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* varijabilna ekspresija,

e varijabilan tijek

* preklapanje NMB -genetski i
fenotip: kong miopatije s KMD,
LGMD, KMS

misicna slabost, hipotonija
zaostajanje u razvoju
zamaranje

Dowling JJ et al Treating NMD.The future is now. Am J Med Genet

Part A. 2018;176:804—-841.



Neuromuskularne bolesti- genetske/nasljedne

*neuromuskularne bolesti- znacajan uzrok invaliditeta
*prevalencija 0,3/1.000

eosnovni preduvjet uspjeha terapije- rana dijagnoza

*Cesto — kasnjenje (kasno) postavljanje dijagnoze ( 4mj za SMA
tip I- 14 g za Pompeovu bolest, za DMD 2 g)-

*2/3 djece sa zaostajanjem u neurorazvoju- neprepoznato =

terapijski prozor -prije razvoja degenerativnih procesa,
moguca efikasna specificna terapija i genetsko savjetovanje



Korelacija genotipa i fenotipa
anamneza i status
Genetske neuromuskularne bolesti
dijaghoza u 60% , bez dg do 40 %

Genetska dijagnostika —principi

DNK analiza Biopsija-iznimno

e PCR (multipleks)-ciljana
analiza * analiza proteina

* Delecije+duplikacije (imunofluoresc, Western
MLPA/CGH blot)

Male mutacije * RNK i DNK analiza

* NGS, sekvenciranje eksona
 WES, WGS



Terapija genetskih neuromuskularnih bolesti

rana dijagnoza

novorodenacki probir

prenatalna dijagnostika

Nespecificna-simptomatska

-standardi zbrinjavanja

Specificna- etioloska terapija
-personalizirana

eunatoC napretku - nedostatak
etioloske (ciljane, ucinkovite)

terapije- koja dovodi do
izljecenja= znacajan

*modulacije tijeka ili
zaustavljanje progresije (izuzev
SMA i DMD)



EtioloSka terapija genetskih neuromuskularnih
bolesti

Etioloska/personalizirana Neuroprotekcija i terapiia

Nadomjesna: komplikacija bolesti
(organskih sustava)

Genska terapija_(gen+vektori-
AAV virus) Farmakoloska

ucinak na oksidativni stres,

Modificirajuca: fibrozu, upalne promjene
Genetska terapija apoptozu, autofagiju,
-molekularna terapija neuromuskularnu spojnicu,
protusmjerni oligonukleotidi povecanje miSiéne mase
(ASO) Kardioloska, pulmoloska itd
-editiranje gena/genoma Kombinacija terapija —

-terapija stanicama prekondicioniranje, kokteli



Za racionalan i efikasan odabir terapije —
neophodno je poznavanje
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Combined Therapiesfor Duchenne Muscular Dystrophy to Optimize
TreatmentEfficacy Cordova G et al1*Frontof Genetics April 2018



Spinalna misic

Kognitivni poremecaiji,
zaostajanje u rastu i razvoju

Cardiac
- structural defects

- autonomic
dysfunction

Gastrointestinal
Tract

- disturbances in
enteric nervous
system, gastro-
intestinal and
pancreatic
function

Bone
- irregular bone
remodelling

¢na atrofija, proksimalna 5q

Motor Network Dysfunction
- sensory-motor circuit dysfunction

- loss of alpha motor neurones

e | W

Astrocytes M usc;l;e_
- defects in synapse formation = smaf t;mmature ‘ '
and synaptic transmission AYRIIDLOS i
- denervation

onto motor neurons

Blood vessels /

- vascular defects in
spinal cord and muscles
resulting in hypoxia

Schwann Celis
- myelination defects

\

l

Neuromuscular
Junction

- abnormal

neuromuscular
junction structure

Motor Neurons

- BRNA processing abnormalities

- abnormal axonal guidance and
transport

Farrar et al: Therapies and Challenges in SMA AnnNeurol 2017



Proksimalna 5gSMA

Slabost proksimalnih misiéa

SMA 0- < rodenja, artrogripoza,
SMN2= 1 kopija, E.L.

SMA | A (do 2 tj);B (do 3 mj) ne
kontroliraju drzanje glave;C do 6 mj

(kontrola +)

non sitter, non walker

smrtni ishod do 2. god-.A 9- 13,5 mj
(do90%), NIV>16h:A10mj

+KMP, VSD/ASD

SMA'll 7 do 17 mj,tremor
sitter

SMA 111 A(<3g) i B(>3g),
(Kugelberg Welander)
walker

SMA IV >10-30 g ili >30 g adultni oblik
(Farrar 2017)

preklapanje pojedinih tipova SMA




Genetika proksimalne/ iSMA 5q

novorodenacki probir (do sada u USA, Belgija, Taiwan)

SMN1 egzon 7 i 8, kromosom 5g11.2-g13.3 u telomernoj regiji —u 90%
homozigotna disrupcija/delecija SMN1 gena (ekson 7 +8)- (PCR-kvant.)

5% homozigotna del ekson 7 (ne ekson 8)

5% slozeni heterozigot s intragenskom tockastom mutacijom na drugom
eksonu ili alelu (ne na 7,8, ili 5) (wirth et al., Parsons et al., Alias et al.).

vrlo rijetko -obje mutacije tockaste (NGS, sekvenciranje ne del. eksona)

Mean SMN2 copy number
de novo mutacije -2% (roditelji nisu prenosioci) ,s  oeCopyNumber g qp)

80 y ; H Typell

. Typelll
75 W Controls

1.7

B

broj SMIN1 kopija: 2i>=normalan nalaz
MLPA 1 =prenosioc ili bolesnik

2 kopije na 1 krom. : 2+0= prenosiocu 4 %

ucCestalost prenosioca SMA 5g 1:45-70

5

B

Percentage of Subjects
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SN2 Copy Nurmber

6% roditelja- normalan nalaz 2+0 +de novo




Groen EJ Advances in therapy for spinal muscular atrophy: promises and challenges. Nature 2018;8

SMN gen=9 eksona i 8 introna, 20 kb, SMN2 samo u ljudi
ekson 7 — znacajan za kodiranje (ekson 8 ne kodira, posuduje 4 AK)

——————— - T —————

E5q5|_1 SRANT :;IMF:E
il TEZHZC EERF:BHS-'II‘H smu.#:ﬂp mtbli
- T T T
shonz P"Ot‘?gk' produkt 32 kD
LRl 7 I B I3 W EJ : P RN B T e bt
Fulltongeh 234 T =
it e e Pojadivac¢ uklju€ivanja“'eksona’7
Proteinski produkt 30 kD
e o 7 st Supresor uklju€ivanja eksona 7
W 1 %Iiﬂﬁm? o D oy WO 7 - e v 3 3 .

Fusll-Rarwgtts il MNA
SHAMT mmon T splicineg

Elmmene I

o mM? - — [ e ]

RS RIT AL R RS AL

e

hnRMNP AL Bncdeng dtes
SMMNT @xen T splicing o crrestion

O xSy = s O DO oy W - ) i 4 33 £ .
108e (T e ol 50 CERGCALULALIGRA RS Fuall-Serrgth mfiMA 100k

Intronski utiSavac prekrajanja ISS-N1-cilj za nusinersen



Alternativno prekrajanje
uloga nije potpuno razjasnjena

atraktivan terapijski cilj

gotovo 50% identificiranih patogenih mutacija -rezultat
alternativnog prekrajanja

evolucija alternativnog prekrajanja u eukarionata -

povecava kodirajuci potencijal genoma =omogucuje ekspresiju
visestrukih izoformi m-RNA jednog jedinog gena

prekrajanje se moze kontrolirati- ukljucivanje eksona,
preskakanje, retenciju introna



Uloga SMN proteina (294 ak)
SMN protein neophodan za prekrajanje

procesiranje RNA (m RNA)

biogeneza malih nuklearnih (Sn) RNP - mRNA —>Cajalova
tjeleSca - splicosom—>prekrajanje

mali nukleolarni RNP (sno)RNP— postranslacijska modifikacija
nekodirajucih RNA



Genetski modifikatori bolesti
Pozitivni utjecaj na fenotip

* broj SMN2 kopija obrnuto proporcionalan s tezinom bolesti
e odnos nije uvijek linearan niti prognosticki znacajan

e varijanta SMN2 gena c.859G > C u eksonu 7 uzrokuje blazi
fenotip

e plastin (PLS3) nosioci homozigotne delecije —normalan fenotip
Negativan utjecaj na fenotip
NAIP /BIRC1 egzon 5- u 75 % odsutan u SMAI

SERF1 (small EDRK rich factor 1A )- u 35% odsutan u SMAI



Nedostatak SMN proteina
posljedica : poremecaj homeostaze neurona
aktin —znacajan posrednik

Poremecaji znacajni za patogenezu === Pt

SMA e T

disfunkcija neuromuskularne ol |
- S ——

spojnice (NMS) =

* dinamika aktina, smanjena o B
razina aktina . -l

e ubikvitinska homeostaza (:* ff 3.
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e endocitoza

Groen EJ Advances in therapy for spinal muscular atrophy:
promises and challenges. Nature 2018;8



SMN protein< :
—> poremecaji: funkcije genetskih modifikatora,
mehanizama homeostaze i enzimske aktivnosti
potencijalni terapijski ciljevi

* smanjenje razine ubikvitina —smanjena aktivnost enzima —
modifikatora ubikvitinu slicnog aktivatora (UBA 1)- gomilanje
katenina- aktivacija flavonoidom kvercetinom

* ostecenje funkcije mitohondrija —smanjena aktivnost enzima
PGK-fosfoglicerat kinaze, aktivacija terazosinom

e endocitoza



Genetski modifikatori SMA-utjecaj na homeostazu
kalcija

neurokalcin (NALCD) i CHP1 (calcineurin hand protein) T aktivnost
aktivnost kalcineurina<,
NALCD -funkcionalno vezan za aktin

uloga i dinamika aktina i endocitoze- bitna za patogenezu SMA

A. NM) in nomal animal B NMJ in SMA

- Potencijalni terapijski cilj

poremecaj funkcije NMS

Jantzen N, Brain 2018
SMA -izostaje otpustanje
acetilkolina

Normalna razina SMN
proteina — utok kalcija
uzrokuje otpustanje ACh



Poremecaji mehanizama homeostaze

profilin { u SMA — aktivira gene iz RAS obitelji

e povecana aktivhost GTP-aze Rho-a i efektora te molekule
RhoA ROCK (RhoKinaza)->

 akumulacija RhoA ROCK kompleksa koji Stete rastu aksona

e fasudil Y=27632- inhibitor RhoA ROCK kinaze- moze produljiti
Zivot neurona

* ne povecava razinu SMN proteina niti prezivljavanja
motoneurona



Mikro RNA u SMA

HRNA- znacajan za razvoj motoneurona i rast aksona, strukturu citoskeleta i
formaciju sinapse

* potencijalni biomarker SMA (responder/nonresponder )

* MRNA183- bitna za translaciju m-TOR (mehanicistic/mamalian TOR) i djeluje
kao regulator

* mTOR kompleksi reguliraju regeneraciju aksona

e SMN { itranslacija mTOR-a |,

* HRNA183 1 u neuronima sa {, razinom SMN proteina

e supresija MRNA183 iravnoteza hRNA183 i mTOR —prezivljavanje motoneurona
potencijalni novi terapijski cilj

e poremecaj LRNA183 - izrazen u SMA | u odnosu na SMA Il i lll

(Magri J. Cell. Mol. Med. Vol 22, No 2, 2018 pp. 755-767)



Protusmjerni oligonukleotidi (ASO) i male molekule

1. generacija- ASO- O metil fosforotioat riboza i metoksi etil Fosfotioat MOE ),
negativnog naboja, t1/2 —dugo, djelujui.t.(nusinersen), ne prelaze stijenku
endotela krvnih zila, gusti celularni matriks i membranu jezgre da bi dosli do
DNA i RNA, aktiviraju trombocite, mogu uzrokovati trombocitopeniju i trombozu

2.generacija — male molekule morfolino oligomer ( ASO morfolino- pMO),
fosforodiamidat , neutralnog naboja, otporniji na metabolicku degradaciju
endonukleazama, efikasniji , i manje Stetni od ASO (selektivniji i viSe specifi¢ni od
ASO), t1/2 kraci, ¢eSéa primjena

ne vezuju se za proteine i nemaju sklonost vezanju izvan zadanog cilja tj zadane
sekvence i u ovisnosti o svojoj duljini

3. generacija - za preskakanje (primjena nanotehnologije)-eteplirsen (DMD)

(Investigation of New Morpholino Oligomers to Increase Survival Motor Neuron Protein Levels in Spinal Muscular
Atrophy Ramirez A, Crisafulli SG, Rizzuti M et al Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 167; doi: .



Nusinersen- modificira prirodni tijek bolesti — ne dovodi do izljeCenja

* nusinersen-vezivanje na RNA —(komplementarnih baza)

* ciljano djeluje — vezujudi se (sparujuci) sukladno Watson Crick
sekvencama, moguca kontrola ucinka

 modificira prekrajanje (izrezivanje i vezivanje)

* povecava ekspresiju proteina

* kemijske prilagodbe ISS N1 ASO —(nusinersena)
fosforotioat-sprjecCava degradaciju ASO endonukleazama,
smanjuje afinitet hibridizaciji, povecava citotoksicnost
(aktivacija kaskade komplementa,poremecaj koagulacije,
alveolarna st tip Il i bronhalna toksi¢nost, nefrotoksicnost)
2 MOE (metoksi-etil)-smanjuje citotoksicnost i povecava
hibridizaciju







Spinraza- rezultati terapije za SMA tip | -l
SMA tip| -5djecesaSMAI-4izRH (1izBIH) primilo terapiju Spinrazom

1 dijete je dobilo 6 doza, ostali 5 doza

1.CHOP —Children hospital of Philadelphia na prvom testiranju raspon 5 -13
bodova (od 64), 2. CHOP (nakon 6 mj terapije) raspon 11 (prije 5) - 37, 3.CHOP
(nakon 4 mj ) porast od 25-28 (u 1 djeteta)

bez nuspojava aktuelno, na kroni¢noj invazivnoj ventilaciji =0
NIV tijekom spavanja-svi,

preboljeli (nakon prve 2-3 doze) : upalu pluéa (2), apneje visekratno (1) i
influenzu (2)

3 od 5 djece prehrana sondom u 2 /5 ukinuta prehrana NG sondom
SMA tipllilll -11 djece (dob 6-17 g) (2- 3 doze ),
1.HFSME- prije primjene : 0-55/66 (2 djece=0)

klinicki i subjektivno-poboljSanje , manji zamor



Djeca sa SMA tip | na terapiji Spinrazom
Rezultati procjene motornih funkcija

SMA | CHOP
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Podjela misicnih distrofija

» Progresivne miSi¢ne distrofije (Duchenne /Becker)

» Kongenitalne misi¢ne distrofije

» Pojasne miSiéne distrofije —15 tipova

» Emery Dreifussova misSiéna distrofija

» Facioskapulohumeralna misiéna distrofija (sluh i vid)

» Distalna misi¢na distrofija (Myoshi, Welander)
» Okulofaringealna misiéna distrofija



Progresivna misi¢na distrofija- DMD/BMD
(Xp21.2-21.1)

misicne bolesti=multisistemne bolesti
ucestalost DMD 1 : 3.500-5.000 u novorodenih djecaka,

DMD- gubitak okvira za oCitavanje-
nedostatak distrofina (nefunkcionalan)

BMD- oCuvan okvir za oCitavanje,
djelomicno funkcionalan distrofin

pravilo okvira za oCitavanje- iznimka del 3-6




Actin binding domain Central rod domain Cysteine nch/C-terminal domains
HI 51 §2 63 M2 S4 S5 56 57 S8 59510 S118512 §13 S14 515 518 SI1TS18 519 HIS S21522 SISM H4
£ @os

I't- BT 151 7Th 9] W70 J% e, o 5 25 o 5 B
v 4 8/ ! Boi g2 14 h I
Exon

mvi2Znacajan za stabilnost sarkoleme

L= Produkciju NO A
“Mehanizam |I .
glasnika

Filnmantous Actin

Contractile Apparalus

Titi, Tefethonin, Myotllj_ e |

Distrofin - 4 domene- 1. (A)amino koji se veze za aktin (i eksone 2-9 i 31-45), 2.
centralnu domenu sliénu spektrinu i 3. (C) cisteinom bogatu domenu i 4. karboksi
domenu-homolog urotrofinu (vezanu za distroglikan (eksoni 65-79)

427 kD, gen 2,2 MB



Nedostatak distrofina

aktivacija kalpaina -
 povecanje razine intracelularnog kalcija
 uzrok degradacije proteina i stanicnu smrt

e aktivacija dusSikova oksidula (NO) = hipernitrozilacija RYR1

receptora
—> degeneracija misicnog vlakna
e upala
e povecanje masti

 fibroza (na skeletnim i sréanom misiéu)



Klinicka sumnja na DMD-djecaci

zaostajanje u razvoju motorike, hipotonija

nespretnost, Cesti padovi, Gowersov znak+ (>15 mj)

Usporen razvoj govora (pseudo)hipertrofija potkoljenica

tesko uspinjanje uz stube

-----

CK (10-100 x vi&i od norm bolovi i gréevi u misicima

povisene vrijednosti AST/ALT mentalno zaostajanje

kognitivni problemi :razvojna

disleksija , problemi pamcenja
pozitivna obiteljska anamneza



Postupna analiza mutacija kod sumnje na DIVID

a. Multiplex PCR (del-18 eksona) Distrofinopatiia potvrdena

/ Potrebna je analiza

|:> Delecija / duplikacija detektirana majke nositelja
| 1. mLPA| velike mutacije-del, dupl 80% ;
|:> Delecija / duplikacija nije detektirana W
” e .
,Hot spots” : delecije eksona 44-55i 2-11 .
male mutacije
|:> Mutacija detekti¥ana
2. Sekvencioniranje individualnih egzona
|:> Mutacija nije detektirana
| Nema distrofinopatije
3. Biopsija misSiéda — analiza distrofina |:> normalni distrofin prisutan
Distrofina nema / abnormalni distrofin > | Distrofinopatija potvrdena

DMD -mutacije povezane s oSte¢enjem okvira za ocCitanje (reading frame) —
distrofin=nefunkcionalan (prematurna trunkacija)
BMD imaju Cuvan okvir za ocitavanje- distrofin= djelomi¢no funkcionalan



Sve mutacije u DMD nemaiju iste fenotipske posljedice

 mutacije -eksona 45 ili eksona 3-7

* veca uCestalost endogenog/spontanog preskakanja (restitucija okvira za
oCitavanje) i reverznih dys+ vlakana

Dwianingsih, et al., 2014; Prior, et al.

* bolji klinicki i funkcionalni ishod-dulja samostalna pokretljivost

razvoj kardiomiopatije- do 18 g u 80% bolesnika

del eksona 12,14 to 17, 31 to 42, 45, 48 ,49-povecavaju rizik za KMP
 del 51idel zaisoformu distrofina 116-smanjuju rizik razvoja KMP

Cardiac Dysfunction in Duchenne Muscular Dystrophy Is Less Frequent in Patients With Mutations in the Dystrophin

Dp116 Coding Region Than in Other Regions Tetsushi Yamamoto, PhD Hiroyuki Awano, MD, PhDCirc Genom Precis Med. 2018;11:e001782. DOI



Suvremeni terapijski pristup lijeCenju distrofija

Etioloska terapija

restroracija distrofina

* genska terapija

genetska

* preskakanje eksona ( exon 51)

e procitavanje stop kodona-
ataluren

e editiranje genoma
e povecanje ekspresije urotrofina

* terapija stanicama
DMD: pathology

Muscie damage [ el Less blood flow

r ; Energy production
/

Loss of muscle tissue
lLoazs of muacle function

Farmakoloska terapija

e protuupalna

* protufibrozna

* povecanje miSicne mase
e poboljsanje vazodilatacija
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Suppression of pemature

stop codon (PTC 124)

Substituted

fﬂ-"" -~ amino acid e"‘-
= = s . . ﬁ
Ribosome £ "; ; %
'],‘RNA" S "u@"’ '—w'l ﬁ
Norm:
Normal prote
stop codon

besmislena mutacija (prematurni stop codon) 10-15 % bolesnika

-onemogucava translaciju i produkciju distrofina

Ataluren -policiklicka molekula-sposobnost procitavanja kroz
stop codon

slican uc€inak- aminoglikozidi

Ataluren -u bolesnika > starijih od 2 g, koji su pokretni



Od gena (mutacije gena) do proteina (funkcionalnog (djelomicno) ili

afunkcionalnog)

Prekrajanje (splicing) i preskakanje (skipping)

= Introns

Exons

Gene (DNA)

Splicing messenger RNA
|:> [ 1)2]3]4¢5] 627] 8]
Fommre s 79
RNA copy (pre-mRNA) Dystrophin

1. Niks EH, Aartsma-Rus A. Expert Opin Bio! Ther 2017,17:225-36.

(D

Preskakanje eksona

Exon skipping

Restitucija okvira za oCitavanje

AON- morfolino exondys 51

nakon 3 godine terapije bolesnici mogu
hodati oko 151 m dulje od bolesnika koji
nisu na toj terapiji,

nakon 4 godine terapije s AON 51 20%
bolesnika nepokretno u odnosu na 80%
bez th.

Kombinacija exon skipping AON 51
+dantrolen -znacajan boljitak

Emi‘{ Indran 47 .'..;Qm (Hran 51 - Iniron 82

Reading frame restored

. Y Y e 1



Urotrofin — funkcionalno slican distrofinu
e Ezutromid -povecanje urotrofina kl. faza 2/3 - SUMMIT studija

Terapija stanicama
 maticne stanice (misica, ili srca u DMD)

* lokalna primjena mioblasta i.m.

Problemi -broj stanica, nacCin primjene (i.m.-multiplo)

imunoloski odgovor ( poput alogenih transplantacija)



Editiranje genoma

CRISPR-Cas9- clustered regularly
interspaced short palindromic repeats)

Genome editing and CRISPR-Cas9'? DE|ECIje ) dup|lkaCIje

D (,,snipping”-izrezivanje)

nacin primjene- ,Skare+GPS” —
primjena- virusni vektor ili
transplantacija editiranih stanica

nuspojave, imunogenost
najefikasnije-editiranje zigote



Genska terapija

Problemi genske terapije vektorima-veliki geni

AAV- malen: ~20 nm, 0.00002 mm

e kapacitet: 4700 bp (4,7 kB)

e gen za distrofin: 2.2 Mb

e puna duljina genetskog koda: 14 000 bp
kompromis-reduciran gen -Microdystrophin, mini distrofin

AAV 9 (navodno) nema moguénost replikacije

AAV je episomalan: ekspresija se smanjuje vr.emenom
Vulin A et al. Mol Ther 2012;20:2120-33.

AAV, adeno-associated virus u Golden retrieveru sDMD (GRMD) potpuno
iSCezava nakon 48 mj - Pfizer, Genethon



Nespecificna terapija
modulacija fenotipa

Inhibicija miostatina —protutijela
Folistatin —kl.ispitivanja faza 2

Inhibicija miostatina povecéava misiénu masu
u svih bolesnika sa NMB

ne djeluje samo na misice sa deplecijom distrofina

u moguca primjena kombinaciji sa ostalim terapijskim
pristupima ( koktelima)



Nespecificna terapija

protuupalni uCinak— steroidi (deflazakort, prednison) i Nfkapa b

simpatoliza — sidenafil, tadalafil (manje protoka manje oksid.

stresa )-nije djelotvoran u ljudi
antioksidanski -idebenon

inhibitori deacetilaze histona -smanjuju fibrozu, resetiraju

genetske markere i stanice tendiraju regeneraciji

givinostat, ACE inhibitori-losartan, inhibitori TGF1, osteopontin



Kongenitalne miopatije

4 tipa
* Jezgra (core) (centralna, mini)

* Nemalinska (Stapiéi=
Syraptic

venkiules e Centronuklearna
Postsynagtic

Basal membrane
i n.‘.lan . . ..
m"‘“”""% Tmmm Sarmlepﬁma i b Kongenltalna dlSpFOpOrCIJa vlakana
f "-' E———a ] -\ - -V v 7 .o .

Geni- RYR —najcesca mutacija, i
MTM1,ACTAL1, MYH7, DNM2,

* ranipocetak do 18 mj, zahvaca licnu
muskulaturu (za razliku od KMD),

Mioctondria Myonuclel /| [ Thiek wnzoand  ®  varijabilna klini¢ka slika ( genska
Sarcoplasmic  Triad Thiin filarment
culum (O uchear [ 11
N oo Se ekspresija)

myopathies) myopathias)



Centronuklearna miopatija (Xvezana-
miotubularna, MTM1 gen)

[< respiratorna insuficijencija, no¢ne hipoventilacije

[ teskoce sisanja, gutanja

S e Tre LT T gt za X-vezanu centronuklearnu miopatiju
. usko lice, dugi prsti, ekvinovarus uzrokovanu mut gena MTM1

[ oftalmoplegija, ptoza Genska terapija -

* nadoknada MTML1 gena —i.v. Kl faza |

 modulacija MTM1 gena redukcijom
razine DNM2 ( sa fosfoinozitid
fosfatazom ) koja regulira funkciju
MTM1 uspjesSno na eksperim.
modelu (cowling, Sabha 2016)

* nadoknada enzima uspjesna (eksper.
faza) (Lowlar2013)




Kongenitalna miotona distrofija
@dinamicka mutacija:

CTG trinukleotid (> 5(

-blaza forma
-teza forma

S7S
eMentalna retardacija, epilepsija |

e ventrikulomegalija/progresivni

hidrocefalus

e poremecaji giracije-
mikropoligirija, lisencefalija

e hipomijelinizicija >

 kod starijih zahvacanje
cerebeluma i talamickih jezgara

e mikrocefalija

.ﬂresfPir.ator.na
insuficijencija

Q ?(Ialoost liche
muskulature

ocni simptomi

e retinalna hipoplazija
e opticka atrofija

e strabizam

kontrakture

hipotonija

CK blago povisen




DM1
Genska terapija

 VALO411 - djeluje na aberantno prekrajanje

e ucinak na specificne RNA endonukleaze — cilj= toksicna RNA
preklinicka faza-znang 2014

Genetska terapija
* ASOcilj- tripleti CUG u genu DMPK

-smanjuje toksicnu RNA, onemogucava sekvestraciju MBLN
proteina-faza Il (pandey 2015)-Biogen

Farmakoloska terapija

-meksiletin- ucinak na miotone fenomene - antagonist natrijevih
kanala (p.o.), nuspojava - aritmije

-metilfenidat- za hipersomnolenciju



Nasljedne periferne

neuropatije

CMT1A —najcesce (AD)
CMT4 (AR) rijetke

geni -P0, PMP 22, koneksin , ERG

CMT

s
o e
— -

-

%
I W0 e Y-lo-AA

PMP22

duplication

CMT1Y  ICMT 7 CMT2

MFN2

(especially if severa
t optic atrophy)

'

MFPZ




Charcot-Marie-Tooth neuropatije
ucCinak terapije =smanjenje produkcije PMP22 proteina,
hipertrofcnih promjena zivca i fibroze
Neuspjeh terapije : vit C, vit E i esencijalne masne kiseline,

kreatin (Burns, Pareyson 2011)

Vit C —ucCinak putem transkripcijske represije cCAMP

uspjesna terapija
biotin u visokoj dozi za CMT1- faza I/l

kurkumin u CMT 1B (MPZ gen) smanjuje oksidativni stres u
endoplazmatskom retikulumu

niacin u CMT4B1 (MTMR gene)-smanjuje utjecaj neuroregulina
na stvaranje lukovicastih tvorbi mijelina (preklinicki) Bolino 2016



Kongenitalni mijastenicki sindromi

Presinapticki defekt (CHA)T

Klinicki simptomi
— okularni (ptoza,
oftalmopareza)

— bulbarni simptomi

— generalizirana slabost
muskulature

— intermitentne krize,
zamaranje

— apneja, respiratorna
insuficijencija
— artrogripoza

Postsinapticki defekt (CHRNE)



Dijagnoza

-morfologija -elektrofiziologija -genetika
-~ repetitivha stimulacija
prostigmin/edrofonij klorid - dekrement-single fiber
(Tensilon) test = pojedinacni stimulus
LS

repetitivhi M potencijal

.i_i-

ittt

LA

AChR antitiieta_negativna



ikacija KMS

2 Voltage-gate Ca®*
/channal
- Voltage-gate K*

channel
® / (3,4-DAP)

Axon terminal
(Presynaptic CMS)

High affinity
— choline transporter

<3

Basal lamina
(Synaptic CMS)

Laer'lin B2

{ AChE
" (pyridostigmine

-‘_-.-

(Fluoxetine,
quinidine)

Postsynaptic
cleft
(Postsynaptic CMS

Voltage-gate Na'
(Salbutamol /&hannel

DHER




Terapija kongenitalnih mijastenickih sindroma

piridostigmin - pogorsanje u tzv KMS sa sporim kanalima ( gain
of function AchR), u KMS uzrokovanim mutacijama DOK?7,
COIQ, Musk , LAMB?2

3,4 DAP (diaminopiridin) —klinicko ispitivanje faza Il —
presinapticki blokator K kanala za brze AChR kanale, te GFPT,

DAPGT, ALG1 and 14, RAPSN mutacije-povecava oslobadanje
broja kvanta ACh-

kontraindikacija-spori kanali AChR, mutacije AChE , DOK7

fluoksetin i kinidin-blokatori-za spore AChR kanale

albuterol/salbutamol i efedrin —za RAPSN, MUSK, DOK7, COLq
ucinak nije razjasnjen — otvoreno kl. ispitivanje za KMS
refraktorne na piridostigmin




Genska terapija-klinicka ispitivanja

DOK7 - (intraperitonealno AAV9 +DOK7) uspjeSna(Arimura 2014)

ASO za alternativno prekrajanje za CHRNA1 gen uspjesno kao i

tanicka kiselina-inducira pomak eksona u CHRNA1 in vitro (Tei
2015, Bian 2009)
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