuzije u mozdani ventrikul miSeva, povecava ukljucivanje egzona 7 u SMN2
transkriptima te humani SMN protein u mozgu i kraljezni¢noj mozdini (15). Takoder, injekcija
nusinersena u ziv€ani sustav miseva u stadiju embrija pokazala je veci ucinak u poboljsanju
fenotipskih znacajki, tj. nekroze udova i repa, nego primjena kod postnatalnih modela, §to

ukazuje na nuznost rane primjene terapije (15).

2.1.2. Klini¢ka istrazivanja

U prvim istrazivanjima faze I, nusinersen se pokazao sigurnim, a u odredenim dozama i s
djelovanjem na motoricku funkciju te su istrazivanja prosirena (16). U fazi I/II istrazivanja,
nazvanoj CS2, djeca u dobi 2-15 godina, sa SMA tip Il i 111, podijeljena su u nekoliko kohorti
te su intratekalno primala razli¢ite doze nusinersena kroz 85 dana. Potom su mogli nastaviti s
dozom od 12 mg kroz produZetak istrazivanja CS12. U CS2 i CS12 ucinkovitost nusinersena
se procjenjivala mjerama ishoda poput HFMSE (Hammersmith Functional Motor Scale-
Expanded), ULM (Upper Limb Module), 6MWT (6-Minute Walk Test), CMAP (compound
muscle action potential) i MUNE (motor unit number estimation) (17). HFMSE je skala s 33
zadatka kojima se procjenjuju motorne mogucnosti u SMA tip Il i 11, a za razliku od HFMS
(Hammersmith Functional Motor Scale) obuhvaca dodatne zadatke za pokretne SMA tip III
pacijente (18). ULM mjeri funkciju gornjih udova, ¢ak i u veoma slabih nepokretnih SMA
bolesnika (19). U 6MWT ispitanici moraju hodati §to viSe mogu tijekom 6 minuta, a pri tomu
je dopusteno stati, ali ne i koristiti pomagala ili sjesti (20). CMAP i MUNE su elektrofizioloske

mjere inervacije misic¢a (21). Ispitanici sa SMA tip II imali su vece povecanje u HFMSE skali
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i ULM testu, a sa SMA tip 11l u 6MWT. Pretpostavlja se kako je veca klini¢ki znacajna razlika
u HFMSE kod SMA tip II, nego tip III, rezultat ve¢eg moguceg prostora za napredak u
motori¢ki jednostavnijim radnjama kod tezeg SMA tip II. Kod SMA tip III, zabiljeZena je i
ponovna uspostava izgubljene moguénosti hoda (17).

Osim u oboljelih od SMA tip Il i I1l, primjena nusinersena pocela se ispitivati i u oboljelih od
tezeg oblika SMA s razvojem simptoma ve¢ u infantilnom razdoblju. U fazi Il se procjenjivala
primjena nusinersena kod pacijenata u dobi od 3 tjedna do 7 mjeseci s manifestacijom bolesti
u dobi izmedu 3 tjedna i 6 mjeseci. U procjeni motorne funkcije koristile su se HINE-2
(Hammersmith Infant Neurological Exam-Part 2) i CHOP INTEND (Children’s Hospital of
Philadelphia Infant Test of Neuromuscular Disorders) skala te CMAP (22). HINE se bazira na
neuroloskoj procjeni i koristi se kod djece u dobi 2-24 mjeseca, a podijeljena je u tri dijela, od
kojih HINE-2 ocjenjuje motoricki razvoj (23). CHOP INTEND skala je posebno razvijena za
SMA tip I pacijente te se pomocu nje ocjenjuje motori¢ku funkciju s 0-64 boda, a klinicki
znacajnim za SMA smatra se postizanje i odrzavanje viSe od 40 bodova skale (24). IstraZivanje
je pokazalo kako je ponavljana intratekalna primjena nusinersena relativno sigurna i kod
dojencadi te da oboljeli pokazuju napredak u motorickoj funkciji, razvoju i ventilacijskom
statusu, pogotovo pri dozi od 12 mg (22). Ishodi su poduprli fazu III istrazivanja, kao $to je
ENDEAR.

U istrazivanju ENDEAR su bila obuhvaéena djeca u istoj dobnoj skupini, dakle dojenc¢ad do 7
mjeseci starosti, a koja ima 2 kopije SMNZ2 gena. Razlika je $to je istrazivanje bilo kontrolirano,
naime jedna grupa ispitanika (n=80) dobila je intratekalno nusinersen u dozi prilagodenoj
volumenu cerebrospinalne tekucéine obzirom na dob, a druga (n=41) samo ubod malom iglom
na mjesto gdje bi se primijenila intratekalna terapija. Primarni ishod koji se istrazivao bio je
napredak u motorickom razvoju prema HINE te vrijeme do smrti ili potrebe za trajnom
ventilacijskom potporom. Analiza iz lipnja 2016. g. pokazala je da je u grupi lijecenih
nusinersenom bio znac¢ajno veéi udio dojenc¢adi koja je postigla napredak u motornom razvoju
te je istrazivanje ranije zavrSeno. Prema rezultatima konacne analize, polovica dojencadi
lijeCene nusinersenom pokazala je motoricki napredak. Naime, 22% je postiglo punu kontrolu
pokreta glave, 10% se moglo kotrljati, 8% samostalno sjediti, a 1% stajati. Niti jedno dojence
iz kontrolne skupine nije razvilo takve moguénosti. Rizik za smrtni ishod ili trajnu ventilaciju
bio je smanjen za gotovo polovicu u lijecenoj grupi u odnosu na placebo. Ispitanici na terapiji
nusinersenom pokazali su i pove¢anje u CHOP INTEND bodovima te CMAP amplitudi. No,
dio pacijenata je preminuo, a zabiljezeni motoricki napredak nije sustigao oc¢ekivani razvoj kod

djece bez SMA, s§to ukazuje da nusinersen ne moze izlijeciti samu bolest kod simptomatskih
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pacijenata (25). Ispitanici su iz istrazivanja ENDEAR ukljuceni u istrazivanje SHINE koje
procjenjuje dugotrajni utjecaj nusinersena na motornu funkciju i kvalitetu Zivota (26).
CHERISH je faza Il placebom kontroliranog klini¢kog istrazivanja ué¢inkovitosti nusinersena
u pacijenata s kasnijim nastupom SMA. Ispitanici su bili djeca koja su razvila simptome nakon
6 mjeseci starosti, a u vrijeme ukljuc¢ivanja su bila u dobi 2-12 godina. Takoder, mogli su
samostalno sjediti, ali ne i hodati. HFSME zbroj bodova im je bio 10-54. Nusinersen skupina
je dobivala 12 mg nusinersena intratekalno, a kontrolna grupa samo ubod malom iglom kao
simulaciju. Nusinersen je pokazao puno znacajnije djelovanje na motoriku u usporedbi s
kontrolnom skupinom, a mladi pacijenti i pacijenti koji su lijeeni u kratkom periodu od
postavljanja dijagnoze su imali izrazitiju razliku u HFMSE bodovima tijekom perioda od 15
mjeseci (27). Istrazivanje je ranije prekinuto, a ispitanici su, takoder, uklju¢eni U istrazivanje
SHINE (26).

Za razliku od prethodnih, NURTURE je faza istrazivanja kod dojencadi s presimptomatskom
SMA. U analizi provedenoj kada je medijan dobi ispitanika bio gotovo 3 godine, svih 25
ispitanika bilo je zivo i bez trajne ventilacije. Osim odstupanja od tipi¢ne klini¢ke slike za SMA,
pokazali su i bolje prezivljenje u odnosu na studiju ENDEAR. Takoder, svi ispitanici su mogli
samostalno sjediti, a vec¢ina, 88% ispitanika, samostalno hodati. Vecina ovih motoric¢kih
vjestina bila je postignuta u periodu o¢ekivanom za zdravu djecu (28).

U tijeku su istraZivanja kao $to je DEVOTE, trodijelno istrazivanje u fazi II/III kojem je cilj
ispitati imaju 1li viSe doze nusinersena bolje ishode kod oboljelih u odnosu na trenutno
preporucene doze (29), te RESPOND, faza IV u kojoj nusinersen primaju pacijenti koji su

pokazali suboptimalan odgovor na prethodno lijeCenje s onasemnogen abeparvovekom (30).

2.1.3. Sigurnost

Lumbalna punkcija je korisna dijagnosticka i terapijska procedura u pedijatrijskoj populaciji
(31). Iako veé¢inom sigurna, najceSc¢e nuspojave su glavobolja, bol u ledima te prolazno ili trajno
istjecanje likvora (postpunkcijski sindrom) (32—-34). No, izvedbu lumbalne punkcije kod djece,
koja boluju od SMA, otezavaju dodatne okolnosti, primjerice, ucestala skolioza. Stoga su
Haché i suradnici (35), na temelju faze I istrazivanja, proveli analizu s ciljem definiranja
sigurnosti i smjernica za intratekalnu primjenu nusinersena. U fazi | je 28 ispitanika, oboljelih
od SMA tip Il i Ill, u dobi 2-14 godina, trebalo dva puta primiti intratekalno nusinersen. U
produzetak terapije se ukljucilo njih 18 koji su tada tre¢i puta lumbalno punktirani (16). U ve¢ini

postupaka su bile koristene igle od 22 1 25 G, djeca su bila u bo¢nom ili leze¢em polozaju, a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hach%26%23x000e9%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26823478

punktirao se prostor L3-L4 ili L4-L5. Gotovo sve lumbalne punkcije su bile uspjesno izvedene
1 viSe od polovice nije imalo komplikacija. 32% (23/73) punkcija je bilo popraceno s
nuspojavama, od Kkojih su se ocekivano najviSe javljale glavobolja, bol u ledima te
postpunkcijski sindrom. Sve nuspojave su regredirale spontano ili uz konzervativnu terapiju,
1ako je kod jednog ispitanika profilakticki ucinjena epiduralna krvna zakrpa. Ucestalost
navedenih nuspojava bila je veca prilikom koristenja igli ve¢ih mjera (21 ili 22 G), starije djece
(8-14 godina) te djece oboljele od SMA tip Ill. Pretpostavlja se da su koriStenje vecih ili igli
rezuceg tipa, ponavljanje procedure, veca tjelesna tezina, skolioza ili naglasena lumbalna
lordoza moguci uzrok ¢es¢ih nuspojava kod starije djece i djece sa SMA tip III. Stoga autori
analize predlazu uporabu spinalne igle od 24 G ili manje. Kod pacijenata sa skoliozom ili
kirur§kim implantantima u kraljeznici moguce je olaksSati 1 poboljSati postupak koriste¢i se
ultrazvukom (35). Pri izvedbi lumbalne punkcije u djece, koriste se opca anestezija i/ili sedacija
(36). Obzirom da su djeca oboljela od SMA zbog misi¢ne slabosti i razvijene skolioze podlozna
respiratornoj dekompenzaciji, predlaze se §to manje moguce koristenje sedativa ili anestezije.
Rezultati analize pokazali su kako je intratekalna primjena nusinersena sigurna i dobro
podnosljiva, a pogotovo ukoliko se u obzir uzimaju navedene preporuke donesene na temelju
istrazivanja (35). Kod oboljelih od SMA tip I, dob je jedan od presudnih ¢imbenika za
traumatsku ili neuspjeSnu lumbalnu punkciju. Pri intratekalnoj primjeni kemoterapije za
lijeCenje akutne limfoblasti¢ne leukemije, kao rizi¢ni faktor se navodi dob manja od 12 mjeseci
(37). Nigrovic i suradnici (38) su kao ¢imbenik nepovoljnog ishoda lumbalne punkcije naveli
dob od 3 mjeseca ili manje. Osim toga, spominju se nemoguc¢nost odredivanja lumbalnih
spinoznih nastavaka, neiskusan lije¢nik, nekoriStenje lokalnog anestetika i nemir mladih
pacijenata. Takoder, ¢este respiratorne i ortopedske komplikacije otezavaju tehnic¢ku izvedbu i
uzrokuju anestezioloSke komplikacije. Zbog smanjene dobi ispitanika sa SMA tip I ne ocekuje

se uCestala pojava postpunkcijskog sindroma (39).

2.1.4. Klini¢ka primjena

Nusinersen se intratekalno primjenjuje lumbalnom punkcijom u terapijskoj dozi od 12 mg.
Doziranje je sistematizirano na udarne (0., 14., 28. 1 63. dan) te doze odrZavanja (jedanput svaka
4 mjeseca). Prije svake doze potrebno je odrediti broj trombocita, jetrene koagulacijske testove
te proteine u urinu (40). Bez obzira na moguénost poboljsanja u klini¢koj slici, nusinersen nije
terapija izljeCenja za SMA. Obzirom da su najbolji rezultati dobiveni u presimptomatske djece

(28), ona bi trebala imati najvecu korist od terapije nusinersenom, a pogotovo ukoliko imaju 2



kopije SMN2 gena (vjerojatno ¢e razviti SMA tip I) (41). To bi se moglo omoguciti s
novorodenackim probirom. Sljede¢i po odgovoru su SMA tip I, a kod njih je klju¢no poceti
lijecenje Sto ranije nakon razvitka simptoma te u Sto mladoj dobi. Nije u potpunosti jasna korist
kod odraslih sa SMA. Takoder, kod njih je sama bolest slabije progresivna, u odnosu na

agresivnije infantilne oblike, te se tesko uocava klini¢ki odgovor na terapiju ako postoji (41).

2.2. ONASEMNOGEN ABEPARVOVEK

Onasemnogen abeparvovek (Zolgensma) je 24. svibnja 2019. odobren od strane FDA kao prva
terapija zamjenom gena za lijeCenje djece mlade od 2 godine oboljele od SMA (42,43).
Takoder, 18. svibnja 2020. uvjetno je odobren od EMA (European Medicines Agency) za
lije€enje pacijenata s bialelnom mutacijom SMN1 gena, a koji imaju klinicku dijagnozu SMA
tip 1 ili 3 kopije SMN2 gena (44). Cilj ove intravenske terapije je nadomjestiti SMN gen
funkcionalnom kopijom gena koja kodira SMN protein. Gen se prenosi putem vektora, adeno
asociranih virusa (AAV — engl. adeno-associated virus), do stanica motornih neurona

pacijenata sa SMA.

2.2.1. Mehanizam djelovanja

AAV su poznati vektori u genskoj terapiji. Ovim jednolanc¢anim DNA virusima za replikaciju
su potrebni drugi virusi, najcesc¢e adenovirusi, po ¢emu su i nazvani (45). Neke od prednosti za
njihovu Siroku primjenu u genskoj terapiji su Sto zahvacaju proliferativne 1 neproliferativne
stanice, a ne smatraju se uzroc¢nicima bolesti u ljudi (46). U genskoj terapiji se koriste
rekombinantni AAV (rAAV —engl. recombinant AAV) kojima je ugraden gen od terapeutskog
interesa, a imaju uklonjene nezeljene viralne gene (47). rAAV se prima putem glikoziliranih
receptora te ulazi u stanicu putem endocitoze posredovane klatrinom. Nakon izlaska iz
endosoma, rAAV ulazi u jezgru kroz kompleks jezgrinih pora i genetski sadrzaj se oslobada
kapside (48). Za razliku od ssAAV (engl. single-stranded AAV), koja za tvorbu dvolancane
DNA nuzne za pocetak transkripcije treba domac¢inovu DNA polimerazu, scAAV (engl. self-
complementary AAV) je jednolancana DNA komplementarna samoj sebi te formira dvolanc¢ani
oblik u jezgri neovisno o domac¢inovoj DNA sintezi (49). Tako onasemnogen abeparvovek
sadrzi scAAV te, takoder, promotor od hibrida pile¢eg beta-aktina pojacanog

citomegalovirusom (42), kako bi se postigla $to brza i intenzivna ekspresija, a u svrhu uéinka
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na brzoprogresivnu bolest kao §to je SMA. Genetski materijal se rijetko ugraduje u genom
domacina te ve¢inom postoji kao episomalna DNA (48,50), §to smanjuje mogucnost insercijske
mutageneze (51). Obzirom da je terapijski cilj djelovanje na motorne neurone koji su
dugozivuée stanice, jednom primijenjena terapija bi trebala biti dovoljna za dozivotnu
ekspresiju i dugotrajni ucinak (52). Vektor je AAV9 serotipa, jer je pokazano u pretklini¢kim
istrazivanjima da prolazi krvno-mozdanu barijeru (53), a $to je klju¢no za pristup motornim
neuronima prilikom intravenske primjene lijeka. Naime, Foust i suradnici (53) potvrdili su
koncept djelovanja pokazavsi kako intravenska injekcija scAAV9 vektora sa SMN genom kod
tek rodenih miSeva povecava dostupnost SMN proteina u mozgu, kraljeznicnoj mozdini i
miSi¢ima. Takoder, poboljSana je motorika 1 produljen Zivotni vijek bolesnih Zivotinja, a
primijec¢eno je 1 kako ucinak opada s odgodom terapije. Dodatna pogodnost sistemskog
lijecenja je i u tome Sto se u novije vrijeme SMA pocinje promatrati kao viSesustavna, a ne

bolest izolirano motornih neurona (54).

2.2.2. Klinicka istrazivanja

START je faza I istrazivanja primjene onasemnogen abeparvovek kod dojencadi do 6 mjeseci
starosti, oboljele od SMA tip | i s 2 kopije SMN2 gena. Kroz dvije kohorte se pratilo 15
ispitanika tijekom dvije godine. Kohorte su se razlikovale po primijenjenoj dozi lijeka,
ispitanici u kohorti 2 (n=12) su primili veéu dozu (2.0 X 10%** vg/kg). Takoder, prosje¢na dob
ispitanika u kohorti 1 za vrijeme primanja lijeka bila je 6.3 mjeseca, a onih u kohorti 2 3.4
mjeseca. Primarno se pratila sigurnost, a sekundarno dob koju pacijenti doZzive, a u kojoj nije
potrebna trajna ventilacijska potpora. Takoder, vrednovali su se motori¢ka vjestina pomocu
CHOP INTEND skale te postignu¢a u motornom razvoju (55). Svi ispitanici su dosegnuli
starost od barem 20 mjeseci bez potrebe za trajnom ventilacijom (55), dok je u drugim
kohortama medijan dobi, u kojoj kod oboljelog od SMA tip | s dvije kopije SMN2 gena nastupa
smrt ili pacijenti zahtijevaju trajnu ventilacijsku potporu, samo 10.5 mjeseci (56). Svi ispitanici
su pokazali poboljsanje CHOP INTEND skale u odnosu na pocetne vrijednosti, a klinicki
istaknut napredak postigli su gotovo svi pacijenti iz kohorte s ve€om (danas preporu¢enom)
dozom (55). Navedeno je suprotno o¢ekivanom tijeku SMA tip I u kojem djeca progresivno
gube motori¢ku sposobnost (56,57). Ispitanici su ostvarili i znatna postignu¢a u motornom
razvoju. Naime, 11 od 12 ispitanika je moglo samostalno sjediti, kontrolirati pokrete glavom i
govoriti, a dvoje ¢ak puzati, stajati i hodati (55), §to dotad nije bilo zabiljezeno (56,58). Dakle,
pokazano je kako jedna intravenska infuzija onasemnogen abeparvoveka kod SMA tip |



oboljele djece moze povecati prezivljenje uz smanjenje potpornih terapijskih intervencija, kao
I motoricki razvoj oboljelih u odnosu na dotadasnja opazanja za SMA tip I, ali i dalje ne
omogucava izljecenje bolesnika.

Nakon zavrsetka START istrazivanja, 13 ispitanika, od kojih 10 iz kohorte koja je primala vecu
dozu, ukljuceno je u dugotrajno pracenje, a prema posljednjim podacima, djeca su bila
prosjecne dobi od 4.8 godina. Niti jedan od ispitanika iz kohorte s terapijskom dozom nije
trebao trajnu ventilacijsku potporu te su uspjeli odrzati motori¢ki napredak (59).

U kasnijoj analizi, ispitanici iz kohorte koja je primila vecu dozu, podijeljeni su u tri grupe
sukladno vremenu kad su primili terapiju te motorickim funkcijama prema CHOP INTEND
skali prethodno terapiji. Tako je uo¢eno da je grupa koja je primila terapiju ranije, bez obzira
na slabiju pocetnu motoriku, mogla prije samostalno sjediti, nego grupa koja je pocetno imala
bolji rezultat prema CHOP INTEND skali, ali kasnije primila terapiju. Oc¢ekivano, ispitanici
koji su primili terapiju prije navrSena 3 mjeseca i bili motoric¢ki najrazvijeniji, ostvarili su
najbrzi napredak (60). Obzirom da, ukoliko je rano primijenjen, onasemnogen abeparvovek
omogucava brz i znac¢ajan motoricki napredak kod djece s tezom motorickom nesposobnoscu,
moze se zakljuciti da je rana dob primijenjene terapije klju¢an element u prognozi bolesti te da
lijeCenjem svakako treba obuhvatiti i pacijente s teSkim oblikom SMA tip L.

Prethodni rezultati potvrdili su se kroz STRIVE, fazu III multicentricnog istrazivanja.
Procjenjivala se primjena onasemnogen abeparvovek kod 22 bolesnika sa SMA tip I, mladih
od 6 mjeseci, koji imaju 1 ili 2 kopije SMN2 gena (61). 91% ispitanika dozivjelo je dob od 14
mjeseci i pri tome nije trebalo trajnu ventilacijsku potporu. Veéina, 59% ispitanika, mogla je u
dobi od 18 mjeseci sjediti samostalno barem 30 sekundi, dok djeca sa SMA tip I ina¢e nemaju
moguénost samostalnog sjedenja (58). Dok je veé¢ini SMA tip I pacijenata s 12 mjeseci potrebna
nutritivna i ventilacijska potpora (57), STR1VE ispitanici, osim motorickog, pokazali su
nutritivni te respiratorni napredak (61).

Za razliku od prethodno navedenih, STRONG je faza I multicentri¢nog istrazivanja u kojoj se
onasemnogen abeparvovek primjenjuje intratekalno, i to kod pacijenata oboljelih od SMA tip
I1's 3 kopije SMN2 gena (62). Medutim, obzirom na rezultate pretklini¢kih ispitivanja i toksi¢an
ucinak genske terapije na straznje korijenove eksperimentalnih zivotinja, za sada je klini¢ko
ispitivanje STRONG za bolesnike sa SMA u dobi od 6 mjeseci do 6 godina obustavljeno.
Obzirom na pozitivni odgovor na rano primijenjenu terapiju, u tijeku je i faza Il u
presimptomatskih pacijenata, SPRINT. Ukljuceni su pacijenti oboljeli od SMA koji su mladi
od 6 tjedana te posjeduju 2 ili 3 kopije SMN2 gena (63).



2.2.3. Sigurnost

Chand i suradnici (64) su analizirali podatke od 31. prosinca 2019. te su obuhvatili 325 pacijenta
koji su primili onasemnogen abeparvovek kroz 5 klini¢kih istrazivanja, MAP (engl. managed
access program), registar RESTORE i komercijalnu uporabu. Gotovo svi ispitanici iz
istrazivanja su imali najmanje jedan nezeljeni dogadaj, od kojih se 57% smatralo nuspojavom
lijeka, a 11% ozbiljnom nuspojavom. NajceSc¢e prijavljivane nuspojave su bile odstupanje u
ALT (alanin-aminotransferaza) ili AST (aspartat-aminotransferaza) te povracanje. Vise od
polovice ispitanika imalo je povecanje koncentracije aminotransferaza ili bilirubina prethodno
samoj terapiji, s tim da u istrazivanje nisu niti bili uklju¢eni oni s GGT (gama-
glutamiltransferaza), ALT, AST ili ukupnim bilirubinom poveéanim >3 ili >2x ULN (gornja
granica normalnih vrijednosti ili engl. upper limit of normal). Postoji nekoliko mogucih uzroka
za povecanje jetrenih transaminaza kod djece oboljele od SMA. Moguce je da oboljeli od SMA
imaju naslijedene jetrene abnormalnosti povezane s promijenjenim metabolizmom masnih
kiselina (65) te reduciranom zalihom glutationa (66). Potencijalni uzroci su i dodatno koristenje
lijekova koji su hepatotoksi¢ni (66) te jetrene bolesti koje nisu isklju¢ivo vezane za SMA. Prvi
pacijent, koji je primio onasemnogen abeparvovek, imao je viSestruk porast jetrenih
aminotransferaza, ali mu se stanje poboljSalo nakon terapije prednizolonom te se sistemski
kortikosteroidi uvode kao standard prije i poslije infuzije kod svih ostalih pacijenata (55).
Nakon infuzije onasemnogen abeparoveka kod 90% ispitanika je zabiljeZena elevacija ALT ili
AST. Najcesce su pokazivali bimodalni porast u prvom tjednu te prvom mjesecu s prekidom
uzimanja kortikosteroida. U najveéem broju slucajeva odstupanja su bila <3x ULN, a od onih
koje su bile iznad toga, 9% elevacija je bilo blago (>3x ULN to < 5x ULN), 6% umjereno (>5
to <20x ULN) te 5% tesko (=20x ULN). Pretpostavlja se da onasemnogen abeparvovek dovodi
do hepatotoksi¢nosti imunosnim putem, $to objasnjava pozitivan ucinak kortikosteroida (64).
Vjerojatan mehanizam je CD8+ T stanicama posredovani imunosni odgovor na antigene AAV
kapside koji se nalaze na povrsini stanica zarazenih vektorom (67). Obzirom da SMA pacijenti
imaju manju koli¢inu SMN proteina nastalu od SMN2 gena, vjerojatno ne dolazi do imunosnog
odgovora na infuzijom uneseni gen. Za razliku od klinickih istrazivanja s djecom do 6 mjeseci,
kroz MAP su onasemnogen abeparvovek primala i starija djeca. Kod njih su najéesce nuspojave
bile povecanje aminotransferaza, promjene jetrenih testova, trombocitopenija i povrac¢anje (64).
Onasemnogen abeparvovek moze dovesti do povecanja troponina I, ali ono najceS¢e nije

praceno elektrokardiogramskim ili ehokardiografskim odstupanjima (68).
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2.2.4. Klinicka primjena

Onasemnogen abeparvovek se primjenjuje jednom, putem intravenske infuzije, u preporucenoj
dozi od 1.1 x 10%** vg/kg (vektorskog genoma po kilogramu) (42). Djeca sa SMA tip I, koja su
zapocela terapiju s manje od 3 mjeseca i s najmanje 20 CHOP INTEND bodova, pokazuju
najbrzi motoric¢ki odgovor (60), $to ukazuje kako je terapiju potrebno primijeniti $to ranije.
Prethodno infuziji potrebno je procijeniti jetrenu funkciju (AST, ALT, bilirubin, protrombinsko
vrijeme), broj trombocita, troponin I te protutijela na AAV9. Takoder, nuzno je zapoceti
terapiju sistemskim kortikosteroidom. Jetrena funkcija, trombociti te troponin | bi se trebali

nastaviti nadzirati najmanje 3 naredna mjeseca, tj. do normalizacije nalaza (42).

2.3. RISDIPLAM

Risdiplam (Evrysdi) je 7. kolovoza 2020. odobren od strane FDA za lijeCenje SMA oboljelih
u dobi od 2 mjeseca ili starijih (69). 26. ozujka 2021. odobren je i od EMA (70). To je mala
molekula, modifikator prekrajanja pre-mRNA SMNZ2 gena. Za razliku od drugih modifikatora
prekrajanja, primjerice, nusinersena, ova mala molekula se koristi oralno, $to osim prakti¢nosti
1 sigurnosti primjene, otvara i mogucnost djelovanja na druga tkiva u kontekstu SMA kao

visesustavnog poremecaja (54).

2.3.1. Mehanizam djelovanja

Nije sasvim poznato kako risdiplam specificno povecava ukljucivanje egzona 7 u mRNA.
Wang i suradnici pokazali su kako se SMN-C2 i SMN-C3, analozi risdiplama, vezu za
AGGAAG sekvencu u sredini egzona 7 $to dovodi do konformacijske promjene u nukleotidima
Na spoju introna 6 i egzona 7. Time je omoguceno vezanje specifi¢nih proteina koji stimuliraju
prekrajanje (71). U drugom istrazivanju predloZen je model u kojem se SMN-C analozi vezu
za dva mjesta na egzonu 7: egzonski pojaciva¢ prekrajanja 2 (ESE2 — engl. exonic splicing
enhancer 2) i5' mjesto prekrajanja (5'ss — engl. 5' splice site). Vezanje za 5'ss poti¢e inkluziju
egzona 7 u mRNA, a vezanje za ESE2 onemogucava vezanje hnRNP G te se umjesto njega za
ESE2 veze Ul snRNP kompleks bitan za prekrajanje (72). Zbog tih varijacija u prekrajanju,
dolazi do povecanog ukljucivanja egzona 7 u mRNA SMN2 gena te se sintetiziraju normalni

SMN proteini. Tako je uoceno da risdiplam primijenjen oralno odlazi u sredi$nji ziv¢ani sustav
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I periferne organe, ukljucujuci i misice, krv i mozak, te povecava koli¢inu SMN proteina u
miSeva oboljelih od SMA (73).

2.3.2. Klinicka istrazivanja

Postoje 4 multicentri¢na istrazivanja faze II i III koja trenutno proucavaju sigurnost i
ucinkovitost risdiplama. FIREFISH je dvodijelno istrazivanje u kojem se ispituje primjena
risdiplama u djece stare od 1 do 7 mjeseci, oboljele od SMA tip I, s 2 kopije SMN2 gena.
Primarni cilj prvog dijela je bila selekcija odgovaraju¢e doze, a drugog dijela procjena
ucinkovitosti te doze. Primarna mjera u¢inkovitosti u istrazivanju je udio ispitanika koji nakon
12 mjeseci terapije mogu samostalno sjediti barem 5 sekundi (definirano po BSID-I11 skali)
(74). BSID-Ill (Bayley Scales of Infant and Toddler Development-Third Edition) skala
procjenjuje razvoj djece u dobi 1 do 42 mjeseca na temelju zadataka kroz igru. Za oboljele od
SMA tip | koristi se modificirana verzija skale za motoriku, kako bi se smanjio umor djece i
mogao bolje procijeniti razvoj oboljele dojencadi (75). U periodu od 12 mjeseci, kad su djeca
bila prosjecne dobi od gotovo 1.5 godinu, 90% ispitanika je bilo Zivo i1 bez potrebe za trajnom
ventilacijom (74), dok je medijan dobi za smrtni ishod oboljelih od SMA tip | 10.5 mjeseci
(56). Trecina ispitanika, od kojih su svi bili na vecoj dozi risdiplama, mogla je samostalno
sjediti 5 sekundi. Dio ispitanika ostvario je motoricki napredak procijenjen s HINE-2 te CHOP
INTEND skalom koji se rijetko mogu vidjeti kod oboljelih od SMA tip | (74).

Ucinak risdiplama u pedijatrijskih i odraslih pacijenata (2-25 godina), oboljelih od SMA tip Il
ili TIT prati se kroz istrazivanje SUNFISH. SUNFISH je jedino od 4 istrazivanja koje je
kontrolirano placebom, a primarno se mjeri promjena u motorici pomo¢éu MFM-32 (Total
Motor Function Measure 32) skale (76). MFM-32 mjeri motoricku funkciju kroz 32 tocke
podijeljene u tri domene. Prva domena odnosi se stajanje, premjestanje i pokretnost, druga na
aksijalnu i1 proksimalnu, a tre¢a distalnu motori¢ku funkciju (77). Osim motori¢kog napretka, u
istrazivanju se mjeri SMN2 mRNA i SMN protein u krvi, respiratorni status, sigurnost i dr.

U istrazivanje JEWELFISH su ukljuceni ispitanici u dobi od 6 mjeseci do 60 godina, a koji su
prethodno sudjelovali u istrazivanju drugih modifikatora prekrajanja ili su koristili druge oblike
terapije SMA (78). Istrazivanje ¢e dati uvid i u to da li oboljeli odgovaraju na terapiju
risdiplamom, iako nisu imali zadovoljavaju¢i pomak pri prethodnim terapijama.

Obzirom na vaznost ranog pocetka lijeCenja SMA, u istrazivanje RAINBOWFISH ukljucuju se
presimptomatska dojen¢ad do 6 tjedana starosti kojima je genetskim testiranjem
dijagnosticirano da boluju od SMA (79).
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2.3.3. Sigurnost

Najces¢e nuspojave risdiplama su temperatura, dijareja, osip, ulceracije u podruc¢ju usta,
artralgija te urinarne infekcije. Kod dojencadi se mogu javiti 1 infekcije gornjeg respiratornog
trakta, pneumonija, konstipacija te povracanje (74,80). Obzirom da je kod primata pronadena
degeneracija mreznice nakon kroni¢nog koriStenja risdiplama (81), kroz istrazivanja
FIREFISH, SUNFISH i1 JEWELFISH je provedena opsezna evaluacija oftalmoloskih
nuspojava zbog primarne toksi¢nosti na retinu. Od 158 ispitanika iz FIREFISH, 1. dijela
SUNFISH i JEWELFISH istrazivanja, 5.7% ih je imalo oftalmoloski nezeljeni dogadaj. Smatra
se da ti oftalmoloski entiteti nisu bili vezani uz izlozenost risdiplamu te su se povukli neovisnu
o nastavku terapije. Sli¢ni rezultati su zabiljezeni i kod ispitanika koji su primali risdiplam ili
placebo u 2. dijelu SUNFISH istraZzivanja. Zakljueno je kako risdiplam ne dovodi do
oftalmoloske toksi¢nost u pedijatrijskih ili odraslih pacijenata te kako nije potrebno njihovo
oftalmolosko pracenje (82). Kod primata i Stakora je primije¢ena degeneracija testikularnih
zametnih stanica (81) te stoga nije isklju¢en moguci utjecaj risdiplama na smanjenje plodnosti
kod muskaraca, a nije isklju¢ena ni fetalna toksi¢nost (80). Etiopatogenetski se radi o uéinku
risdiplama na prekrajanje drugih gena, kao sto su MADD (engl. MAPK-activating death
domain) i FOXML1 (engl. forkhead box M1), koji su bitni za pravilno odvijanje stani¢nog ciklusa
i apoptozu (81).

2.3.4. Klinicka primjena

Risdiplam se primjenjuje jednom dnevno kao oralna otopina, poslije obroka. Preporuc¢ena doza
se odreduje obzirom na starost i tjelesnu tezinu. Tako bi djeca u dobi od 2 mjeseca do 2 godine
trebala dobivati 0.2 mg/kg, a starija od 2 godine 0.25 mg/kg, odnosno 5 mg ukoliko su teski 20
kg ili viSe. Odrasli bi trebali uzimati 5 mg risdiplama dnevno. Kod osoba reproduktivne dobi
se preporuca uciniti test na trudno¢u prethodno pocetku terapije te koristenje visoko u¢inkovite
kontracepcijske zastite tijekom i mjesec dana nakon uzimanja risdiplama. Muske pacijente bi
trebalo upozoriti na moguce smanjenje plodnosti (80). Potrebno je redovito pracenje bolesnika
na risdiplamu, ukljucujudi 1 jetrene transaminaze, kompletnu krvnu sliku, ali 1 o¢nu pozadinu

optickom koherentnom tomografijom (OCT — engl. optical coherence tomography).
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3. DUCHENNEOVA MISICNA DISTROFIJA

Duchenneova miSi¢na distrofija je neuromuskularni poremecaj obiljezen progresivnim
razvojem slabosti proksimalnih misi¢a koji se u pocetku ocituje kasnjenjem u motorickom
razvoju, promijenjenim hodom, otezanim uspravljanjem ili nespretnosti s ¢estim padovima
(83). Dijagnoza se postavlja obicno oko 4 godine starosti (84), a oboljeli ¢esto postaju
nepokretni do 12. godine, uz naj¢e$¢e smrtne respiratorne i sréane komplikacije u drugom
desetljecu zivota (85). DMD uzrokuju mutacije u genu za distrofin na X kromosomu. Najéesce
dijagnosticirane mutacije koje obuhvacaju priblizno 65% mutacija su delecije, a slijede ih
duplikacije. Ostatak ¢ine manje i atipicne mutacije. NajceS¢e su mutirani egzoni 3-7 te 44-53,
ali genetska promjena se moze pojaviti bilo gdje unutar distrofinskog gena (86). Nedostatak
distrofina uzrokuje poremecaj u distrofinskom glikoproteinskom kompleksu (DGC - engl.
dystrophin glycoprotein complex) jer distrofin jednim krajem veze F-aktin, a drugim [-
distroglikan u misi¢ima (87). Pretpostavlja se da cjeloviti distrofinski kompleks sluzi kao

membranski stabilizator u miSi¢noj kontrakciji te tako sprjeCava moguca ostecenja (88,89).

3.1. ATALUREN

Ataluren (Translarna) je uvjetno odobren od strane EMA za lijeCenje DMD uzrokovane
besmislenom mutacijom u genu za distrofin, kod pokretnih pacijenata u dobi od 2 godine ili
starijih. Iako uvjetno odobren od 31. srpnja 2014., tek kasnije mu je prosirena dobna indikacija
(90). Priblizno 10-15% pacijenata oboljelih od DMD ima besmislenu mutaciju (91), a ova mala
molekula omoguéuje Citanje mutacijom uzrokovanog stop kodona i sintezu distrofina.

Primjenjuje se oralno.

3.1.1. Mehanizam djelovanja

Prilikom translacije ribosomi se pomi¢u duz mRNA i slazu od niza aminokiselina protein sve
dok ne dodu do jednog od tri moguca stop kodona. Besmislena mutacija nastaje ukoliko
tockasta mutacija uzrokuje promjenu kodona, koji bi inace kodirao novu aminokiselinu, u stop
kodon kojim zavrSava translacija. Zbog nedovrSene mRNA translacije, nastaje skraceni protein
I razvijaju se simptomi bolesti. U interakciji s ribosomom, ataluren poti¢e umetanje nove
transportne RNA (tRNA — engl. transfer RNA) kod mjesta stop kodona (92). Antikodoni te
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tRNA se Cesto ne sparuju s prvom i trecom bazom kodona (93). Umetanjem tRNA omoguceno
je ¢itanje preko stop kodona koji bi doveo do preranog zavrsetka translacije. Nastaje protein
koji ima u sebi zamijenjenu aminokiselinu, ali je normalne duljine i zadrzava endogenu funkciju
(92). Pokazano je kako ataluren djeluje putem potiskivanja besmislene mutacije te dovodi do
pojave distrofina na membrani misi¢nog vlakna u kulturama stanica DMD pacijenata 1 misjeg

model za DMD, a $titi miSeve i od kontrakcijske ozljede (94).

3.1.2. Klinicka istrazivanja

U fazi | na zdravim dobrovoljcima, osim sigurnosti i farmakokinetike, klinicki je potvrdeno da
ataluren ne dovodi do nespecificnog ¢itanja normalnih stop kodona koje bi dovelo do povecanja
drugih proteina u tijelu (95).

U fazi Ila istrazivanja zeljelo se vidjeti moze li ataluren obnoviti sintezu distrofina u misSi¢ima
DMD pacijenata. Kod DMD oboljelih ispitanika napravila se ekscizijska biopsija m. extensor
digitorum brevis prije i nakon 28 dana terapije atalurenom. Kvalitativna i kvantitativna analiza
imunofluorescencije bioptata pokazala je pove¢anu ekspresiju distrofina 28 dana nakon terapije
atalurenom. Cak i uzorci koji nisu imali Zeljeni ishod, nakon kultivacije mi§iénih vlakana i
izlaganja atalurenu in vitro, pokazali su povecanu ekspresiju distrofina, $to ukazuje da su svi
ispitanici mogli pokazati odgovor na stani¢noj razini. Promjene u klini¢kom stanju nakon 28
dana terapije atalurenom su bile male i nisu bile statisticki znac¢ajne (96). Obzirom na dokazani
terapijski  koncept, rezimi doziranja iz ove faze ispitivani su kroz multicentri¢na,
randomizirana, dvostruko slijepa i placebom kontrolirana istrazivanja faze IIb i III.

U fazi IIb istraZivanja 174 ispitanika u dobi od najmanje 5 godina bilo je rasporedeno u tri grupe
(dnevna doza 80 mg/kg, 40 mg/kg i placebo). Primarni ishod bio je izmjeriti promjenu u
udaljenosti 6MWT nakon godinu dana primjene atalurena. Ispitanici su izvorno morali mo¢i
prehodati barem 75 m u 6MWT. Ataluren je usporio gubitak sposobnosti hoda kod DMD
pacijenata, a razlika u odnosu na nelije€ene od viSe od 30 m smatra se 1 klinicki zna¢ajnom.
Naime, prema post hoc analizi ishoda ispitanici, koji su bili na dnevnoj terapiji od 40 mg/kg
atalurena, su imali prosje¢no skrac¢enje udaljenosti 6GMWT za 12.9 m, a oni koji su primali
placebo za 44.1 m. Ataluren je, takoder, usporio progresiju bolesti, a $to je vidljivo u gotovo
dvostruko manjem postotku tih ispitanika s perzistentnim 10%-tnim pogor$anjem udaljenosti
hoda kroz 48 tjedana, u odnosu na placebo skupinu. Najvece razlike u odnosu na placebo bile
su u podskupini s po¢etnom udaljenosti 6MWT manjom od 350 m te podskupini u fazi pada

pokretljivosti. Navedeno se obja$njava ve¢om stabilizacijom miSi¢ne funkcije atalurenom u
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pacijenata s uocljivim napredovanjem bolesti, nego u pacijenata koji su jo§ u ranim stabilnim
fazama bolesti (97).

U fazi III istrazivanja proucavala se djelotvornost atalurena kod 230 pacijenata s DMD
uzrokovanom besmislenom mutacijom. Ispitanici su bili u dobi 7-16 godina te su morali imati
pocetnu udaljenost izmjerenu 6MWT od najmanje 150 m do najvise 80% predvidene normalne
vrijednosti za dob i spol. Ispitanici su bili podijeljeni u skupinu koja je primala ataluren u dozi
od 40 mg/kg/danu i skupinu koja je primala placebo. Bolesnici lijeCeni atalurenom imali su
odredeno klinicko poboljsanje, ali razlike u odnosu na placebo nisu bile statisticki znacajne.
Slicno kao u prethodnim istrazivanjima, ataluren je postigao klini¢ki najvecu i statisticki
znacajnu djelotvornost u podskupini s pocetnim vrijednostima 6MWT u rasponu od najmanje
300 m do najvise 400 m, tj. kod bolesnika koji ulaze u fazu pogorSanja pokretljivosti (98).
Ataluren se ispitivao i za lijeCenje cisti¢ne fibroze uzrokovane besmislenom mutacijom, ali nisu

pronadene znacajne razlike u usporedbi s placebo skupinom u promjenama pluéne funkcije
(99,100).

3.1.3. Sigurnost

Sigurnosne znacajke atalurena su se bazirale na rezultatima I1b i 111 faze istrazivanja, dakle 232
ispitanika koja su primala ataluren, u usporedbi sa 172 placebo pacijenta (97,98). Najces¢i
zabiljezeni neZeljeni ucinci, koji su se javili u najmanje 5% pacijenata, bili su povracanje,
proljev, mucnina, glavobolja i bol u gornjem abdomenu. U djece starosti 2-5 godina primijec¢ene
su i ucestala slabost, vruéica, upale uha i osip, ali to su stanja koja se i inace ¢esSée javljaju u toj
dobnoj skupini (90). Registar STRIDE (Strategic Targeting of Registries and International
Database of Excellence) je internacionalni registar za pracenje iskustva s atalurenom u klini¢koj
praksi. Pacijenti se ukljucuju od ozujka 2015., a prema podacima od srpnja 2018. napravljena
je sigurnosna procjena na temelju 213 muskih ispitanika koji nisu uklju¢eni u neko od
istrazivanja atalurena, nego ga primaju komercijalno (101). NeZeljene ucinke prilikom terapije
(poremecaj hoda, kasalj, proljev, prijelom femura, povraéanje, bol u trbuhu, glavobolja) imalo
je 20.2% pacijenta, a vec¢inom su bili blagi ili umjereni i neovisni o atalurenu. Uz ataluren su
bile vezane gastroenteroloske tegobe (bol u trbuhu, dijareja, povracanje), glavobolja te
povecanje lipida, a zabiljeZzene su u samo 2.3% bolesnika. Poremeca;j u lipidogramu te porast
krvnog tlaka vjerojatno su bili posljedica koristenja kortikosteroida u sklopu standarda njege.

Nije bilo zna¢ajnih poremecaja jetrenih enzima ili bubrezne funkcije (102). Obzirom na gubitak
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miSi¢éne mase i poremecaj u metabolizmu kreatinina kod pacijenata s DMD moguce je

smanjenje serumskog kreatinina (103).

3.1.4. Klini¢ka primjena

Prije lijecenja je nuzno genetski testirati bolesnike kako bi se potvrdilo da je njihovu bolest
uzrokovala besmislena mutacija na koju ataluren moze djelovati. Ataluren se uzima oralno, a
ukupna dnevna doza od 40 mg/kg je rasporedena u tri manje doze (10 mg/kg ujutro, 10 mg/kg
u podne, 20 mg/kg navecer). Potrebno je pratiti trigliceride, kolesterol, krvni tlak, te bubreznu
funkciju, dusik ureje u krvi (BUN — engl. blood urea nitrogen), serumski kreatinin i cistatin C
(90). Landfeldt i suradnici su dali misljenje da bi se lijeCenje trebalo zapoceti $to ranije te da
ono prestaje biti u¢inkovito kad se forsirani vitalni kapacitet (FVC —engl. forced vital capacity)
smanji ispod 30%, odnosno kad pacijenti dodu do Sestog stupnja Brookove skale za procjenu
gornjih ekstremiteta, pri ¢emu ne mogu prinijeti ruke ustima i ruke nemaju korisnu funkciju

(104).

3.2. ETEPLIRSEN

Eteplirsen (Exondys 51) je ASO koji omogucava obnavljanje okvira Citanja preskakanjem
egzona 51. Eteplirsen je ubrzano odobren od FDA 19. rujna 2016. za DMD pacijente kojima je
dokazana mutacija na koju se mozZe utjecati eliminacijom egzona 51 (105). Primjenjuje se
putem intravenske infuzije. Osim eteplirsena, FDA je odobrila i casimersen za mutacije

podlozne preskakanju egzona 45 te golodirsen i viltolarsen za egzon 53 (106-108).

3.2.1. Mehanizam djelovanja

Za nedostatak distrofina u DMD veéinom su odgovorne delecije jednog ili viSe egzona koje
pomicu okvir ¢itanja. Sve §to nastane translacijom takvog izmijenjenog transkripta vjerojatno
¢e se razgraditi proteasomom i ne¢e imati funkciju. Ako delecija ne dovode do pomaka okvira
Citanja, Sto je najceSce slucaj kod Beckerove misi¢ne distrofije (BMD), sintetizirat ¢e se
distrofin koji ¢e, posljedi¢no deleciji, biti kraéi, ali i dalje djelomi¢no funkcionalan (109,110).
Time je objaSnjen laksi tijek bolesti kod BMD, a po tom principu funkcionira i terapija

preskakanja egzona. Protusmjerni oligonukleotidi se vezu za pre-mRNA i maskiraju
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odgovarajuci egzon od enzima za prekrajanje te ¢e takav egzon biti iskljucen iz sastava mMRNA.
Bez tog egzona obnavlja se okvir ¢itanja i sintetizira distrofin. Postojanje skrac¢enog i
djelomi¢no funkcionalnog distrofina radi tranziciju tezeg DMD u blazi BMD fenotip (110).
Preskakanjem specificno egzona 51 obnovio bi se okvir ¢itanja ¢iji je pomak uzrokovan nekim
od Cestih delecija, kao §to su delecije koje zavrSavaju egzonom 50 i obuhvacaju egzone 49-50,
48-50, 47-50 i 45-50 te delecija egzona 52 (109). Tako su Bladen i suradnici (111) predlozili
da bi se terapijom preskakanja egzona 51 moglo djelovati na 14% svih DMD mutacija. Prva
istrazivanja pokazala su kako intravenskom terapijom koja dovodi do iskljuc¢ivanja egzona 51

dolazi do sinteze nepotpunog distrofina ¢ija se oCuvana funkcija vidi u oporavku misi¢ne

funkcije i razine kreatin kinaze kod misjeg DMD modela (112).

3.2.2. Klinicka istrazivanja

Distrofin se eksprimira lokalno u tretiranim misi¢ima DMD bolesnika nakon intramuskularne
primjene eteplirsena, a tom potvrdom pokrenula su se i istrazivanja sistemne primjene
eteplirsena (113). U fazi I/II istrazivanja 19 ispitanika je primalo razli¢ite doze eteplirsena u
tiednim intravenskim infuzijama kroz 3 mjeseca. Metodom RT-PCR je primije¢eno
preskakanja egzona 51 kod svih ispitanika. 37% ispitanika, ve¢inom iz kohorti s najveéim
dozama od 10 i 20 mg/kg, imalo je povecanu ekspresiju distrofina, u odnosu na biopsije prije
terapije. Ekspresija a-sarkoglikana i neuronalne sintaze duSikovog oksida (NOS — engl. nitric
oxide synthase) te smanjenje upalnih infiltrata potvrdili su funkcionalnost obnovljenog
distrofina. Obzirom je period primanja eteplirsena bio samo 12 tjedana, nije uocen znacajan
klini¢ki napredak (114).

Stoga je uslijedilo istrazivanje faze II u kojem je sudjelovalo 12 pacijenata koji su bili
randomizirani u tri skupine koje su intravenski dobivale tjednu dozu eteplirsena od 30 mg/Kkg,
50 mg/kg ili placebo kroz duze razdoblje. Nakon 24 tjedna i placebo skupina je zapocela
terapiju eteplirsenom. Pacijenti su bili 7-13 godina i s dokazanom delecijom podloznom terapiji
preskakanjem egzona 51. Takoder, bili su u moguénosti hodati od 200 do 400 m u 6MWT.
Produkcija distrofina, tj. postotak distrofin-pozitivnih vlakana, mjerila se s 12 tjedana u kohorti
koja je primala 50 mg/kg, 24 tjedna u kohorti s 30 mg/kg te 48 tjedana kod svih ispitanika (115).
Sli¢no prethodnim rezultatima (114), pokazano je kako je potrebno najmanje 12 tjedana da bi
nastalo uocljivo poveéanje u produkciji distrofina (115). McDonald i suradnici su opisali kako
povecanjem dobi i visine kod DMD pacijenta ne raste duzina koraka, a naglo se smanjuje ritam

hoda, §to dovodi do slabijih rezultata u 6MWT te otezanog kretanja (116). Stoga su dvoje
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blizanaca iz kohorte s 30 mg/kg, koji su vrlo brzo postali nepokretni, iskljuceni iz analize.
Naime, bili su najvisi te su imali gotovo 10 godina i loSe pocetne rezultate u 6MWT, a §to je
prognosticki za gubitak pokretnosti u DMD. Ostali, pokretni pacijenti, koji su kroz 48 tjedana
primali eteplirsen, imali su razliku u 6MWT u odnosu na pocetne vrijednosti 67.3 m vecu, nego
placebo pacijenti koji su nakon 24 tjedna poceli primati eteplirsen. Dakle, moze se zakljuciti da
duza primjena eteplirsena, omogucavajuéi preskakanje egzona 51, povecava funkcionalni
distrofin, te dovodi do relativne stabilizacije hoda pacijenata s DMD (115). Kroz 3 godine
pracenja ispitanika zamijeceno je statisticko i klinicki znacajno smanjenje pada sposobnosti
hoda i manji udio nepokretnih pacijenata u usporedbi s nelijeCenom kontrolom, kao i

stabilizacija u testovima pluéne funkcije (117).

3.2.3. Sigurnost

Tjedne intravenske infuzije eteplirsena do 20 mg/kg nisu bile popracene nezeljenim dogadajima
vezanima uz terapiju tijekom 12 tjedana. Nisu uo¢ena odstupanja u pluénoj, bubreznoj, jetrenoj
ili hematoloskoj funkciji. Kod jednog pacijenta terapija je prekinuta obzirom na pogorsSanje
kardiomiopatije zbog progresije DMD. Smanjenje upalnih infiltrata u misi¢ima te nedostatak
antidistrofinskih protutijela, potvrduju da obnovljeni distrofin ne izaziva imunoloske reakcije
(114). Takoder, eteplirsen zbog svog kemijskog sastava ima smanjenu imunogenost, a i
opcenito je sigurniji zbog svoje neutralnosti i bioloske stabilnosti (118,119). Sli¢na opazanja
vrijedila su i za vise tjedne doze od 30 ili 50 mg/kg koje su pacijenti primali dugotrajno.
Poremecaj ravnoteze, povracanje i kontaktni dermatitis javljali su se ¢es¢e u eteplirsen skupini,
nego u placebo skupini (120). U priblizno 3 godine terapije eteplirsenom, infuzije su bile dobro
tolerirane, bez teSkih neZeljenih dogadaja vezanih uz terapiju. NajceS¢i nezeljeni dogadaji su
bili glavobolje, bolovi vezani uz same procedure biopsija i postavljanja katetera te proteinurija.
Proteinurija je prolazila spontano i nije bila povezana s bubreznom toksi¢no$c¢u. Niti jedan od

nezeljenih dogadaja nije uzrokovao prekid lijeCenja ili smrtni ishod (117).

3.2.4. Klini¢ka primjena

Pacijenti bi trebali imati potvrdenu mutaciju na koju se terapijski moZze djelovati preskakanjem
egzona 51, inaCe terapija ne¢e imati u¢inak. Eteplirsen se prima putem intravenske infuzije
svaki tjedan u preporucenoj dozi od 30 mg/kg. Razrijedena otopina bi se trebala infundirati kroz

35-60 min (120).
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4. POMPEOVA BOLEST

Pompeova bolest pogada razliCite dobne skupine, a klinicka slika se razlikuje u tezini. Ipak,
Cesta je podjela na dva osnovna tipa Ovisno 0 vremenu pojave i kardiomiopatiji - klasi¢ni
infantilni ili kasni tip Pompeove bolesti. Tezi, infantilni oblik, prezentira se u dojenackoj dobi
s hipertrofiécnom kardiomiopatijom i opstrukcijom na izlazu iz lijevog ventrikula, misi¢cnom
slabosti te respiratornom insuficijencijom, a oboljeli ¢esto ne prezive godinu dana. Laksi, kasni
oblik, razvija se kasnije, a osnovne znaCajke su slabost i gubitak miSi¢a te posljedicna
nepokretnost i respiratorna insuficijencija (121). Osim fenotipski, Pompeova bolest razlikuje se
I genotipski, dosad je opisano gotovo 600 moguéih mutacija. To je autosomno recesivna bolest
u kojoj je mutiran GAA gen koji se nalazi na kromosomu 17925.2-025.3 (122). Vise od
polovice ¢ine mutacije krivog smisla (missense), a slijede ih male delecije, varijante prekrajanja
i besmislene mutacije (123). Mutacije dovode do potpune ili djelomiéne deficijencije enzima
kisele alfa-glukozidaze (GAA — engl. acid alpha-glucosidase). GAA je lizosomski enzim Kkoji
razgraduje glikogen do glukoze, cijepaju¢i a-1,4- i a-1,6-glukozidne veze. 1,4-veze povezuju
glukozu u linearnim lancima, a 1,6-veze mjesta grananja. Zbog nedostatka enzima, glikogen se

taloZi u tkivu, posebice miSi¢nom, te Se razvijaju simptomi Pompeove bolest (124).

4.1. ALGLUKOZIDAZA ALFA

Alglukozidaza alfa je humana GAA dobivena iz stani¢ne kulture rekombinantnom DNA
tehnologijom - rhGAA (engl. recombinant human GAA). FDA je odobrila Lumizyme 24.
svibnja 2010. za pacijente s kasnim oblikom Pompeove bolesti koji nemaju dokazanu sr¢anu
hipertrofiju te koji su u dobi od osam godina ili stariji. Od 2014. je prosireno odobrenje za sve
dobne skupine i tipove bolesti. Myozyme je odobrila FDA 28. travnja 2006. i EMA 28. ozujka
2006. za odrasle i pedijatrijske pacijente (125,126). Primjenjuje se u intravenskoj infuziji.

4.1.1. Mehanizam djelovanja

Ideja 0 nadomjestanju enzima u lizosomskim bolestima odlaganja krenula je od radova Neufeld
i Fratatonija (127) koji su uocili da ukoliko se pomijesaju fibroblasti pacijenata koji boluju od

Hurler i Hunter sindroma, uocava se normalan metabolizam mukopolisaharida. Dakle, stanice
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koje nemaju genetski defekt za odredeni lizosomski enzim, sintetiziraju enzim koji okolne
stanice s defektom mogu preuzeti i koristiti. Ovaj princip danas se koristi i u lije¢enju Pompeove
bolesti gdje se rhGAA dobivena u stani¢noj kulturi unosi kao pacijentov izvor GAA. Zdrave
stanice proizvode GAA koja se glikozilira i fosforilira te time dobiva manoza-6-fosfat koji se
veze za lizosomske receptore ili, ukoliko je enzim izlu€en, za receptore na stani¢noj povrsini
(128). Terapijska rhGAA je egzogeni prekursor koji, takoder, sadrzi manoza-6-fosfat receptor
¢ijim posredstvom moze uéi u stanicu te ciljano do lizosoma stanica u kojima nedostaje. Ovakva
postranslacijska modifikacija karakteristiCna je za stanice sisavaca (129), a omogucava da

egzogena rhGAA nadomjesti endogeni nedostatak GAA i omoguci razgradnju glikogena.

4.1.2. Klinic¢ka istrazivanja

Pocetkom 1999., kod Cetiri dojenceta s uznapredovalim infantilnim oblikom Pompeove bolesti
primijenila se thGAA iz mlijeka transgeni¢nih zeceva u tjednoj dozi od 15 do 40 mg/kg. Nakon
12 tjedana intravenske terapije smanjila se veli¢ina srca kod svih ispitanika te poboljSanjem
sr¢ane funkcije produzio zivot ispitanika. Motori¢ki odgovor varirao je medu ispitanicima, a
dojenc¢ad koja je pocela primati terapiju thGAA prije 3 mjeseca starosti, imala je najveci
napredak, $to ukazuje na nuznost ranog pocetka lijeenja (130). Svi pacijenti su dozivjeli dob
od barem cetiri godine (131), dok je od 6 do 8 mjeseci medijan dobi koju dozive pacijenti s
infantilnim oblikom Pompeove bolesti bez enzimske zamjenske terapije (132).

Kishnani i suradnici u istrazivanju su koristili rhGAA iz CHO (engl. Chinese hamster ovary)
staniénih kultura. Ukljuéili su 8 ispitanika, s GAA aktivnosti manjom od 1% normalne,
kardiomiopatijom i hipotonijom. Nakon 52 tjedna terapije rhGAA, 75% (6/8) ispitanika je bilo
Zivo, a samo jedan od njih je bio ovisan o invazivnoj ventilacijskoj potpori. Smanjenje sréane
hipertrofije bilo je primije¢eno u svih pacijenata neovisno o stadiju bolesti. Vecina ispitanika
je pokazala napredak u motornom razvoju, a troje s najvecim rezultatom AIMS (Alberta Infant
Motor Scale) skale je ¢ak moglo samostalno hodati. O¢ekivano slabiji ili nemjerljiv motoricki
odgovor imali su ispitanici koji su zapoceli lijeCenje thGAA u naprednom stadiju bolesti.
Prezivjeli ispitanici su ukupno praceni 153 tjedna te su pokazivali daljnje smanjenje sréane
hipertrofije, napredak u rastu, motoricCkom te mentalnom razvoju. Tijekom pracenja, veina
ispitanika je preminula od respiratorne insuficijencije, a dvoje prezivjelih je bilo starije od 3
godine i mogli su se penjati i spustati stepenicama, udarati loptu ili ¢ak voziti tricikl (133). lako

enzimska zamjenska terapija thGAA povecava preZivljenje bez invazivne ventilacije 1
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omogucava oboljelima inace rijetko dostizna motori¢ka dostignuéa, enzimska terapija i dalje
ne dovodi do izlje¢enja te su komplikacije bolesti i dalje znacajan uzrok mortaliteta oboljelih.
Na temelju ranih klinickih istrazivanja, 18 pacijenata u dobi do 26 tjedana, s hipertroficnom
kardiomiopatijom te neovisno o ventilacijskoj potpori, ukljuéeno je u fazu II/I11 medunarodnog
istrazivanja u kojem se usporedivao uc¢inak rhGAA u odnosu na povijesnu kohortu pacijenata
koji nisu primili enzimsku terapiju. Polovica ispitanika je bila lije¢ena intravenskom infuzijom
rhGAA u dozi 20 mg/kg, a polovica 40 mg/kg svaki drugi tjedan kroz 52 tjedna, a zatim u
duzem pracenju do tri godine trajanja terapije (134,135). Smanjeni rizik za smrtni ishod za 95%
te rizik za invazivnu ventilaciju ili smrt za 91%, smanjena ili u normalnom rasponu masa lijevog
ventrikula te odredeni napredak u motorickom razvoju pokazan je u kohorti lijeCenih thGAA,
u odnosu na kontrolu (135). Nesto slabiji rezultati zabiljeZeni su u ispitanika s nastupom
simptoma do 12 mjeseci, a koji su thGAA poceli primati u dobi od 6 do 36 mjeseci, te koji su
se u istrazivanje mogli ukljuciti iako su bili ovisni o invazivnoj ventilacijskoj potpori (136).
Pretpostavlja se da CRIM-status (engl. cross-reacting immunologic material) utjece na u¢inak
terapije rhGAA. Ovisno o tome imaju li pacijenti potpuni ili djelomi¢ni nedostatak GAA,
smatraju se CRIM-negativnim, kod kojih se ocekuje i veci razvoj protutijela, ili CRIM-
pozitivnim. U analizi Kishnanija i suradnika ¢ak vise od polovice CRIM-negativnih pacijenata
je preminulo ili bilo ovisno o invazivnoj ventilaciji nakon terapije alkglukozidazom alfa, dok
je samo manje od 5% (1/21) pacijenata bilo ovisno o invazivnoj ventilaciji u skupini CRIM-
pozitivnih. Takoder, CRIM-negativni ispitanici su imali i slabiji motoricki te sréani odgovor na
terapiju (137). Poznato je da pacijenti s potpunim nedostatkom GAA u podlozi imaju teze
mutacije (138), ali Kishnani i suradnici, obzirom na pad u klinickom napretku u vrijeme pojave
protutijela, predlazu i imunoloski uzrok smanjenju ucinkovitosti kod CRIM-negativnih
pacijenata (137).

RhGAA kod veéine pacijenata s infantilnim tipom Pompeove bolesti zna¢ajno utjece na sréani
miSi¢ te ublazava kardiomiopatiju, & manje pacijenata ¢e razviti znacajan motoricki odgovor.
Ipak, moguce je posti¢i stupanj motori¢kog razvoja veci od o¢ekivanog za prirodni tijek bolesti.
Da bi terapija bila ucinkovita bitno ju je zapoceti Sto ranije, a prognoza ovisi i 0 imunosnom
statusu. Zahvaljujuéi boljem sréanom i respiratornom statusu produljeno je i prezivljenje bez
invazivne ventilacije. Usprkos tomu, rhGAA ne dovodi do izljeCenja te su morbiditet i
mortalitet vezano uz progresiju Pompeove bolesti i dalje znacajni, a lijeCenjem je i promijenjen
fenotip bolesti. Nedostatak lijeCenja alglukozidazom alfa je $to ne prolazi krvno mozdanu
barijeru te je tako i dalje omoguceno odlaganje glikogena u sredi$nji ziv€ani sustav. U

dugotrajnom pra¢enju pacijenata s infantilnim oblikom bolesti, a koji su na terapiji
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algukozidazom alfa, zamijeceno je da se kroz godine razvijaju progresivne promjene u bijeloj
tvari mozga, a $to se moze vjerojatno povezati i s odstupanjima u inteligenciji, odrzavanju
paznje, pamcenju i ponasanju (139).

Nakon prve uspjesne primjene kod dojencadi s infantilnim oblikom bolesti, uslijedilo je i pilot
istrazivanje primjene rhGAA iz ze¢jeg mlijeka na oboljelima od kasnog oblika Pompeove
bolesti. Pacijenti u dobi od 16, 32 i 11 godina te razli¢itim stadijima bolesti praceni su kroz 3
godine. Kod pacijenta s najboljim odgovorom doslo je do normalizacije misi¢ne funkcije i
snage te se mogao kretati bez invalidskih kolica, dok je kod ostalih s razvijenijom boles¢u
smanjen umor, pobolj$ana kvaliteta zivota i smanjena potreba za dnevnom ventilacijom (140).
Rossi i suradnici (141) koristili su ve¢e doze rhGAA, u odnosu na prethodne, iz CHO stanica,
te su prvi opisali slucaj pacijenta s Pompeovom boles¢u koji je tijekom lijeCenja postao
neovisan o ventilacijskoj potpori, naglasavajuci da do respiratornog i miSiénog poboljSanja
dolazi samo ukoliko se rhGAA primijeni prije opseznog misi¢nog osStecenja. Kod pacijenta s
uznapredovalim stupnjem bolesti terapija nije pokazala ucinak te je doslo do smrtnog ishoda
(141).

U fazi 11l kontroliranog istrazivanja GAA, 90 pacijenata s kasnom Pompeovom bolesti je bilo
randomizirano u skupinu koja je primala 20 mg/kg intravenski GAA, svaki drugi tjedan kroz
78 tjedana, te placebo grupu. Pacijenti su bili 10-70 godina, pokretni te nisu bili na invazivnoj
ventilaciji. Primarni ishodi kojima se procjenjivala u¢inkovitost su bili udaljenost prehodana u
O6MWT te postotak predvidenog FVC. Skupina koja je primala rhGAA imala je povecanje
parametra primarnih ishoda, dok su oni s vremenom padali u placebom tretiranoj skupini. lako
su ispitanici s pocetnim 6MWT od najmanje 300 m te 55% predvidenog FVC imali bolje
rezultate, nisu bili dokazani prognosti¢ki faktori (142). Obzirom se pretpostavlja da je miSi¢éna
patologija samo djelomicno reverzibilna usprkos dugotrajnom lijeCenju, u produzenom
istrazivanju do ukupno dvije godine ispitanici su odrzali postignuta poboljSanja bez vecih
napredaka (143). No, uzevsi u obzir pad u 6MWT i FVC u nelijecenih, kao i to da nakon 10-15
godina od postavljanja dijagnoze priblizno polovica pacijenata s kasnim oblikom bolesti ovisi
0 kolicima ili ventilacijskoj potpori (144), stabilizacija motori¢ke i respiratorne funkcije ima

terapijsku vaznost u ovoj progresivnoj bolesti.

4.1.3. Sigurnost

Priblizno polovica pacijenata s infantilnim oblikom i 28% s kasnijim oblikom bolesti razvija

nezeljene reakcije vezane uz infuziju rhGAA (125). U dojencadi su nastupale prilikom primanja
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infuzije ili unutar nekoliko sati, a ve¢inom su bile blage do umjerene i prestajale na usporenje
infuzije. NajceS¢e nuspojave su bile osip, urtikarija, vrucica i pad saturacije kisikom, a vrlo
Cesti su bili i tahikardija, tahipneja, kasalj i povracanje (134-136). Najcescée neZeljene reakcije
u starijih pacijenata su bile padovi, glavobolja i nazofaringitis, ali su se javljali i kod pacijenata
koji nisu primali rhGAA. Jedinstveno za infuziju rhGAA, 5-8% pacijenata imalo je
anafilakticke i alergijske reakcije vezano za infuziju poput urtikarije, crvenila, hiperhidroze,
pritiska u prsima, povracanja i povisenog krvnog tlaka. U nekim reakcijama bila su razvijena
IgE protutijela na rhGAA te su se manifestirale simptomima respiratornog ili koznog sustava i
teSkim edemom jezika, a uspje$no se primijenila desenzitizacija pod klinickim nadzorom
(142,143). Mali broj pacijenata (manje od 1%) u klini¢kim istrazivanjima i komercijalnoj
upotrebi razvije anafilakticki Sok ili sr¢ani arest nedugo nakon zapocinjanja infuzije. Pacijenti
s uznapredovalom Pompeovom boles¢u imaju rizik za teZze nuspojave obzirom na razvijene
sr€ane 1 respiratorne komplikacije bolesti. Titar IgG protutijela bi trebao biti redovito
kontroliran, a kod pacijenata s visokim titrom IgG trebalo bi raditi periodi¢ne analize urina jer

je nefrotski sindrom moguca imunosno-posredovana reakcija (125).

4.1.4. Klini¢ka primjena

Alglukozidaza alfa se koristi putem intravenske infuzije u dozi od 20 mg/kg svaki drugi tjedan
(125). Ukoliko pacijenti imaju bolest nalik gripi (kombinacija vruéice, zimice, bolova u
misi¢no-kostanom sustavu, slabost) kao ponavljanu reakciju na infuziju, prilikom ponovne
terapije mogu se koristiti manje doze ili prethodno terapiji primijeniti protuupalni lijekovi ili
kortikosteroidi. Pacijente s umjerenim 1 teSkim reakcijama vezanima uz infuziju moze se
testirati na specificna protutijela na alglukozidazu alfa. Obzirom da se povezuje uz teske
infuzijske reakcije, potrebno je imati dostupnu kardiopulmonalnu resuscitacijsku opremu, a
pacijente je potrebno pratiti. Blage i prolazne reakcije ponekad ne zahtijevaju medicinsku
intervenciju ili prekid infuzije, a ve¢ina reakcija moZe se tretirati smanjenjem brzine ili
privremenim zaustavljanjem infuzije te prethodnom terapijom oralnim antihistaminikom,
antipireticima ili kortikosteroidima (125). Kod CRIM-negativnih pacijenata pozitivan klinicki
uc¢inak pokazuje profilakticka primjena reZzima za indukciju imunosne tolerancije. Primjerice,
rezim s rituksimabom, metotreksatom i intravenskim imunoglobulinima smanjuje titar
protutijela, rizik od smrtnog ishoda ili invazivne ventilacije kod CRIM-negativnih pacijenata,

ali su moguce infekcije zbog imunosupresije (145).
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5. GENSKA TERAPIJA OSTALIH NEUROMUSKULARNIH
BOLESTI U FAZI KLINICKIH ISTRAZIVANJA

Pojasnim misi¢nim distrofijama (LGMD — engl. limb girdle muscular distrophy) se smatraju
neuromuskularne bolesti koje dovode do progresivne slabosti misi¢a u zdjelicnom i ramenom
obrucu (146). Pojasne miSi¢ne distrofije tip 2C, 2D, 2E i 2F su recesivni poremecaji u kodiranju
jednog od cetiri sarkoglikana (y-, a-, B- i d-sarkoglikan) ¢ija je svrha stabiliziranje veze
distrofina s a- i B-distroglikanom u sklopu DGC (147). Pojasna misi¢na distrofija tip 2E
(LGMD2E) nastaje mutacijom gena za [3-sarkoglikan (SGCB gen) koji se nalazi na kromosomu
4ql1 i uzrokuje poremecaj spomenutog sarkoglikanskog tetramera (148). U svrhu lije¢enja
ovog poremecaja istrazuje se genska terapija kojom se dostavlja funkcionalna kopija humanog
SGCB gena i ispravlja temeljni poremecaj u LGMD2E. Istrazivanje lijeka SRP-9003 je u fazi
I/, ispituje unos humanog SGCB gena putem virusa AAVrh74, a uz pomo¢ MHCK7,
promotora koji kontrolira aktivnost gena specificno u misi¢nim stanicama (149). LGMD2D
nastaje mutacijom gena za a-sarkoglikan (SGCA gen) na kromosomu 17921.33, a LGMD2C
mutacijom gena za y-sarkoglikan (SGCG gen) na 13912.12 (148). Genska terapija za ove
poremecaje prosla je kroz faze | lokalne primjene (150,151). U LGMD?2D, terapija SRP-9004,
ispitivala se primjenom intramuskularne injekcije AAV1 virusa sa SGCA genom pod
kontrolom skra¢enog misicnog MCK promotora (engl. muscle creatine kinase promoter)
(151,152). Iako je dokazan koncept, za klini¢ki znacajne ishode bilo je potrebno primijeniti
gensku terapiju intravaskularno kako bi djelovala na brojne misi¢ne skupine. Tako je u fazi /11,
preuzevsi ideju infuzije s primjenom u udove u kemoterapiji tumora ograni¢enih na donji ud
(153), perkutanim pristupom femoralnoj arteriji dostavljen gen u donje oslabljene udove, no to

se nije pokazalo u potpunosti u¢inkovitim (154).

Miotoni¢na distrofija tip 1 (DM1) je neuromuskularna bolest s velikim fenotipskim rasponom,
od letalnih posljedica u dojenc¢adi, do degenerativnih poremecaja s nastupom u odrasloj dobi, a
zahvaca brojna tkiva, kao $to su skeletni i sr¢ani misi¢, mozak, oko ili endokrini sustav (155).
DM1 uzrokuje ekspanzija CTG ponavljanja u genu za distrofijsku protein kinazu — DMPK
(engl. myotonic dystrophy protein kinase) na kromosomu 19g13.3 (156). Mutirana mRNA s
CUG ponavljanjima stabilnija je 1 akumulira se u oboljelim stanicama. Takoder, utjeCe na

proteine s djelovanjem na translaciju, prekrajanje i stabilnost RNA. Tideglusib, koji se istrazuje
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kao mogucnost lijeCenja, je inhibitor glikogen sintaza kinaze 3 (GSK3 - engl. glycogen synthase
kinase 3). Tako Tideglusib djeluje na aktivnost proteina uklju¢enih u metabolizam RNA te
smanjuje koli¢inu mutirane DMPK mRNA (157). Ispitivala se primjena kod adolescenata i
odraslih pacijenata (13-34 godine), oboljelih od kongenitalne ili u djetinjstvu razvijene DML1.
Obzirom na pozitivne rezultate faze Il (158), istrazivanja su usla u fazu II/III te se u placebom
kontrolirano istrazivanje ukljucuju pacijenti starosti od 6 do 16 godina s dijagnosticiranom
kongenitalnom DM1 (159).

X-vezana miotubularna miopatija (XLMTM) je uzrokovana mutacijama u MTM1 genu za
protein miotubularin. Miotubularin je vazan za odrzavanje strukture i funkciju stanica skeletnih
misi¢a (160). Oboljela muska dojencad je najces¢e hipotona i s miSi¢cnom slabosti te zbog
respiratorne insuficijencije ovisna o umjetnoj ventilaciji (161). Prva genska terapija u klinickim
istrazivanjima je intravenska terapija resamirigene bilparvovec (AT132). Radi se 0 genskoj
terapiji u kojoj se funkcionalni humani MTM1 gen unosi putem AAVS vektora, a istrazivanje
je trenutacno u fazi I/11 (162). U fazi I/1l ispituje se i primjena ASO u pacijenata s mutacijama
DNM2 ili MTML1 (163).
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6. ZAKLJUCAK

Iako su saznanja o naslijedenim neuromuskularnim bolestima u posljednjih nekoliko desetljeca
proSirena, neuromuskularne bolesti su 1 dalje uzrokom znacajnog morbiditeta 1 mortaliteta
oboljelih pacijenata. Sveobuhvatnu osnovu lijeCenja predstavlja primjena standarda
zbrinjavanja unutar multidisciplinarnog tima, a za nekoliko bolesti su odobrene i terapije koje
djeluju mijenjajuci sami tijek bolesti. Odobrene su terapije koje mijenjaju gensku ekspresiju za
DMD i SMA, genska terapija za SMA te enzimska zamjenska terapija u Pompeovoj bolesti.
Unato¢ rastu¢em broju novih terapija, koje su pospjesile prezivljenje, izljeCenje
neuromuskularnih bolesti, posebice SMA, za sada jos uvijek nije moguce. Takoder, osim i dalje
nedostiznog cilja izljeCenja ovih bolesti, s novim terapijama postavlja se i pitanje ranog probira,
populacije koja ¢e primiti pojedinu terapiju, dostupnosti, nezeljenih u¢inaka vezano uz samu
terapiju, ali i promijenjeni fenotip dugotrajno lijecenih pacijenata. U tijeku su brojna
pretklinicka i klinicka istrazivanja te se nastavlja tragati za unaprjedenjem postojecih i

razvitkom novih terapijskih mogucénosti kako bi se pacijentima s neuromuskularnim bolestima

.....
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