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Conferencia Anual de Distrofia Muscular, 13 - 16 Jlio del 2006

Acercamientos de Terapia para Chicos con Distrofiduscular Duchenne.

iEnfréntela! jVivala! jCambiela! Este era el titulo de la Conferencia Anual dekR&Project Muscular Dystrophy
(PPMD) que tuvo lugar del 13 al 16 de Julio del@G$h Cincinnati / Ohio/EUA. Treinta y seis cieiuidk y especialistas
expertos en enfermedades musculares presentanoiey @y resefias sobre el conocimientos entero d@fiismuscular Du-
chenne y sobre los diferentes acercamientos paréewmpia Enfrénteld), seguido de recomendaciones para el manejo médi-
co de nuestros nifios enfermogi(ald), y, finalmente, sus mas recientes resultadaswistigacion que se acercan mas y
mas a un tratamiento eficaCgmbield). Yo, Glnter Scheuerbrandtin bioquimico de Alemania, se me pidi6 patricia
Furlong, la fundadora y presidenta del PPMD, escribir egteme para usted, los chicos y sus familias, dggean estar al

tanto de cada paso exitoso en el camino a un tietéoreficaz.

El informe contiene los resimenes de solanlaatpresentaciones cientificas porque no soy paréxclinico. No es una
publicacién cientifica, esta escrito en un lengugie usted podra comprender. Las expresionesf@astmas importantes
son explicadas al inicio y las otras después, auand usadas por primera vez.

Todos los cientificos cuyas presentacionepsote de este informe, han tenido la oportunidade! borrador de mi texto
y corregirlo si es necesario, y todos lo han heglsb que, debe haber pocos errores dejados.

Al principio de los resimenes, estoy usandmtimbres de los cientificos sin sus titulos, Igaria son profesores y todos
tienen un postgrado o titulo medico o ambos. Y takis son jefes de laboratorios, eso quiere d@eitienen colegas y post-
doctorados y estudiantes que trabajaban como upaegn los proyectos reportados aqui, pero es iinjgosiencionar todos

sus nombres.

Esta terrible enfermedad, la distrofia muscDlachenne, lentamente abre su grillete, esto fw#oaespués que escucha-
mos las presentaciones de tantos nuevos resulfadasestigacion. Esta siendo conquistada pass@pma personas dedica-
das que trabajan para nosotros en muchos paissgutginte texto le muestra por qué.

Introduccion

El informe empieza con mis parrafos con alguno$ibec
basicos para comprender cémo los genes hacenrastei
por qué la distrofina es tan importante, cualescacaien-
tos de investigacion son activamente seguidosmoco
funciona la omision de exdn, actualmente - en rmiiop -

el mas avanzado de estos enfoques. En el encukeatro,
Sweeney de la Universidad de Pennsylvania en Filadelfia,
Dominic Wellsdel Colegio Imperial en Londres Speve
Wilton de la Universidad de Australia Occidental en Perth
dieron introducciones muy detalladas de estos @tedr
mas. Inclui muchas de sus explicaciones, perodasten
estos primeros parrafos para mantener las contoibes

de cada uno de ellos separadamente. Después deesta
cion introductoria, la presentacion de cada cigeatiés
resumida separadamente, en algunos casos conaekplic
nes adicionales.

¢, Como hacen proteinas los gene£®s genesson unida-
des funcionales de material genéticcadilo desoxirri-
bonucleico, ADN.Su estructura parece una escalera de
mano entrelazada, toble hélice Los niveles de esta
escalera de mano constan de cuatro moléculas pxjuefi

diferentes, labasesadenina, guanina, timina, y citosina
(abreviadas A, G, T, C). Por razones espacialegjileles
pueden contener solamente dos tipos de combinacdme
bases, lopares de base&-T y G-C. Por lo tanto, lae-
cuenciade lasbasessobre un pasamano o hebra de ADN
escomplementaria la secuencia de la otra.

Esta secuencia de bases, o de "letras genéticds!'jre
formacion genética para el desarrollo y mantenitoieie

un organismo viviente que es pasada de una geépBraci
la préxima.

La mayoria de los genes llevan las instanes para
la construccién dproteinas En el nicleo de la célula, la
instruccion genética de genes activosxgxesada es
copiada, ytranscrita, a otra sustancia genéticaaaldo
ribonucleico pre-mensajeroo ARNpre-m, proceso lla-
mado trascripcién. La mayoria de los genes corgsan
regiones activas, lexones que contienen la informacion
para la creacion de las proteinas, y de otrasmegitinac-
tivas", los a menudo mucho mas largusones, que no
obstante pueden ser importantes para el contrial e
presion génica. Después de la trascripcién, losries son
retirados del ARN pre-mensajero, y los exoneseson



palmadospara formar eARN mensajerq ARNm, que se
traslada entonces a ldbosomas la estructura sintetiza-
dora de proteinas fuera del ndcleo. Los acidostiblei-
cos, losARNSs, usan la base Wyracilo, en lugar de la
similar base T del ADNLos Sitios de empalmeson se-
cuencias especificas dentro de los exones y droloes
de los exones e intrones que son esenciales pagtrel
correcto de las secuencias sin codificacion debimdel
ARNpre-m. El empalmado por si mismo es logradolpsr
spliceosomasun complejo de muchas proteinas y peque-
flos ARN’s.

En el ARN mensajero, tres bases consecutives)-
don, tripleta, o "palabra genética", especifican, con tres
excepciones, uno de los afinoacidosdiferentes, de
acuerdo con atddigo genéticoNo hay ningun espacio
entre los codones. En los ribosomas, el codigoatibpas
genéticas del ARN mensajero es leido y traducidel en
lenguaje de las proteinas, las cuales estan catestrde
muchos, a menudo miles, de aminoacidos, sus compone
tes de construccion.

Las tres excepciones mencionadas son lastagpl
UAA, UAG, y UGA, que sorcodones de paradadonde
el ensamblaje de la proteina se detiene.

El geny la proteina distrofina: Las distrofias musculares
Duchenne y Becker son causados pormgtacion o

dafio degen de la distrofinaque lleva la informacion
para las diferentes formas de la protealisérofina. Con
una secuencia de 2, 220,223 bases, es con mughka el
humano conocido méas grande. Solamente 11,058 lmses,
0.5 %, en los 79 exones del gen de la distrofipa@gca
la secuencia de los 3,685 aminoéacidos de la pethfa
trofina “normal” en los muUsculos esqueléticos. &hgiene
siete o posiblemente ocho diferenpesmotores, secuen-
cias de bases que regulan la unién de las protgiasis
activar el gen permitiendo la trascripcién de $arima-
cion para producir finalmente su proteina. Debidiasa
muchos promotores y empalmes alternativos, muchas
formas diferenteadicionales de distrofina existen, todas
ellas son mas pequefas de la normal en los musculos
Estas estan ubicadas en los diferentes 6rganosieueltos
en el cerebro. Esta forma es solamente 32 % de twrda
normal, y también puede ser afectada por mutaci@rss
podria ser la razon para los problemas cognitieoalgu-
nos chicos con Duchenne.

El tamafio del geny la proteina distrofina.La estructura
de doble hélice del gen de la distrofina tiene @nrd de
largo. Junto con los otros cerca de 25,000 geneshaos,
esta empacado en un nucleo celular de un diametro d
cerca de 0.01 mm solamente porque el material igenét
esta empacado muy apretadamente. Una molécula-de di
trofina de extension completa es mucho mas coeasqu
gen, de 125 nm (= 0.000125 milimetros) de largg)@D
de ellos colocados extremo con extremo en una fewa
cubriria so6lo un centimetro. Y en un gramo de migscu
hay 114 mil millones moléculas de distrofina. Estiede
ayudar a apreciar la tarea de los cientificos:rmetener

la enfermedad, para hacer que los musculos funtiotra
vez, un gran porcentaje del nimero normal de ktsodi-
nas tienen que aparecer otra vez después que dagado
no puede hacerlas mas. Las nuevas distrofinagnerti
que tener la misma forma exactamente, pueden sr ma

pequefas, pero deben poder trabajar apropiadanmente.
eso quiere decir que miles de millones de nuesroéit
nas tienen que volver a cada gramo de musculo,nyfimn
tiene muchos kilogramos de ellos!

El papel de distrofina: La distrofina es necesaria para la
estabilidad mecanica de las células muscularea.ubst
cada en el interior de las membranas de la célukcufar.
Uno de sus extremos, lerminal-C, esta unido a un grupo
de otras proteinas en la membranaoehplejo distrofi-
no-glicoproteico, y el otro extremo, léeerminal-N, se
conectan a las estructuras contractiles dentragiedlulas
musculares. La parte central de la distrgfat@minio de
varilla (rod domain), consta de cadenas de aminoacidos
enroscadas que se doblan sobre si mismas varias.\&c
el movimiento de contraccion de la célula muscideza a
la proteina distrofina a cambiar su longitud, suuesura
doblada permite que ella actie como un resortarmam
absorbedor de choques. Por lo tanto, la distrafaregsmite
la energia mecanica producida por el "aparato dean
cién" de actina-miosina hacia las membranas délldac
muscular y las estructuras fuera de los musculdsjiéo
conectivo y los tendones, en una manera equilibgada
no los somete a demasiado esfuerzo.

La distrofina tiene mas papeles: organizalapleja
estructura del complejo distrofino-glicoproteictayubica-
cion de muchas otras proteinas. También regulaposc
complicados como el mantenimiento de la cantidacece
ta de calcio en las células y aquellas sustanciaggntro-
lan el crecimiento de los misculos. Muchos detales
estas interacciones intrincadas entre humerosopa@uoen-
tes en una célula viviente todavia son desconocidos

Los chicos Duchenne no tienen o tienen muypoc
distrofina en sus fibras musculares. Cuando susosfe
protectores y organizadores estan faltantes, laammon
del masculo causa la ruptura de las membranas fadscu
res, y esto permite que cantidades grandes de calcu-
len en las fibras. El excesivo calcio activa enamamo la
calpainay otras proteasas que deshacen las proteinas mus-
culares e inician programas de muerte celularcbase-
cuencias son una cadena de los eventos comodanial
cién y la activacion de fibroblastos que resultafilero-
sis, tejido cicatrizante, que disminuye la velocidadre-
generacion del musculo y causa los tipicos sintaiadss
pacientes con Duchenne mayores.

Los chicos con distrofia Becker de progresias lenta
mayormente tienen cantidades menores a lo normal de
distrofina y a menudo también mas corta de lo nbrma
Esta todavia puede cumplir su papel, pero no @ahaj
eficazmente como la versiéon normal.

Pero no solamente los misculos esquelétidoansu
cuando la distrofina esta faltante, como comémtadrew
Hoey, sino también los musculos lisos y cardiacos.afiod
para los musculos de coraz6n causa cardiomiopdta,
debilidad de los musculos lisos tiene muchas camsec
cias, entre otros la habilidad reducida de los ¥asmgui-
neos a relajarse cuando el flujo de sangre aurnesié:
tando en problemas respiratorios y otros, y también
tracto gastrointestinal es afectado cuando la idatlide
los intestinos es reducida. Asi que el cambio ¢ wd
gen puede afectar todo el cuerpo.

Las mutaciones del gen de la distrofinalHay tres tipos



de mutaciones del gen de la distrofidatecionessi uno o
mas exones enteros del gen estan faltadtgsicaciones

si partes del gen estan repetidasjutaciones puntuales
si un solo par de bases esta cambiado, eliminaf@di-
do. Otras son inversiones y mutaciones en los intrqoes
modifican los patrones normales de empalmado.

Como los codones de tres letras del ARN mensa@ro s
leidos en los ribosomas uno después de otro sk
cion, estamarco de lecturano es alterado, cuando muta-
cion elimina o afiade codones enteros de tres fgares
bases por vez. En este caso, el marco de lectunasie-
neen ordeny la distrofina puede ser hecha todavia pero
esta sera mas larga o mas corta de lo normalst&cam-

bio afecta solamente estructuras no-esenciales distto-
fina, puede ser en parte funcional y por lo tadéolugar a
distrofia Becker menos severa.

Sin embargo, si la mutacién cambiara el méactura
por uno o dos pares de bases, el marco de |quinde
su orden Entonces, un nimero de amino&cidos incorrec-
tos son incorporados en la proteina empezando @ticel
de la mutacion hasta que finalmente un nuepceynatu-
ro codon de paradaes alcanzado. La distrofina incomple-
ta no puede cumplir su funcién normal, desapardae y
distrofia muscular Duchennese desarrolla. Al final de
este informe, la aparicién de un codén de paraeiagiu-
ro es mostrado en un ejemplo de omision de exén.

Las diferentes estrategias para una terapia de digifia muscular Duchenne.

La investigacion trata de desarrollar una terapia jolis-
trofia muscular Duchenne con dos acercamientostigesé
0 con muchas intervenciones farmacoldgicas difesent

El primer acercamiento genético es el intelgantro-
ducir nuevos genes de la distrofina en los nucidesas
células musculares que podrian entonces otra vigi ¢t
produccién de distrofina. Muchos experimentos ¢ones
han mostrado que esto puede ser conseguido usando u
virus modificado, "domesticado" elrus adeno-asociado
AAV, como un transportador\ector para transferir las
partes activas, los exones combinados - el ADN# gdn
de la distrofina en las células musculares. Peveabr
AAV no es lo suficientemente grande para conteher e
ADNc completo con todos sus 79 exones. Solamente
ADNCc's de un tercio del largo normal cabria ellBsto
significa que la nueva distrofina también tendiamsente
un tercio de su tamafio normal. Si esta distrofemtada
tiene una de las estructuras que causan la bedigfnafia
Becker, el efecto de tal tratamiento no seria uma com-
pleta pero disminuiria la rapida distrofia Ducheeneuna
forma Becker mas benigna con practicamente unactage
tiva de vida normal. Como el reciente material gienéno
entra en los cromosomas de la célula, el gen distiafi-
na mutado no es cambiado, manteniéndose donderesta
el brazo corto del cromosoma X.

El segundo acercamiento genéticartasion de exoén
tampoco toca el gen dafiado. Este solamente inmedie
el procesamiento de la informacién genética dekderea

la proteina. El empalmado de los exones del ARMpre-
para el ARNm, es alterado especificamente conoglgsi-
to de que sea interrumpido, y el mengagra del marco
de lecturasea leible otra vedentro del marcoEl resulta-
do es el mismo que con la técnica de transferey@ieca:
distrofia Duchenne alentada a distrofia Beckertdfal-
mente nuevo tipo de medicamento "farmacos genéficos
disefiado para cada paciente especialmente, ha@stelo
alteracién de informacion: ladigorribonucleétidos en
antisentido.

Como ambos acercamientos genéticos son nuavos,
investigacion debe seguir muy cautelosamente. Aziegu
tentador empujar las nuevas terapias a la aplicatidica
rapidamente, es importante no cometer el erroode c
prometer la seguridad que podria hacer retrocédane
po de terapia-génica entero. Por lo tanto, enfabeeion
de los procedimientos son muy estrictos y tomanhmuc
tiempo.

El tercer acercamiento terapéutico trata debedimlas
consecuencias no-genéticas de la ausencia defidistro
como la destruccién de misculo por enzimas desnagt
de proteina, membranas con filtraciones, fibrasisfla-
macion. Hay varios farmacos, algunos de ellos yeeata
contra otras enfermedades, que se espera tengaosefe
beneficiosos sobre distrofia Duchenne. En la seceidre
acercamientos farmacolégicosos resultados de investi-
gacion mas recientes son resumidos y los cualesrfue
discutidos en la reunion.

Omisién de Exoén

La técnica d®mision de exortrata de cambiar una muta-
cion Duchenne en una mutacion Becker. Si una marnaci
altera el marco de lectura y causa por lo tantinalia
Duchenne, el marco de lectura puedersstaurado arti-
ficialmente retirando del ARN mensajero uno o més e
nes directamente antes o después de la delecigligaiu
cion, o el exén que contiene una mutacién puntual.

Los exones pueden ser eliminados del ARNmotien
gorribonucledétidos en antisentidg AONs. Ellos son
cortas estructuras de ARN que constan de cerc@ de 2
nucleétidos cuyas secuencias son construidas ematas-
ra de que se unen solamente en la secuencia coamikem
ria dentro del exén a ser removido o en sus frasieen
ningun lugar masEnantisentidoquiere decir que su se-
cuencia bases esta en el orden contrario a larsgaue

objetivo en el ARNpre-m. Estos AONs interfieren e
la maquinaria de empalmado con el fin de quelames
seleccionadosio sean mas incluidos en el ARNm por lo
tanto, soromitidos

El gen mismo con su mutacién no es alterado por la
omision de exérpero su ARNm no contiene mas la in-
formacion del exdn o exones omitid@omo este ARNm
es mas corto que lo normal, la proteina de distaofis
también mas corta, conteniendo menos amino4ciddss S
aminoacidos faltantes forman parte de regiones no-
esenciales de la distrofina, como los dominiosadeatilla
central (central rod), resultara una proteina no@sgue
puede a menudo todavia realizar su rol estabilizadda
membrana de la célula muscular. El resultado séria



cambio de sintomas severos Duchenne a los sintomas
muchos més leves de distrofia muscular Becker.

Losoligonucledétidosson piezas cortas de dos clases dg
acidos nucleicos, ADN y ARN, (oligo significa pogos
Las dos hebras d&DN, el 4cido desoxirribonucleico,
constan cada una de una cadena de fosfato altecoado
unidades de desoxirribosa, su estructura prindigede-
soxirribosa es una molécula de azlcar con cinco atomos
de carbono, y en el segundo 4tomo de carbono sl usu
atomo de oxigeno esta faltante. Cada unidad deaazlc
lleva una de las cuatro bases "genéticas" en sepri
atomo de carbono. En ARN, el &cido ribonucleico, tiene
unidades deibosa normales en su estructura principal con
un oxigeno en su segundo atomo de carbononlogoé-
tidos son los bloques de construccién en ambas clases de
acidos nucleicos. Cada nucleétido consta de unaaib
una base y un fosfato. Asi que hay cuatro difenebte
nucledtidosy cuatro diferentelesoxirribonucleétidos

Lo dos tipos de oligos 0 AONs usados en las@mide
exon, son oligorribonucledtidos protegidos conreppsi-
to de que no sean destruidos en las células mussylar
nucleasas, enzimas, que destruyen acidos nucleicos.

Los cientificos holandeses estan usand@Qesetil-
fosfotioatos,también llamadometil-tioatos o 20-metilos
Ellos tienen un grupo metilo, un carbono con ttesnés
de hidrégeno, unido al oxigeno del segundo carlenas
unidades de ribosa y un atomo de azufre en lugande
de los 4tomos de oxigeno de los grupos de fodfato.
morfolinos que investigadores britanicos-australianos
estan usando, tienen uno de los oxigenos del fosfatn-
plazado con un grupo dimetil &mido, un nitrégeno dos
grupos metilos, y las unidades enteras de ribasaeson-
plazadas por anillos morfolinos, seis anillos usjdm@mda
uno consiste de cuatro atomos de carbono, unoigernx
y un atomo de nitrégeno con atomos de hidrégendosra
los carbonos.

Muchos més detalles sobre la omisién de egén s
hablados en la entrevista con el Difilton al final de este
informe. Y en la Ultima pagina, la omisién del ext
para restaurar el marco de lectura después d@tassdn
del exdén 45 es mostrado como un ejemplo de estacééc

Omision de exén: las primeras pruebas clinicas con
nifios con Duchenne en HolandaProsensaB.V. esuna
compaifiia biotecnoldgica en Leiden en Holanda que ac
tualmente desarrolla una terapia para distrofiacolas
Duchenne usando la técnica de omisién de exona@eeo
racion con los Drd&Gertjan van Ommen Judith van Deu-
tekomdel Centro Médico de la Universidad de Leiden.
Gerard Platenburg, el presidente de Prosensa, anuncio el
8 de mayo del 2006, que dos comités reguladorestiet
ses — el CCMO e IRB - dieron el permiso de "undistu
exploratorio sobre la eficacia, seguridad, y talera de
una sola dosis intramuscular de un oligorribonuaieden
antisentido, AON, para restituir la produccion @grdfi-
na". Esto abrié el camino paeaprimera prueba de omi-
sién de exdn en humanqee esta comenzando ahora.
Para esta prueba, seis nifios con Duchenr&ades
afios de edad, todos de Holanda, han sido escogiges.
nen una mutacién en el gen de la distrofina queaan
cambio en el marco de lectura que podia ser restaur
omitiendo el exén 51. Después de pruebas clinitaasi-

vas, incluyendo biopsias de piel, el farmaco paténc

llamado AON 20-metilo que se dirige contra el esdn
sera aplicado en una inyeccién en un solo musello,
tibialis: un muasculo anterior de la espinilla. Lgecientes
seran inyectados secuencialmente, p.e. solamespeiée
de que ningun efecto secundario aparecié en uo ehic
préximo chico sera tratado. Cuatro semana desputss d
inyeccion, una biopsia de musculo sera tomadamnest-
rial analizado para proteina distrofina acortadaletivo
principal de esta primera prueba es probar quenlaién
de exdn es segura y trabaja en pacientes con Duehen
como se esperaba después de los muchos experimentos
pre-clinicos exitosos con cultivos de musculo yraies.
Incluso si la nueva distrofina es encontrada emehus-
culo tratado, los chicos no tendran ningin berefieia-
péutico de este tratamiento local.

Los investigadores holandeses han escogid®-0s
metilo-fosfotioato AONs, también llamados 20-metjlo
porque tienen extensa experiencia con este tigeQiés,
no solo con inyecciones directamente en el tejidsaular
sino también con la aplicacién sistémica en anisale
vos. Por ejemplo, después de repetidas inyeccame®-
metilo contra el exon 23 de raton en la vena dola de
ratones mdx, cantidades cuantiosas terapéuticdisire-
fina acortada aparecian en todos los misculos lésigos
y del corazon.

El hecho de que los 20-metilos entran tambiélos
musculos cardiacos es importante, porque no hapsisie
ble aun que la otra clase de AONs extensivameiatiei@v
dos, los morfolinos, lleguen al corazén.

También ha sido mostrado que los 20-metilos so
tomados mas facilmente por las células musculase®d
ficas que por las normales, presumiblemente pdngye
"agujeros" en las membranas distréficas. En lamest
mdx, el efecto sistémico de omisién con 20-metilosa
varios meses, que es una sefial de que una futapéeatele
omision de exdn tendria que ser repetida todoséses
posiblemente. Sin embargo, la dosis exacta y taufecia
gueda ser determinada.

Debido a los muy prometedores resultadosrsists
pre-clinicos, los investigadores holandeses yangstpa-
rando el préximo ensayo clinico con chicos con Rucie
programado para el 2007, durante el que tratarmrkér
el exon 51 y 46 por la aplicacion sistémica del ADD¢
metilo apropiado.

Estas pruebas de corto plazo seran seguidgsysebas
a largo plazo, al menos probablemente seis medes en
gue posiblemente podria disminuir la velocidadade |
sintomas de Duchenne de los nifios significativaeent

Los dos exones a ser omitidos en las dos paisne
pruebas han sido escogidos, porque una exitosadmmis
del exén 51 seria una terapia para hasta el 24 t4dde
los chicos con Duchenne con deleciones, y omitixéh
46 ayudaria a todos los chicos con una delecioexdel
45, el ex6n mas frecuentemente eliminado de paseate
Duchenne (8 % de todas las deleciones).

En adicién a los AONs para omitir los exongs/516,
Prosensa ha desarrollado y también producido catd&l
suficientemente grandes otros cuatro 20-metilomsEs
seis AONs permitirian tratar a mas del 50 % de $quio
cientes con deleciones.

Si todo se va segun lo planeado, tomara apiaka-
mente cuatro a cinco afios, hasta que los AONs 2ideme
para la omision del exdn 51 y 46 esten listos parao-



mercializados como un tratamiento de Duchenne. &ara
desarrollo completo de AONSs adicionales se espara s
mas rapido porque la experiencia con los primeoss d
acortara considerablemente el tiempo para la api@bg
evaluacion de los siguientes.

El Dr. Platenburg espera poder informar stiseesul-
tados de esta primera prueba de omision de exéh en
proximo encuentro del Parent Project en el 2007.

Omision de exdn: Preparacion de una prueba clinica
con chicos con Duchenne en el Reino Unidgn el Reino
Unido, el consorcio MDEX fue creado para desarrdda
técnica de omision de exén y realizar estudiosati
para asi acortar tanto como sea posible el tieraptalyue
una terapia este disponible para todos los pacieote
Duchenne. Con el primer estudio clinico, los inigesto-
res trataran de omitir el exén 51 del ARN mensajirta
distrofina en nueve nifios con Duchenne. Los miembro
del consorcio soRrancesco Muntoni, Kate Bushby, Jenny
Morgan, Dominic Wells, George Dickson, lan Graham,
Matthew Woody Jenny Versnetodos son activos en la
investigacion en Duchenne. El Ministerio de Salwa y
Concejo de Investigacion Médica del R.U. estan tdmb
involucrados.

Uno de los miembros de MDEKXate Bushby de la
Universidad de Newcastle una vez Tyne, hablé de los
detalles de la préxima prueba y menciono que atppio
habra cooperacién cercana con algunos grupos dstinv
gacion fuera del R.U. y especialmente con el ghglan-
dés en Leiden. Varios afios de investigacion preeali
han mostrado que ladigorribonucle6tidos en antisentigdo
AONSs, pueden "forzar" al gen de la distrofina motad
gue haga una proteina mas corta, una distrofinaeBec
que haria los sintomas distréficos graves de cluons
Duchenne mucho mas leves. Aplicaciones sistémieas d
estos AONs para ratones distréficos vivos practeam
"curaron” a estos animales de su enfermedad. Y d¢osno
AONSs ya han sido usados por afios para combats otra
enfermedades, se sabe que son seguros y no toxatos.
resultados seguros han convencido a los cientificts
nicos de iniciar al final de este afio un estudioiab para-
lelo a los estudios que son llevados a cabo yseéateh.

Para la primera prueba de MDEX, varias deo&soya
han sido tomadas: el exdn a ser omitido sera &l 5%0
porque muchas mutaciones Duchenne son deleciotres en
los exones 45-50, 47-50, 48-50, 49-50, 50, 52,%2-6
aproximadamente el 17 % de todas las delecionekdduc
ne, podrian ser tratadas al omitir el exén 51. BNAa ser
usado serd el AON H51A, uno de losrfolinosdesarro-
llado por el laboratorio d8teve Wiltoren Perth en Austra-
lia contra el exdn 51 humano. Nueve nifios con Duocbge
de 12 a 18 afios de edad, participaran. Tres didsismat
tes: 0.09, 0.297, y 0.9 mg del AON en 0.9 ml decoh
serd usado, aplicado en un volumen de 1 cm3 deutaiisc
con nueve inyecciones directamente en el tejidecoias
El masculo objetivo serd uno de los dos muscekiensor
digitorum brevis EDB, en el exterior del pie que levantan
los dedos del pie. Los seres humanos no los nanesit
realmente y muchos no los tienen ni siquiera. Asi q
puede ser retirado el mdsculo sin consecuencias ser
algunos efectos secundarios inaceptables ocurtes. C
queos clinicos extensivos incluyendo biopsias seran
hechos antes y cinco semana después de las ingyes@a

cada chico como es usual en los ensayos clinigas pa
valorar los resultados del tratamiento.

Los objetivos principales de la prueba sofifiear que
la administracion local AON morfolino en un solo sod-
lo humano sea segura y que eficaz en restituitopame-
nos algo de la produccidn de distrofina. Se espaeacon
las diferentes dosis usadas, aparezca distrofimséasrdel
10 % de las fibras musculares. Esto permitiria eguis
resultados confiables y también calcular la cadtidéal
de AONSs necesarios para tratar todos los mascelasmd
chico en un futuro tratamiento sistémico.

Los chicos participantes en esta primera @ wein
morfolinos inyectado a nivel local no daran nindp@mefi-
cio terapéutico. Pero todos los resultados depgatzba
seran necesarios para un tratamiento real, paraplica-
cion sistémica de los potenciales farmacos parh@&ute
en la circulacién sanguinea de un nifio para questeds
musculos puedan ser alcanzados. Esta segunda pnasba
importante esta siendo planeada para el 2007.

Omisién de exdn trabaja en ratones y perros, pero
todavia hay muchas preguntas que responder antesgu
la omision de exon esté lista para los chicoBerence
Partridge, actualmente trabaja en el Centro Médico Infan-
til Nacional en Washington plante6 varias preguntaes
deben ser respondidas tarde o temprano antes da que
omision de exdpudiera volverse una terapia eficaz para
chicos con distrofia Duchenne. E informé que eonfa-
sion de exéren Japon demostro estar trabajando después
de la inyeccion local de AONs en musculos de perros
distroéficos.

Sabemos que la omisidn de erdiratones mdx trabaja
bien con AONs morfolinos contra su exén 23 inyeotad
sistémicamente en la cola de la vena. Por ejerdpkpués
de siete inyecciones semanales, los musculos maeho
mejores, no tienen mas filtraciones sus célulasryi@
tanto, los valores de CK del serum sanguineo serpoasi
normales. Pero no sabemos que tanto los AONs st di
buidos uniformemente en todos los misculos parasiie
mejoren todos al mismo tiempo. Ya sabemos que tos m
folinos desafortunadamente no omiten el exén 28€n
musculos del corazén. De forma semejante, la tasede
AONSs, los 20-metilos, también tienen un poco délero
ma en afectar los misculos del corazén. ¢ Cualrezdam
para este fracaso?

¢ Podemos administrar AONs en concentracianfes s
cientemente altas para que ellos sean eficaceddxitms
durante la vida entera de un paciente? Podemos hace
experimentos en cultivos de tejido, pero los misnessil-
tados no pueden siempre ser esperados en animales v
Experimentos a largo plazo pueden ser hechos emaani
les. Pero debido a que los perros viven mucho iedpo
que los ratones y que los perros perdigueros dsrdide
tréficos GRMD o CXMD realmente estan fisicamente
incapacitados, los experimentos con perros daesuita-
dos que podrian posiblemente ser muy similaregjado
uno después podria ver en estudios clinicos carias
con Duchenne.

Tales estudios con perros han empezado ahalap®n
en la Instalacion General de Investigacién Aninello-
kio bajo la direccién del Profes8hin ‘ichi Takeda

Los perros distroficos tienen una mutaciérelesitio de
empalmado del exdn 7 en su gen de la distrofinacqusa



la delecion del exén 7 en el ARNm y un cambio en el
marco de lectura con una sefial de parada prenatumto
mas adelante. Omitir los dos exones de los ladGsy 8,
restauraria el marco de lectura. Dosis diferen¢asrd
coctel de tres AONs morfolinos, dos diferentes|ties en
contra del exén 6 y uno en contra del exén 8, gaegfe-
parado por el Dr. Toshifumi Yokota en Washingtar f
localmente inyectado en el musculo tibialis-aotede
perros CXMD adultos jovenes. Dos semanas despulas de
inyeccion, biopsias fueron realizadas. Cuando J2len
cada AON se disolvieron en un 1 ml de agua salagla f
inyectado, nueva distrofina aparecia en todabtadidel
musculo alrededor del sitio de la inyeccion y panecasi
normales. Inyecciones sistémicas de AONs seracaalas
en préximos experimentos de los investigadoresneges
que tienen "la perrera mas grande en el mundocrear
Su institucion.

Asi que los AONs morfolinos trabajan bien emma-
mifero grande con una estructura de cuerpo muyasiai
los seres humanos, pero esto no es una garariisede
estos farmacos potenciales funcionaran tan biamgnte
un suficiente largo tiempo en chicos con DucheFRoe.
esta razon, los otros tipos de AON deben ser imgaziis
también. El Dr. Partridge mostré las estructurasuteve
tipos diferentes de AONs. La mayoria del trabajéoen
pasados afios ha sido hecho con los morfolinos 3des
metilos, y los dos han entrado o pronto entranaruabas
clinicas en chicos con Duchenne. Las dos pruebagdtér
neas ahora empiezan en Holanda y el R.U. son d®hec

muy necesarias y su costo elevado esté justifiqaatgue
un tratamiento futuro de omisién de exén pudierg mu
bien necesitar una mezcla de ambos tipos de AONs po
que, p.e. los efectos toxicos individuales de Ip tiknden
a ser independientes de si, mientras sus efectomiden
de exon serian aditivos. Y todavia problemas destdos
podrian aparecer y en cualquier momento uno solgmen
seria capaz de resolverlo con otros cocteles deh@dr
ejemplo, una de las otras quimicas podrian funcienal
corazon.

Adicionalmente, el trabajo tendrd que empgdaego
continuar por mucho tiempo para escoger las se@asde
AONs mas eficaces, para determinar la dosis masaieq
gue todavia es suficientemente activa sin seradxicau-
sar respuestas inmunes, encontrar la manera ngisalee
de aplicacién, y finalmente lograr el tiempo ebetra-
tamientos sea el mas largo posible.

¢La omision de exdn sera capaz de producir nuevos
musculos en los pacientes con Duchenne mas viejos?
Dominic Wells contesto: las células musculares todavia
presentes seran estabilizadas cuando nueva distsg#a
hecha después de la omision de exén. Las cosas no s
pondrian probablemente peores. Que tanto estodambi
restableceria la funcién, nadie lo sabe. Posiblésrian
combinacion de la omision de exén con un trataroient
farmacoldgico, p.e., con un farmaco anti-miostatimaia
muy eficaz. Los experimentos en ratones han sigmeem
zados.

Transferencia del gen de la distrofina.

La transferencia, o el transporte, de suficientegidades
del gen de la distrofina intacto hacia el niclecélealas
musculares distréficas seria una terapia eficaa par
chenne si la informacién genética de los nuevosgen
usada por los sintetizadores de proteina, los oinas, de
la célula para producir cantidades suficientemgraades
de distrofina funcional que emigre entonces a garlu
normal debajo de la membrana celular y unirse ctare
mente a las proteinas del complejo distrofino-
glicoproteico.

Los equipos de investigacion ¥i&o Xiaq ahora en la
Universidad de North Carolina en Chapel Hill yJddfrey
Chamberlainen la Universidad de Washington en Seattle,
son aquellos que trabajan mas activamente en asteoc
de la terapia de génica para distrofia Duchenng.cienti-
ficos empezaron su trabajo usando virus como losieo
nesadeno-virusde la gripe como vehiculos de transporte,
como vectores génicos. Para esta tarea, los viarsri
modificados de tal manera de que no pueden mugtirse
en las células que infectan, porque sus genesptaa
multiplicacion fueron retirados. En su interior@amtes
hay espacio para las secuencias codificadas derun g
terapéutico para ser transferido junto con cieségsien-
cias de control. La secuencia necesaria para tupon
de la proteina distrofina, p.e.#DNcde su gen, es de
14,000 pares bases de largo, conteniendo todosor@es
conectados unos con otros sin los intrones erlte. ¢los
adeno-virus son muy efectivos para entrar en cghalas-
culares que no se dividen, y no entregan los geaes-
portados en el genoma de las células objetivo, enant-

dose en el nucleo fuera de los cromosomas. Estoequi
decir, que no hay riesgo de que los nuevos geegadbs
se integren al azar en otros genes o secuencamttel
donde posiblemente puedan interferir en su activiaun
causar cancer.

Sin embargo, los virus mas eficaces parafeeans
ADNCc's de distrofina a los musculos slos virus adeno-
asociadosAAV, que son aproximadamente diez veces
mas pequefio que los adeno-virus normales. Peeo Hlrs
pequefios, pueden transportar solamente materiétigen
gue no sea mas largo que aproximadamente 5,008 gare
bases, aproximadamente uno tercio del ADNc deskacdi
fina entero. Por lo tanto, el ADNc de la distrofimarmal
tiene que ser acortado considerablemente paraejast
este pequefio vector. Los pacientes con la benigtrafih
muscular Becker tienen tales distrofinas acortatesus
musculos. Una transferencia dddNc de tal mini-gemo
"curaria” la distrofia muscular Duchenne pero pueales-
formarla en algo como una forma Becker con much& ma
lenta progresion.

Para determinar cual de los cuatro dominicegmones
de la proteina distrofina normal - las dos regiothe$os
extremos, la rica en cisteina, o la de la var#lat@l - son
importantes y cuales no, los cientificos han creadohos
ADNC's y diferentes proteinas acortadas de disteofE
identificaron algunas versiones que eran muy furates
y muy eficaces en los ratones mdx vivos. Estas-mini
distrofinas artificiales carecen de la mayor pddda parte
central y el extremo terminal-C de la proteina rarrha
transferencia de estos mini-genes seleccionadobden



una mejora de la funcién muscular y de todas las ot
caracteristicas distréficas de los ratones mdxnfede la
transferencia génica mostraba mejores resultadasien
males mas jévenes, y, después de una sola inyetzion
distrofina recién sintetizada quedaba en los masqubr
un afio y mas.

Primera prueba clinica de la transferencia del gede la
distrofina. Scott McPhee, Vicepresidente de Desarrollo
Clinico de la compaiiiAsklepios Biopharmaceuticals
(Askbio) en Chapel Hill NC dijo que, hace 25 afios,
fundadores de Askbio primero empezaron a trabajar ¢
virus adeno-asociados, y basandose en su experienci
extensiva con este vector génico han desarrollado u
nano-particula biolégica, BNP, con el nombre coiaérc
Biostrophirf™ para la transferencia de un gen de mini-
distrofina para tratar la distrofia Duchenne. Urasds
prioridades es lograr completamente que la tragisfés
génica basada en el Biostrophin sea una terapgiazgbara
distrofia Duchenne. Después de extensivas prualeali-p
nicas incluyendo toxicologia y estudios de biodisizion
con animales, y después que el permiso de las iagenc
reguladoras fuera obtenido, la primera fase | delpa
clinica con seis chicos con Duchenne ha empezddo. E
propdsito de esta prueba es determinar que lacgéooi
causa ningunos efectos tdxicos u otros secundarice,
si la mini-distrofina es hecha apropiadamente emmds-
culos de pacientes humanos. Este trabajo estéosiqrod
yado por la Asociacién de Distrofia Muscular de Etl
1.6 millones de ddlares de subvencion a Askbita &ise
| de prueba indica que el enfoque es seguro ytblera-
do, financiacién adicional sera pedida para estudioi-
cos adicionales.

El vector usado en esta prueba es un viruscade
asociado modificado de serotipo 2, llamado BNPRL5.
que contendra una construccién de un gen de mini-
distrofina que no contiene partes del exén 17usick
todos los exones del 18 al 59 y del 70 al 79. ktpufica
que la esperada distrofina Becker sera aproximaat@me
un tercio del largo de la proteina normal porquecade
las regiones R3 a R21 de la zona de la varillaraentel
extremo terminal-C.

Esta primera fase-la de prueba es realizadddau-
pervision del DrJerry Mendellen el Hospital Infantil de
la Escuela de Medicina en la Universidad de OhideStn
Columbus. La cual ha empezado el 28 marzo del 2006,
cuando el primer chico recibié las primeras inyeces de
Biostrophin en tres sitios, separados 0.5 centéagén su
musculo biceps en un brazo mientras el bicepstdel o
brazo recibi6é solamente solucion salina. La prueba
hecha con el procedimiento doble-ciego, ni losgr@eis ni
los investigadores médicos saben hasta el finkl deue-
ba entera en qué biceps fueron inyectados losrescto

Seis chicos con Duchenne que tienen al me&nos ¢
afios de edad y cuyas mutaciones del gen de |afiistr
son precisamente conocidas, estan participandodfsis
diferentes seran usadas para cada grupo de tries{gsc
La concentracion del vector en los sitios de l&atyon
local es mucho mas alta que aquella usada en stgaie
pruebas cuando una entrega sistémica en los miembro
enteros sera intentada. Por lo tanto, serd mdsafémia
ver los resultados del tratamiento y también cuatqu
efecto secundario inesperado como la inflamacitese

puesta inmune. Si algunos problemas serios existea,
posible retirar el tejido muscular entero alredetioios
sitios de la inyeccion y parar el tratamiento premsanen-
te y completamente por lo tanto. Después de tado, |
efectos de un tratamiento de transferencia gémicsth
clase seran a largo plazo, por lo tanto cada pasasd
pruebas tiene que ser hecho cautelosamente y aon gr
cuidado.

Uno y tres meses después de las inyeccionesstras
de tejido de los sitios de la inyeccion seranadts por
biopsias musculares. Las muestras seran manterudas
geladas hasta el final de la prueba entera cuardo s
examinadas en busca de la presencia del nuevafifiatr
acortada.

Los resultados de esta fase-la de pruebaaedt@spo-
nibles aproximadamente en la primavera del 2007. No
habra ningin beneficio terapéutico para los chi@rtci-
pantes. La proxima, llamada fase-lb de estudiosistiwlo
preparada con perros y monos ahora. Esta fasduthces
sera realizada aproximadamente en el 2008 y 2G93 es
ranzadoramente. Esta vez, todo un miembro rediira
yecciones de los vectores en un procedimiento gial
similar al que ha sido desarrollado para la entdegagen-
tes de quimioterapia a través de circulacion samegui
temporalmente obstruida. Esta prueba de entreganedg
puede brindar potencialmente un poco de mejoraen |
calidad de vida de los participantes. Finalmente, fase
[I/lll de prueba de entrega sistémica de cuerperergs
planeada en el 2009/2010 con uno numero mas goende
pacientes que las fases de prueba tempranasoS&isest
exitoso, la progresién adicional de distrofia Duutede
los chicos puede ser prevenida en lo que es egei@n
ramente un procedimiento de una sola vez.

La promesa de las células madreéEn su segunda presen-
tacion, Terence Partridge hablé de la promesa insatisfecha
de la investigacion de células madre de dar uagiter
para distrofia muscular Duchenne - con una excepcio

Las células madres pueden dividirse por pesai®
tiempo indefinidos y tienen la habilidad en cadasithn
celular de dar lugar ambas dos células a una célathe
similar asi como a un tipo de célula méas espeeidtizPor
lo tanto pueden pasar por ufigision celular asimétrica
para mantener la poblacion de ellas mismas masosne
constante y garantizar que las células méas esjzaciab
puedan continuamente ser reparadas durante teitiala
de un organismo.

Hay diferente clases de células madre huméaiaas:
primeras ocho células de un embridn humanccétiias
madre totipotentegporque cada una de ellas puede trans-
formarse en cada tipo de célula del cuerpo. Cuatiaco
dias después de la fecundacion, las células irsdma
formado las células del blastocisto, estas cékdadla-
madascélulas madre pluripotentascélulas madre em-
brionales Ellas interactdan con otras y producéitulas
madres con linaje restringideélulas madres adultasada
una de ellas puede solamente formar uno o algunéssd
tejidos especializados del cuerpo. Las células enadul-
tas para la formacién y la reparaciéon de célulasculares
son lacélulas satélite

Si el tejido muscular es dafiado, las céluadlite, que
residen en el exterior de la célula muscular, sevew al
area dafiada, se dividen y fusionan en miotubosegue



desarrollan entonces mas adelante en células ranssul
maduras. Algunas de las células satélite en elntegido
muscular se dividen asimétricamente, y producetitm
nuevas células satélite que toman su lugar normel e
exterior de las células reparadas para estar Gstasdo
son necesarias para la préxima ronda de regenerdeio
las células musculares, las cuales son, p.e. dedmagor
los procesos distroficos.

Las células satélite también pueden ser iages,
injertadas localmente, en musculos dafiados dondarac
como células madre miogénicas reparando el tejig® m
cular dafiado. Estas células pueden actuar muyo;agid
unos pocos dias, unas pocas de ellas pueden produci
rios miles de nucleos de células musculares queaior
entonces fibras musculares enteras. Si estas s&afélite
externas vienen de un musculo normal con un géa de
distrofina intacto, el nuevo muasculo entonces t&mbi
contendria distrofina incluso cuando, como en lqea-
mentos con ratones mdx, el tejido muscular circotedao
puede hacerlo.

Pero para una terapia para Duchenne, la astn@oion
local en todos musculos con un nimero enorme dEiny
ciones, no seria un procedimiento terapéutico abéntLa
posibilidad de una administracién sistémica corapoc
inyecciones en la circulacién sanguinea seria aéeeson
el propésito de que todos musculos, incluso loxded-
z6n y los pulmones, puedan ser alcanzados.

Por lo tanto, para una terapia eficaz de aélaladre
para distrofia muscular, una fuente segura y écaen
aceptable de una cantidad grande de células madre d
musculo adultas es necesaria, que daria lugarsxatu
mente a células musculares y a nada mas, espectalme
no a tumores. Y debe ser posible aplicar estatasédis-
témicamente inyectandolas en el sistema de vasgsiisa
neos que pueda distribuirlas alrededor del cudtpton-
ces ella tiene que cruzar las membranas de lassélu
musculares, y quedarse alli sin crear algin prablecal.
Sin embargo, con una excepcion, ninguna fuentelitas
madre ha sido encontrada que cubra todas estaicend
nes en los experimentos con ratones mdx vivos.

La excepcién mencionada sonhessoangioblastgs
que son células madre adultas ubicadas en el @xti
los pequefios vasos sanguineos dentro del tejidoutans

Giulio Cossuy sus colegas en el Instituto de Investigacion

de Célula Madre de la universidad de Pavia eraltiva-
ron a cabo recientemente un experimento basicoscuyo
resultados se volveran muy importantes para uartian-
to con células madre para varias distrofias musesila
diferentes.

Ellos no usaron el ratdn mdx como un modelmah
pero si un ratdn cuyo gen para el alfa-sarcoglicana de
las proteinas asociada al complejo distrofino,ifaetiva-
do. Estos ratones tienen un tipo de distrofia masale
cinturas (anillo 6seo), LGMD, que es clinicameritma
similar a la distrofia Duchenne. Los investigadataiéa-
nos aislaron mesoangioblastos de ratones nornhades,
trataron con varios factores de crecimiento diferey
luego los inyectaron en la circulacién sanguinetsle
ratones con LGMD. Estas células madre "sanas"eran
paces de emigrar a todos los musculos esquelétichs
ratones vivos y causaron la reapariciéon de mas@éb de
la cantidad normal de alfa-sarcoglicano.

Para una posible terapia de Duchenne usanames-
va técnica, genes intactos de la distrofina tendyiee ser
trasladados a mesoangioblastos derivados del pagien
un procedimiento en cultivos de células con loocaios
vectores, entonces se multiplicarian en el labdmty
finalmente re-inyectados en la circulacién sanguitel
paciente. Posiblemente, este tratamiento tenddaeu
repetido periédicamente, por lo tanto es importgoie
estas células no sean identificadas por el sist@mano-
I6gico como "no propias" y rechazadas.

Actualmente, este enfoque es el ejemplo mangte-
dor de células madre como una terapia para diatnofis-
cular Duchenne. Todas las otras células madre gasben
ratones vivos no dieron resultados impresionafigsro-
blema puede estar mas en el tejido muscular misraceq
las células madre asi que los cientificos tienenejqcon-
trar la causa para estas dificultades.

El Dr. Partridge termino su charla con la atbrecia de
gue hay varias declaraciones de células madreedifes
como terapias potenciales para distrofia DucheBnéda
mayoria de los casos, estas declaraciones nolastan
fundamentadas. La biologia del musculo esta llena d
trampas para el confiado y a veces incluso ciensfex-
perimentados pueden ser engafiados por lo que queen
estan viendo.

Acercamientos Farmacologicos.

Leer a través de los codones de parada prematurdsas
proteinas son sintetizadas enfi®somascomplejas
estructuras que constan de tres largos ARN’s ctivicexd
enzimaticayibozimas y aproximadamente 80 proteinas
diferentes. La informacién para la produccién deginas
es traida a los ribosomas como ARNm’s. Dentro de lo
ribosomas, la nueva proteina es ensamblada carosus
ponentes basicos, 20 aminoé&cidos diferentes. Bstos
entregados al sitio de ensamblaje por otra clageRid el
de transferencia o ARNt, que reconocen las tripleta
codones del ARN uno después del otro. Cuando uancod
de parada normal llega al sitio de la sintesisiifitg que
la proteina esta ahora lista para ser terminadanees
proteinas especiales, lfactores de liberacigrentran en

el sitio de ensamblaje, deteniendo la sintesipgrsa la
nueva proteina terminada del ribosoma.

Aproximadamente del 10 % al 15 % de los chams
Duchenne tienen una mutacién puntual en su gea de |
distrofina que transforma por un aminoacido un cogi®
uno de los tres codones de parada, TGA, TAG y TAA.
el ARNm, estos codones se vuelven UGA, UAG, y UAAy
causan que la sintesis de proteina se detenga tprema
mente, antes de que la nueva proteina, en estealisisn
fina, sea ensamblada completamente.

El antibiéticogentamicinaha demostrado interfiere el
mecanismo de traduccion del ARNm en los ribosonoas p
lo que se ignora tal coddn de parada prematurolee.@
través del codén de paradd&n modelos animales con un
codén prematuro en el ARNm de la distrofina, dbtra



miento con gentamicina ha demostrado indudiedéura a
travésy ha restituido parcialmente la produccion de pro-
teina distrofina de largo normal y funcional. 8mbargo,
gentamicina puede ser téxica y debe ser aplicadaipo
intravenosa asi que su uso a largo plazo comonisiéo
para distrofia muscular Duchenne no es practico.

Si una mejorada técnica de lectura a trauésle ser
desarrollada como una terapia para distrofia mascul
Duchenne, el subconjunto de pacientes con una iaotac
fuera de orden como base de la enfermedad seiilalgpos
se beneficien de ella. Sobre la base de estudésslimicos
en ratones, la cantidad de nueva distrofina heahaurara
la enfermedad pero podra cambiarla a una disttipfia
Becker. Como la lectura a través ocurre en el nivel del
gen sino durante la sintesis de la proteina eridbosomas,
el tratamiento tendra que ser tomado diariamertea P
determinar si un nifio con Duchenne puede ser tatad
un farmaco de lectura a través, debe ser conociddigne
una mutacién puntual en su gen de la distrofinaeyfta
presentado uno de los tres diferentes codonesrddga
prematuros.

PTC 124:Langdon Miller, Jefe Medico Oficial de la
compafiiadPTC Therapeuticsen South Plainfield NJ in-
formo del desarrollo y la prueba clinica €91C124 un
nuevo compuesto quimico que es mucho mas eficalaque
gentamicina en la lectura a través de codones delpa
prematuros. Encontrar una terapia para distrofiscuiar
Duchenne vy la fibrosis cistica, basada en la laduravés
de codones de parada, son las dos prioridades@e PT

Varios miles compuestos quimicos fueron probad
automaticamente por su habilidad para leer a trdeés
codones de parada prematuros en el ARNm de lafilnstr
o de la proteina CFTR, la proteina que esta aussnia
fibrosis cistica. Las estructuras de los compseasias
prometedores fueron entonces cambiadas a travési-de
chas variaciones quimicas hasta que una fue obteslid
PTC124, que es mas eficiente que la gentamicinal En
proyecto con Duchenne, distrofina de largo norrpale-
cia en cantidades casi normales en cultivos déasétuen
hasta el 25 % de las fibras musculares de ratod&s m
vivos después de la administracion oral con uratesc
sustancial de la funcién y estructura del tejidmghina
lectura a través de los codones de parada norfogles
notada. Los estudios de toxicidad en ratas y peons
altas dosis dadas del farmaco generalmente no batman
do efectos secundarios agudos o serios. Este farpmac
tencial para Duchenne es un polvo que puede sholet
pastillas y tomado por via oral.

En la primera prueba clinica del PTC124, doglpas
fase | fueron llevadas a cabo en voluntarios adudémos.
En estos estudios, el farmaco se mostrd seguranpsted
pocos efectos secundarios. El afio pasado unalfdse |
prueba con PTC124 en 15 pacientes con fibrosis&fte
llevado a cabo. Mostraba que el PTC124 era capaz de
restituir parcialmente la actividad del CFTR erosia-
cientes y no mostré ningunos efectos adversossserio

En tres centros clinicos en los Estados Unidos fase
Il de prueba que evalla el efecto del PTC124 eieptes
con Duchenne esta ahora en marcha. Veintidos oisios
Duchenne de 5-12 afios con codones de parada prematu
en el gen de la distrofina participan en este éstuil
estudio fue disefiado para durar ocho semanas. ewhn

estudio, a seis chicos les fue dada una dosis naenor
PTC124 tres veces por dia durante cuatro semagasise
de un periodo de observacion de cuatro semanas sin
tratamiento. Cuando no hubo ningunos efectos adsers
otro grupo de 16 chicos recibié una dosis altaTe R4
durante cuatro semanas, otra vez seguido de @etra-
nas sin la droga. Para valorar el resultado deuaba,
biopsias musculares fueron realizadas antes y degfmi
curso del tratamiento para evaluar la restaurgeadaial
de la produccién de distrofina de largo normala®fprue-
bas quimicas y funcionales también seran hechas par
medir cuantitativamente el efecto terapéutico deTF24
en chicos con Duchenne. Estos resultados estasparh
bles al final del 2006. Si son tan positivos com@spera
de la fase de desarrollo preclinico, y si el peomiscesa-
rio es obtenido de las agencias reguladoras erpguyrtos
Estados Unidos, una fase Ill de prueba empezasia po
blemente el pr6ximo afio o en el 2008

Aumento de la utrofina. La utrofina es una proteina con
una estructura y funciéon muy similar a la distrafiiEn
seres humanos, su gen esta ubicado en el crom@&oma
tiene 75 exones y es aproximadamente un milloradesp
de bases de largo. La proteina de utrofina es apeaba-
mente 7 % mas pequefia que la distrofina. Estamesa
muchos tejidos del cuerpo, también en el mascam p
esta concentrada en las regiones donde los nenatiges
hacen contacto con la membrana muscular, las unione
neuromusculares. La utrofina existe en dos formngasd-
mente diferente la A y B. Los musculos contienda-so
mente la forma A. Antes del nacimiento, la concaitm
de utrofina en el musculo es mucho mas alta queudss
Ratones mdx cuyo gen de la utrofina iin@ctivadoexpe-
rimentalmente, y no tienen ni distrofina ni utrafjtienen
sintomas como de Duchenne y se mueren temprano en
contraste con los ratones mdx "normales” cuyos oidsc
muestran un dafio menos severo.

Experimentos con ratones han mostrado, giaeusio-
fina esta presente en grandes cantidades, puatdplezar
a la distrofina. Estos ratones eran ratones tramsge que
contenian mini genes de utrofina en su linea geimin
introducidos por una técnica que no puede ser Ll=ada
humanos. Incrementando la cantidad de utrofinaupor
factor de tres a cuatro, el desarrollo de los siatodistro-
ficos podia ser prevenido y conducir a una recug@na
funcional completa.

Ha sido encontrado recientemente que chicoPcn
chenne que tienen leves cantidades mas altasafmatr
en sus musculos pierden su habilidad caminar mds ta
que aquellos con la cantidad baja normal. Estmasenal
de la misma manera que utrofina creciente tralzagari
ratones y prevendria o retrasaria la degradacidosde
musculos.

Para una posible terapia para Duchennedehe
tratar de incrementar la baja cantidad de utrqfimrael
aumento de la actividade su gen. Para conseguir esto,
una sustancia activadora es necesaria, que bieie gee
un farmaco conocido, o algun otro quimico o undesusa
natural, que reaccionaria con el promotor del ges.
moléculas pequefias de tal compuesto podrian pesbabl
mente entrar en las células musculares facilmgrgieson
farmacos conocidos, no necesitarian largos prodedios
de aprobacion.



Kay Davies de la Universidad de Oxford, quien con su
equipo ha sido pionera en la investigacién derafina
como una sustitucion de la distrofina por variossafie-
porto que en cooperacion con la compafi&Tox plc.

en Oxford se buscaron miles de compuestos quirpmos
su habilidad de aumentar la actividad del gen dertfina
en ratones mdx. La luz producida por la enzimdduasa
de luciérnagas fue usada en un sistema reactieoppas
bar su actividad. Varios candidatos prometedoresofu
encontrados y los cuales ahora estan siendo optilwszy
evaluados en cultivos de células musculares ytenea
mdXx vivos, para ver si pueden incrementar sufieiemnte
la cantidad de utrofina en todos los musculo datisa-
les.

Uno de los compuestos activos mas prometegarba
sido probado sistémicamente en ratones por inyeerid
el abdomen. Este reacciona solamente con el promdeto
la forma-A de la utrofina, que esta presente enigculo.
La utrofina-A en todos los misculos esqueléticobde
ratones evaluados pudo ser aumentada dos a tes vec
pero no es conocido aun, si la utrofina en los midsc
cardiacos fue aumentada también. Después de 1hasma
de inyecciones semanales, los animales mostrai@n un
recuperacion importante de su funcién muscular.

Este compuesto activo estd ahora siendo qgatdoi
adicionalmente con modificaciones quimicas. Laglpas
clinicas con pacientes con Duchenne estan siemga@-
das y podrian empezar en el 2008.

Inhibicion de proteasas.La degradacion de proteinas
musculares en la distrofia Duchenne es causadeapias
diferentes proteasas, enzimas destructoras ddmaste
como la enzima calpaina, que es activada por ebcal
un complejo grande de proteasas, llamago@kasoma
Cuando, como en la distrofia Duchenne, las memirana
celulares del musculo se agujeran porque la distrasta
ausente, iones de calcio, atomos cargados, deseia afe
las células activan la calpaina e indirectamembdbign el
proteasoma. Esta actividad enzimatica aumentadéaes
en la destruccién extendida de importantes prasedabu-
lares que son requeridas para la funcion y supamcia de
la célula muscular. Inhibidores especialmente dides
permiten a los investigadores bloquear la actividada
calpaina y otras proteasas lo que puede retradagtada-
cion de la célula muscular. El tripéptido modifiodeu-
peptinafue el primer inhibidor identificado que podia
reducir la actividad de la calpaina en ratones radte
inhibidor de primera generacion consta de tres aagia
dos, dos leucinas y una arginina, con la arginineositie-
ne a un quimicamente reactivo grupo de aldehidegue
esencial para la actividad inhibitoria. La leupegtisin
embargo, también puede bloquear otras proteadas inc
yendo las de la cascada de coagulacién del plasnguis
neo, causando efectos secundarios intolerablestRor
lado podria ser deseable inhibir no sélo la enziafpaina
sino también el proteasoma.

C101.Theresa Michele, Vice presidente de Investigacion
Clinica deCepTor Corporation en Baltimore describio
que combinando leupeptina con carnitina, un inloibid
llamado C101 es obtenido, que solamente entrasen la
células del musculo esquelético y el corazén. kanma
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para esta precision es que existe una proteiraneipor-
tador de la carnitina OCTNZ2, que se une al C101 a s
extremo de la carnitina y lo lleva a una proteeeptora
sobre la membrana celular del misculo, que entonces
transporta el inhibidor C101 al otro lado de la rheana
en las células.

Para medir precisamente el efecto de un farpaten-
cial como el C101, un nuevo método de prueba dadinti
vo fue desarrollado que permitir el andlisis dedgrada-
cién inducida por la calpaina de las proteinasdglula
muscular en animales vivos y posiblemente tamhién e
seres humanos. En esta prueba, la habilidad dgdaina
de partir la proteina de la célula muscular espectilfa-I|
es medida. La calpaina usa dos pasos Unicos [eese
la proteina espectrina de dos proteinas mas pesjuafia
SBDP150 y 145, que se filtran en la sangre y lymgmlen
ser analizadas en suero con anticuerpos especigimen
disefiados. Esta nueva prueba fue disefiada para segu
progreso de la degradacién muscular y por lo tardba-
blemente se volvera importante para los ensayogsai
con pacientes con Duchenne.

Con esta nueva prueba, fue mostrado que €l gddia
inhibir la calpaina 50 a100 veces mas eficazmemtda
leupeptina. También mantiene la estructura de loscm
los e incrementa el diametro de las fibras museslan
ratones mdx significativamente. El C101, que pissde
administrado de forma oral, por lo tanto es un &
potencialmente eficaz para tratar a pacientes amhén-
ne.

BBIC. En su revision de diferentes enfoques terapéyticos
L ee Sweeney menciond elnhibidor concentrado Bow-
man-Birk BBIC, que blogueaba otras proteasas ademas de
la calpaina que también participan en la destroncde
proteinas musculares. La sustancia activa en esten-
trado es una proteina natural compuesta de 71 acidas
gue puede ser aislada quimicamente en forma puesde
semillas de soja (soya).

El tratamiento a largo plazo con BBIC incretada
masa y la fuerza muscular en ratones mdx. Lasidatlv
de la CK es reducida considerablemente y la fibrasn-
bién. Y de otras aplicaciones en pacientes de césce
sabido que el BBIC es un farmaco muy seguro qudepue
ser dado de forma oral.

SNT 198'438 Thomas Meier, Jefe Cientifico Oficial de
Santhera Pharmaceuticalsen Liestal cerca de Basilea en
Suiza, describid sus estudios preclinicos parasdmiollo
de un inhibidor de doble-especificidad que puedeuixtar
simultaneamente la actividad de la calpaina y dospte-
jos de enzimas del proteasoma. Empezando con un con
cido inhibidor de la calpaina los cientificos datBara

han sintetizado cerca de 800 variantes quimicasiyado
estos inhibidores en experimentos bioquimicos gudii
vos de células, como en ratones mdx. Varios conpsies
con las propiedades deseadas fueron identificados.

Uno de ellos, el SNT 198'438 fue optimizadstpe
riormente: Este puede ser administrado subcutangeme
p.e., por inyeccién debajo la piel. Por lo tantijia sisté-
micamente y alcanza y entra en todos musculosaten r
nes mdx, donde es bien tolerado, este inhibidanatiza
los parametros histologicos de los masculos y raegbr
rendimiento del ejercicio de animales adultos. psteba



de funcién es llevada a cabo en un gran "gimnaaia p
ratones" donde hasta 40 ratones pueden corrertackmn
mente durante varias semanas en ruedas monitorngadas
computadora.

SNT-MC17/idebenona para proteger las mitocondrias.
Santhera Pharmaceuticalsesta actualmente también
desarrollando una farmaco potencial que protegmits
condrias, las centrales de energia en las céloladedel
portador universal de energia, el adenosin trifosfaTP,
es hecho por fosforilacion oxidativehomas Meier, en la
segunda parte de su presentacion, explico que@ste
puesto, la idebenona, o SNT-MC17, estaba ahora&n u
fase Ill de prueba clinica para Ataxia de Friedran los
Estados Unidos y Europa. La Ataxia de Friedreichres
enfermedad neuromuscular que esta relacionadaefiecu
temente con cardiomiopatia, una enfermedad grdve de
musculo del corazon.

El SNT-MC17/idebenona es un potente antioxiglan
con una estructura quimica obtenida de la coen@ta
natural. La estructura quimica optimizada tiene moaho
mas corta y diferente cadena lateral que permidaju
molécula entre mas facilmente en las células masesi|
que la coenzima Q10. El SNT-MC17/idebenona también
ha demostrado facilita la produccion de ATP emiis-
condrias. Puede ser dado de forma oral como uniélgas

La ausencia de distrofina también afecta $fofdacion
oxidativa negativamente en las mitocondrias deridscu-
los del corazén de los pacientes con Duchennelyapro
blemente en sus muasculos esqueléticos tambiénfddaa
Ila de prueba clinica bajo el método doble-ciegurmba-
do por placebo con SNT-MC17/idebenona esta actualme
te en marcha en Bélgica bajo el liderazgo del@mnar
Buyse El estudio ha reclutado totalmente a 21 nifios con
Duchenne entre 8 a 16 afios de edad. El objetinaipsl
de este estudio es determinar el efecto del SNT-
MCL17/idebenona sobre la funcion muscular del caraz6
Varias pruebas diferentes adicionales seran llevadabo
para detectar un posible beneficio funcional stdfaerza
muscular en chicos con Duchenne tratados con SNT-
MC17/idebenona. Los chicos estén recibiendo la caedi
cion del estudio tres veces al dia en forma dellpasgue
contienen SNT-MC17/idebenona o placebo por 12 meses

Esta prueba es llamada " Estudio de EficatiBe
chenne en Protocolo a Largo Plazo de Dosis Elestada
Idebenona ", DELPHI abreviado en ingles. Sus radak
estaran disponibles en aproximadamente un afo.

Una entrevista con el Dr. Meier puede seawst la
Internet erwww.duchenne-research.com

Poloxamer 188, una "bandita adhesiva molecular"
para cerrar agujeros en las membranasUn intento de
rescatar células musculares del corazon en lacraiupa-
tia abre una manera de cerrar los agujeros endatn-
nas del musculo distréfico. Este nuevo enfoquerde u
terapia para Duchenne fue informado pogeph Metzger
de la Universidad de Michigan en Ann Arbor. La aucse
de distrofina en ratones mdx como en nifios con Brch
no solo afecta los musculos esqueléticos sino tamtigne
consecuencias graves para la funcién correctasdairs-
culos cardiacos.

El uso de un polimero especialmente disefelgm-
loxamer188 o p188, habia mostrado influye positivamentg
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en la funcién del corazdn de ratones mdx. Paramegdr-
tamente este efecto protector en las células maresutiel
corazén mdx aisladas, células solas fueron corestaal
sus extremos con dos muy finas fibras de carbonal@so
Como las células de los misculos cardiacos sorxiapae
damente mil veces mas pequefias que las del musculo
esquelético de ratones, la distancia entre lasnio®
fibras de carbono puede solo variar entre 1.8 yu#n2
milésimas de un milimetro. De este modo, podiarses-
trado que, mientras que las células normales pagian
estiradas y relajadas durante muchas horas, las fibdx
con una funcionalidad celular reducida, se resistas a la
extension, y al hipercontraerlas, se separabaasdibras
de carbono y finalmente morian. Con este totalmemnge
vo método de prueba microscopjqmudo ser mostrado que
el p188 podia restituir la funcionalidad de lasutz& mus-
culares cardiacas de ratones mdx y también ded perr
GRMD distréfico. La aplicacién del p188 en ratonsdx
vivos bloquea su aguda insuficiencia cardiaca quaéep
ser medida con mini catéteres en los corazoneatdeas
vivos que latian aproximadamente 600 veces portminu

El P 188 es un co-polimero artificial, que starde un
nucleo de 35 pequefias unidades hidrofobicas, rgpslal
agua, y dos alas de 75 unidades hidrofilicas cada u
estructuras que atraen al agua. El Dr. Metzgerdlasto
unalbatrosmolecular, cuya estructura central insoluble al
agua tapa los agujeros de la membrana cuyo in&sior
también hidrofobico, mientras que las dos alasofiidra
actuaban como los extremos pegajosos de una cinta a
hesiva uniéndose a la superficie hidrofilica denkembra-
na intacta alrededor de los agujeros. Asi queogsta
adhesiva molecular cierra los agujeros por lo mésims
poralmente, con el propdsito de que ningun ionade@
puede pasar activando la calpaina y otras enziegrad
dadoras de proteina.

Es obvio, que este efecto protector del poteral 88
sobre los musculos cardiacos también puede sertampo
te para la reparacion de las células muscularesksras
distréficas. Esto ha sido probado, no obstant@limseros
resultados no eran tan buenos a lo esperado. igaesin
sobre este enfoque esta ahora en marcha y puedt@ares
en otra posibilidad para una terapia de Duchenne.

La inhibicion de la miostatina: La miostatinaes produci-
da en las células musculares como una proteinévaac
gue consta de 375 aminoéacidos. Después de algasos p
de reordenamientos moleculares, se vuelve bioldgote
activa. Y entonces inicia una serie de reaccion@wigas
dentro de la célula, que resultan en la inactivadé en-
zimas para la biosintesis de nuevas proteinas tawnssu
Por lo tanto desactivando a la miostatina, regematale
las fibras musculares de nifios con Duchenne puwade s
posiblemente estimulada con el propdsito de queeaa
destruidas tan rapido o incluso aumentar su tamafio.
Los ratones no-distréficos cuyo gen de la tatrs fue
inactivado por métodos genéticos, tuvieron musceses
queléticos hasta tres veces mas grandes con sajivii-
mente mas fibras de un didmetro mayor de lo nordsy.
un ganado vacuno, la raza azul belga, que es magunu
losa porque su gen de la miostatina fue desactipado
una mutacion hace siglos. Y en Berlin, ahora un dé7
afios de edad fue identificado cuyos musculos esteees
son cerca de dos veces mas grandes que en unamifio n



mal. Es fisicamente muy fuerte. Su madre era unado-
ra olimpica, y algunos otros parientes eran tamivién
fuertes. Debido a que una mutacion en esta fahalia
cambiado el normal empalmado de los tres exonés de
miostatina, el nifio y probablemente sus parierfexsta
dos, también, tienen un muy bajo nivel de miostaéin
sus musculos. Esta es una indicacion poderosaal@qu
inactivacion de la miostatina resultaria en un aatmdel
crecimiento muscular en nifios con Duchenne también.

Myo 029. Kathryn Wagner del Centro Wellstone de Dis-
trofia Muscular en la Universidad Johns HopkinSBaf
timore informé que su equipo de investigacién habit
do ratones mdx que, en adicién a no tener distpfam-
poco podian hacer miostatina. Ratones adultostds es
animales sin miostatina tenian mas musculos nosnale
tenian menos fibrosis y tejido cicatrizante, y regaron
sus musculos mas rapido que los ratones mdx "negtal
Junto al DrLee Sweenegxperimentos similares seran
llevados a cabo en perros distréficos.

La cuestion ahora es que tanto la ausencistatioa
tendria efectos similares sobre el corazén. Estoipo
interactuar con una cardiomiopatia, pero si eshipertro-
fica, un agrandamiento del corazén, seria problieman
los chicos con Duchenne. Sin embargo, las investigas
recientes con ratones mdx mostraban que el blodeém
miostatina no tenia ningun efecto sobre el coragéto
quiere decir que la actividad de la miostatina pauestar
restringida solo a los musculos esqueléticos.

En cooperacién con la compaifia Wyeth Pharntiaceu
cals, una fase I/l de prueba clinica con tresgidgeren-
tes del farmaco potencial Myo 029 empez6 con 3&pac
tes con distrofia muscular adulta, inclusive algipacien-
tes con Becker. El Myo 029 es un anticuerpo esigecif
gque se une a la miostatina y bloquea su actividactausa
rechazo inmune porque su estructura de proteinaas
humana, esta "humanizada". Puede ser inyectado en |
circulacién o bajo la piel.

Si la prueba da resultados alentadores, Wthsifi-
cara sus esfuerzos de llevar el Myo 029 al usdcolin
Mientras tanto, los padres no deben comprar logesips
inhibidores de la miostatina que se oferta enteriret.
Estos compuestos no han pasado por ensayos cljnicos
son probablemente indtiles o incluso peligrosos.

Aumento del factor de crecimiento similar a la inslina,
IGF- I. El IGF-I es una proteina con aproximadamente 70
aminoacidos en una cadena con tres puentes exadbii
res, con una forma similar a la insulina. Seis fsrdife-
rentes pueden ser producidas en seres humanostcoc e
turas ligeramente diferentes, pero resultando emndena
proteina IGF-I. El IGF-I es muy benéfico para élstulo,
porque ayuda promover el crecimiento y la fuel@m
embargo, los efectos del IGF-I no se limitan anldssculo.
Las células satélite, cuando se activan por dafegoada-
cién, producen una proteina receptora especificuen
membranas, a la que el IGF-I se une. La consecuesci
una estimulacion de la proliferacion de las célgkglite

y su desarrollo posterior a miotubos y fibras mises.
Como esta regeneracién estimulada de fibras mussula
seria importante para el mantenimiento de losdsjiel
musculo distréfico, el IGF-I es de interés pargasible
uso terapéutico en chicos con Duchenne. Sin empargo
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otros tejidos también pueden responder al IGFelyando
hay niveles altos en la sangre, hay riesgo incrésderde
cancer. Por lo tanto, para establecer el IGF-I cana
terapia para la enfermedad muscular, estrategzendser
desarrolladas para reducir los efectos secundpoies-
ciales en otros tejidos.

El equipo de investigacion dgisabeth Barton de la Uni-
versidad de Pennsylvania en Filadelfia trabajaratones
que fueron obtenidos cruzando ratones mdx congésmis
cos, p.e. manipulado genéticamente, ratones quki@ian
niveles altos de IGF-I en sus misculos durantedau v
Estos ratonemdx-IGF-masndican un aumentado creci-
miento muscular con musculos que lucian muy sanos y
con mucho menos fibrosis que los ratones mdx usuale
Este trabajo demuestra los beneficios que el I@édria
tener para chicos con Duchenne.

Pero ya que este factor de crecimiento irgerfcon
muchos vias de sefializacion en las células, patesci
efectos secundarios serios no pueden ser exclsidiosis
mas altas son usadas para optimizar el efecto sbbmés-
culos. Por esta razén, un método fue desarrollad® p
"enmascarar" el IGF-I convirtiéndolo en un complejm
el receptor del IGN la proteina-3 que es una pnateatu-
ralmente circulante en el flujo sanguineo. Estepiejn
suelta el IGF-I solamente donde y cuando es necesiy
ayuda estabilizar la proteina en la circulacién ebprop6-
sito que pocas inyecciones sean necesitadas. thmalto
cion comercial de este complejo, llamada IPLEX™a es
siendo aprobada por la FDA para el tratamientoedie d
ciencias del crecimiento en nifios debido a la defia de
IGF-1. Un primer ensayo clinico con IPLEX esta sien
llevado a cabo ahora en la Universidad de Rochesteel
soporte del NIH y la MDA de EUA con 15 pacienteslad
tos con distrofia miotonica. Una prueba para opamnia
dosificacion seguird en el 2007. Esta estrategibdapser
muy eficaz para llevar el IGF-1 al masculo sin causfec-
tos secundarios en otros tejidos.

Otra manera de crear niveles altos de IGFdlegjido
muscular seria al transporte su gen a los museunlos
vector como el virus adeno-asociado (AAV) que oadin
a los musculos que hagan entonces mayor cantidad de
IGF-I. Los primeros experimentos en esa direccem h
sido hecho en el laboratorio del Dr. Barton quetnadan
gue solo una de las dos formas similares del I@Bricre-
tamente el IGF-IA, eran eficaz en los ratones mgxa
mover hipertrofia, el aumento de las fibras museslaEl
trabajo actual con esta técnica consiguio increamnezit
nivel de IGF-I entre 30 a 40 veces después deytcaion
intramuscular de los vectores AAV que llevabanesi del
IGF-I correcto. El IGF-I recién sintetizado se qoiesh el
tejido muscular, no se escap6 a la sangre, panto tlos
efectos secundarios causados por la activaciéejidos
no-musculares podrian ser evitados. La terapiagémial
tomara varios afios hasta que pueda ser probadécn n
con Duchenne. Sin embargo, esta investigacion aguda
identificar cuales formas de IGF-I son mejores kst o-
fia muscular.

Proyecto Catalyst: Buscar nuevos farmacos automati-
camente.

Ellen Welch, jefe de un grupo de investigacionRRC
Therapeuticsen South Plainfield NJ presentoRebyecto



Catalyst que fue empezado hace dos afios y que es sopo
tado por el Parent Project. Esto es un ejemplddeoaina
pequefia dedicada compafiia usa las técnica autadesiz
mas modernas para encontrar entre cerca de 206000
puestos de bajo peso molecular unos pocos querpadie
posiblemente ser candidatos para farmagmspodrian
hacer lo que fue hablado en los tres parrafos gseau-
mento de la utrofina, disminucion de la miostatenanen-
to de la isoforma muscular especifica del IGF-kgemas,
aumento de la alfa-7-integrina.

La experiencia durante el desarrollo del PTAi&ra
leer a través del codon de parada ayudé optimizamie-
todos de deteccion automaticos para modular laidat
de todas las cuatro moléculas objetivo de farmdeios.
procedimiento de prueba mide las actividades basado
un sistema de reporteo de proteina: las diferesgtesen-
cias reguladores encontradas en los extremos de los
ARNmM'’s objetivo (conocidos como regiones sin traduc
[UTRSs]) para cada uno de los cuatro objetivos fnero
combinadas con el gen de la enzima luciferasa gusacla
luz de las luciérnagas normalmente. Este concepto d
luciérnaga fue introducido en las células de ri@dnal
manera de que en presencia de un compuesto dativo,
intensidad de la luz de la luciferasa reportarsmstemen-
to o reduccién. La vasta mayoria de compuestosivioac
no cambiarian la intensidad de la luz significatieate.
Medir precisamente y automaticamente la intensittalh
luz en un muy pequefo volumen de una muestra gapre
rado es mucho mas facil que analizar el efect@bgiob de
los objetivos utrofina, miostatina, IGF-I, y alfairtegrina.

Dos busquedas de alto-caudal fueron realizoalas
cada uno de los cuatro objetivos. Entre los 200¢200
puestos probados varios pudieron ser identificades
aumentaban la utrofina, IGF-I, o alfa-7-integrioajue
disminuian la miostatina. Todos estos "acierto£om-
puestos con por lo menos algunas de las propiediedes
seadas, estan ahora siendo optimizados cambiando su
estructura. Esto ocupara a muchos quimicos duvanits
afios. Por ejemplo, para la optimizacién del farngo
lee a través, PTC124, aproximadamente 4,000 madific
ciones quimicas fueron hechas a la estructurazactigi-
nalmente identificada durante dos afios de trabag e
laboratorio.

Los préximos pasos en el desarrollo preclidemue-
vos farmacos potenciales para Duchenne tambiérréoma
varios afios. En adicién a los cambios estructyrhbsa
una investigacion detallada de las propiedadeggitas
de las moléculas mas activas incluyendo estudiasikin
vos de células y en ratones vivos de la posiblieittad,
del metabolismo, y del comportamiento farmacocoaeti
p.e., de los cambios bioquimicos dentro de un égsgam
vivo que pueden producirse, pero esperemos napsfec
secundarios indeseables.

La prueba clinica en pacientes con Duchennasde
sustancias mas prometedoras seguira entonceseriréqu
algunos afios mas.

Inhibicion del TGF-beta. En la primera parte de su pre-
sentacionAndrew Hoey de la Universidad de Southern
Queensland en Australia explico el papel de lofilsry lo
que posiblemente puede ser hecho para impedigdédie r
cirla.
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La fibrosis, o creacion de tejido cicatrizare causada
por la produccién excesiva de tejido conectivo yispo-
siciéon entre las fibras musculares esqueléticasdiacas
reemplazando las fibras degradadas y pérdidas.diajo
cunstancias normales, el tejido conectivo mantiase
fibras musculares juntas, pero en niveles aumestago
sultan en la rigidez muscular y contracturas. fiddeco-
nectivo consta principalmente de la proteina caolagena
molécula no muy eldstica que es generada por sélula
llamadas fibroblastos. Esta se produce duranteoekepo
de degeneracion y regeneracion en la distrofia aiaisc
Duchenne bajo la influencia de factores de crecitoie
entre estos dhctor de crecimiento transformante beta,
TGF-beta.

El TGF-beta promueve la sintesis y fusién iflerehtes
moléculas de colageno para producir el tejido ciiveec
poco flexible. Por lo tanto, impedir la actividael @GF-
beta podria ser un mecanismo posible para redutibrb-
sis. Un farmaco asi que puede tener potencial psféani-
donaque es un tratamiento aprobado para el tratamiento
de fibrosis en los pulmones. A ratomedxviejos de ocho
mes se les fue administrado este farmaco y desjgués
siete meses de tratamiento se observaron nivalasid®s
de TGF-beta y restauré la funcién del corazén adai
normalidad, pero la fibrosis no se redujo en estmnes
mdxviejos. La posibilidad de que este farmaco sea mas
eficaz en ratones mas jévenes sera revisada eosutu
experimentos.

L-arginina y ONSn. En la segunda parte de su presenta-
cion, Andrew Hoey hablé de otra consecuencia de la falta
de distrofina, la cantidad reducida de un companpatti-
cular del complejo distrofino- glicoproteico, lazéma

oxido nitrico sintasa neuronaDNSn. Esta enzima produ-
ce oxido nitrico, ON, del aminoéacido L-arginina.nyue

el ON es un gas, actllia como una hormona y reguii e
otros efectos, la dilatacion de los vasos sangsilteque

es importante para el suministro normal de sangm@r yo
tanto de la energia para los musculos. Cuando &nON
esta faltante fibrosis cardiaca se desarrollay estiria ser
la causa de la fibrosis incrementada en corazomeatd-
nes mdx y también de pacientes con Duchenne.

La administracion diaria de L-arginina por éswo-
menzando en ratones mdx de 6 meses de edad radujo |
fibrosis en sus corazones, incremento el flujoadyre
coronario y mejoré su funcion del corazén. En eixpen-
tos en curso, el mecanismo de este efecto de tgihhaa
esta siendo investigado antes de que mucho trad&m-
nal pueda estar hecho para ver si la L-argininad@uwel-
verse un farmaco para nifios con Duchenne.

Bloquear agentes inflamatoriosLa degradacién y muer-
te de células musculares causan procesos inflaiogatpre
limpian los restos de las células. Los corticoestes
pueden suprimir la inflamacion, y esto es probablee
una de las razones por la qué el farmaeainisonauna
forma activa de lprednisolonay el relacionadaleflaza-
cort pueden incrementar la masa y fuerza muscularwyred
cir la respuesta inmune, sin embargo a menudolgon a
nos efectos secundarios indeseables. Estan sisadosi
extensamente en chicos con Duchenne para mangener |
funcién muscular por lo menos algunos afios. Pernesu
canismo exacto de su efecto todavia no es bierc@mo



Sylvia Lopez una estudiante postgraduada en el Labo-
ratorio de la DraMelissa Spencegn la Universidad en
Los Angeles informé sobre nuevos experimentos para
contrarrestar la inflamacién y la respuesta inmueacon-
trar nuevas maneras de reemplazar los corticomes ¢
farmacos cuyo blanco especifico sea el dafio megiado
el sistema inmunolégico.

Estudios han mostrado que niveles aumentasltssd
células T: CD4 y CD8 del sistema inmunologico aeale
la evolucion de la enfermedad y que su inhibic&ruce
los algo leves sintomas distréficos de ratones ynulxiy
significativamente de los mucho mas graves sintataas
los ratones muy enfermos utr-/mdx que en adicitan a
distrofina faltante tampoco tienen alguna utrofiBsto
también extiende la duracion de vida de estos eatamdx
sin utrofina.

Adicionalmente, la cantidad de citokinas, roalés
que promueven la inflamacion y el desarrollo deoSis,
esta incrementada en los musculos mdx y Ducherume. P
lo tanto, la inhibicion o remocién de las célula€D4 y
CD8 y también la modulacién de citokinas activasmii
nuirian posiblemente la velocidad de la degradadelos
musculos distréficos. Un nimero de farmacos anti-
inflamatorios aprobados o potenciales ya existeast®s
pudieran mostrar que influyen positivamente eridarafia
Duchenne, el tiempo para la aprobacién adicional ph
tratamiento de DMD podria ser acortado considenade
te.

Tres de los farmacos estan siendo ahora evadietel
laboratorio de la Dra. Spencer para ver si serégméficos
para los pacientes con Duchenne. Estos ya estéiosie
probados en ensayos clinicos para otras enfermgdelde
CTLA-4Igen contra de la artritis reumatoide, par&éa
lectina-1estan siendo presionados ensayos clinicos para
artritis y ya ha demostrado mejora la regeneragiascu-
lar, y elGM1 anti-asialoun anticuerpo esta siendo usado
en el mal de Parkinson — por nombrar algunas derlas
fermedades objetivo.

Las pruebas de otros cuatro farmacos quersegui
Raptiva®, aprobado para la soriasiEsabri®, aprobado
para la esclerosis multiple y la enfermedad de &ri@k-
micade® y Enbrel®, ambos aprobados para artritis reuma-
toide y otras enfermedades.

a

Estudios de tratamiento a largo plazo seréeswios
para determinar si estos farmacos pueden volverapias
para distrofia Duchenne y por lo tanto poder mejtara
calidad de vida para pacientes con Duchenne.

Biglicano. Al final de la conferencia como "noticia de
ultimo momento” Justin Fallon de la Universidad Brown
en Providence RI describié un descubrimiento inesje
que podria conducir a una terapia para distrofiacular
Duchenne. Su laboratorio en los ocho afios antertmae
estado trabajando en la protebiglicano (biglycan)ex-
tracelular, BGN. Esta proteina hasta ahora algoatexci-
da conecta los dos extremos de las proteinas $cacog
alfa y gamma del complejo en el exterior de las bram
nas de los musculos esqueléticos. En experimeatos ¢
ratones cuyo gen para el BGN fue eliminado, fueules
bierto que la cantidad de varias proteinas del ¢gjmp
distrofino eran reducidas. Tratar a estos ratonasrg/ec-
ciones locales y sistémicas del BGN resulté eedgari-
cién de sintrofina-beta, que fue una sefial de foere-
plejo distrofino fue restituido. El biglicano par@ser
particularmente importante en los ratones juvertes|
momento cuando el masculo no necesita distrofies p
depende bastante de la utrofina.

El muy reciente trabajo presentado en la fgunios-
traba que el biglicano también podia ser admirdstiaa
ratones mdx donde tuvo efectos positivos en caestar
la patologia distrofica del misculo. Debido a qu@N
esta normalmente presente en concentracionesdérajas
ratones no aparecieron reacciones inmunoldgicas, y
serian esperadas tampoco en humanos. Los saroogjican
alfa y gamma estan solamente presentes en los losiscu
esqueléticos y cardiacos. Y debido a que el BGhheea
estas dos proteinas, podria estar activo princigraienen
estos dos tipos de musculos, y por lo tanto teredeiectos
secundarios minimos.

Los experimentos con animales continuaran pgtia
mizar las condiciones del tratamiento. La fase paebas
clinicas entonces podria ser empezada en dos an@&s®
nuevo farmaco potencial inesperado para Duchengie: b
cano.

¢ Por qué el ratbn mdx no esta realmente enfermo?

GAMT. Esta pregunta fue hecha fi@nian Tsengy su
equipo de investigacion en la Universidad de Cadloran
Denver. El ratdn mdx no tiene proteina distrofiehido a
un coddn de parada prematuro en el exén 23 dersdege
la distrofina, sin embargo no muestra caracteastaini-
cas incapacitantes de la distrofia muscular Duchienn
humana, jes excepcionalmente sano! Por ejempie co
aproximadamente 5-6 Km. por noche todas las noaes
ruedas para ratén voluntarias. Vive casi dos daofn
como los ratones normales. Si observa juntos atdm r
mdx no puede ser distinguido de un raton normalain
mdx muestra algunas caracteristicas de laboraderla
enfermedad de Duchenne, p.e, altos niveles de GX en
suero, nacleos celulares centralmente ubicadagsith
ligeramente incrementada, y un diafragma algo isenide
afectado aunque insuficiencia respiratoria no s&vi
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¢El ratébn mdx podria ensefiarnos cémo desarroll
estrategias de tratamiento para una forma mas feedig
distrofia muscular distrofino-deficiente? El Dr.ehg cree
gue haygenes modificadoregue estdn mas activados en el
ratdn mdx, pero inactivos en nifios con Duchennaukl
mento de la utrofina, células satélite, fibras rearges, y
disminucién de la miostatina son los efectos dgam
modificador que son expresados en paralelo tantaten
nes mdx como nifios con distrofia Duchenne. El BenQ
esta mas interesado en estudiar los genes quep@Esa-
dos en direcciones opuestas en ratones mdx vefss n
con Duchenne. Como probablemente hay otros genes mo
dificadores que causan los diferentes sintomaa de-|
fermedad, el Dr. Tseng y sus colegas buscaronason |
técnicas de busqueda automaticas a gran escalaieple



del ARNm entre 30,000 genes del musculo esqueldgéco
ratén mdx adulto comparado a ratones normales.

Ellos encontraron 45 genes mas activadosequeon-
traste, estaban inactivados en chicos con Duch®uoe.
de ellos parecian muy prometedores: los genesdmia
zimasArginina:glicina amidotransferasaAGAT, y gua-
nidinoacetata metiltransferas&AMT, que son necesarias
para la biosintesis de creatina, un compuesto jdepleao
molecular que tiene un papel importante para elrggtro
de energia quimica para la contraccion del mascido
salud célular. En el raton mdx, ambas enzimas estan
mentadas asi que el ratdn mdx puede hacer creatisas
musculos. El Dr. Tseng cree que la ausencia defirst
en nifios con Duchenne y en ratones mdx causa pnable
con otra proteina, el transportador de la creaméas
membranas del masculo asi que la creatina oraimzd-
na bien. Al parecer el aumento de la AGAT y GAMIay
localizacion errada de la proteina transportaderardati-
na es todo consecuencia secundaria de la ausendia-d
trofina en los ratones mdx. Por lo tanto, un rataitx fue

creado cuyo gen de la GAMT fue desactivado. Extin
sin dos proteinaso puede caminar apropiadamente, mue-
re temprano y sus estructuras musculares paraodarsis
a las de biopsias de chicos con Duchenne.

Ademas, los chicos con Duchenne tienen solteh
% de la cantidad normal de creatina en sus musculos
mientras que lo ratones mdx, tienen 80-90 % dalniv
normal de creatina presente. Esta puede ser ulaa de
razones para los sintomas distréficos mucho masgien
los chicos comparado con los del ratdbn mdx. Ingesto-
nes adicionales de éstas y otras diferencias pusdetar
explicar por qué el ratbn mdx no esta realmentererd, y
puede revelar nuevos tratamientos para distrofiscoiar
Duchenne. jUna direccion para mantener la exan@naci
de auto caudal, quizas enpebyecto Catalyseén busca de
estos genes modificadores! Volviendo "buenos geres
dificadores” corseguridaden un razonable objetivo para
conseguir hacer una distrofia muscular mas berdgna
nifios con Duchenne.

¢, Si todavia no hay ninguna cura, por qué necesitara@onocer la mutacién exacta?

Kevin Flanigan de la Universidad de Utah en Salt Lake
City dio la respuesta: la mutacion exacta de uoacue
parece tener distrofia Duchenne debe ser conoecida p
confirmar que tiene realmente distrofia Duchennagy
alguna otra enfermedad muscular, p.e., una delabas
distrofias de cinturas (Anillo Oseo) que puedentrans
sintomas similares a Duchenne. Aunque el tipo da:mu
cion no siempre predice distrofia muscular Duchenne
versus Becker, si la mutacion muestra que el maeco
lectura de la distrofina esta cambiado, una distnoiuscu-
lar Duchenne es mucho mas probable. Ademas, ea-la m
yoria de los casos, una biopsia muscular puedevgada.
Igualmente importante, conocer la mutacién exaetenp
te un asesoramiento genético confiable de la fardéi
chico y sus parientes maternos, entre quiene olaado-
ras de Duchenne pueden ser detectadas. Finalmeete,
vas terapias, como los métodos omision de exdaénmd-
cos para leer a través de los codones de paradia ey
conocer la mutacion especifica dentro del gen deésteo-
fina del paciente.

Para detectar las deleciones y duplicacidagécnica
analitica ahora ampliamente usada es el métodongd-
ficaciobn multiplex con sonda dependiente de ligado
MLPA, desarrollado hace algunos afios por elJBn
Schouterde la compani®RC-Holandaen Amsterdam.
Para dar una descripcion muy breve del procedimient
158 oligodesoxirribonucleotidos con secuencias@ape
mente disefiadas para unirse en dos sitios de caddeu
los 79 exones de la distrofina son usados. Si an esta
presente, los dos nucleétidos disefiados para sersga
en especial se uniran en dos sitios y entonces@wetta-
dos, ligados, unos con otros. Los nucle6tidos bgasir-
ven como una plantilla para la amplificacién corRGn
método de multiplicacion. El producto amplificadeepe
entonces ser leido después de la separacién pinoébe
resis como picos en una grafica. Si un exén encedp®
esta presente porque esta eliminado, los dos nigded
para este exén no pueden unirse a la secuencixdiely
por lo tanto no pueden reunirse entre si, asi bpie@
maximo correspondiente estéa faltante en la grafica.
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Esta técnica detecta las deleciones y lasahgibnes
de todos los 79 exones del gen de la distrofinaaerentes
con Duchenne, pero no detecta mutaciones puntirees.
porque es un método cuantitativo, deleciones yicagib-
nes también pueden ser detectadas fiablementdaarsn
de los dos genes de la distrofina de mujeres pandac-on
Duchenne, incluso si la delecion o duplicacion lgpee
ciente emparentado es desconocida. Esta es una de |
ventajas mas importantes del uso extendido deesie-
do.

Sin embargo, resultados falsos positivos,indiean
una delecién de un solo exdn cuando no hay ningdn e
delecionado, podrian ocurrir en el raro eventordpali-
morfismo en el sitio donde las sondas del MLPArsenua
la secuencia del gen. Un polimorfismo es un cambio
causante de enfermedad - de una sola base en el RON
lo tanto, cuando el método MLPA encuentra una dtahec
de un solo exon, la confirmacion de una sola défede
exon por otro método es requerida.

Si ninguna mutacion puede ser encontradaapre-
ba MLPA, el paciente tiene probablemente una métaci
puntual. Con la técnica @&gcuenciacion con primer inter-
no/amplificacién de una sola condici@®CAIP, desarro-
llada en el laboratorio del Dr. Flanigan, es pasfiable-
mente encontrar y caracterizar en detalle todaacdianes
puntuales, incluyendo los codones de parada, delesi
pequefias e inserciones, tanto como mutacionesi@nde
empalme. En este método de dos paso, la secuencia d
bases completa de todos los exones del gen dstiafdi
na, asi como de todas las regiones de la frontadmk
exon con la sefial de empalmado, y también de todos
promotores puede ser determinada. Todas estasiesgio
distintas del gen son amplificadas primero en e s
reaccién en cadena por polimeraf2CR, y luego direc-
tamente secuenciadas usando métodos estandamueéa-sec
ciado génico automaticos para detectar mutacione®ap
les y otras.

La experiencia con los dos métodos de prudhA
y SCAIP, ha mostrado que el 93-95 % de todas nusnasi
pueden ser encontradas usando muestras de saingre. S



embargo, el 5 a 7 % restante de todas las mutaciume
pueden ser encontradas con ellos. Si el paciante §in-
tomas positivos de Duchenne o Becker, pero ninguna
tacion detectable en muestras de sangre, entonaes u
biopsia muscular se hace necesaria con el propibsitue
pueda ser determinada la presencia o la ausensimantie
la proteina distrofina en las fibras muscularesymar de
los dos métodos de deteccion de proteina WestetroBI
inmunofluorescencia. El western blot tiene la viantke
dar una indicacién de la cantidad y el tamafio gedeei-
na distrofina, pero la inmunofluorescencia estérmsd-
mente disponible. El tejido muscular también pusete
usado para extraer ARN mensajero, que puede s&o usa
para encontrar mutaciones infrecuentes que caasan |
corporacion de fragmentos intronicos a los exoned e
ensamblaje del gen DMD.

Debido a que los datos precisos de las mutasidel
gen de la distrofina en pacientes con Duchenne wisu
tomas clinicos exactos se vuelven cada vez masiampo

tes no sélo para los pacientes mismos sino tangzigmnla
investigacion terapéutica y el disefio de los ensaliai-
cos, el laboratorio del Dr. Flanigan esta colectagstos
datos para un banco de datos general de diagnéstico
cooperacién con centros clinicos en seis otrasewsitia-
des en los Estados Unidos. Pero también centmisadiy
especialistas individuales de enfermedades neurtais
res de otras partes de los Estados Unidos e indristros
paises son invitados a enviar datos de sus pacikots-
tro de Utah. Mas y més pruebas clinicas serandieva
cabo en el futuro que necesitaran a participamesmuta-
ciones y sintomas clinicos definidos. En base d&da-
macion de este banco de datos, el centro puedeoeisto
recomendar la inclusion de ciertos pacientes &s ¢stie-
bas. La informacion sobre la inclusion de los ddtls
paciente en este banco, sobre las posibilidadpsugbda y
los precios puede ser encontrada en la Internet en
www.genome.utah.edu/dmd

Una entrevista con Stephen D. Wilton

El profesor Wilton de Jefe del Grupo de Medicinaléda-
lar Experimental en el Centro de Desdrdenes Neusouiu
lares y Neurol6gicos de la Universidad de Austr@iéi-
dental en Nedlands cerca de Perth. El 16 de Jeli@g@D6,
después de la conferencigve Wilton respondié a mis
preguntas, en cursiva, sobre la omision de exdregtado
general de la investigacion de una terapia pardaénre.
El nombre completo del farmaco potencial de omisién
exoén,oligorribonucleétido en antisentidabreviado como
AON u oligo.

Pruebas clinicas con tecnica de omision de exon co-
mienzan. Para iniciar, por favor explique a las familias
con chicos con Duchenne, lo que los resultados pmory
metedores de la investigacion de omisién de exgnifis
caran a quienes esperan desesperadamente una eura d
esta terrible enfermedad.

Yo no usaria la palabra cura, la omisién de exdcau
curara la DM Duchenne. Lo mejor que podemos hagter e
reducir la severidad, y en algunos casos, podeeros s
capaces de reducirla mucho.

Prefiero ser cautelosamente optimista y decir quaraos

a hacer una diferencia con la omision de exonrg sea
diferencia modesta. Y si esto funciona mejor dgue
pensamos, sera magnifico. Es muy importante mantene
las expectativas muy templadas.

He discutido la omision de exén muy a menwao ¢
padres. Se los explico tan bien como puedo, y s&emp
afiado que so6lo ha sido probada en animales, y qdén
puede decir en este momento si esto funcionarhiens
también. Entonces explico que las pruebas clinicas
chicos con Duchenne que estan siendo hechas almsa m
trarén si la omision de exon funcionara en nifiasoo

Esto es por qué en esta reunién particular de@a qu
nuestro laboratorio era capaz de inducir la omidi®cada
exon en la cadena del gen de la distrofina exoglp@on
1y 79. Todos los exones del 2 al 78, podemos dogti
Tenemos un manuscrito en preparacion y esta tomando
mas tiempo del esperado para afinar detalles. Mucho
exones son facilmente quitados, y unos cuantosngen
obstinados pero desarrollamos modos de omitir exone
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dificiles.

Nuestras pruebas clinicas tienen que ser hechpa-des
cio, concienzudamente, y paso a paso, lamentabtemen
para los padres que quieren un tratamiento ahera.|®
importante es que, tan pronto como un paso es mmad
estamos listos a tomar el proximo. Cualquiera@a®gie
muy optimista cuando una prueba ini@aperando que los
resultados sean positivos. No hay ningunos grapides
blemas de seguridad esperados cuando sé6lo un rmascul
esta siendo tratado y luego mas tarde quitadoganadli-
sis. Hay un mayor riesgo cuando la prueba progresa
tratamiento de cuerpo entero con cantidades muéso m
grandes de AONSs a ser administradas y hay unaifposib
dad de algun efecto secundario inesperado.

Pero uno no sabe cuanto durara la distrofina desgeié
dos o cuatro semanas del tratamiento inicial. Eprdaba
britanica propuesta, de una a cuatro semanas dedplié
tratamiento, una porcién entera de muisculo setadpiy
analizado primero por pruebas moleculares paraiver
distrofina esta presente. Esto sera una pruebaruzgio
para mostrar que la omision de ex@na funcionar en
humanos.

En este momento pienso que, uno no deberia experi-
mentar con diferentes dosis o tiempos, porquedalya
real serd un tratamiento de cuerpo entero, umtratdo
sistémico para demostrar que la omisién de exdmesde
trabaja en mdsculos humanos. Y esto va a ser muyy, m
dificil, porque no sabemos cuantos AONs necesitasem
con que frecuencia ellos tendran que ser admidis$ra

Ahora para la omision de exén, tendremos que buscar
compuestos diferentes para pacientes diferentigiddis a
mutaciones diferentes. Cada paciente respondendaif
temente. Esto va a ser una muy, muy dificil ingsstion.
Pero puedo ser demasiado pesimista aqui.

Los investigadores Holandeses en Leiden trataora
de omitir los exones 51 y 46. Y ellos ampliarao ast
otros exones. ¢ Tendran ellos que pasar por lodsargp
procedimientos enteros de aprobacion?

Tendran que tener aprobaciones, porque técnicamente
cada nuevo oligo es una nueva medicina. Pero lesjpe-



ramos es que los oligos para los primeros proceesms
ejemplos seleccionados, y que para oligos substsuen
fila los procedimientos de aprobacién puedan sertac
dos, si todos oligos se comportan de manera sigitar
inducen ningun efecto secundario.

Trabajamos, y me refiero al consorcio britanico MDE
con oligos modificado de una quimica diferente ddos
morfolinos Este tipo de compuesto ha sido ya sistémica-
mente administrado a humanos como antibidticosnpote
ciales. Ellos han mostrado ser seguros, porqus edicson
destruidos en el cuerpo, y parecen ser absolutanestd-
bles. Extensas pruebas ya han sido hechas conye#ss
pueden no necesitar tales pruebas clinicas exteosas
por ejemplo, otros AONs modificados, los investiyas
Holandeses usan, los 20-metil-tioato-protegidos, ru
han sido administrados a humanos.

Los morfolinos, por otra parte, tienen una estmacten-
tral completamente diferente. Ellos no estan cargad
porque ellos son tan raros, no hay manera queliedan
integrarse en el genoma. Asi que lo que hacembsaerna
te no es terapia génica, pero es una modificacda d
expresion génica.

Si los pocos primeros morfolinos muestrarssguros
como farmacos para distrofia muscular, esperagdayu
gente a cargo de la regulacién de farmacos tomae: e
riencias previas en los perfiles de seguridad serlorfo-
linos en la consideracién, y puede ser posiblgaelige-
ramente las pautas en lo que tiene que ser hecampe-
vo oligos. Si tuviéramos que hacer pruebas extqresas
cada oligo, podriamos bien detenernos ahora, sienta
plemente completamente insostenible y no seriamoes-c
ces de tratar muchas de las mutaciones diferentes q
causan distrofia muscular Duchenne.

Uno de los aspectos mas importantes a coasidsy
gue los oligos no son simples farmacos convencsngl
que ofreceriamos un tratamiento personalizadotamagia
molecular personalizada para un chico con Duchenne.

Ahora, la compafiaVI Biopharma en Portland, Ore-
gon, EUA, desarrolla oligo morfolinos como ageraes-
virales, que podrian usarse potencialmente enosetd
miles de personas. Y por lo tanto, con algo diogadda
poblacion general, usted debe tener pruebas deidagu
extensas para asegurarse que el 0.1 % de ellenga t
ninguna reaccion adversa inesperada o imprevista. E
contraste, nuestros oligos para Duchenne no sadian
nistrados a miles de personas, si no a casos mpegiéis
cos de distrofia Duchenne. Asi que si hay un evadter-
S0, Y esperamos no pasard, esto concerniria sio a
dos muchachos, y ya que estos pacientes seranstiay e
chamente supervisados durante el tratamiento, wealq
efecto adverso deberia ser visto rapidamente ydasdi
apropiadas tomadas.

Todavia podria haber efectos dependienteasdgife-
rentes secuencias de nucleotidos de los oligoeries
gue ser conscientes de tal riesgo. Pero estewsedaso de
comparar los riesgos contra las ventajas. Aunysalgu-
nos efectos secundarios adversos con estos modadim
la localizacion de las mutaciones Duchenne, latayen
de restaurar alguna expresién de distrofina pogrésiar
mas que los riesgos. Los corticoides tienen nurneros
efectos secundarios pero éstos son aceptadosraenial
como la mejor opcién de tratamiento.

En esta reuniém@ominic Wellsmostré que cuando él
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s6lo inyectaba AONSs directamente en los misculos de
ratones, él conseguia una muy buena omisién deaxdn
el nivel del ARN después de 14 semanas. Asi qus est
morfolinos inducen la omisidn de exén durante Ifase
nas. Y la proteina va a ser mas estable que el ARMN.lo
gue después de 14 semanas, usted deberia conseguir
cha distrofina, y esto puede durar posiblementardar
hasta 26 semanas, que son 6 meses! Nunca esperstgue
durara tanto tiempo. Esto funciona mejor de lo expie Y
si hay una reaccién adversa después de darlecal ghi
morfolino, quizas hay modos de controlar eso. Yreces,
el muchacho tendria quizas una semana incémodaggp |
esto va a ser 6 meses antes del siguiente tratem@ma
vez, tenemos que calcular si un tratamiento dossvat
afio seria adecuado. Podriamos comparar esto auiogui
terapia y radioterapia en el tratamiento del canday
efectos secundarios terribles. Y son aceptadosiparq
hay nada mas.

Dos tipos de oligonucleotidos en antisentidbos
investigadores holandeses intentan en sus olige20-
metil-fosfotioatos, para omitir primero el exén ylysted
y los britanicos probaran morfolinos. ¢ Pero ustettaba-
jaran juntos, verdad

Los holandeses buscan una variedad de exdresd
tes, y los ingleses han hecho una comparacién gian
contrado que los compuestos que desarrollamosarén p
cular los morfolinos, trabajaban muy bien, y desidn
usarlos para su prueba clinica que esta todaJéetapa
de planificacion. Ellos trataran de omitir el eX&lh tam-
bién, para tener esencialmente un estudio paralilo
prueba holandesa. De este modo, ellos seran cagiaces
comparar diferentes quimicas, diferentes secugncias
comparar la eficacia de estos tratamientos difeseiiisto
realmente no podria ser hecho si ellos trataramuatr
otro exén. Asi que, si ambos tipos de AONs estast mo
trando ser seguros, el trabajo en ambos ladoseaa-
canzado. Esperamos que ambos den resultados sinilar

Nadie realmente sabe lo que va a pasar cuzmdana
exposicion a largo plazo a cualquiera de estog®liife-
rentes. Es hasta posible que un tratamiento neagsit
combinacion de oligos. La idea es, que la comp&ax
sana, y que no guardamos todos los huevos en stz ce
Si ambos sistemas prometen, ambos tienen quecser- al
zados. Y otra vez, si algo pasa después de trasdafio
tratamiento morfolino, entonces retrocederemos 2©-
metilos. Pero si no tuviéramos nada mas que looiior
nos en aquel momento, estariamos en problemas. Pero
ademas de los morfolinos y los 20-metilos, haysotiwos
de AONSs disponibles con otras quimicas con lastigm-
jamos.

Los primeros experimentos de omision de exégQuién
realmente tuvo la primera idea sobre la omisioresén?
Pienso que fue desarrollada simultaineamentargos
sitios diferentes. Yo habia estado haciendo urajoadn
fibras revertantes con distrofina que aparecenrgpea-
mente en los musculos con Duchenne, y tratabaamen
trar cual era el mecanismo. Y para mi era l6gic® egto
fuera algin mecanismo de omisién de exon. Eraediad
de 1994, y encontramos algunas transcripcionegiesy
y algo de funcionamiento de ARNm para distrofinarac
tada. Y luego al final de 1996, en una reunionldrago



Tahoe, EUA, encontréRyszard Kolale la Universidad
de Carolina del Norte. El hablaba de la supres@renh-
palme anormal en el gen 3-globina como una terzria

la talasemia. Por lo que sé, él era la primeraoperen
modificar la expresién de un gen por modificacieh d
empalme. jDespués, Ryszard y yo habldbamos bastante
tiempo, y luego en uno de esos momentos que pasan c
do algo le golpea casi literalmente como un laarira
simplemente tan obvio, que este era el modo @Sir.
usted pudiera usar AONs para suprimir el empalnog-an
mal, por qué no aplicar el mismo acercamiento phra
empalme normal, también? Unas semanas después del
regreso a Perth, recibi algunos oligos de RysZamdia-
mos algunos cultivos con fibras de misculo questaban
muy bien, pero hicimos algunos experimentos desodo
modos en seguida, y conseguimos la omisién de exdn
nuestro primero experimento con uno de los oligos d
Ryszard.

¢,Cuando habréa una terapia de omision de ex6ril gen
fue encontrado hace 20 afios. Todo el mundo estalga m
excitado porque tendriamos el préximo afio una cura.
¢, Qué puede decir actualmente a los padres queesient
que el tiempo para sus nifios se esta acabando? dtaxe
afios,Gertjan van Ommede la universidad de Leiden,
Holanda, me dijo en una entrevista que tomaria &pro
madamente 10 afios hasta que la omisién de exdaj&ab
ra en los nifios. Dos afios han pasado, asi que afibe
restan. He preguntado a las familias si realmergsedn
saber eso, y su respuesta fue: "Si, deseamos salerl
entendemos que tales estimaciones no pueden $sgEe
y que esta estimacion no quiere decir que en etielro
2014 exactamente ahi habra algo para nuestro hijo."

¢ Cual es la situacion ahora? ¢ Cuanto tiempo piersad
que pudiera tomar?

Si, sé que éstas son cosas terribles. Eslesesto afio
que vengo a los encuentros del Parent Project frésa
nadamente, conozco a nuevas personas cada afttg y ca
afio, algunas personas no estan mas aqui. Peroognem
que proceder despacio y cuidadosamente y un p&s® an
de otro para evitar errores que harian el tiempesgera
aun mayor.

Sin embargo, soy optimista de que, si los @ros
ensayos clinicos son hechos cuidadosamente y lgimgqe
entonces muy rapidamente planeamos seguir con siueva
pruebas. Y en las nuevas pruebas incluiriamos 1suevo
blancos, para poder omitir otros exones y aborddam
ciones diferentes. Asi que no esperaremos por@dias
ver qué ocurre y analizar los resultados. Si olm@seun
resultado positivo en una prueba, pondremos enhaaalic
préximo paso lo antes posible.

Y una manera en como podriamos acelerartsjoas,
que en vez de tratar de omitir solamente un eXérnvez,
podriamos apuntar a dos exones 0 aun mas, pattty ta
hacer multi-omisiones de exén simultaneamente.qui@or
no usar un coctel de oligos para omitir varios esom la
vez? Hemos hecho actualmente esto en cultivosldiasé
con una mezcla de oligos para remover los exones150
52 y 53 simultdneamente, y trabajan razonableni@ate
Y hemos trabajado con otro preparado, dirigidosaelxo-
nes 6, 7, y 8, que eran los exones del perro firque
necesitan ser omitidos. Asi que podiamos probarkl e
perro antes de trabajar con humanos. Muchas maggio
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diferentes podian ser alcanzadas por uno de estodes.
Y una ventaja de usar un céctel es que usted podlier
de forma segura tres o mas oligos de una solapa-
dimos aun combinar diferentes oligos. Eso aceke -
siderablemente la investigacion.

Asi que, cuando ahora mira, la estimacion eej& es
muy realista, tal vez el tiempo sera mas breve6 &dos
desde ahora hasta que podamos tratar a los pricieoms
con buenos resultados.

Cuando hablo a las familias, a menudo los elsou
decir: "¢, Por qué la DM Duchenne nos toco? ¢ Cudbes
razon?" "La razon son las mutaciones, y ocurreazar,
no pueden ser pronosticadas", contesto. Pero laacm+
nes son sélo herramientas de la evolucion. Si rioehna
ninguna mutacion, no estariamos aqui, no habria vehl
sobre la tierra, quizas sélo fango. Pero la evafinciam-
bién hizo a cientificos - como usted - que estatamdo de
enderezar esto, reparar el gen, resolver ese proale
encontrando una terapia.

Es una manera interesante de mirarlo. Es desitala
evolucién, no habriamos evolucionado ni siquieeaaP
mirarlo, todos son diferentes, todos probablemtaten
genes de la distrofina ligeramente diferentes.|gun®s
casos hay el cambio de una sola base en los egapes
codifican la proteina, pero esto cambia un amirmtmagien
general no es significante, a menos que ése fueami+
noacido muy importante. Cada gen de la distrofmkee
vemente diferente, y la variacion genética se pdtea
otros genes y a los genes que controlan la expresio
genes. Somos un paguete genético muy complicéda y
es la razén para los diferentes sintomas clinioesegcon-
tramos en diferentes pacientes de Duchenne.

Fabricando los oligos¢ Quién actualmente hace los oli-
gos? Son probablemente hechos automaticamente.

Yo personalmente he hecho los oligos 20-meél g
usamos, con una maquina que tenemos en el lakorator
Presioné botones para afinar las secuencias dedbls
puse los reactivos y los mantuve en su mayor nmegrdi
mucho tiempo de suefio, cuando tuve que mirar tassén
Los quimicos son muy costosos y odio desperdicasd
gue el sintetizador era mantenido funcionando ddstiv
cuatro horas cuando es cargado con los quimicazaih
hay muchas compafiias quienes hacen oligos peiierpref
algo de control sobre el proceso. También congigera
der méas sobre la quimica. Una vez que optimicernes-n
tros 20-metilos en células cultivadas, contactaseanAvi
Biopharma en Oregén, la compaifiia que ahora hase nue
tros morfolinos. Ellos hacen esto en un acuerdeotbho-
racion y ha sido muy alentador y bueno trabajaredtms.
Mas importante, pueden hacer morfolinos de graihicol
para las pruebas.

¢ Estos oligos seran costosos cuando toddistie
para los chicos?

Seran costosos, pero no tan costoso commtupcion
de virus para el reemplazo génico. La omision dmex
serd muchas veces mas barata. El costo de hagsr est
oligos es cuantioso, y todavia necesitamos mucluofom
linos con diferentes secuencias. Pero si podensesiali
oligos que trabajen muy eficientemente en cantislade
pequefas, que usted puede administrar en unaldgaig
todavia ser terapéuticos, entonces estos farmaco&ap
no ser tan costosos.



El diagndstico preclinico temprano sera importanteSi
la omision de exon u otra técnica trabajan, ¢ Noedsér
aplicada temprano antes de que los musculos desapar
can?

La deteccion temprana sera importante. Y pasien-
te, si la omisién de exén fuera a trabajar y detnaeser
segura, entonces, después de una diagnosis temprana
usted podria empezar a tratar antes que ninglonsinse
presente del todo. Y eso pudiera hacer una grareditia.
Asi que creo que la deteccién de recién nacidas giar
trofia muscular es una buena idea y debe estapmiisie
en todos lados.

¢ Entonces hay un mensaje de esperanzg?l final de
esta entrevista, usted diria por favor algunas peda a
los padres para mantener la esperanza después de un
encuentro importante como este en Cincinnati?
Déjeme darle una sorpresa primero: el progtesdos
morfolinos, que ha sido hecho en el afio pasad@gom-
broso, obtuvimos resultados més alla de nuestrzecta-
tivas. Somos optimistas que trabajamos mucho, mero
cho mejor de lo que anticipamos. Al principio deso
trabajo, encontramos que los morfolinos funcionabag
pobremente en cultivos de células. Y cuando empezam
el trabajo en ratones con inyecciones in-vivo,lestés
haciendo todos estos trucos extravagantes pareguains
administrar los morfolinos en los muisculos. Estahla-
jando en principio, pero entonces s6lo probamaipende
control negativo, el morfolinos en solucion salisélo en
un 0.9 % de ordinaria solucion salina, y funcionamara-
villosamente, sin ningun portador para aumentantee-
ga. Los puros morfolinos en solucién salina, jla sién-
ple manera posible de administracién, funcionandg, m

muy eficientemente!

Y entonces la gente en Avi Biopharma les agpes;
guefas secciones de péptido a ellos para aumardar |
trega alin mas, y estas cosas trabajan sumamenterbie
ratones. Ahora, tenemos que probar esto en humaaos.
gente de AVI estan desarrollando nuevas quimicas,
haciendo nuevas modificaciones, y es una maraaillos
colaboracion con ellos.

Pero para terminar, quiero decir que esteeton del
Parent Project ha sido muy positivo. Hay tantogogar
diferentes acercamientos de investigacion pareofiest
muscular hasta el momento. Hay muy buenas pruebas
sobre reemplazo génico, de lectura a través, hapde-
bas de omisién de exdn, esta el trabajo de minataiay
tantas varias cosas diferentes que se estan hacielos
corticoides estan siendo estudiado en gran dekidig.
razén para mucha esperanza.

Pero esto nunca va suficientemente rapidoe®gae
tuviéramos una cura ayer. Pero si podemos hacedifsa
rencia pronto, sera con la omisién de exén. Esqocara
un poco de tiempo hasta que algo mejor o mas pemn
llegue. No es un tratamiento perfecto. Pero esdmngue
podemos hacer por el momento con muchos oligos y si
nuevos saltos espectaculares en tecnologia.

Muchas gracias, ciertamente también de pagtend-
chas de las personas en todas partes del mundteqtén
esto entrevista: los chicos, sus padres y sus pt®e sus
doctores y quienes los cuidan, los investigadoeeB Rl
Duchenne y quizas incluso personas influyentepque
drian cambiar cosas con el propdsito de que ustsaky
colegas consigan los fondos y la oportunidad dgaltex
nuestro objetivo pronto, una terapia para musculatro-
fia Duchenne.

Palabras Finales de Pat Furlong.

Mis dos nifios, Christopher y Patrick, fueron disgjioa-
dos hace més de 22 afios. En ese momento el catapa es
vacio, no habia esperanza y ninguna ayuda. Elgéan d
distrofina era esquivo. En 1986, parecia que eldoun
cambié. El gen de la distrofina fue identificadm gpan
fanfarrea y parecia el tratamiento estaba cercg. vanto
después de descubrir el gen de la distrofina, msoms
que el camino no estaba tan claro como creiamaglini
mente. Teniamos mucho para aprender. En los pasados
cinco afos el mundo de la distrofia muscular Dunkdma
cambiado dramaticamente y nosotros, los padres y lo
miembros de la familia, hemos sido decisivos ea esin-
bio. El campo esta ahora abierto con posibilidades

estos proximos pocos afios, veremos varios enstpes ¢
cos prometedores que esperamos conduzcan al desarro
de tratamientos. La DM Duchenne sera retirada tistéa
de condiciones "letales". No espero que removanags-m
camente del mundo la DM Duchenne, mejor dicho creo
gue la DM Duchenne se volvera una condicion crégiea
requerird un cuidadoso manejo médico. Pero ser&jaxan
da y estos tratamientos emergentes mantendrartggero
ran la funcién muscular. La comunidad Duchenne y su
progreso se volverd un modelo para otras con ciomgis
raras y nuestros hijos sobreviviran, creceran gredaran
sus suefios.

Este informe, escrito en Cadaqués, Espafia, en dgdaeptiembre del 2006, esta también disponibieglés y aleman.
Todos mis informes anteriores en inglés, alem&spafiol pueden ser visto en la Internetvenv.duchenne-research.com
Aquellos que desean recibir mis futuros informessquureo electrénico tan pronto como estan lisiegen por favor man-

darme su direccion de correo electrénico.

Gunter Scheuerbrandt, PhD., Im Talgrund 2, D-79Bi&ltnau, Alemania. E-maigscheuerbrandt@t-online.de

Traducido al espafiol por: Ricardo Rojash@p://www.distrofia-mexico.orge-mail: distrofiasmusculares@yahoo.com.mx
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Omision de Exén, un Ejemplo

Aqui los detalles moleculares de la omisién dehed® son explicados cambiando una distrofia mus&ua
chenne causada por la delecion del exén 45 enisinafh muscular Becker.

Parte de la secuencia de bases del exon 85lgl/ARNmM del gen de la distrofina es mostradalsiiectos al
final del exon 44 y del inicio del exon 47. En ebe 45, 50 tripletas de bases no son mostradasey 80exon 46.
Debajo de cada tripleta, se muestra el nombre &lol@del aminoécido que concuerda con el cédigeétygsn Las
tripletas estan seguidas cada una de otra siniespatre ellas, pero aqui se usan guiones indicenseparacion
entre tripletas del marco de lectura y lineas c@les para indicar los bordes de los exones. Bmision de exdn
“terapéutica”, un oligoribonucleétido se une pomssmo a las 19 bases subrayadas en el exdn #4Rdgre-m.
Las tres bases que sefializan un codon de paralta @swel codigo (por lo que no es leido comogalgncuentra
subrayado en azul. El exdn 45 finaliza despuéa dedunda base de su ultima tripleta, la cual temesscomple-
tada como AGG con la primera base del exén 46 (-A4&5| G-CUA-).

final exon 44 | inicia exon 45 final exén 45 | inicia exon 46
- UGG UAU- CUU- AAG | GAA- CUC- CAG GAU- - - AGA- AAA- AAG- AG | G CUA- GAA- GAA-
trp tyr leulys | glu leu gln asp arg lys lys arg| leu glu glu
coddn de parada oculto ollgmnucleotido en antisentido

GUC-GUU-GAU-UUU-UUU-UUC-G final exén 46 |
- - AAU-GAA- UUU- - - AAA- GAG CAG CAA- CUA- AAA- GAA- AAG CUU- GAG CAA- GUC- AAG |
asn glu phe lys glu gln gln leu lys glu lys leu glu gln val lys |

| inicia exon 47
| UUA- CUG GUG GAA- GAG UUG - -
| leu leu val glu glu leu

Si el exdn 45 estuviera faltante en el ARNm, elaoate lectura en el exdén 46 es alterado, al guadampleta la
tripleta (AGG), iniciando con solo un nucleétidcesbn 46.

Cambiando la lectura dp G CUA- GAA- GAA-C  por | GCU- AGA- AGA- ACA
| leu glu glu | ala arg arg thr

con la consecuencia de que 16 aminoacidos incosreon incorporados en la distrofina hasta quénfierate es
alcanzado el codén de parada prematuro UGA elaniak habia estado oculto entre la secuencia
(-AAU-GAA-UUU-) y que ahora deja de estarlo y es leido (AAAGA-AUU-). La sintesis de proteina es ento
ces interrumpida prematuramente, quedando la firirmcompleta, y la distrofia muscular Duchenaalssarro-
lla. Después de una delecién del exdn 45, el ed@sdbeguido directamente por el exon 46:

final exon 44 | inicia exon 46
- UGG UAU- CUU- AAG | GCU- AGA- AGA- ACA- - - AGA- UUU- AAA- UGA AUU- UGU- UUU- AUG-
trp tyr leu lys | ala arg arg thr arg phe |ys alto!

Si adicionalmente a la falta del exén 45, es redmtambién el exén 46, el marco de lectura notesaalo, no
habria ningun codon de parada prematuro, aunquarhBacidos estarian faltantes en la parte ceserk dis-
trofina, sin embargo aunque acortada, esta satévi® funcional. Esto cambiaria la distrofia muaciluchenne
en una menos severa distrofia muscular Becker.

final exon 44 | inicia exon 47
- - - UAC- AAA- UGG UAU- CUU- AAG | UUA- CUG QUG GAA- GAG UUG- - -
tyr lys trp tyr leulys | leu leu val glu glu leu
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