BOLUM 18

DUCHENNE MUSKULER DISTROFININ TEDAVISINDE
EKSON ATLAMA YAKLASIMINDAKI GELISMELER

Ugur AKPULAT?

GIRIS

Duchenne miiskiiler distrofi (DMD), kas kaybi ve yikimi ile karakterize o6liimciil
bir genetik hastaliktir. Distrofin geninin (DMD) a¢ik okuma ¢ercevesini bozan
mutasyonlarin sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Gliniimiizde, DMD igin iyilestirici bir
tedavi bulunmamaktadir; ancak gelistirilmekte olan ekson atlama yaklasimlari,
klinik 6ncesi ¢aligmalarda ve klinik ¢alismalarda umut verici sonuglar sergile-
mistir. Yakin zamanda ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), DMD geninin 51’inci
eksonunu hedefleyen, tiim DMD hastalarinin %13’0 igin uygulanabilir, fosforo-
diamidat morfolino oligomeri (PMO) yapisina sahip, 30 niikleotitlik Eteplirsen
molekiiliiniin hastalar i¢in kullanimina sartli olarak onay vermistir. Bununla bir-
likte Eteplirsen’in, DMD hastalarindaki distrofini restore edebilmesinin klinik
tabloya olan etkisi tartismalidir. Hayvan modellerinde gozlenen ekson atlama ve
distrofini restore edebilme etkinligine klinik denemelerde heniiz ulagilamamustir.
Hedeflenen kas liflerine ulastirilabilen oligoniikleotitlerin miktari, etkinlik gos-
terme basarisinin ana belirleyicilerinden biridir. PMO antisense oligoniikleotit-
lerin (PMO-ASO) ¢ok yiiksek maliyeti, klinik denemelerde daha yiiksek dozlarin
kullanilmasini sinirlandirarak, dokuda daha yiiksek miktarda oligoniikleotit bu-
lunmasini ve buna bagl olarak distrofin restorasyon miktarini etkilemistir. Ya-
kin zamanda, tasarlamis oldugumuz daha kisa PMO-ASO’lerin uzun olanlara eg
deger miktarda distrofin restorasyonu saglayabilecegini gosterdik. Burada, klinik
oncesi ve klinik ¢alismalarda uygulanan PMO-ASO dozlarinin distrofini restore
edebilme etkinligi iizerinde ne 6lgiide belirleyici oldugunu ve daha kisa tasarim-
larin genel restorasyon verimini nasil etkileyebilecegini sunulmaktadir.

DMD’NIN PATOFiZYOLOJiSi VE GENETIGi

Duchenne muskiiler distrofi (DMD; OMIM: 310200), nadir gozlenen, ilerleyen
kas yikimi ve zayiflamasi ile karakterize, X kromozomuna bagli resesif gegisli,

' Dr. Ogr. Uyesi, Kastamonu Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD., uakpulat@kastamonu.edu.tr

-233-



Gtincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalari 11

erken oOliime sebep olan néromuskiiler bir hastaliktir ve distrofinopatiler olarak
bilinen allelik hastaliklarin en siddetlisidir. Diinya genelinde her 3500 - 5000 ye-
nidogan erkekden birini etkilemektedir [1, 2]. Hastaligin hizl, ilerleyici ve geri
doniisii olmayan seyri 5 yasindan 6nce proksimal kaslarda zayiflamaya, 12 ya da
daha erken yaglarda yiiriime kaybina, 20’li yaslarinda da artmig kas zayiflamasi-
nin sonucunda solunun ya da kalp yetmezligine bagli erken 6liime neden olmak-
tadir [3]. DMD hastalarinin heniiz tedavi ihtiyaci karsilanamamistir ve sorumlu
gen ve protein yapisi genel olarak tedavi yaklagimlarini sekillendirmektedir [4, 5].

DMD, distrofin proteinini kodlayan DMD genindeki mutasyonlar sonucu or-
taya ¢ikmaktadir. DMD, insan genomunun en biiyiik genidir; 2.5 milyon baz ifti
uzunlugunda, tiim insan genomunun %0.1, X kromozomunun ise %1.5’ini olus-
turur. Genin kodlayan %1’lik kism1 79 eksondan olusmaktadir ve yaklasik 14000
b¢ uzunlugunda oldukgea biiyiik bir mRNA sentezlemektedir [6]. Tam uzunlukta-
ki transkript, 427-kDa biiytikligiinde, ifade yeri iskelet ve kalp kasi ve az miktarda
da beyinde olan bir protein sentezlemektedir. Yapisal bir protein olarak distrofin,
hiicre igi iskeletin ekstraselliiler matriks proteinlerine baglanmasini, distrofin-gli-
koprotein komplesinin (DGC) proteinleri ile etkilesime gecerek ve kompleksin
sarkolemmada organize olmasini saglayarak gerceklestirir. Ayrica nNOS gibi
baglantili oldugu proteinler aracilig ile hiicresel sinyal yolaklarina da katilmak-
tadir [5]. Distrofin eksikligi ve buna bagli DGC komplesksinin sarkolemmaya
yerlesememesi, kas hiicrelerinin kasilma sirasinda olusan gerilime yeterli direnci
gosterememesine ve hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artisina sebep olmaktadir. Bu
durum iskelet ve kalp kasinda hiicre nekrozu, dokuda inflamasyon ve ileri evrede
tamir edilemeyen kaslarin yerini fibro-adipoz dokunun almasina sebep olmak-
tadir. Ayrica iskelet kasinda kan akisini diizenleyen nNOSun DGC kompleksine
yerlesememesi iskemiye ve buna bagli dokudaki patolojinin siddetlenmesine ne-
den olmaktadir [5].

Cok biiytik olmasi ve yiiksek miktarda tekrar dizileri icermesinden dolay: di-
ger genlere oranla DMD geninde mutasyon siklig1 daha fazladir. Simdiye kadar
7000den fazla farkli mutasyon tanimlanmistir. En sik gozlenen mutasyon tipi, en
az bir ekson igeren delesyonlardir (%65); digerleri ise duplikasyonlar (%10), nok-
ta mutasyonlari (%10) ve diger kii¢iik yeniden diizenlenmelerdir (%15) [7]. Mu-
tasyonlardan mRNAnin okuma gergevesini bozanlar, islevsel bir distrofin protei-
ni tiretimini engelledigi i¢cin DMD hastaligina neden olmaktadir. Bununla birlikte
tiim mutasyonlar genin okuma ¢er¢evesini bozmamaktadir; bu tiir mutasyonlar
siklikla daha kisa ve kismen islevsel bir distrofin proteini tiretmektedir. Bu tip
mutasyonlar daha hafif seyirli bir distrofinopati olan Becker Muskiiler Distrofi
(BMD; OMIM: 300376)’ye neden olmaktadir. DMD hastalarina gore BMD hasta-
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larinda semptomlar daha ge¢ baslar, daha yavas seyirlidir ve daha uzun yasarlar.
Bununla birlikte BMD hastalar: hafif seyirli ile DMD’ye benzeyenler arasinda ge-
nis bir fenotipik heterojenite sergilemektedir. Bunun sebebi farkli BMD hastala-
rinda mutasyona bagl olarak sentezlenen distrofin proteininin stabilitesinin ve
islevselliginin farkli olmasidir [8, 9].

DMD’DE TEDAVI YAKLASIMLARI

DMD hastalar1 i¢in etkin bir tedavi heniiz bulunmamaktadir. Hastalikla mii-
cadelede sekonder olarak gelisen yiiriime kaybi, solunum ve kalp yetmezligini
hafifletmeye yonelik palyatif yaklasimlar uygulanmaktadir ve bunlar hastaligin
ilerlemesini ancak erteleyici yaklasimlardir. Bu amagla kortikosteroid uygula-
mast standart bir yaklasimdir; ancak kilo alimi, kemik kiriklar: ve katarakt gibi
yan etkiler gostermektedir [10]. Primer kusuru onarmaya yonelik gelistirilmeye
calisilan birtakim tedavi yaklasimi mevcuttur. Saglikli miyoblastlarin hastalara
transplantasyonu, bagisiklik reddi ve hiicrelerin sistemik olarak dokuya yeterli
miktarda ulastirilamamasi gibi sorunlar1 asamamistir. Gen aktarma c¢alismalari,
DMD geninin biiyiik olmas1 ve vektorlerin kiigiik kapasitesinden dolay1, kismen
islevsel bir protein tiretecegi diisiiniilen daha kisa minidistrofin dizilerinin adeno
asosiye vektorler araciligi ile dokuya iletilmesi iizerine yogunlagmistir. Ancak vi-
ral vektore karsi immiin cevap bu yaklagimi sinirlamaktadir [11].

Primer tedavi yaklasimlari arasinda en umut verici olan1 ekson atlama yakla-
simidir. BMD hastalarindaki gibi kismen islevsel kisa bir distrofin proteini sente-
zi saglamak amaciyla, DMD geni pre-mRNA’1 splicing sirasinda antisens oligo-
niikleotidler ile modiile edilerek distrofin restore edilebilmektedir [12]. ASO’ler
agik okuma gergevesini bozan eksonu maskeleyecek sekilde baglanir, splicing’i
diizenleyen proteinlerin baglanmasini engeller ve boylece eksonun olgun mRNA
transkriptinde olmas: engellenerek okuma gercevesi yeniden kurulur. ASO’ler
hastalarda bulunan mutasyona gore dizayn edilmekte, boylece kisiye 6zgii tedavi
olanag saglamaktadir. Ekson atlama uygulamasinin, tek bir ekson hedeflendi-
ginde DMD hastalarinin %70’ine, ayn1 anda birden ¢ok ekson hedeflendiginde
ise %90'1na uygulanabilecegi ongoriilmektedir [13]. Uygulamanin ise yaradigini
gosteren ilk kanitlar, DMD hastalarina ait miyoblastlarda ve DMD’nin hayvan
modellerinde yapilan denemelerden elde edilmistir [14-16]. DMD hastalarinin
kaslarinda, kapsamli klinik denemeler ve ayrintili analizler ile distrofin restoras-
yonunun kanitlamasinin ardindan, 2016 yilinda ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA),
51'nci eksonu hedefleyen ve boylece tiim DMD hastalarinin %13’ i¢in uygula-
nabilir olan Exondys51’i (Eteplirsen) sartli olarak onaylayarak (FDA basvuru no.
2064880rig1s000), ilk kez bir ASO’in DMD hastalari iizerinde kullanilmasina izin
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vermistir. Bunu takiben, ekson 53’ti hedefleyen Golodirsen (hastalarin %8'i i¢in
uygulanabilir) ve ekson 45’i hedefleyen Casimersen (hastalarin %8’i i¢in uygula-
nabilir) ASO’leri sirastyla 2019 ve 2021 yilinda FDA onay almislardir. Bununla
birlikte, DMD hastalarinda restore etmis oldugu distrofin proteininin klinik ba-
sartya olan etkisi tartismali olup, distrofin ifade seviyesi de kas islevlerini yeniden
kazanmak i¢in gerekli olan %10’un heniiz ¢ok altindadir [17].

PMO-ASO’LERIN KLINiK DENEMELERDEKI ETKINLiGI

PMO yapisi, modifiye bir RNA analogudur ve kimyasal olarak nétral yapidadir.
Notral omurgasindan dolay: diger molekiillere afinitesi ¢ok diistiktiir, bu ylizden
kan dolagimindan kisa siirede elimine olmaktadir. Eteplirsenin klinik etkisi ilk
olarak DMD hastalarinin ekstansor digitorum brevis (EDB) kaslarina intramus-
kiiler enjeksiyonla test edilmistir ve bu ¢aligma lokal olarak etkinligini 6lgen ilk
ve tek calismadir [18]. Iki farkli dozun (0.09mg ve 0.9mg) uygulandig1 deneme-
de, EDB kaslarinda distrofin ifadesinin doza bagh artis gosterdigi bulunmustur.
Distrofini restore edebilme etkinligi, Eteplirsen uygulanmis ve uygulanmamuis
kaslardan alinan kesitlerin distrofin ile immiinfluoresan boyanmasi sonucunda,
distrofin pozitif kas liflerinin sayisinin ve secilen bolgelerdeki goreceli distrofin
1s1ma yogunlugunun karsilastirilmasi ile yapilmistir. Her iki analiz yaklasimi da,
eteplirsen uygulanan kaslarda distrofin restorasyonunda artis oldugunu goster-
mis olsa da; kas dokusu boyunca Eteplirsen’in her yere esit miktarda dagilim gos-
termemesi ve kesit alinmasi sirasinda enjeksiyon uygulanan bolgenin tam olarak
kesitin i¢ine alinamamasi gibi teknik sinirlamalar, ayn1 miktarda doz uygulanan
hastalar arasinda degisken sonuglarin elde edilmesine neden olmustur. Klinik
denemede, Eteplirsen’in daha yiiksek dozlarini iceren doz araliklari test edilmedi-
ginden ve restorasyon etkinligini 6lgerken distrofin pozitif kas lifi bagina ortalama
distrofin 131ma yogunlugu hesaplanmadigindan, en yiiksek restorasyon miktarina
ulagmak i¢in kas dokusuna ne miktarda Eteplirsen ulagsmasi gerektigini belirleye-
cek doygunluk dozu bilinmemektedir. izleyen tiim klinik denemeler, Eteplirsen’in
DMD'li hastalara intravenéz uygulanmasiyla gergeklestirilmistir. Bu denemeler,
Eteplirsen’in sadece farmakokinetik ve toksisite 6zelliklerini ortaya koymakla kal-
mamis ayni zamanda kan dolasimi yoluyla kas dokularina PMO ulagiminin zor-
luklarini da ortaya koymustur. Eteplirsen’in plazma yar1 6mriiniin, sirasiyla 0.5
- 20.0 mg/kg doz araliginda 1.62 - 3.6 saat [4] ve 30 ve 50 mg/kg dozlar i¢in 3.3 ve
3.2 saat ile olduk¢a kisa oldugu gosterilmistir [19]. 0,5 - 50 mg/kg/hafta arasindaki
dozlarda ilag birikimi gozlenmemistir [4, 19]. Toplam sistemik klirensin yaklasik
%65 - %701, Eteplirsen’in birincil eliminasyon yolu oldugu gosterilen bobrekler
araciligryla doz uygulamasindan sonraki ilk 24 saat igerisinde meydana gelmistir
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[4, 19]. Eteplirsen, hepatik, pulmoner, renal, karaciger veya kemik iligi islevleri
tizerinde hic¢bir olumsuz etki olmaksizin iyi tolere edilmistir [4, 19]. 0,5 - 50 mg/
kg dozlarda Eteplirsen uygulanan tiim hastalarin biyopsilerinin RT-PCR anali-
zi ekson 51 atlamasini dogrularken, immiinohistokimya (IHC) ve Western blot
(WB) ile belirlenen distrofin restorasyonu yalnizca 2 mg/kg/hafta ve tizerindeki
dozlarin uygulandig: hastalarda goézlenmistir. Eteplirsen uygulanan hastalarda
gozlenen distrofin restorasyonu seviyesi 6nemli dl¢lide doza bagliyds; ancak ayni
dozun uygulandig1 hastalar ve kaslar arasinda restorasyon miktar1 agisindan de-
giskenlik bulunuyordu ve distrofin pozitif kaslar icersinde distrofin positif kas
liflerinin dagilimi homojen olmayip yamali gériinimdeydi [4, 19, 20]. Distrofin
restorasyonunun uzun siireli takip edildigi, diizenli araliklarla Eteplirsen uygu-
lanan longitudinal klinik denemelerde restorasyon miktarinda tutarl ve siirekli
bir artis oldugu belirlenmistir [19, 20]. 180 hafta boyunca, 30 mg/kg ve 50 mg/
kg Eteplirsen uygulanan hastalarin birlikte yapilan WB temelli miktar belirleme
analizleri, siire sonunda saglikl1 bireylerde gézlenen distrofin ifadesinin %0.93’i
kadar distrofin ifadesi seviyesine ulagilabildigini gostermistir [20]. DMD hasta-
larinin kas islevlerinde 6nemli 6lgiide islevsel bir geri kazanim elde etmek icin,
hastalarin tiim kaslarinda, normal bireylerin distrofin ifadesi miktarinin en az
%10’u kadar distrofine ihtiya¢ oldugu hesaplanmistir [17]. Bu nedenle, klinik de-
nemelerde Eteplirsen tarafindan restore edilen distrofin seviyeleri heniiz islevsel
bir kazanima ulastiracak miktarin ¢ok altindadur.

PMO-ASO’LERIN KLINiK ONCESI HAYVAN MODELI
CALISMALARINDA ETKINLIiGi

Klinik denemelerde PMO’lar1n distrofin restorasyon etkinlikleri beklentilerin ¢ok
altinda kalmistir; diger yandan, ¢esitli hayvan modelleri ile yapilan klinik 6nce-
si ¢alismalar daha iyi distrofin restorasyonu sergilemistir ve klinik denemelerde
gozlemlenen hastalar ve kaslar arasindaki ifade farkliliklarini ve kas boyunca ya-
mal1 distrofin dagilimini agiklayabilecek baz1 biyolojik olgular: ortaya ¢ikarmustir.
Eteplirsen’in sinomolgus maymunlarinda farmakolojik giiven araliginin deger-
lendirildigi ¢aligmada, intravenoz ve subkutan olarak 320 mg/kg’a kadar uygula-
nan dozlarin, kardiyovaskiiler, solunum, norolojik ve renal islevler tizerinde hi¢-
bir etkisinin olmadigini gosterilmistir [21]. Mdx farelerde, ekson 23’{i hedefleyen
bir PMO-ASQ’in, 0.03 - 3g/kg araligindaki dozlarinin tek seferde intravenoz uy-
gulandig1 bir ¢alismada, distrofin restorasyonunun viicut boyunca tiim kaslarda
doza bagl artig gosterdigi bulunmustur [22]. 0.15g/kg ve tizerindeki PMO doz-
lar1, distrofin ifadesini uyarmistir. IHC ile belirlenen distrofin pozitif kas liflerin
ylizdesi 0.15g/kg dozda yaklagik %15 iken, doza bagh olarak artis gostermistir ve
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en yiiksek dozda yaklagik %100%e ulasmistir. Doz artigtyla birlikte distrofin pozitif
liflerin sinyal yogunlugu da artmistir. Western blot ile dl¢iilen distrofin miktari,
0.3 - 0.6g/kg araligindaki dozlarda kontrol kaslarin seviyesinin %10-15’i kadar bu-
lunmustur ve en yliksek dozda tiim iskelet kaslarinda kontrol kaslarin seviyesinin
%50’sine ulagmigtir. Klinik denemelere benzer sekilde, her bir doz i¢in distrofin
ifade seviyesi fareler arasinda ve kaslar arasinda degiskenlik gostermistir ve dii-
sitk dozlarda distrofin pozitif kas liflerinin kas boyunca dagiliminda homojenlik
bulunmuyordu. Bununla birlikte PMO dozunun artirilmasi kas boyunca yamali
distrofin ifadesini 6nemli 6lgiide azaltilmigtir [22]. PMO’larin uzun siireli toksi-
sitesi ayrica mdx farelerde de test edilmistir ve 6 ay boyunca 1.5g/kg’a kadar PMO
uygulanan farelerin viicut agirligi, serum enzim testleri ve histoloji analizlerinde
herhangi bir toksisite belirtisi gozlenmemistir [23]. DMD’nin kopek modelinde,
6-8’inci eksonlar1 hedefleyen PMO’lardan olusan kokteylin, 22 hafta boyunca 120
mg/kg ve 200 mg/kg dozlarda, haftalik veya iki haftada bir sistemik intravenoz
enjeksiyonlar halinde uygulanmasi, distrofin restorasyonunu doza bagli uyar-
mustir ve en yliksek dozun uygulandig grupta siire¢ sonunda terapétik distrofin
ifadesi seviyelerine ulasilmistir (normal kontrol kopeklerin ortalama %26’s1); bu
kopeklerde ayni zamanda higbir toksisite bulgusuna rastlanmadan inflamasyon
belirteclerinin azaldig1 ve kas islevlerini gosteren klinik sonug olgiitlerinde iyi-
lesme oldugu bulunmugtur [16]. Bununla birlikte, DMD’nin képek modelinde
de denekler ve kaslar arasinda distrofin ifadesinde degiskenlik ve kas kesitleri
boyunca yamali ifade oriintiisii gozlenmistir [16]. Klinik denemelerde ve klinik
oncesi ¢galismalarda gozlemlenen distrofin ifadesindeki degiskenligin ve yamali
ifade dagiliminin nedenlerini anlamaya yonelik ¢aligmalar da yiiratiilmustir.
PMO birikiminin baslica doku i¢i enflamasyonun ger¢eklestigi bolgelerde oldugu
ve bu bolgelerde enflamaturar hiicrelere, farklilagmakta olan miyoblastlara ve yeni
olusmakta olan kas liflerine penetre oldugu gosterilmistir [24]. Bu nedenle, int-
ravendz PMO uygulamalarinda gézlemlenen distrofin ifadesindeki degiskenligin
¢ogu, dokuya PMO ulagimini sinirlayan ardisik iki olayin gerg¢eklesmesine duyu-
lan ihtiyagtan kaynaklanmaktadir: Birincisi, miyopatik lezyonlarla baglantil ola-
rak enflamatuar hiicreler araciligiyla PMO’larin vaskiiler yataktan interstisyuma
taginmast ve ikincisi, PMO ile yiiklii farklilasmis miyoblastlarin tamir edilmekte
olan kas lifleri ile fiizyonu [24].

HAYVAN MODELLERINDEN ELDE EDIiLEN BULGULARIN KLiNiK
DENEME TASARIMLARINA YON VERMESI

PMO-ASO’ler ile ekson atlama aracili distrofin restorasyonu uygulamasi, klinik
denemeler ve klinik 6ncesi hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalarinda, ekson
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atlama ve distrofin restorasyon etkinliginde doza bagli artis olmasi, hastalar veya
hayvanlar arasinda ve farkli kaslar arasinda distrofin ifadesinin degiskenlik gos-
termesi ve kas boyunca distrofin restorasyonu dagiliminin yamali 6riintii sergile-
mesi gibi bazi benzer sonuglar sergilemistir. Bununla birlikte, hayvan modeli ¢a-
lismalarindaki uygulama tasarimlari, terapotik diizeyde distrofin restorasyonuna
ulagma agisindan klinik denemelerdeki tasarimlardan daha iyi performans ortaya
koymugstur. PMO’larin dokuya ulagim yerlerinin inflamatuar lezyonlarin bulun-
dugu bolgelere olmasi ve ardindan hiicre i¢ine alimin tercihen yenilenmekte olan
kas liflerinde meydana gelmesi nedeniyle, bu basar1 kismen farkl: tiirlerin kasla-
rinin rejeneratif kapasitesindeki ¢esitlilige atfedilebilir. Bununla birlikte, hayvan
modeli ¢aligmalarinda, klinik denemelerden 6nemli dl¢iide daha yiiksek dozlarda
PMO’larin kullanilmis olmast muhtemelen PMO doku alimini artirmistir. Bu du-
rum, sonugta ¢ok daha fazla distrofin restorasyonu gozlenmesi ve ifade degisi-
minde daha az varyasyon ile sonuglanmistir. Mevcut literatiirde, hayvan modeli
¢alismalarinda ¢ok daha yiiksek PMO dozlarinin giivenli oldugu gosterilmis olsa
da, klinik denemelerde kullanilan dozlarin se¢imine iliskin makul bir aciklama
bulunmamaktadir. Ancak bu tercihin belirleyicilerinden biri, PMO {iretim siire-
cinin yiiksek maliyet icermesidir; ¢alismalarda kullanilan model hayvanlar, in-
sanlara gore daha az viicut kiitlesine sahip oldugundan, klinik denemelere gore
daha yiiksek dozlarda ¢aligmalar tasarlamak miimkiin olmustur. Model hayvan
calismalari, dokuya ulagan PMO miktar1 ve restorasyon cevabinin seviyesi agi-
sindan segilen dozun 6nemli bir parametre oldugunu gostermektedir; buna gore,
PMO’larin kimyasal niteligini degistirmeden, {iretim siirecinin yiiksek maliyet
baskisinin olusturdugu sinirlamayi azaltarak daha yitksek PMO dozlar1 kullan-
manin rasyonel bir yolu daha kisa PMO’lar kullanmaktir. Bu amagla, Eteplirsen
ile ayn1 bolgeyi hedefleyen daha kisa alternatif PMO’lar tasarlanmistir ve etkin-
likleri, in vitro sartlarda mdx52 miyoblast hiicre hattinda ve in vivo olarak mdx52
farelerde test edilmistir. Hem in vitro hem de in vivo analizler, PMO’larin hiic-
relere ve dokuya doygunluk seviyesinde ulastirildiginda, daha kisa izoformlarin
etkinliginin Eteplirsen ile 6zdes olabilecegini gostermistir [25]. Bulgular, sadece
distrofin tiretimini artirmak i¢in daha kisa izoformlarin ekonomik olarak uygun
alternatifler oldugunu degil, ayn1 zamanda yeni klinik denemeler tasarlanirken
bir kas dokusunun alabilecegi en yitksek PMO kapasitesi olan PMO doygunluk
seviyesinin de belirlenmesi gerektigini gostermektedir. DMD hastalarinin kaslar1
icin PMO doygunluk seviyelerinin belirlenmesi, PMO-ASO aracili ekson atlama
uygulamalarinin nihai kapasitesi olacak en yiiksek beklenen distrofin restorasyo-
nunu saglayacaktir.

-239-



Gtincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalari 11

SONUC

PMO-ASO’lerin aracilik ettigi ekson atlama yaklasimlari, klinik denemelerde

6nemli bir basariya ulagmis olsa da; hala DMD hastalari i¢in terapotik diizeyden

uzaktir. Ancak DMD’nin hayvan modeli ¢aligmalarinda bu seviye elde edilmis-

tir. Bu nedenle, hayvan modeli ¢aligmalarindan elde edilen tecriibeler yeni klinik

denemelerin tasarimlari sirasinda kullanilmalidir. Model hayvan ¢alismalarinin

en belirleyici sonucu, restore olmus distrofin ifadesinin miktarini artirma ve de-

nekler ve kaslar arasindaki varyasyonu azaltma agisindan uygun PMO dozunun

belirlenmesinin 6nemidir.
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