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TRANSLACIJSKA ISTRAZIVAN{A ]
U DIJAGNOSTICI I TERAPIJI NASLJEDNIH MISICNIH BOLESTI
I NACIONALNI REGISTAR NEUROMUSKULARNIH BOLESTI

NINA BARISIC!, IVAN LEHMAN!, PETRA GRDAN?

Translacijska istraZivanja omogucavaju prijenos (translaciju) laboratorijskih pretklinickih istraZivanja u njihovu klinicku pri-
mjenu, pri cemu utjecaj rezultata klinicke primjene omogucuje i usmjerava daljnja bazicna istraZivanja. U lijecenju nasljednih
misicnih bolesti primjenjuju se farmakoloska sredstva, dok su genska i terapija maticnim stanicama jos u tijeku klinickih, odnosno
pretklinickih ispitivanja. Standardizacija modela za ispitivanje pojedinih terapijskih pristupa, definiranje bolesti te odredivanje
kriterija za procjenu terapijskih protokola i uspjeha lijecenja racionalna su osnova za klinicku primjenu terapije. Realizacija europ-
skih projekata: Translational Research in Europe — Assessment and Treatment of Neuromuscular Disorders (NMD-TREAT) i CARE-
NMD ima vrio bitnu ulogu u stvaranju ujednacenih pristupa dijagnostickim i terapijskim postupcima u oboljelih od neuromuskular-
nih bolesti. Pri tome nacionalni registri imaju znacajnu ulogu u procjeni ucestalosti, zatim u probiru bolesnika i planiranju klinickih
ispitivanja razlicitih terapijskih pristupa, ukljucujuci i gensku terapiju, ¢ime pridonose i povecanju kakvoce Zivota te zbrinjavanju i
pracenju bolesnika s neuromuskularnim bolestima.

Deskriptori: MISICNA DISTROFIJA, DUCHENNEOVA 1 BECKEROVA MISICNA DISTROFIJA (DMD/BMD); MISICNE BOLESTI; TRANSLACIJSKA
ISTRAZIVANJA; OLIGONUKLEOTIDI; GENSKA TERAPIJA

Translacijska medicina ili translacij-
ska istrazivanja omogucavaju prijenos
(translaciju) bazi¢nih znanstvenih otkrica
iz laboratorija u klini¢ke metode lijecenja
bolesnika. Takav je pristup u razumije-
vanju i lijecenju bolesti dvosmjeran, pri
¢emu znanstvenici svojim baziénim ot-
kri¢ima stvaraju nove moguénosti u
lije¢enju, koje dovode do boljeg razumi-
jevanja prirode i progresije bolesti te po-
ti¢u nova bazi¢na istrazivanja (1). Trans-
lacijska medicina je integracija inovativ-
nih terapijskih pristupa, identifikacija,
testiranje i procjena bioloskih biljega, za-
tim metodologija i planiranje istrazivanja
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radi pronalazenjaterapijskih ciljevaipove-
¢anja uspjeSnosti II. 1 III. faze klinickih
ispitivanja. Translacijska medicina omo-
gucava suradnju i multidisciplinski timski
rad izmedu razli¢itih ustanova. Ciljevi
translacijskih istraZzivanja omoguéavaju
utvrdivanje preporuka za razvoj lijekova,
eksperimentalna i klinicka istrazivanja.
Korelacija genotipa i fenotipa omogucéava
istrazivanje njihove povezanosti na te-
melju kojih se, uz pomo¢ razli¢ite tehno-
logije (mikropostroj) mogu razvijati di-
jagnosticke i terapijske strategije (2).
Genetika i molekularno-geneticka is-
trazivanja omogucavaju razumijevanje pa-
togeneze, postavljanje to¢ne dijagnoze i
provodenje etioloske terapije. Zivotinjski
eksperimentalni modeli omogudéavaju
pretklinicka istrazivanja na molekularnoj
i stani¢noj razini i naknadnu primjenu u
praksi (3). Velika je vecina terapijskih pri-
stupa testirana na zivotinjskim modelima
pojedinih misi¢nih distrofija, a neki i u
klini¢kim ispitivanjima, odnosno u fazi
registracije. PolaziSte istrazivanja tera-
pijskih pristupa prvenstveno je Projekt
humanog genoma radi otkrivanja genskih

mutacija, no jo§ i sad postoji odredeni
broj misi¢nih bolesti za koje nije poznat
uzrok, odnosno genski defekt.

Mutacije gena, strukturnih proteina ili
enzima (poput glikoziltransferaze) naj-
¢es¢i su uzrok misi¢nih distrofija. Danas
je poznato oko 30 gena ¢ije mutacije uz-
rokuju misiénu distrofiju (4). Mutacije
gena patohistoloski uzrokuju degenera-
ciju i nekrozu misi¢nog vlakna, koja do-
vodi klini¢ki do ograni¢ene moguénosti
kretanja i nerijetko do preuranjenog smrt-
nog ishoda.

Najcesca je mutacija gena za distrofin
(gen DMD) (ucestalost 1:3500 muske
novorodencéadi), ¢iji je produkt dis-
funkcionalni protein. Do 70% mutacija su
pojedinacne ili multiegzonske s najveéom
ucestalo$éu u rasponu od egzona 45-55
(rod deletion). Velike delecije unutar ok-
vira najceS¢e su povezane s blagim ob-
likom bolesti ili mogu biti asimptomske
do 70 godina Zzivota. Distrofin je subsar-
kolemni protein. Bez distrofina misi¢no je
vlakno vrlo osjetljivo na utjecaj iz okoli-
ne, a zbog ostecene funkcije satelitskih
stanica onemoguéena je njegova regene-
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rativna sposobnost. Distrofin je u inter-
akciji s velikim brojem proteina preko
C-terminalne domene i stvara distrofinski
udruzeni kompleks koji (uz distrofin)
obuhvaca distroglikane, sarkoglikane, di-
strobrevin, sintrofine, neuronska sinteta-
za dusi¢nog oksida, receptor ¢imbenika
rasta (GRb2), kaveolin 3 i sarkospan.
Slozeni distrofinski kompleks omogucava
mehanic¢ku sponu izmedu intracelularnog
citoskeleta i ekstracelularnog matriksa,
osiguravajuci pritom strukturni i funkcio-
nalni integritet skeletnih misi¢a nakon
kontrakcije. Odsutnost distrofina kompro-
mitira integritet kompleksa, uzrokujuéi
vulnerabilnost miSi¢nih vlakana i njihovu
degeneraciju poslije kontrakcije, pri ¢emu
dolazi do ulaska kalcija, nekroze i apo-
potoze. Postupci koji bi onemogudili ra-
zaranje mi$i¢nog vlakna su racionalna te-
rapijska intervencija.

Terapija obuhvaca farmakolosku (kor-
tikosteroide, inhibitore proteaza, regula-
ciju kalcija, inhibitore miostatina, supre-
siju stop kodona-PTC 124 (ataluren) i
aminoglikozide (gentamicin), zatim pro-
tuupalne lijekove i beta blokatore, gensku
(genski transfer, mikro ili mini distrofin,
antisense oligonukleotidi, gensku modi-
fikaciju urotrofinom) i terapiju mati¢nim
(satelitskim) stanicama.

FARMAKOLOSKA I GENSKA TERAPIJA

Protuupalni lijekovi su znacajni u lije-
¢enju DMD-a, sprjecavajuéi upalnu infil-
traciju. Manipulacija protuupalnim steroi-
dima ima povoljan ucinak (prednison i
deflazakort), ali imaju i zna¢ajne nuspoja-
ve. Upalni putovi mogu biti selektivno
ciljani radi terapijske intervencije, npr.
pomocu NF kapa B. TNF alfa, odnosno
proinflamatorni gen TNF alfa inducira
NF kapa B te je posebno zanimljiv tera-
pijski cilj. Blokada se moze obavljati s
anti TNF alfa antitijelima, pri ¢emu se za-
pravo blokira nastajanje nekroze. Cilj dje-
lovanja steroida je vjerojatno NF kapa B i
dovodi do supresije citokina i adhezijskih
molekula. NF kapa B aktivira transkrip-
ciju stvaranjem kompleksa dimera i akti-
vacijom IKK NEMO regulatornih podje-
dinica. Kombinacija djelovanja protu-
upalnih lijekova (npr. derivat fluribrufena
HCT 1026) 1 aktivacije NO sudjeluje u
aktivaciji folistatina i dovodi do regenera-
cije miSiénih vlakana. NO signalizacija je
izrazito oSte¢ena u distroficnom misicu.
NO s nesteroidnim protuupalnim u¢inkom
poboljsava morfoloski, biokemijski i funk-
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cionalno stanje u progresivnim i pojasnim
misi¢nim distrofijama.

Steroidi su se pokazali djelotvornim u
produljenju razdoblja pokretljivosti i us-
porenja razvoja skolioze. Prednison u
dozi 0,75 mg/kg na dan pokazao se naj-
djelotvornijim. Nije bilo dovoljno studija
za usporedbu deflazakorta i prednisona.
Poboljsanje se o€ituje u brzem ustajanju
iz ¢uénja, vremenu u hodu na 9 m, vreme-
nu potrebnom za uspon uz 4 stube te spo-
sobnosti podizanja tereta i forsiranom vi-
talnom kapacitetu. Steroidi stabiliziraju
misi¢nu snagu i funkciju od 6 mjeseci do
najdulje 2 godine od pocetka primjene
(5). Treba kontrolirati razine kalcija, fos-
fora, alkalnu fosfatazu, razinu 25-OH vi-
tamina D, magnezija, parathormona, a u
urinu kalcij, natrij i kreatinin. Potrebne su
redovite kontrole denzitometrijom te RTG
kraljeznice u slu¢aju bolova. Primjena vi-
tamina D treba se provoditi i.v. bifosfo-
natom u slucaju frakture kraljesaka, a pri-
mjena oralnog oblika je kontroverzna.
Spirometriju valja kontrolirati svakih 6
mjeseci. Bolesnike starije od 2 godine
treba cijepiti pneumokoknim cjepivom, a
starije od 6 mjeseci protiv gripe. Oba
cjepiva nisu ziva i mogu se primijeniti i
tijekom lijecenja steroidima. Antibiotike
treba uvijek primijeniti u slu¢aju infekcija
respiratornih putova. Manualne ili meha-
ni¢ki potpomognute metode za iskaslja-
vanje primjenjuju se u tijeku infekcija.
No¢na i dnevna ventilacija primjenjuju se
prema odgovaraju¢im kriterijima kao i
traheotomija. Gastroenterolozi i dijeteti-
¢ari su znacajni u rje$avanju problema
opstipacije, intestinalne dilatacije, ileusa
i usporenog praznjenja zeluca te debljine
ili neishranjenosti. U tijeku pripreme za
op¢u narkozu potrebno je uvijek imati na
umu mogucnost razvoja maligne hiperter-
mije pa valja izbjegavati depolarizirajuce
anestetike (suksametonij), a prije aneste-
zije potreban je pregled UZV srca.

Terapija miSiénih distrofija ovisna je
o specificnim mutacijama, temelji se na
¢injenici da protusmjerni (antisense) oli-
gonukleotidi mijenjaju RNA procesiranje
ubacivanjem u okvire za transkripciju. Na
tom nacelu primjenjuje se exon skipping
(preskakanje egzona) 51 u najvise 13%
DMD bolesnika (6, 7). Isti model pri-
mijenjen je radi lije¢enja miotonije i spi-
nalne miSi¢ne atrofije. Tockaste mutacije
pojavljuju se i uzrokuju DMD u 15% bo-
lesnika. Besmislene (nonsense) mutacije
¢ine 5-13% mutacija koje uzrokuju DMD,
rezultirajuci u preuranjenom stop kodonu,
¢ija je posljedica nefunkcionalni protein.

PTC (premature terminated codon) 124
(Ataluren-ahiral, oksadiazol vezan za
fluorobenzenski 1 benzoicki prsten) pro-
lazi kroz preuranjeni stop kodon (i za
cisti¢nu fibrozu i za DMD). PTC 124 su-
primira besmislenu terminaciju kodona
kao i gentamicin. Ispituje se i u klini¢kim
ispitivanjima IL.b. Primjena PTC 124
inducira do 60% funkcionalnog distrofi-
na. Gentamicin, koji ima sli¢an uc¢inak,
takoder se primjenjivao i u bolesnika s
DMD-om (PTC za egzon 23), ali se zbog
toksi¢nosti vise ne primjenjuje. Nakon
egzona 51, po ucestalosti slijede egzoni
53 i egzon 45 (u oko 15%), zatim bole-
snici s duplikacijom ili multiplim dele-
cijama vise egzona.

Morfolino oligomer (fosforidamidat
morfolino oligomer-PMO) AVI 4658
preskace egzon 51, podnose ga dobro
eksperimentalne zivotinje u svim dozama,
kao i ljudi u dozi od 2 mg/kg prema rezul-
tatima klini¢kih ispitivanja u V. Britaniji
(AVI Biopharma) u fazi Lb/I. (7, 8). U
eksperimentalnim modelima osposoblja-
va se 98% skeletne muskulature, a u
manjoj mjeri sréanih vlakana. Nanopoli-
meri i nanosfere rabe se za primjenu
AON:-a (-2-O-metil) oligonukleotida. Mor-
folino AON (antisense oligonukleotid)
za egzon 51 primijenjen je i.m. u 7-ero
djece u dobi od 10-17 godina. Biopsija
misica nakon 3 tjedna pokazuje dovoljnu
ekspresiju distrofina. PMO morfolino pri-
mijenjen i.v. u djece, u dobi od 5-15 godi-
na do maksimalno 900 mg. Nije bilo
teskih nuspojava, osim u jednog bolesnika
s kardiomiopatijom koji je imao pogor-
Sanje kardijalne funkcije i kontraktilnosti,
ali se smatra da je rije¢ o osnovnoj bolesti.
Na nisku dozu AVI PMO ne dolazi do pre-
skakanja egzona, registrirana je toleran-
cija do i.v. 20 mg/kg. U Nizozemskoj u
istraZivanjima se primjenjuje antisense
oligo PRO 051 (prosensa) u fazi I./Il.a i.
m. ili s.c. u dozi od 0,8 mg. Biopsija
misica ucinjena nakon 28 dana pokazala
je obnovljen distrofin u 64-97% misiénih
vlakna u svakog bolesnika (6). Ekspresija
distrofina je ovisna o dozi, a u¢inak se
postize nakon 12 tjedana.

Problemi s genskom terapijom proiz-
laze iz Cinjenice da je gen za distrofin
najve¢i gen za manipulacije, ima 4 do-
mene. Mini distrofin (plazmid) primje-
njuje se pomocu virusnog vektora AAV
(adeno-associated virus, DNA virus iz
obitelji parvovirusa), ¢ime se omogucuje
dobra ekspresija distrofina. Rekombinant-
ni adeno-asociated virus (rAAV) ima
nekoliko serotipova koji pokazuju tropi-
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zam prema miSi¢nom tkivu. tAAV 11 2
primjenjuju se lokalno, odnosno izravno u
misié, dok se rAAV 6, 8 i 9 koristi za su-
stavnu primjenu (7). Genski transfer prvi
put je pokusan 2006. godine. NeZeljen je
ucinak aktivacija imunoloskog sustava u
bolesnika. Tendencija istrazivanja je sma-
njenje koli¢ine virusa koji se primjenjuje
kao prenositelj gena. Problem stvaraju
reverzna vlakna, pri ¢emu se (Eli spot)
identificira T stani¢na imunogenost. Imu-
nogeni epitop secernira INF-gama. Sto se
tice samog virusa nikad se u stanicu
domacina nije uklopila jednostruka DNA
AAV virusa.

Istrazivanja se provode i s mati¢nim
stanicama, odnosno mezangioblastima,
CD 133+ stanicama iz krvi i mi$iéa (pri-
kladne i kao vektori za gensku terapiju) i
satelitskim stanicama, no njihova sposob-
nost repopulacije mi$i¢nih stanica vrlo je
ograniCena (9). Mioblasti nisu doveli do
zeljenog ucinka pomocu i.m. injekcija,
brzo umiru i ne migriraju vise od 0,5 mm
od mjesta injekcije (10). Embrionalne sta-
nice imaju razli¢itu sposobnost diferen-
cijacije. Miogeneza je regulirana slozenim
signalnim putovima podrijetlom iz mezo-
derma. Stanice u misicu i srcu posjeduju
odredenu rezervu regeneracije tijekom
cijelog zivota. Mezenhimne mati¢ne sta-
nice sposobne su za diferencijaciju. Po-
drijetlo moze biti i koStana srz. Nije jasno
jesu li satelitske stanice samo stupnjevi
razvoja zajedni¢ke progenitorne stanice
do odredene populacije stanica. Miogene
stanice mogu se dobiti iz populacije sta-
nica krvnih Zila, odnosno iz mezangiobla-
sta i pericita, koje mogu nadoknaditi
oboljele miSi¢e nakon transplantacije i
koje mogu biti optimalna platforma za
gensku terapiju. Najvise uspjeha u terapiji
neuromuskularnih bolesti ima kombina-
cija viSe pristupa, pri ¢emu se najvise
upotrebljava metoda tzv. ,autolognog
transfera®, u kojoj se stanice bolesnika
geneti¢ki ,,ispravljaju® in vitro, primje-
njujuci lentiviralni vektor, te se potom
reimplantiraju i dopustaju reproizvodnju
funkcionalnog proteina distrofina (9).

Faktor rasta, sli¢an inzulinu, glavni je
regulator razvoja mi$ica i postnatalnog ra-
sta IGF-a koji moze modulirati populaciju
upalnih stanica i citokina u tijeku regene-
racije, §to je spona imunomodulatornih
ucinaka i regeneracije te smanjenja fibro-
ze. Vjerojatno moze djelovati sinergisticki
s miostatinom. Najveéi nedostatak poje-
dinih modulatora za razli¢ite signalne pu-
tove je nedostatak selektivnosti. Na eks-

perimentalnom modelu DMD (mdx) do-
kazan je povoljan u¢inak IGF-a u smislu
povecanja snage i smanjenja fibroze i
nekroze. Povecana razina IGF-a i miosta-
tin imaju isti u¢inak. Nedostatak svih tih
terapijskih pristupa nedostatak je selek-
tivnosti djelovanja. Naime, blokada puto-
va intracelularne signalizacije djelovat ¢e
na mnogobrojne putove i uzrokovat ée
mnoga nezeljena djelovanja. Mozda ¢e se
uspjeti djelovanjem na razini kromatina.
Regeneracija miSica rezultira iz prolifera-
cije misi¢nih vlakana koji se diferenciraju
u zrele miofibrile. Reprogramiranje dife-
rencijacije povezano je sa sekvencijalnom
aktivacijom gena koji sudjeluju u prolife-
raciji, migraciji i diferencijaciji. Stimula-
cija regeneracije znacajna je radi genske
terapije. Regeneracija nastupa zahvalju-
juéi progenitornim stanicama. Satelitske
stanice su prototip progenitornih stanica.
Njihov je broj konstantan u ciklusima re-
paracije 1 regeneracije i mogu se obnav-
ljati.

Miostatin ili GDF 8 ¢lan je TGF beta
transformirajuée superobitelji. Aktivira se
pomocu propeptida BMP (bone morpho-
genetic protein). Geni koji moduliraju
djelovanje miostatina nisu poznati. Dje-
luje kao negativni regulator rasta. Blok
miostatina povecava veli¢inu misiénog
vlakna i smanjuje simptome bolesti. Inhi-
bicija signalnog puta miostatina, koji
uzrokuje hipertrofiju i rast misi¢a, obavlja
se u multicentricnim studijama mono-
klonskim antitijelima u modelima za
DMD i sarkoglikanopatije. U¢inak mio-
statina je povoljan u ranoj fazi bolesti,
osim u delta sarkoglikanskom modelu.
Blokada miostatina dovodi do blokade
proliferacije i diferencijacije misi¢nih sta-
nica te smanjenja sklonosti degeneracije
velikih vlakana. TGF beta i mreza regula-
tornih ¢imbenika (bmp 4, gremlin i akti-
vin) utjecu na proliferaciju i diferencija-
ciju stanica. Stimulacija alternativnih pro-
teina, poput urotrofina, takoder moze
rezultirati u regresiji distrofi¢nog procesa
u pretranskripcijskoj i postranskripcij-
skoj fazi. Istrazivanja regulacije proteina
pomocu urotrofina su u preklini¢koj fazi.
Urotrofin je izrazen na membrani mi-
Si¢nog vlakna u bolesnika koji nemaju
distrofin. Strukturno i funkcionalno je
slican distrofinu. Na eksperimentalnom
modelu u 80% se poboljsa snaga i otpor-
nost na istezanje.

Stabilizaciju membrane moze stimuli-
rati i integrin alfa 7 koji se veze za lami-
nin, stabilizirajuci povezanost sarkoleme i

esktracelularnog matriksa. Alternativni
protein nije imunogen, §to je prednost u
odnosu na uno$enje proteina koji je imu-
nogen.

Modulacija patogenetskih putova koji
vode distrofiji jedna je od terapijskih
moguénosti. Utok kalcija uz defekte
sarkoleme uzrokom je distroficnog pro-
cesa. Inhibicija ciklofilina eksperimen-
talno djeluje na protekciju mitohondrija i
blokadu apoptoze misi¢nog vlakna u de-
ficijenciji kolagena VI. Modulirajuca
terapija obuhvaca inhibiciju apoptoze
mitohondrija pomocu ciklofilina te inhi-
biciju miostatina monoklonskim antitije-
lima.

POJASNE MISICNE DISTROFIJE

Eksperimentalna istrazivanja obuhva-
¢aju terapiju pojasnih miSi¢nih distrofija
koje se nasljeduju autosomno-recesivno
(LGMD 2). U lijecenju su ispitivani me-
zangioblasti za alfa sarkoglikanopatiju, in-
hibicija miostatina protutijelima MY0029,
dok su moguénosti primjene protusmjer-
nih oligonukleotida ograni¢ene. Mutacije
su najée$ée besmislene te stoga nije
moguce primjenjivati isti pristup kao u
lije¢enju DMD-a. Mioglobinurija i zah-
vacanje sréanog miSica degenerativnim
procesom te razvoj kardiomiopatije obi-
ljezja su osim metabolickih miopatija,
progresivnih misiénih distrofija (DMD/
BMD) i nekih recesivno nasljednih oblika
LGMD (gama-sarkoglikanopatija) (11).
Poremecaji disanja u svezi sa skoliozom
mogu se otkriti pulsnom oksimetrijom i
polisomnografijom te procijeniti potrebe
neinvazivne noc¢ne ventilacije. Kardio-
loski poremecaji mogu se lijeciti beta blo-
katorima i inhibitorima konvertaze angio-
tenzina (ACE). Kalpainopatija (LGMD
2A) uzrokovana je mutacijom gena za
kalpain 3, o€ituje se ranim pocetkom (od
2. godine) dojenacke dobi ili kasnije ho-
dom na prstima te otezanim hodom uza
stube i kontrakturama kao i skapulae ala-
tae (12). Nemogucnost samostalnog hoda
nastupa oko 11.-28. godine, no Zivotni
vijek nije skracen i najce$¢e nema kar-
dioloskih komplikacija. Modeli za ispiti-
vanje terapije obuhvadaju nadomjesta-
vanje kalpaina 3 s AAV-om. Sarkoglika-
nopatije su sli¢ne distrofinopatijama, jer
su dio istog kompleksa kao i distrofin.
Najcéescée se ocituju u djetinjstvu. Srce je
zahvaceno degenerativnim procesom,
najcesée u beta i delta, ali isto 1 u gama i
alfa sarkoglikanopatijama. No iako je za
posljednjih 40 godina proizvedeno mno-

101



N. Barisi¢, I. Lehman, P. Grdan. Translacijska istrazivanja u dijagnostici i terapiji nasljednih misi¢nih bolesti... Paediatr Croat 2011;55:99-105

go modela eksperimentalnih Zivotinja s
dilatativnom kardiomiopatijom za istra-
zivanje terapije sarkoglikanopatija, niti
jedna od tih terapija nije dosad primije-
njena u bolesnika. Primijenjena je inhibi-
cija s proteazom ili manozidazom, ¢ime je
na modelu smanjena degradacija sarko-
glikanskog kompleksa.

Najcesca pojasna misiéna distrofija iz
skupine autosomno-recesivno nasljednih
oblika LGMD 2I uzrokom je sekundar-
ne redukcije alfa distroglikana, $to je
zajednicka pojava s kongenitalnim misic-
nim distrofijama. LGMD 2I ima vrlo va-
rijabilnu klini¢ku sliku, od slicne DMD-a
do vrlo blagih oblika, iako moze i u bla-
gom obliku biti komplicirana kardiomio-
patijom uz mijalgiju i mioglobinuriju.
Rabdomioliza je takoder zabiljezena uz
anestezioloSke zahvate. Respiratorna in-
suficijencija o¢ituje se smanjenjem vital-
nog kapaciteta, noénom hipoventilacijom
zbog slabosti dijafragme. Respiratorna
slabost moze se razviti dok je bolesnik jo$
pokretan, §to je razli¢ito od DMD-a/BMD
-a. U LGMD 2I terapijski se pokazala
uspjes$na primjena steroida kao i umjerena
vjezba (3).

KONGENITALNE MISICNE DISTROFIJE

Distroglikanopatije obuhvacaju kon-
genitalne miSiéne distrofije i bolesti su
uzrokovane poremeéajem glikozilacije alfa
distroglikana. Mutacije 6 gena (protein-
O-manozil transferaza 1 i 2: POMT 1 i
POMT 2, protein-O-manoza beta 1,2 N-
-acetilglukozaminil transferaza 1: POM
-GnTl1, fukutin, fukutinu srodni protein:
FKRP i N-acetilglukozaminil transfe-
raza—like protein: LARGE) uzrokom su
distroglikanopatija. FKRP vezan je za
Golgijev aparat i endoplazmatski reti-
kulum, dok je LARGE vezan za Golgijev
aparat i nalazi se u srcu, miSi¢ima, moz-
gu. Alelne mutacije tih gena rezultiraju u
slozenim poremecajima udruzenim s mal-
formacijama sredi$njeg zivéanog sustava
(Walker-Warburgov sindrom, mi$ié¢-oko-
mozak sindrom, Fukuyamina mi$i¢na dis-
trofija, kongenitalna misi¢na distrofija 1D
(8). Distroglikan, produkt gena DAGI,
komponenta je distrofin-glikoproteinskog
kompleksa koji se nalazi na sarkolemi
skeletnih misi¢a i u mozgu, ali vjerojatno
i Sire. Funkcija nije u potpunosti poznata.
Vazan je za organizaciju citoskeleta. Veze
se s lamininom, perlekanom i neureksi-
nom i stvara vezu ekstracelularnog ma-
triksa i aktina. Pokazalo se da je povecana
ekspresija LARGE-a dovela do smanjenja
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distrofi¢nog procesa i povecala sintezu
glikanom obogacenog alfa distroglikana,
odnosno hiperglikozilaciju ADG-u (alfa-
distroglikan). Modeli s primjenom trans-
fekcije LARGE-a pomoc¢u adenovirusnog
vektora AAV pokazuju hiperglikozilaciju
ADG-u s prepoznavanjem mjesta vezi-
vanja laminina (ITH6 epitop). Hipergliko-
zilacija jac¢a sarkolemu u eksperimental-
nih Zivotinja prema rezultatima navede-
nog istrazivanja. Znacajno je da stimula-
cija produkcije (upregulation) autolognog
proteina nije imunogena, ali je tesko izve-
diva u ljudskom organizmu. Pitanje je u
kojoj mjeri u¢inak hiperglikozilacije moze
zahvatiti 1 mozak. U eksperimentalnim
modelima hiperglikozilacija ne utjee na
lizencefaliju, ali ipak neki su rezultati
uocljivi 1 na ekspertimentralnim modeli-
ma u smislu poboljSanja sposobnosti
ucenja i funkciji hipokampusa (8). Pro-
blem genske terapije je odsutnost valjanih
biomarkera koji upucuju na terapijski cilj
u miSi¢nim distrofijama kao i nedostatak
nadzora nad terapijskim odgovorom.

Bethlemova i Ulrichova miopatija obu-
hvacaju nekoliko klini¢kih oblika. Bethle-
mova miopatija (obi¢no blazi oblik) obi-
ljezena je kontrakturama prstiju te proksi-
malnom slabo$¢u, dok je u Ulrichovoj
miopatiji mogu¢ razvoj teske respiratorne
insuficijencije u prvom ili drugom deset-
ljecu (13). Dijagnoza se postavlja na te-
melju analize proteina COL6 u fibrobla-
stima te DNA-analizom gena COL6 (Al-
A3). Terapija ciklosporinom A—blokira
disfunkciju mitohondrija i apoptozu u
Ulrichovoj distrofiji (14). Patobiokemijski
proces se temelji na propusnim tranzi-
cijskim porama koje se otvaraju uz utok
kalcija i na oksidativnom stresu, §to do-
vodi do edema i rupture njihove membra-
ne. Nakon biopsije terapija u trajanju od 1
mj. ciklosporinom A (CyA), u dvije doze
od 5 mg/kg, inhibira otvaranje pora. U
bioptu miSi¢a nakon provedene terapije
nije bilo vise znakova apoptoze.

KONGENITALNE MIOPATIJE

Poznavanje kongenitalnih miopatija i
njihove etiologije je ograni¢eno. Cesto su
razli¢ite kongenitalne miopatije udruzene
s istim genom, $to otezava i klasifikaciju i
terapiju. Gen ACTA [ udruZen je s fenoti-
pom nemalinske miopatije sa Stapi¢ima,
miopatije s agregacijom aktina i kongeni-
talne disporporcije vlakana. Njegov je
produkt skeletalni alfa aktin, ¢ija mutacija
moze uzrokovati i razli¢itu tezinu bolesti.

Poznavanje gena omogucava i razvoj ani-
malnih modela i kasnije terapije. Nedav-
ne studije na eksperimentalnom modelu
(zebrafish) korisne su za prouc¢avanje mu-
tacije gena RYR I koja uzrokuje bolest
centralnih srzi, radi primjene oligonuke-
lotidne terapije (15).

MIOTONE DISTROFLJE

Miotona distrofija je primjer RNA po-
sredovane bolesti. Miotona distrofija
DM1 uzrokovana mutacijom DMPK gena
na kromosomu 19q, rezultat je trinukleo-
tidne ekspanzije CTG-a. DM 2 uzrokovan
je nestabilnom ekspanzijom CCTG-a u
genu ZNF9. Mutirana RNA nalazi se u
jezgri, stvarajuéi ribonuklearne inkluzije.
Posljedica RNA toksi¢nosti je disfunkcija
veznih proteina koji dovode do abnormal-
ne regulacije, odnosno poremecaji vezi-
vanja (spliceopathy). Navedene promjene
uzrokom su miotonije, odnosno odgodene
relaksacije zbog repetitivnih akcijskih po-
tencijala i rezistencije na inzulin. Promje-
ne u bijeloj tvari mozga nastaju u tijeku
razvoja distrofi¢nog procesa, ali su vje-
rojatno u korelaciji s duljinom ekspanzije.
Na eksperimentalnom modelu adenoviru-
som ubacuje se MBL1 protein i smanjuje
se miotonija supresijom proteina CUGBP
(downregulation) koji uzrokuje DM2. Je-
dan od nacina je neutralizacija ili elimi-
nacija mutirane RNA. Smanjenje mutira-
ne RNA u misi¢u, pomodu antisense RNA
smanjuje se mutirana DMPK razina RNA,
dovodi do smanjenja miotonije i miSi¢ne
slabosti (16). U simptomskom lije¢enju
primjenjuje se meksiletin koji djeluje na
Na kanale. Snazni anabolni u¢inak moze
sprijeciti atrofiju (DHEA) te IGF (s.c.) i
tako moze dovesti do poboljsanja miSi¢ne
snage. Antisense oligonukleotidi (nasu-
protni oligonukleotidi) formirani su da
preskoce abnormalnost, ukljucujuéi eg-
zon 7 kloridnih kanala gena CLCI, $to se
potvrdilo na mi§jem modelu kongenitalne
miotonije. U lijeenju miotonija se, osim
meksiletina, primjenjuju difetoin, kar-
bamazepin, propranolol, acetazolamid i
dantrolen. Miotonija se pogorSava tije-
kom anestezije depolariziraju¢im agensi-
ma (suksametonij), zatim primjenom
adrenalina i beta-adrenergi¢nih agonista
te kolhicina, tako da njihovu upotrebu tre-
ba izbjegavati.

METABOLICKE MIOPATIJE

Metaboli¢ke miopatije su skupina bo-
lesti koju karakterizira o$teéenje pro-
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dukcije energije u skeletnoj muskulaturi.
Ukljucuju poremecaje metabolizma lipi-
da, glikogena te oksidativni metaboli-
zam. Ocituju se multisistemskim zahva-
¢anjem kao brzo progresivne, odnosno
fatalne bolesti, ili sporo progredirajuce
miopatije ili epizodne disfunkcije misic¢a
s mioglobinurijom (McArdle ili CPT2).
Nedostatak karnitin palmitoil transferaze
2 (CPT2), primjer za terapiju hipolipe-
mikom bezafibratom, moguénost i per-
spektiva su za lijecenje drugih poremecaja
oksidacije masnih kiselina u okviru npr.
mitohondrijskih bolesti. Supstitucijska te-
rapija primjenjuje se u lijecenju glikoge-
noze tip II. (Pompeove bolesti) te tip V. ili
McArdleove bolesti (17). Glikogenoza tip
II. uzrokovana je nedostatkom alfa gluko-
zidaze ili kisele maltaze, koji dovodi do
nagomilavanja glikogena u lizosomima i
ocituje se kao infantilni, juvenilni i adult-
ni oblik. Gen za kiselu maltazu nalazi se
na kromosomu 17q25, poznato je 197 pa-
togenih i 67 nepatogenih mutacija. Infan-
tilni oblik ocituje se kardiomiopatijom i
hipotonijom, koja moze uzrokovati smrtni
ishod do dobi od 12 mjeseci, dok se ju-
venilni i adultni oblici o¢ituju kao sporo-
progresivna pojasna miSi¢na distrofija
(GSDII) ili polimiozitis s ranim zahva-
¢anjem oSita i razvojem respiratorne insu-
ficijencije. Fenotip je tesko predvidjeti na
temelju genotipa. LijeCenje se provodi
rekombinatnom alfa glukozidazom dobi-
venom iz zeijeg mlijeka ili ovarijskih
stanica kineskog hr¢ka (Myozyme, Gen-
zyme). Egzogeni enzim vezuje se za ma-
noza 6 fosfatni receptor. U dozi od 20—40
mg/kg dolazi do znacajne redukcije ve-
li¢ine srca i oporavka njegove funkcije u
dojencadi u dobi od 2,5-8 mj. te do
sprjeCavanja razvoja respiratorne insufi-
cijencije, koja se obi¢no razvija u dobi od
24-36 mjeseci. Ispitivanja u odraslih ta-
koder su bila uspjesna u dobi od 21-69
godina uz pad CK i poboljSanje testa hoda
od 6 minuta. CRIM status (unakrsno reak-
tivni imuno-materijal) znacajan je za us-
pjeh terapija. CRIM negativni bolesnici
imaju losu prognozu zbog visokog titra
antitijela na humanu alfa glukozidazu.
Rana primjena terapije i novorodenacki
skrining smanjuju razinu i sposobnost
stvaranja antitijela. Nuspojave su blage i
ukljuCuju osip i smanjenje saturacije
kisikom. Terapija smanjuje smrtnost za
79-92% kao i ovisnost o mehanickoj ven-
tilaciji, poboljSava sr€anu i respiratornu
funkciju. Biopsija misi¢a pokazuje sma-
njenje akumulacije glikogena u misicu.
Problemi terapije povezani su sa ¢injeni-

com da su miSi¢na vlakna udaljena od
krvnog tijeka, za razliku od ostalih lizo-
somnih bolesti poput Gaucherove ili Fa-
bryjeve, gdje se enzimi vezu za stanice
endotela, mi$i¢i imaju manje M6P re-
ceptora, zato su potrebne velike koli¢ine
enzima. Konjugacija enzima s oligosa-
haridom koji sadrzi M6P povecava afini-
tet enzima za receptor i smanjuje koli-
¢inu glikogena u misi¢u. Male molekule
(Saperon) mogu se kombinirati s enzi-
mom (18, 19).

McArdleova bolest ili glikogenoza
tipa V. o€ituje se mioglobinurijom i reku-
rentnom rabdomiolizom te mijalgijama.
Rijetko dolazi do razvoja slabosti miSica
uzrokovane smanjenjem proizvodnje ace-
til koenzima A i pogorSanjem u ciklusu
trikarboksilnih kiselina. Nakon odmora
bolesnici ponovo mogu vjezbati (second
wind) zbog pomaka u oksidaciji masnih
kiselina. Infuzija sukroze i.v. moZe po-
boljsati toleranciju napora, ketogena dije-
ta moze povecati desetorostruko toleran-
ciju napora kao i hrana bogata ugljiko-
hidratima u odnosu na hranu bogatu
proteinima te oralni kreatin. Umjerena
aerobna vjezba po 30 minuta svaki dan 4
puta na tjedan povecava radni kapacitet,
udarni volumen srca, preuzimanje kisika
te razinu mitohondrijske akivnosti. Utje-
caj ACE gena poveéava tezinu bolesti i
netoleranciju napora, ali primjena ACE
inhibitora nije djelotvorna kao niti vi-
tamin B6. Ispitivanje s gentamicinom
usmislu procitavanja (readthrough) u
PYGM genu nije bilo uspjesno. Nedosta-
tak CPT 2 je poremecdaj oksidacije masnih
kiselina u mitohondriju. Povezan je s mio-
globinurijom, uko¢enos¢u misica, osobito
nakon produljene vjezbe. Primjena vecih
koli¢ina ugljikohidrata moze povecati to-
leranciju napora.

PROJEKT TREAT - NMD I REGISTRI
BOLESNIKA S NEUROMUSKULARNIM
BOLESTIMA

Standardizacija modela ponajprije
mdx (misji model Duchenneove progre-
sivne mi$i¢ne distrofije) omogucena te-
meljem medunarodne suradnje u projektu
TREAT-NMD (Translational Research in
Europe — Assessment and Treatment of
Neuromuscular Disorders) znafajna je
radi mogucnosti usporedbe i interpreta-
cije rezultata.

Program TREAT - NMD bazira se na
¢injenici da su terapija i zbrinjavanje 0so-
ba s rijetkim bolestima vrlo razli¢iti po
dostupnosti i kakvoci (19, 20). Istrazivanje

terapijskih moguénost osniva se na procje-
ni mogucnosti primjene DNA, RNA i pro-
teina te stanica u lije¢enju teskih poten-
cijalno smrtonosnih misi¢nih distrofija
(20). Produljenje zivota u prosjeku iznosi
10-ak godina, a u nekim zemljama Euro-
pe bolesnici s DMD-om mogu dozivjeti
40 godina, npr. u Skandinaviji, dok u
isto¢noj Europi prosje¢no zive do 20 go-
dina.

Program obuhvaca definiciju bole-
snika, evaluaciju primjene protokola i
evaluaciju uspjes$nosti programa, ukidanje
neravnopravnosti u zbrinjavanju bole-
snika, osvjestavanje nejednakosti u zbri-
njavanju i naposljetku produljenje Zivota
bolesnika s neuromuskularnim bolestima.
Program se provodi kroz radionice (na-
cionalne i internacionalne) za zdravstvene
radnike i za roditelje, kao i pristup on-line
literaturi omogucavajuci dostupnost izvr-
snosti 1 utjecaj na kakvoéu zivota bole-
snika s neuromuskularnim bolestima (21).
Program ¢e se provoditi u referentnim
centrima za neuromuskularne bolesti na
razini nacionalnih centara sa suradnicima
u cijeloj Europi kroz 19 suradnih centara.

CARE NMD - projekt diseminacije 1
implementacije standarda zbrinjavanja
bolesnika s DMD-om obuhvaca partner-
ske institucije (u Bugarskoj, Engleskoj,
Njemackoj, Poljskoj, Madarskoj, Ceskoj
te Danskoj) kao i suradne ustanove u Hr-
vatskoj, Francuskoj, Srbiji, Makedoniji,
Nizozemskoj, Bjelorusiji, Rumunjskoj,
Rusiji, Slovackoj, Svedskoj, Irskoj i
Ukrajini. Standardi lijeCenja bit ¢e eva-
luirani i poboljSani edukacijskim tecaje-
vima i1 drugim mjerama, ¢ime d¢e se
omoguciti produljenje i bolja kakvoca
zivota (www.care-nmd.eu). Postupci pra-
¢enja bolesnika obuhvaéaju produljenje
pokretljivosti ukljucujuci ortopedske zah-
vate te kontrole i pracenje kardiologa,
pulmologa, fizijatra te nutricionisti¢ke i
anestezioloske intervencije.

Prilikom planiranja klini¢kih istrazi-
vanja vrlo je znacajno da se mogu brzo
pronadi i kontaktirati bolesnici koji su
prikladni prema kriterijima istrazivanja.
Najbolji i najbrzi nacin su jedinstveni re-
gistri bolesnika, koji sadrze sve potrebne
podatke o bolesnicima, posebno nalaz
molekularno geneticke analize i klju¢ne
podatke o klini¢koj slici.

Pojedini nacionalni registri dio su glo-
balnog Europskog registra ¢ime se, uz
omogucavanje da svaki bolesnik unutar
nacionalnog registra bude ukljuc¢en u naj-
prikladniju vrstu klinickog istrazivanja,
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dobivaju podatci o ucestalosti pojedinih
neuromuskularnih bolesti na nacionalnoj
razini i §irom svijeta, podrZzavaju aktivno-
sti bitne za unapredenje zbrinjavanja i
njege, nadzora i lijecenja bolesnika, te se
postavljaju standardi njege u razliitim
zemljama.

Lijec¢nici zaduzeni za kakvocu poda-
taka u registru (nacionalni kurator) pro-
vode identifikaciju, zatim lokalizaciju
te registraciju bolesnika s DMD-om/Spi-
nalnom misi¢nom atrofijom (SMA). Za
rijetke neuromuskularne bolesti odredeni
su paneuropski kuratori (pojasne misiéne
distrofije, kongenitalne miopatije). Podat-
ci ulaze u globalni registar nakon prove-
dene procjene podataka od strane nacio-
nalnih kuratora. U okviru NMD-TREAT
projekta formirani su registri primarno za
DMD i SMA (22).

Registarski obrazac ukljucuje osobne
podatke o bolesniku ili zakonskom skrb-
niku, zatim dijagnozu, nalaz molekularne
geneticke analize te bolesnikove motoricke
sposobnosti, zatim podatke iz obiteljske
anamneze, podatke o plu¢noj (spirome-
trija, invazivna ventilacija) i1 sréanoj
funkciji (21). Svi nominalni podatci (ime
i prezime, adresa) pohranjuju se pod
odredenom Sifrom.

Skupljanje podataka za registre provo-
di se pomocu “bolesnikova izvjes¢a“, koje
ispunjava sam bolesnik ili njegov zakon-
ski predstavnik i ,,lije¢nickog (profesio-
nalnog) izvjestac¢a®, koje ispunjava lijec-
nik. Jednom pohranjeni podatci, posto je
provjerena njihova to¢nost, automatski se
obnavljaju jedan put na godinu te su stro-
go zaStieni putem sigurnosnih inter-
netskih protokola. Farmaceutske kompa-
nije sa zakonski provjerenim interesom u
podrucju neuromuskularnih bolesti mogu
brzo do¢i do trazenih podataka putem na-
cionalnih registara. Nacionalne komisije
za informatiku daju suglasnost za ulazak
podataka u globalni registar. Pri formi-
ranju registara za DMD i SMA moze se
rabiti gotov software ili model Universal
Mutation Database. U slu¢aju da je rije¢ o
drugim genima znacajan podatak za stva-
ranje baze podataka je slijed komple-
mentarne DNA (cDNA) i pozicija svakog
egzona u odnosu na cDNA. Svaki bole-
snik moze biti uklonjen iz registra u tijeku
postupka obnavljanja podataka, na vlastiti
zahtjev, odnosno na zahtjev roditelja ili
skrbnika. Prije davanja osobnih podataka
bitno je da bolesnik dobije sve informa-
cije o registru i o tome kako, gdje i u koju
svrhu ¢e se pohranjivati navedeni podatci.
Bolesnikovi roditelji ili punoljetni bole-
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snik takoder moraju potpisati informirani
pristanak (koji se odnosi na pohranu po-
dataka, sudjelovanje u klinickom istrazi-
vanju, dobivanje novih informacija o bo-
lesti od koje bolesnik boluje, obnavljanju
podataka te o javljanju bitnih promjena u
klini¢koj slici koje se dogode izmedu
razdoblja obnavljanja podataka (22).

ZAKLJUCAK

Translacijska istrazivanja omogucava-
ju prijenos (translaciju) laboratorijskih
pretklinickih istrazivanja u njihovu kli-
nic¢ku primjenu, pri ¢emu utjecaj rezultata
klini¢ke primjene omogucuje i usmjerava
daljnja bazi¢na istrazivanja. Terapija neu-
romuskularnih bolesti pokazuje napredak,
zahvaljujuéi poznavanju ljudskog genoma
ipatogeneze nasljednih bolesti. U lije¢enju
Duchenneove progresivne misiéne distro-
fije te nekih pojasnih misi¢nih distrofija
primjenjuju se farmakoloska sredstva,
dok su genska i terapija mati¢nim stanica-
ma jo§ i sad u tijeku klini¢kih, odnosno
pretklinickih ispitivanja. Genska terapija,
posebno terapija oligonukleotidima, ovi-
sna je o tipu mutacija i zasad je ograni¢ena
na mali postotak patogenih mutacija. Pro-
blem je u nedovoljnom poznavanju selek-
tivnosti pojedinih oblika genske terapije
te nedostatku biomarkera koji upucuju na
terapijski cilj te sluze za pracenje u¢inaka
te terapije, odnosno nadzor nad tera-
pijskim odgovorom. Standardizacija mo-
dela za ispitivanje pojedinih terapijskih
pristupa, zatim definicije bolesti i kriterija
za procjenu terapijskih protokola i uspjeha
lijecanja, racionalna je osnova za klinicku
primjenu terapije. Najznacajniji (i aktual-
no najrealniji) pomak je ipak realizacija
projekata (NMD-TREAT i NMD-CARE)
cij kojih je ujednacen pristup dija-
gnostickim i terapijskim postupcima i po-
magalima, ponajprije nadzoru nad kardio-
respiratornom funkcijom svih bolesnika
koji boluju od neuromuskularnih bolesti.
Nacionalni registri bolesnika s neuromu-
skularnim bolestima znacajni su za od-
redivanje ucestalosti pojedinih neuromus-
kularnih bolesti, probir bolesnika i pla-
niranje klinickih ispitivanja razli¢itih
terapijskih pristupa, ukljucujuéi i gensku
terapiju za lije¢enje miSi¢nih bolesti, za-
tim za povecanje kakvoce zivota te obli-
kovanje standarda lije¢enja, zbrinjavanja i
pracenja bolesnika.
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Summary

TRANSLATIONAL RESEARCH IN THE DIAGNOSIS AND THERAPY OF HEREDITARY MUSCULAR DISEASES
AND NATIONAL REGISTRY OF NEUROMUSCULAR DISEASES

N. Barisié, I. Lehman, P. Grdan

Translational research enables transfer (translation) of basic laboratory, preclinical vesearch to clinical practice, whereas re-
sults of clinical practice induce and direct further basic research. In the treatment of hereditary muscle diseases, pharmacological
agents are used, while gene and stem cell therapies are still in the phase of clinical or preclinical trials. Standardization of models
for testing therapeutic approaches, definition of certain diseases and definition of criteria for assessing therapeutic protocols and
treatment efficiency represent a rational basis for clinical application of different therapeutic strategies. Completion of the European
projects Translational Research in Europe — Assessment and Treatment of Neuromuscular Disorders (NMD-TREAT) and CARE-
NMD has a very important role in the creation of uniform access to diagnostic and therapeutic procedures for patients with neuro-
muscular diseases. National registries have an important role in assessing the frequency, screening of patients, and planning of
clinical trials of different therapeutic approaches including gene therapy, thereby contributing to improved quality of life and care
of patients with neuromuscular diseases.
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