Parent Project
Muscular Dystrophy

LEADING THE FIGHT TO END DUCHENNE

—TREAT-NMD

Neuromuscular Network

Acercamientos de Investigacion para una Terapia dBistrofia Muscular Duchenne.

Parte 1: Omision de Exon (Exon Skipping, Salto deXon).

Primera actualizacién, publicada el 3 de octubre d&009.

Esta es mi primera actualizacion de mi informe solmi-
sion de exdnoriginalmente publicado el 30 de abril de
2009. La omision de exdn es la mas avanzada tégaica
nética para una terapia efectiva de la distrofiacular
Duchenne, y este es uno de mis varios informesygue
Gunter Scheuerbrandtin bioquimico de Alemania, escri-
bo para usted, los nifios y hombres jovenes con é&umeh
sus familias y cuidadores, que desean saber dmanéra
el trabajo de investigacion de muchos cientificoségi-
cos esta progresando. Todos mis informes y éstei¢éam
no son publicaciones cientificas con muchas pasadifé
ciles, porque he tratado de escribirlos de una raamge le
permita entender lo que esta sucediendo para estkxs
laboratorios, incluso si no ha estudiado bioquingigené-
tica moderna.

Este texto sobre omision de exon es la parperte
del informe completo sobre todos los métodos destiv
gacion para una terapia de la distrofia muscularthBaone.
Las partes restantes seran publicadas durantedrisros
meses. Ellas contendran cada una de las Gltimasasot
sobre otros acercamientos terapéuticos, comonaféeen-
cia del gen de la distrofina en las células muses|da
utilizacién de células madre, aumento de la utegfinun
namero de metodos farmacoldgicos.

Cada uno de los nuevos informes sera indilidesate
actualizado de vez en cuando con los nuevos rdsglta
publicados y las noticias presentadas en reunicieas
tificas. Como no soy médico, mis informes sélo ig&n
informacion sobre la investigacion terapéuticapper del
tratamiento médico y el manejo de pacientes cdrmoies
Duchenne.

Comparado con la primera version, este textioadi-
zado contiene resimenes de los resultados deuebgs
clinicas locales Britanicas y sistémicas Holandpsaa
omitir el exén 51, los resultados muy positivos ke de
oligos en antisentido con péptidos conjugadosirision
de exo6n genética con el factor de empalme U1,lige
en antisentido del tipo octa-guanidina, y algurasec-
ciones y adiciones en todo el texto.

He escrito este texto, como todos mis antesior
informes primero en Inglés y estoy traduciendderhan
después. Esta version en Espafiol ha sido preppoada
Ricardo Rojasgen México que tiene distrofia Becker.

En los resimenes, sélo menciono los nombréssde
jefes de los laboratorios, aunque tienen colegas y
estudiantes trabajando en equipo en los proyeci®s
presentamos, pero es imposible mencionarlos a tbtios
escrito los nombres de los cientificos sin susoistu
académicos, pero la mayoria de ellos son profegores
todos son médicos o tienen un doctorado.

Las referencias a algunas de las publicaciories
importantes se dan al final de este informe. Quadiean
con nimeros entre paréntesis, por ejemplo, (12psen
lugares en el texto al que pertenecen.

Si tiene alguna pregunta sobre la omisionxda ¢
otras investigaciones de Duchenne, por favor emvie-
mail a mi direccién en Alemanigscheuerbrandt@t-
online.deen inglés, francés, aleman o espafiol. Voy a
intentar responder a todas ellas, pero sélo egsmyl
aleman.

Como los genes hacen proteinas

Los genesson unidades funcionales de material
genético décido desoxirribonucleico, ADN Su
estructura parece una escalera de mano entreldaada,
doble héliceque fue descrita en 1953 plames
Watsony Frances Crick(vea siguiente pagina). Cada
nivel de esta escalera de mano contiene dos de las
cuatro diferentes pequefias moléculasbéses

adenina, guanina, timing citosina(A, G, T, C).
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Podemos llamarlas ldstras genéticas Cada nivel sélo
puede contener la combinacion de dos basepales

de baseA-T y G-C. Esta es la estructura de las cuatro
bases, Si, por ejemplo, GGCTTAATCGT es la secuen-
cia de estabasedde una cadena del ADN, la secuencia
en la cadena opuesta debes®nplementaria esta. A

es contraria a T y G contraria a C, porque entoalias
s6lo caben entre las cadenas:

-GGCTTAATCGT-

[T
-CCGAATTAGCA-

Esta secuencia de bases, o de "letras genétisds', e



informacion genéticapara el
desarrollo y mantenimiento de
un organismo vivo, y se trans-
mite de una generacion a la si-
guiente. La mayoria de los ge-
nes llevan las instrucciones para
la construccion deroteinas

En el nicleo de la célula, la in-
struccion genética de genes
activos eexpresada es copia-
da, ytranscrita, a otra sustan-
cia genética, ecido ribonu-
cleico mensajero prematuim
ARNpre-m, algo también lla-
mado latranscripcion La ma-
yoria de los genes constan de
regiones activas o codificantes,
los exones que contienen la
informacion para la creacion de
las proteinas, y los a menudo
mas largosntrones, los cuales
no contienen solo "basura gené-
tica", como una vez se penso0, si no importante-info
macion para el control de las actividades del fes.
acidos ribonucleicogyRNs, usan la base U, uracilo, en
lugar de la similar base T del ADN.

Después de la transcripcion y todavia entetior del
nacleo celular, los intrones son retirados del Adk
mensajero, y los exones sempalmadospara formar el
ARN mensajerg ARNm, que sélo contiene las regiones
codificantes, la informacién genética para la sistde
una proteina.

Este ARNm sale del nucleo y se traslada ailhos
somaslas estructuras sintetizadoras de proteinad, en e
citoplasma fuera del nacleo. L8gios de empalme
son secuencias especificas dentro de los exonefoyg e
bordes de los exones e intrones que son esenpaies
el retiro correcto de las secuencias sin codifi@adiel
intron del ARNpre-m. El empalme es realizado per lo
spliceosomasun complejo de muchas proteinas y
pequefios ARNSs.

Para mostrar hasta qué punto ha avanzaduedatiga-
cion cientifica para comprender la funcién de Eslas
vivas, adjunto aqui imagenes estéreo de una dedas
tructuras que forman los spliceosomas en el tdjidoa-
no. La estructura molecular de este complejo, ol
snRNR pequefia ribonucleoproteina nuclear, fue publicada
en Marzo de 2009 en la revidtature(1). Este solo com-
plejo Ul consta de 10 proteinas y un ARN. Ustedipue
ver la estructura tridimensional centrando su pjuierdo
en la imagen de la izquierda y el ojo derecho emégyen
derecha, sin ningln instrumento. Asi, vera 3 imageana
en el medio bastante espectacular en tres dimesssiba
linea naranja U1C-70 K es la mas importante deretei-
nas que reconoce los bordes exon-intron y orqleesta
reaccion de empalme.

Estas ilustraciones son muy abstractas. Hidaea
no hay colores y todo parece una gelatina gris.diten
no estos nuevos resultados de investigacién nopsdi
darle un ejemplo de como la ciencia moderna sepres
ta, si no también porque un complejo similar, urdimo
ficado ARNsn U7 ahora esta siendo utilizado para om
sion de exdn con transferencia de genes (véasegpagi
11).

El codigo genéticoPara la traduccion del lenguaje de los
genes en proteinas, la informacién genética del dRN
esta escrita en palabras genéticas cada una cemdstie
tres bases consecutivas, tmglonesque especificargon
tres excepcionesino de los 20 diferentesninoacidos

los bloques de construccion de las proteinas, uerdo

con el cédigo genético. Existen 64 diferentes pakb
clave de 3 bases cada una. He aqui algunos ejemplos

GUU = valina, AGC = serina, AUG = metionina, CCA =
prolina, UUU = fenilalanina, GCA = alanina, GCG =
alanina, etc

La mayoria de los aminoacidos tienen mas depala-
bra clave de ARN. No hay espacios entre los coddtms
lo tanto, la primera palabra clave de la secueqegacodi-
fica para una proteina - es siempre AUG - definenarnco
de lectura Si este marco cambia por una o dos letras, el
caodigo de las palabras cambia su significado, gtenees
especifica diferentes aminoacid&sto es muy importante
para comprender como funciona la omision de exon

En losribosomas el cédigo de palabras genéticas del
ARN mensajero son leidagnaducidasal lenguaje de las
proteinas, que se construyen de muchos, a menudes, mi
de aminodcidos. Las tres excepciones mencionaddaso
palabras UAA, UAG, y UGA, que sdas codones de
parada, donde el ensamblaje de la proteina en los riboso-
mas llega a su fin.

Usted puede ver una pelicula que muestra nige
ciendo ARN y el ribosoma ensamblando una proteina
utilizando la informacion del ARN tan rapido como
ocurre en la naturaleza en:
www.youtube.com/watch?v=D3fOXt4MrOM&feature=
related- haga clic en esta direccién mas tecla Strg y
haga clic en el botén a la derecha en el boton &@ p
ver la pelicula a pantalla completa. Si tiene altes,
enciéndalos.

La velocidad de lectura de los ribosomas defta-




macion genética del ARNm y el ensamblaje de los ami
noacidos en una cadena de proteina recientemehte se
medido (26). En promedio, se tarda 2.9 segundas par
afadir uno més de los amino4cidos en la cadengeen c

cimiento. Dado que la proteina distrofina consitste
3,685 aminoacidos, toma alrededor de 3 horas para
ensamblar toda la cadena de esta proteina muy larga

El geny la proteina distrofina.

La distrofia muscular Duchenneafecta soélo a los chicos
— cerca de uno de cada 3,500 recién nacidos - pdagu
mujeres, cuando son portadoras genéticas, la hereda
promedio, a la mitad de sus hijos. A veces, apagspen-
taneamente en una nueva familiata aln incurable en-
fermedad hereditari@s causada por mutaciones en el mas
grande de nuestros 20,488 geneggeel de la distrofina

La siguiente ilustracion muestra la ubicacién dal gn el
brazo corto del cromosoma X. Su ADN se compone de
2,220,223 letras genéticas, que se agrupatd enxones

las secciones activas. También se indican los Mm@
res, las regiones que inician la produccion deetsion de
largo completo y 6 versiones mas cortas de la {prate
Después del empalme, el ARNm contiene s6lo 11,058
letras genéticas, solo el 0,5% de aquellas deéggaro.

En los ribosomas, la proteidatrofina, se arma de acuer-
do con la informacién genética en el ARNm con 3685
aminoacidos que estan siendo llevados al sitia dén-
tesis por otro tipo de ARN, el de transferenciaRiNA
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La proteina distrofina tiene una forma comoalella
con 24 secuencias de aminoacidos repetidas sepgada
4 regiones de bisagra. Sus dos extremos se llaBsapdi-
ones terminales N y C, y también existe una regamn
varias cisteinas, aminoacidos que contienen aztifréa
esquina derecha es una seccion transversal di tajis-
cular con las distrofinas en las membranas celulagehas
visible con anticuerpos fluorescentes.

El tamafio del geny la proteina distrofinaLa estructura
de doble hélice del gen de la distrofina tiene @nfd de
largo. Junto con los otros cerca 20.000 genes hospan
que encajan en un nucleo celular de aproximadandetite
mm diametro ya que el material genético es muyaxloe
samente empaquetado. Una molécula de distrofirex-de
tensién completa es mucho mas corta que su gei®le
nm (= 0.000125 milimetros) de largo, 80,000 desetlalo-
cadas extremo con extremo en una linea recta @bdlo
un centimetro. Y en un gramo de musculo, hay 114 mi
millones moléculas de distrofina.

El papel de la distrofina.La distrofina es necesaria para
la estabilidad mecanica de las células muscul&sta.
ubicada en el interior de las membranas de laa@huis-
cular. Uno de sus extremos,t&minal-C, esta unido a un
grupo de otras proteinas en la membranagelplejo dis-
trofino-glicoproteico, y y el otro extremo, leerminal-N,
se conectan a las estructuras contractiles deatlasccélu-
las musculares. La parte central de la distrofileeminio
de varilla (rod domain), consta de cadenas de amino-
acidos enroscadas que se doblan sobre si misnias var
veces. Si el movimiento de contraccion de la célulis-
cular forza a la proteina distrofina a cambiaraigitud,

su estructura doblada permite que ella actie came-u
sorte o como uabsorbedor de choqueBor lo tanto, la
distrofina transmite la energia mecéanica produpitzel
"aparato de contraccidnde actina-miosina hacia las
membranas de la célula muscular y las estructueas e
ellas, el tejido conectivo y los tendones, en wmené bien
balanceada que no los sobreestrese.

El complejo distrofino-glicoproteico
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La distrofina tiene mas papeles: organizaolaglicada
estructura del complejo distrofino-glicoproteictaybica-
cion de muchas otras proteinas. Asimismo, regulegsos
biolégicos como el mantenimiento de la cantidademia
de calcio en las células y los que controlan aiorento
de los musculos. Muchos de los detalles de edEsati-
ones intrincadas entre numerosos componentes etetina
lula viva aln se desconocen.

Los chicos con Duchenne no tienen ningunay mu
poca distrofina en sus fibras muscular€siando sus efec-
tos de proteccion y organizacion estan faltantesphtrac-
cién muscular provoca la ruptura de las membraaded
musculos, y esto permite relativamente que gracaes-
dades de calcio fluyan hacia las fibras. El exdesoalcio
activa enzimas como talpainay otrasproteasagjue
descomponen las proteinas musculares e iniciagrag
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de muerte celular, apoptosis. Las consecuenciagrson
cadena de eventos como la inflamacion y la activade
fibroblastos que conducen afiarosis tejido cicatrizante
que ralentiza la regeneracién muscular y causdduos
sintomas de los pacientes mayores de Duchenne.
Los chicos con ldistrofia muscular Beckedte pro-
gresién mas lenta tienen una cantidad menor derloa
de distrofina que también es a menudo mas coriia roier-
mal. Todavia puede cumplir su funcion, pero no pued
funcionar tan eficazmente como la version normal.
Pero no sdlo los musculos esqueléticos seinan-

do la distrofina falta, sino también los musculees y
del corazén. Dafio en los muasculos del corazén pedu
cardiomiopatiay la debilidad de los masculos lisos
tiene muchas consecuencias, entre ellas la dismimuc
de la capacidad de los vasos sanguineos a relajarse
cuando aumenta el flujo sanguineo, dando lugaoa pr
blemas respiratorios y otros, también el tractdrgas
intestinal se ve afectado cuando la motilidad iels-
tino se reduce. Por lo tanto, el dafio de un sato ge
puede afectar a grandes partes del cuerpo.

Omisién de exoén

La tarea de la investigacionUn chico sano de 5 afios de
edad de un peso de 30 kg tiene cerca de 12 kg seufng
que contienen 1.5 cuatrillones (1.5 X @e moléculas de
distrofina. Un chico de 5 afios de edad con Duchstlee
tiene 6 kg musculos que practicamente no contieiren
guna distrofina, debido a que la informacién degeses
dafiados no se puede leer correctamente durantesia-b
tesis de la proteina. Con el fin de hacer que siscuolos
funcionen de nuevo, al menos hasta cierto puntededlor
del 30% de la cantidad normal de distrofina delbpaee-
cer y estar presente durante toda su {4dlaesto seria 200
billones (200 x 1¢) de moléculas en sus 6 kg de miscu-
los. La nuevas distrofinas no tienen que tenertaxaente
la misma longitud y forma de las normales en elaulis
pueden ser mas cortas, pero deben ser capacescite fu
nar correctamente.

La omisidn de exon, una terapia genética para Du-
chenne.En una discusion a mediados de los afo$80:-
jan van Ommende la Universidad de Leiden en Holanda,
me explicd cOmo una terapia genética podria readizta
tarea por largo tiempo sin efectos secundariosegtav
Ahora es llamadamisién de exén (exon skipping, salto
de exdn)y se ha desarrollado durante los ultimos 15 afios
por su grupo investigacion y otros grupos, sobde &n
Japoén, Australia, Reino Unido y los Estados Unialdesl
punto que este procedimiento no solo se probéteneay
perros enfermos, si no también se esta hacienga@ean-
tes con Duchenne.

Pruebas clinicas locales y sistémicas - esplonmus-
culo o en todos ellos - para omitir el exon 51ARNpre-
m en nifios con Duchenne han sido y se estan redbiza
con la ayuda y la financiacién parcial de la conipdi®-
landes&’rosensaen Leuven, y Gotemburgg por la em-
presa norteamericaa/| BioPharma en Londres y New-
castle bajo la direccion del Consorcio MDEX. Aderdas
van Ommen, los equipos en torndualith van Deutekom
y Annemieke Aartsma-Ruen Holanda y en tornoléate
Bushbyy Francesco Muntonien el Reino Unido deben
mencionarse aqui también.

La omision de exorsignifica "saltar a través de los exo-
nes". Los exones son las secciones activas deruregeel
gen de la distrofina de la mayoria de los nifioBde
chenne, uno o varios exones faltan, o estan dudga
tienen errores en la secuencia de sus letrasifEstoum-
pe el proceso de lectura de la informacion gengiéca la

biosintesis de la proteina distrofina de modo qupuede
ser hecha. Estos errores se pueden corregir, gsldexin-
tesis de la proteina puede ser restaura@anuevo, si uno
bloguea uno o0 mas de los exones vecinos presantak e
manera que el mecanismo que une los exones loa omit
los salte y, por tanto, no los utilice nunca rt&s

Para este bloquewnljgonucledtidos en antisentidp
AOs, son necesarios. Son piezas cortas de magenati-
co, alrededor de 20 a 30 letras genéticas de edtees
una secuencia especial, a fin de que puedan astheneac-
tamente a las secuencias complementarias del es@&n a
omitido. AOs ya se han realizado, principalmente po
Steve Wiltonen Perth en Australia para todos los 79 exo-
nes(4) y porAnnemieke Aartsma-Ruen Leiden en Ho-
landa, para 39 exones, cada uno con una estrugiara
bloguea so6lo el exdn objetivo pero ni un solo etndos
muchos miles de otros genes humanos.

Duchenne se convierte en distrofia BeckeDebido a la
falta de exones - aquellos delecionados por lacrrtay
aquellos omitidos adicionalmente -, los bloquesate
struccién, los aminoacidos, determinados por esoses
faltantes también faltaran en la nueva distrofirgada.
Asi, la nueva distrofina sera mas corta de lo nhrp&o a
menudo todavia sera capaz de proteger en ciertaaned
las membranas celulares del musculo. Por lo téogo,
sintomas de la enfermedad seran mas leves, lanelege
cion muscular procedera mas lentamente, y la expest
de vida deberia aumentar considerablemente a roator
en algunos casos. La distrofia Duchenne entoneés se
cambiada a la variante leve de esta enfermedalistla-
fia muscular Becker.

Una terapia, pero todavia no una curaComo los pa-
cientes seguiran teniendo una discapacidad desiliés
tratamiento, sin embargo mucho menor que antesnia
sion de exdémo es una curde la enfermedad, solma
terapia eficazCon este método de tecnologia genética, el
gen en si mismo dafiado no seran reemplazado mackpa
sélo el mecanismo de lectura de su informacion caré
regido.

Los experimentos con animaled.a omisién de exén ha
sido probada con éxito en ratones y perros distéfia

nivel local por la inyeccién de lo AOs en un solo misculo,
o sistémicoen la circulacién sanguinea de modo que llegue
a todos los musculos, también aquellos del corgzan



funcién pulmonar. En la mayoria de los experimentos
sistémicos, la funcién muscular puede ser mejosaga
nificativamente. Uno de los mas importantes desesto
experimentos sistémicos pre-clinicos con inyecaale
AOs en la circulacién sanguinea de ratones mdsodist
ficos se publico poference Partridgey colegas en 2005

(5).

Las mutaciones del gen de la distrofinaHday muchos
informes en la literatura cientifica acerca deposcen-
tajes de los diferentes tipos de mutaciones disteofina
entre todos los pacientes con Duchenne. La pubdicac
por Annemieke Aartsma-Ruy colegas en 2006) se
basa en las mas de 4700 mutaciones que figuramteseé
de datos de distrofia muscular Duchenne de Leid@oly
tanto, parece ser la mas fiable. Segun esta pulditdas
delecionedfalta) de uno o varios exones constituyen el
72% de todas las mutaciones. Lasplicacionesde uno o
varios exones se encuentran eri%l de todos los pacien-
tes.20% tienenmutaciones puntualeses decir, muy
pequefias deleciones o inserciones de una o vatias |
genéticas, y en él% restante, variasiutaciones raras
como las que perturban los sitios de empalme aesamn
gran parte de la estructura del gen.

Los autores concluyen que en 91% de los pesida
regla del marco de lecturaes lo que manda, significa que
las mutaciones que provocan pérdida del marcoatierte
causa Duchenne y las mutaciones que mantienenrebma
causan distrofia muscular Becker. Dice tambiénajuiz
mayoria de los pacientes, cuyas mutaciones pasecen
excepciones a la regla del marco de lectura, tactata
de sus ARNm puede seguir esta regla. Sin embanda, e
mayoria de los casos, la secuencia de ARNm notee de
mina cuando un andlisis genético se realiza. Aqesun
tratamiento de omision de exdn inicie, puede sense-
jable confirmar en un experimento de cultivo déelteg
que este tratamiento realmente produce un ARNnraent
del marco de lectura.

Aplicabilidad de la omisién de exénAunque todos los
pacientes con Duchenne tienen mas o menos simgares
tomas clinicos, hay muchas diferentes causas defet
medad, porque las mutaciones del muy grande gén de
distrofina pueden ocurrir en muchos sitios difezsnPor

lo tanto, la omisién de exd@s especifica de la mutacion
Esta serana terapia personalizada Cada paciente ten-
dra un AO especializado, pero cada AO puede a neenud
ser usado para un grupo de pacientes con diferentis
ciones que necesitan omitirsele uno o mas exonparen
ticular.

Annemieke Aartsma-Ruy sus colegas han reportado
la aplicabilidad para omitir uno o0 dos exones erigraes
con Duchenne con deleciones, mutaciones puntualas y
plicaciones en las paginas de Distrofia Musculachi2mne
de Leiden del 11 de marzo de 2008. Analizaron &iesd
genéticos y clinicos de 4,770 pacientes, y 120ap@n-
listados de pacientes necesitan la omisiéon de wWaso
exones particulares de acuerdo a su porcentajé/ceta
pacientes con Duchenne con todo tipo de mutaciones.
Aqui hay una lista de los porcentajes de los 8@supas
importantes:

Posicion Exon
a ser omitido

% de todos los paeig

1 51 13.0
2 45 8.1
3 53 7.7
4 44 6.2
5 46 4.3
6 52 4.1
7 50 4.0
8 43 3.8
1-8 51.2%

La lista completa ha sido publicada en Marzo de&920D
Si a usted le gustaria tener esta publicaciényfdea@scri-
birme a mi.

Como se muestra en esta breve lista, el 18®%dos
los pacientes necesita la omisién de su exén Slppgan-
to el AO anti exdn 51 es el farmaco potencial désam
para el grupo mas grande de todos los pacienteBaon
chenne. Por esta razon, los cientificos holandebeisani-
cos, tratan de omitir este exdn en particular erpsime-
ros ensayos clinicos para ayudar a este grupodienpes
lo antes posible. Y la compafiia holandesa Prosstaa
desarrollando la omisién de los exones en los gr@pos,
siempre que las pruebas contra el exén-51 tengtm éx
Con los AOs en contra los exones de esta listaida-p
dades, mas de la mitad de todos los pacientes clecdoe
podria ser tratada.

Doble y multi omision de exdbnMuchas de las distrofias
Duchenne causadas por deleciones, duplicaciormastar
ciones puntuales necesitaran la omision de dossoemu
nes para restaurar el marco de lectura.

Por consideraciones tedricas se prevé incjusda
omisién simultanea de los 11 exones del 45 a 58yse®
una distrofia Becker con sintomas muy leves en é&xi-m
mo de 63% de todos los nifios con Duche(@)e

Annemieke Aartsma-Ruy su equipo han tratado de
remover en cultivo de células estos 11 exones eblas-
tos obtenidos de una persona sana y de dos pac@mte
Duchenne con deleciones de los exones 48-50 y 46-50
Cécteles de AOs 2'0O-metilos humanos, en contra de |
secuencia de cada uno de los 11 exones, fueriradtls
en diferentes combinaciones incluyendo una mezta-d
dos los 11 AOs. Diferentes ARNmM’s intermedios faci
mente omitidos se obtuvieron en niveles bajos giooal-
mente también ARNm con todos los exones objetivo el
minados. Procesos irregulares de empalme de bdedes
exones mas cortos con intrones muy largos pueda hab
sido la razon de las dificultades para saltar lbeXones
objetivos en una forma consecutiva.

Los autores concluyen que este acercamienoei-
camente prometedor para la produccion de una fisstro
Becker muy leve, pero que el estado actual det@stica
no es suficiente apoyar el desarrollo clinico dentasion
multiple de los exones 45-589).

Ya que los perros distréficos necesitan lasam si-
multanea de dos exones, los experimentos conabioga
el camino para el desarrollo de multiple omisiéregén
para los chicos con Duchenne. Los resultados pertee-
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ra omision exitosa de 3 exones en perros se hdicadb

en marzo de 2008.0)y se resumen aqui. Ellos crearon un
gran interés y atenciéon por parte de padres y p@seSin
embargo, sélo significa que la omisién de 2 0 hesm

un poco mas sera posible, pero omitir los 11 exdbess

no sera posible por el momento, como se explicésant

Multi-omisién de exén en perros distréficosEric Hoff-
many Terence Partridgedel Centro Médico Nacional
Infantil en WashingtonShin'ichi Takedade la Facilidad
General de Investigacion Animal en Tokio, y suggab
desarrollaron un céctel de oligos en antisentidO)Aor-
folinos para multi-omision de exén en perros beadis-
troficos CXMD (10). En contraste con los ratones mdx con
sus suaves sintomas distréficos, estos perrosiscapaci-
tados fisicos y mucho méas grandes que los rat®uedo
tanto los experimentos con ellos daran resultadespge-
dan ser similares a los obtenidos en estudiocolrgon
nifios con Duchenne. Y experimentos de varios aéos d
duracion se pueden realizar con los perros, poryes
mucho mas tiempo que los ratones.

Estos perros distroficos tienen una mutaeidel sitio
de empalme del ex6n 7 en su gen de la distrofieecqusa
la pérdida del exdn 7 en el ARNm y un cambio ema-
co de lectura con un codén prematuro de paradageso
pués. Omision de los dos exones 6 y 8 restauramiareo
de lectura.

Antes que los experimentos con perros vivalgran
iniciarse, pruebas preliminares en cultivos deltsjicon
mioblastos aislados de estos perros eran necesatiaso
AOs con secuencia de 24 y 25 bases se construgensn
tra las secuencias dentro de los exones 6 y &pmna de
los bordes del ex6n 6 e intrén 6 y del exén 8 ®m8. Te-
nian que ser AOs 2'0O-metilos que estan cargadosiete
mente y entran en las células de cultivo de tejaokas
pruebas de manera mas eficiente que los morfoléiés;
tricamente neutros. Estos AOs se utilizan solosmaocun
coctel de una mezcla de todos los cuatro.

Los resultados de los experimentos con ektowos-
traron, que cuatro dias después los mioblastosuhaino-
ducido miotubos - otra etapa de desarrollo muscular
secuencia de ARNm uni6 el final del exén 5 direeata
al inicio del exén 10. Esto significa que, ademasuapri-
mirse el exén 7 y se omitieron los exones 6 y &xéh 9
se omitié también aunque no se utilizé un AO ertreote
este exdn. Todavia no se entiende por qué suctmeles
ro omitir el exén 9 por si solo no cambia el matedec-
tura, de modo que esta omision adicional no afelate-
sultado terapéutico de este tipo de multi-omisiérexion.
La produccién de distrofina en estos miotubos disa
también pudo ser confirmada. En los experimentas co
AOs solos, se demostré que uno contra la fronteraxbn
8 e intrén 9 no afectara la omisién esperada,@queé en
los experimentos con perros vivos, el coctel cdatedlo
tres AOs, designados como Ex6A, Ex6B, y EX8A.

El siguiente paso fue la inyeccion de 0.52rihg de
los tres cécteles de AO, que contienen cantidayledas
de cada AO, a nivel local en un solo muasculo tibiahte-
rior (espinilla) de perros vivos de 6 meses de gda@fios
de edad. Esta vez, ambos tipos de AOs se utiliz&0n
metilos y morfolinos. Dos semanas mas tarde, tej@lal-

rededor de los lugares de la inyeccidn se obtuvdiop-

sia. Entre 61 y 83% del ARNm en las fibras musadar
alrededor del sitio de la inyeccidn tenia faltdateecuen-
cia de los exones 6, 7, 8 y 9. Con la dosis denty.2le
morfolinos, practicamente un nivel normal de latita
distrofina nueva fue visto, y los resultados coodgettel
2'0-metilo fueron similares. La estructura de @&lsilas
positivas de distrofina fue significativamente mefta, y
los resultados con los perros jévenes fueron mejgue
con los viejos.

Por lo tanto, la calidad del musculo inflgrela can-
tidad de distrofina que se puede producir, unaw&z es
un indicio de que la omisién de exdn, una vez e e
disponible, debe iniciarse tan pronto como seabfmsi
También sefialé que, mientras que en el cultiveildos
un solo AO contra el exdn 6 podria dar lugar a @mis
eficaz de los exones 6-9, esto no sucedid cuanchisato
morfolino Unico fue inyectado en los mUsculos datp,
donde el cActel completo es requerido. Esto sigmifjue
no se puede necesariamente confiar en los culii#os
tejidos como medio de la deteccién de la eficaeiam
determinado AO para inducir la omision.

Para un tratamiento sistémico, realizadadrekilidad
de Investigacion Animal dghin'ichi Takedan Tokio,
tres perros de 2 meses de edad fueron tratadosmbedk
inyeccion del coctel de tres A@orfolinosen sus venas de
la pata. El primer perro recibié una dosis de 120km
una vez a la semana durante 5 semanas, el segunds-|
ma dosis cada dos semanas 11 veces por 5.5 mekes y
tercero 200 mg/kg una vez a la semana por 7 semaoas
semanas después de la ultima inyeccién, muchassde |
musculos fueron examinados.

En todos los musculos probados de cada pataxo,
nueva distrofina fue encontrada en hasta un 50%idel
normal, pero en algunos musculos, especialmenigsen
fibras musculares del corazon, sélo habia trazasieea
distrofina. Los musculos de los perros que reciida
mayor dosis del coctel mostraron un nivel promelgdio
26% de la cantidad normal de distrofina, que, stbbase
de las conclusiones anteriores, es suficientelpdtancion
muscular normal. En la nueva distrofina faltabandmi-
nodacidos que estan codificados por la secuenciARKIM
de los exones 6, 7, 8 y 9. Esto demuestra que,asldenla
falta del exén 7, los dos exones objetivos 6 yeBdo omi-
tidos, y también, por razones desconocidas, el 8xdén

Sobre la base de varias pruebas de funciGuutar, el
estado fisico de los perros se estabilizd en eghmisivel
gue antes de iniciado el tratamiento, mientraslogi@er-
ros no tratados degeneraron considerablementetduran
este tiempo. Por lo tanto, el tratamiento sistérpa@cia
haber detenido su degeneracién muscu® realizaron
pruebas de resonancia magnética nuclear (RMN)graa
lizar la estructura de los musculos. Esta técnicanvasiva
ha demostrado ser tan informativa como pruebastefi-e
do muscular de biopsias. Esto sera importantelparen-
sayos clinicos con nifios con Duchenne porque easonc
mucho menos biopsias serian necesarias para séguir
cambio de la estructura muscular durante los triatatos.

Por lo tanto, los AOs morfolinos trabajaroarben
mamiferos grandes con estructura corporal sirailarde
los seres humanos. No son toxicos, y no causaazech
inmunoldégico. Sin embargo, tendran que ser aplis&o
varias ocasiones, porque su efecto no es permaipente
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esto permitiria interrumpir el tratamiento si sedarcen
problemas. Y que sélo son eficaces en los tejidasocel
musculo, donde el gen de la distrofina es trarserit
ARNpre-m.

Usted puede ver uno de los perros en dos<garttes y
después del tratamiento en una de mis paginadetadm:
http://www.duchenne-information.eu/home-en.h8nus-
ted no entiende lo que la gente dice, que cuidas per-
ros, entonces usted no habla japonés.

Omisién de exon para reparar duplicacionesDuplica-
ciones de uno o varios exones causan un desplazamie
del marco de lectura y ocurren en alrededor det&%
todos los pacientes con Duchenne. En principiodene
ser reparadas por la omision de exén, ademasersi fu
posible eliminar un conjunto adicional de exoneglida-
dos sin tocar el primero, el original conjunto derees.
Tal tratamiento de omision de exdn no soélo seréensa
pia, sino unarerdadera curaporque, después de la elimi-
nacién de los exones adicional, el ARNm tendriasituc-
tura normal con todos los exones presentes séloema/
la nueva proteina distrofina tendria el tamafio mbrm

Pero la situacion no es sencilla, principaltagoorque
no es facil dirigir un AO s6lo a una de las dousecias
idénticas de exdminnemieke Aartsma-Ruy sus colegas
han hecho experimentos de laboratorio en cultieoséiu-
las musculares de pacientes con Duchenne con dajalic
nes(11).

Ellos fueron capaces de corregir una duplicadel
ex6n-45 por la omision de uno de los dos exonbasta
el 80% de las fibras musculares contenian distafior-
mal dos dias después de este tratamiento in #tootro
lado, fue imposible remover sé6lo uno de los dosesgai4
en fibras musculares aisladas de dos hermanoson D
chenne. Sin embargo, en este caso, al omitir Iesegones
44 y ademas del exdn 43 se restableceria el martaxrd
tura. El intento de corregir la duplicacién gran@elos
exones 52-62 no tuvo éxito.

A la peticién de una familia cuyo hijo tetda exones
8-11 duplicados, Annemieke responde para explasr |
dificultades: "Nosotros necesitamos una combinaaién
céctel de AOs dirigidos a los cuatro exones 8-EtoP
estos AOs no pueden discriminar entre los origsglos
exones duplicados. Por lo tanto, el resultado ceriéir el
exon 8 original, el exén 8 duplicado o ambos exdh&3
puede omitirse el exon 9 original, el exén 9 dugdiz o
ambos, o0 una combinacion de los exones 8 y 9, suas-
sivamente. Por lo tanto, existen muchas posibiédamblo
una de las cuales — omitiendo los exones 8, 9,1Ddu-
plicados, permo los exones 8, 9, 10 y 11 originales — res-
taurando el marco de lectura. El efecto se dil@y@ple-
mente aumentando la cantidad de los AOs en elladzte
va a cambiar la situacion. Estamos tratando dengrasco
soluciones para estos problemas, pero las coss@i@an
sencillas como con las deleciones. No sabemosesi, y
caso afirmativo, cuando la omisién de exon serngape
para grandes duplicaciones”.

Omisién de exdn para reparar mutaciones puntuales.
Mutaciones puntuales son pequefios cambios de una o
varias letras genéticas en el gen mismo. Si laciridha
afadido o eliminado una sola letra, entonces etonade

lectura se desplaza. O una letra ha sido intercatalgn
contra de otra, entonces el marco de lectura Wesglaza,
pero el cédigo de palabras ahora puede significarami-
noéacido. Si este cambio no perturba la estructera dis-
trofina, entonces no pasa nada. Pero si uno desl®so-
dones parada, TGA, TAG, o TAA, ha aparecido, ergenc
— a pesar que el marco de lectura no esta desplatad
sintesis de proteinas se detiene erdahl de parada pre-
matura, y el resultado es distrofia Duchenne. Puede ser
posible en el futuro que tal mutacién de paradausela
superar con el farmad®TC124que ya esta en ensayos
clinicos. O puede ser reparado por la omision xleh eue
contiene el codén de parada si el exdn tiene lecta
frontera de modo que su supresion no cambie elamdec
lectura. O, si esto causa un cambio de marco, on es-
cino tendria que ser omitido adenfasg).

Omisién de exdn para reparar mutaciones rarasinclu-
so los marcos de lectura alterados causado pociooés
raras en las regiones fronterizas entre un exdmigttdn
un vecino, los llamados sitios de empalme, podsén
restaurados por la omision de exén. A modo de digmp
cito una vez méas Annemieke Aartsma-Rusexplicando
como un cambio de la base A por T a principiosriedn

46 causa sintomas moderados de Duchenne en Tomas, u

paciente de Argentina:

"Esta mutacién probablemente da lugar a aneigd o
completa omision espontanea del exén 46 en el ARNm,
gue no puede ser vista a nivel del ADN por unalpaiue
genética. Este sitio de empalme es normalmentartast
activo para este exdn, pero debido a esta mutaesdmuy
grave la inactivacion de este sitio. Me puedo imaggue
el exon 46, se omite en el ARNm de esta pacierstie, E
sin embargo, es una prediccién y no podemos saiper ¢
seguridad que tanto y cuanto del exdn 46 es ontiigchta
gue el ARNm del musculo se analize. En caso ddajue
omision del ex6n 46 no es completa, Tomas tendosba
niveles de distrofina, y esto puede ser la razésudeve
forma de Duchenne. Si un andlisis de ARNmM muestea q
el exdn 46 esta ausente, que significa un cambimaeso
de lectura, entonces la omisién del exén 45 poddtau-
rarlo”.

¢La omision de exdn sera una terapia para mi hijo?
Muchas familias Duchenne de todo el mundo me estan
preguntando esta cuestion. Para responder a ebalala
que la omisién de exén es una técnica especifeamta-
cién, primero tiene que saberse exactamente laciduata
en el gen de la distrofina de su nifio afectado,pyeele
ser determinada mejor en un moderno laboratorigedé-
tica con el método MLPA (ligado multiplex depend&n
de sonda de amplificacion), que analiza todos $oexo-
nes en nifios con Duchenne y sus madres y otrasesuje
de la familia.

Con la mutacién conocida - delecion, dupiica®
mutacién puntual - usted puede examinar la secaenci
genética de las 13,990 bases o letras genétidascdenbi-
nacion de los 79 exones del ARNm de la distrofirgted
puede ver y descargar esta secuencia de las Péginas
Distrofia Muscular de Leiden en Internet:
www.dmd.nl/segs/murefDMD.htmDe esta secuencia se
puede determinar si una mutacion en particular @amb
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mantiene el marco de lectura después de la mutgmdn
lo tanto, si esta informacién genética predice distiofia
Duchenne o Becker para su hijo.

Al mirar en la frontera de las secuenciatodeexones,
también puede determinar que exdn o exones deben se
omitidos para que el marco de lectura fuera detmar
vuelva de nuevo al marco. En la dltima pagina de ies
forme, estoy mostrando los detalles molecularda deni-
sion del exén 51 para restaurar el marco de lectarado
causado por la delecion del exon 50. De manerdasimi

omitido.

Pero tiene que tener experiencia para efio, de
facilitar esta tareghnnemieke Aartsma-Ruba incluido
en su tesis doctoral varias listas de las cualesisde leer
directamente que exdn o exones deben ser omitidos ¢
do usted sabe los detalles de la mutacién de sultstas
listas pueden ser vistas en internet:
Delecioneswww.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20deletions.pdf
Duplicacioneswww.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20duplications.pdf
Mutaciones puntualegrww.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20point%20mutations.pdf

Aqui esta una seleccién de 10 entradas en ladiésta
deleciones:

Exones delecionados Exo6n(es) a omitir

40 -43 44

43 - 45 46

43 -50 51

43 -52 53

44 43 or 45

44 - 50 43+51

46 — 47 45

46 — 52 45+53 or 53+54
48 — 50 51

51 -53 50

Hay otra manera mas facil de encontrar el exéronexa
ser omitidos si se conoce la mutacion del gen de la
distrofina - delecién, duplicacién o de parada @ema.

El arreglo de los 79 exones puede verse en laesitpui
imagen que he copiado de una diapositiva de Andemie
gue mostré en la reunion anual del 2009 del PPMD en
Atlanta.

Si en esta representacion la conexién egsegdones
apunta a la izquierda, la frontera de los dos exest&
entre palabras codificadas enteras, si apuntaeré&cha,
la frontera esta entre la primera y la segunda runa
palabra codificada, y si es vertical, la frontestheentre la
segunda y la tercera letra del coddn.

Para encontrar el exén a omitir, tache ehexéxones
delecionados y vea si el exdn antes o despuésdidda
cion debe ser retirado, que sea omitido, de moédagu
exones restantes encajen entre si en una deddsrtneas
"naturales”. Por ejemplo, la delecion de los 8 esatel
45 al 52 significa que los dos exones 44 y 53 gileando
la delecion, no caben juntos. Pero la omision géheés3
producirad un ajuste normal entre el final del e4dry del
inicio del exén 54. También vera de inmediato que |
delecion de los exones del 44 al 50 pueda seradpai se
omiten ambos exones 43 y 51, de forma que lose=x4R
y 52 se ajusten entre si. También se dara cuemaelena
delecion, por ejemplo, del exén 44, que produa®el
ajuste de las fronteras del exén, significa quenarco de
lectura desplazado conduce Duchenne, mientrasrmpie u
delecion, por ejemplo, del exén 48 al 51, produse lqs
exones se ajusten y no cambie el marco de legtuyae
debe significar distrofia Becker. Este procedinuefioin-
ciona también para las duplicaciones y los coddees
parada prematuros.

Annemieke ha explicado cdmo la omision denexél
PTC124 funciona para mutaciones diferentes en gmpa
web:www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/index%?20for%parents
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Es muy interesante saber que el gen de lapfiliet
tienepuntos calientede mutaciones: el 50% de todas las

mutaciones involucra deleciones de uno o mas exones
entre el 45y 53 y 20% entre los exones 2 y 20.



Si con estas listas y explicaciones ha enadaotgue
exon o exones tienen que omitirse en el ARNm disla
trofina de un chico con Duchenne, es importantereatdr
que estao garantizague los severos sintomas de Du-
chenne cambiaran a sintomas mas leves de distrofia
Becker, si él fuera tratado con su farmaco de dmide
exon "personal" como se muestra. Todo lo que pded
es que una determinada omisién cambiara el martecee
tura del mensaje genético en el ARNm de fuera @detm
al marco de nuevo. No dice que los mensajes gesétic
dentro del marco de lectura producirdn una disteofi
"Becker" en todos los casos, porque la regla deredel
marco tiene muchas excepciones, como se ha explead
las recientes publicaciones derence Partridge (13y
Eric Hoffman (14).

Las razones de estas excepciones no soméottd
entendidas en cada caso. Por ejemplo, las frorder s
deleciones en el gen de la distrofina no necesaritan
corresponden a las fronteras de los exones, peldapo
encontrarse en alguin lugar dentro de los a menudy
grandes intrones entre los exones. Estas fronter&es
delecion normalmente no son determinadas por lbistha
ales métodos de prueba genética, y pueden seemibsr
en pacientes con la misma delecién. Debido a quaio
trones contienen secuencias que son importantadgar
regulacion de los genes, su presencia o0 ausenetepu
producir diversos sintomas de la enfermedad. FPor ot
lado, la proteina distrofina tiene una estructuna regio-
nes de diferente importancia. Algunas delecionetjaon
los exones omitidos pueden, en algunos casos, @rodu
una estructura de la proteina alterada que no feeehi
correcto funcionamiento de la distrofina acortada.

Por lo tanto, una terapia de omisién de ee®muchos
casos produce una proteina que reduce los sintiste®
ficos, peropuede haber sorpresagie solo se manifiestan
durante un tratamiento actual.

Diferentes tipos de farmacos potenciales de omisidie
exoén.Los AOs utilizados por los investigadores holande-
ses primero fueron abreviados como AONS, porque era
oligonucledétidos protegidos. Pero los morfolinos somi-
lares, pero no eran realmente nucleétidos, pouéolg
abreviatura de AO pauaigo en antisentid@hora se uti-
liza en general para todos los compuestos en atitiee
también en este informe.

Para la experimentacion con animales y loaqros
ensayos clinicos, dos tipos de AOs protegidos auaimi
mente se utilizan. Tienen que ser protegidos posque
lentamente destruidos en las células muscularesnadr
mas nucleicas destructoras.

Los cientificos Holandeses estan utilizagds metil-
fosforo-tioatos también llamadometil tioatoso 2'0O-me-
tilos. Ellos tienen un grupo metilo, un carbono con tres
atomos de hidrégeno, en el oxigeno del segund@oarb
de las unidades de ribosa y un atomo de azufregam e
uno de los 4&tomos de oxigeno de los grupos detfodfas
morfolinos que los investigadores britanicos han utilizan-
do tienen uno de los oxigenos del fosfato reemgt@apar
un grupo dimetil amido, un nitrégeno con dos grupesi-
lo, y las unidades de ribosa enteras son reemazaat
anillos morfolinos, anillos de seis miembros, cada
compuesto de 4 4tomos de carbono, 1 de oxigeraey 1

nitrégeno con atomos de hidrogeno unidos a losocerd
en las esquinas de las estructuras.
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AO 2'0-metilo AO morfolino

Estoy mostrando aqui la estructura quimica de ekt®s
tipos de AOs con so6lo dos de sus letras genétickcar
das. El AO 2'O-metilo utilizados en las pruebasarde-
sas, llamad®R0O05, tiene 20 letras genéticas con la se-
cuencia:

UCUUUACGGUAGAAGGAACU
El AO morfolino utilizado en las pruebas britanicas
llamadoAVI1-4658, tiene 30 letras, que incluyen las 20

letras del AO holandés (subrayadas).

GAUCUUUACGGUAGAAGGAACUACAACCUC

Ambos de estos AOs se unen ellos mismos a la seieue
potenciadora-empalmante-exonica, ESE en sus sglas
ingles, porque sus secuencias son complementaldas a
secuencia ESE (y sus alrededores) en el exén H.. Es
secuencia es importante para el normal procesmgale
me, para la inclusién de este exdn en el ARNm diisla
trofina. Si ésta se encuentra bloqueada por eleA&xén
se omite, egxcluidodel ARNm.

Las moléculas de estos AOs tienen estructufmsi-
cas bastante grandes y complicadas. El PRO051 &t©-m
lo, por ejemplo, consta de 699 atomos y el AVI-46%8-
folino de mas de mil. Esto muestra que estos faompo-
tenciales para nuestros nifios con Duchenne sordifasy
rentes de los farmacos "normales”, también sooiléi§i de
hacer y seran costosos.

Los investigadores holandeses recientememtedm-
parado los AOs 2'0-metilos con los morfolinos paratir
el exén 23 en ratones vivess). Después de inyecciones
locales y sistémicas de los AOs, encontraron qyalife-
rencias de eficacia, tal como describi anteriormesuan-
do los ratones mdx fueron tratados. Sin embardases
diferencias fueron menos pronunciados o incluskisre
tentes, cuando AOs contexones humandseron inyec-
tados en ratones hDMD que tenian genes de disdrofin
humana normal. Lo que uno puede aprender de estigs e
dios preliminares es, que posiblemente algunosesxsa
omitiran de manera mas eficiente con morfolinosot
con 2'0O-metilos y para algunos ambos pueden sal-igu
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mente eficaces. Sin embargo, estos estudios corabed
son solo una indicacién de lo que puede sucediisen
pacientes humanos.

Usted debe conocer a
algunos de los cienti-
ficos que estan traba-
jando para nuestros
hijos. En este punto,
creo, es el momento de
mostrarle fotografias de
algunos de nuestros
cientificos que, junto
con sus compafieros de
trabajo, estan compro-
metidos en la basqueda
del tratamiento de omi-
sion de exén, y cuya la-
bor aqui estoy repor-
tando. La fotografia de
Annemieke es la prime-
Annemieke Aartsma-Rus PhD ra, que ha visto como a
Universidad de Leiden menudo la he mencio-

nado. Hemos escrito
muchos e-mails los unos a los otros, ella me hdada
cada vez que necesitaba ayuda, y siempre muy répido
pocas horas. iMi especial agradecimiento a ella!.

Tres nuevos tipos de AOsTres tipos mas de AGsuno
con una cola de una cadena corta de aminoacidgspn
tido, el segundo con una proteina como espina dgrsh
tercero con una estructura ramificada - se hamrdsisalo
porque pueden ser mas eficaces que los dos primeeos
ahora estan siendo probados en los pacientes debue:

Omisién de exdn con péptido conjugado con acidos

nucleicos.Uno de los problemas de los AOs morfolinos es

que tienen dificultades para ingresar en todosipos de
musculos, especialmente el corazén. Para supeespres
blema,Matthew Woody sus colegas de la Universidad de
Oxford, en colaboracion cokVI BioPharmaen Portland/
Oregon modifico el AO morfolino (PMO) para omitir e
exon 23 en ratones mdx, uniendo cortas cadenaside-a
acido, péptidos, a la estructura en antisentido.

Después de experimentar con distintas cornlinas
de péptidos, los investigadores desarrollaropéptido
conjugado PMQcon dos péptidos adyacentes unidos al
AO morfolino habitual de 25 unidades de bases aagitr
exoén 23 del ratén. El ratdn mdx tiene un codonatagea
prematuro en su exén 23 que es la razon de la ciasim
distrofina en sus musculos. Omitiendo este exdestau-
ra la produccién de distrofina.

El primer péptido unido es géptido-B previamente
desarrollado por AVI Biopharma, que ayuda a los AOs
cruzar las membranas celulares. El segundo pépsicd
péptido especifico de muscMSP, el cual fue disefiado
para llevar al AO especificamente al tejido muscuta
péptido-B consta de 14 aminoacidos y el MSP de€lpg
se unen en una sola cadena de péptidos. Creo tqué es
interesado en ver el total de 47 componentes dstiac-
tura de este farmaco de omisién de exén paraioses

distroficos, escrito en las abreviaturas utilizagaslos
cientificos.

RXRRBRRXRRBRXB - ASSLNIA-X -
GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT

Tres inyecciones semanales sistémica de 6 mg/kgtde
AO optimizado en los ratones mdx restauro amplidenen
un alto nivel de expresion de distrofina en musesigue-
Iético, asi como cardiaco, la reaparicion del cejopie
proteinas asociado a la distrofina a en las merabrda
las células musculares, la normalizacion de laidetil de
CK, y una mejora significativa de la funcién museul
(16).

Justo antes de actualizar este inforimeglie Goyen-
valle me informé que ella y su equipo en el laboratdeo
Kay Daviesen Oxford han utilizado este tipo de AO mor-
folino péptido-conjugado para el tratamiento demas
con distrofia muy severa, que no sélo tenian fedtém
distrofina, sino también la similar proteina utnafiporque
su gen de la utrofina habia sido genéticamenteudést
En contraste con los ratones mdx "normales", estoses
con doble inactivacion tienen sintomas similar&sia
chenne. El tratamiento con el AO péptido conjugada-
jo un nivel cercano al normal de expresion de dfista en
todos los musculos esqueléticos examinados, resialtan
una mejora considerable de su funcién y patologiscon
lar distréfica. El promedio de vida de estos rasomely
distréficos suele ser alrededor de 8-9 semanadaftt &os
ratones tratados con los AOs morfolinos conjugaitos
guen vivos después de 7 meses y con un aspecto muy
saludable. Después de un tratamiento inicial cmyéc-
ciones semanales, fueron solo re-inyectados unalvez
mes(26).

AVI Biopharma ha desarrollado este tipo de &D
péptido conjugado contra el exén 50 humano, llamado
AVI-5038, en preparacion de estudios clinicos erHsta-
dos Unidos.

Omisién de exén con acidos nucleicos péptidddtro
grupo de AOs, loacidos nucleicos péptidpBNAs, tam-
bién estan siendo investigados por sus propiedielemi-
sion de exon. En lugar de la espina dorsal de afdsa
fato del ADN y ARN, péptidos forman la espina dbdsa
los PNAs. Son solubles en agua, muy estables, pusste
facilmente modificados y disefiados para transptagar
habituales bases de ADN y ARN en la correcta disfizs
espacial con cualquier secuencia deseada de nguera
puedan actuar como otros AOs. Matthew Wood y slés co
gas en Oxford mostré primero que un PNA orientddo a
exdn 23 mostro una actividad significativa en iryéc
intramuscular en los ratones m@8). Mas recientemente
se demostrd que un PNA 25-mer tiene una actividag m
buena cuando se inyecta sistémicamente en ratates m
(29).

Matthew Wood esté ahora trabajando estrech@men
conMichael Gaity sus colegas del Laboratorio de Biolo-
gia Molecular del MRC en Cambridge, Reino Unido con
péptidos conjugados, uniéndose, tanto al PNA y Ridi®
tra el exdn 23 de ratones mdx. El equipo ha de&zim
una serie deéptidos PNA internalizadpsl candidato
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inicial Pip2b, que se uni6 a un PNA contra el e28rde
raton de 20 unidades con la siguiente estructuevedila:

RAhRXRRAhXRRAhXRIHILFQNdRRMKWHKRAlIaC

La inyeccion intramuscular de sélo 5 microgramogste
AO-Pip2b-PNA en ratones mdx de 8 semanas edad, mos
tr6 un gran namero de fibras que contienen disteoéin

un solo musculo inyectado de raid). El desarrollo mas
emocionante es que una version mejorada del pégtdo
nocido como Pip5e, en conjugacién con un PMO 25-mer
ha demostrado la produccién muy alta de distrafima
todos los tipos de musculos después de una Unjea-in
cion intravenosa de 25 mg/kg en ratones mdx, yppare-
ra vez incluye los misculos del corazén (manuserito
preparacién de Yin, Saleh, Gait, Wood.). Hast&th& ha
sido muy dificil de encontrar péptidos como los PbtD-
jugados que tienen una alta actividad en el corgzénm el
Pip5e, que es un péptido abreviado y simplificatoam-
paracion con el Pip2b, es un gran avance en astidcg

es probable que sea mas evaluado preclinicamente.

Omision de exdn con morfolinos octa-guanidingQi
Long Luy sus colegas en el Centro Médico de las Caro-
linas en Charlotte, Carolina del Norte, han dedado

otro AO modificado que puede atravesar las membBrdaa

las células musculares con una eficacia muy ghagu-
cir distrofina en el corazon.

Al AO morfolino normal, se afiadi6é una estanat
compleja de cadena ramificada (un polimero), cupb®
brazos llevan a un grupo de guanidina (octa-guaajdin
sus extremos. Estos grupos forman parte del anighmac
arginina, los cuales son componentes de otros wngs
tipos de AO descritos aqui. Este polimero de outmgli-
na junto con el morfolino se llanmorfolino vivo A dife-
rencia del morfolino vinculado con un péptido (PPME
polimero de octa-guanidina no es un péptido, pgulmes
poco probable que el sistema inmunologico del cuesp-
ponda y destruya el compuesto.

Con el morfolino vivo contra el exon 23 dores
mdx, se realizaron experimentos en ratones viviosak
tamiento sistémico bi-semanal durante 10 semamnas co
inyeccidn intravenosa de s6lo 6 mg/kg de AO prodoés
de un 50% de nueva distrofina en todas las fibedssl
musculos esqueléticos, en hasta un 10% de los ogscu
cardiacos, y también en el los musculos lisos sl@dsos
sanguineos y los intestinos. Las funciones de loscoios
se han mejorado de manera significativa y no hfibotes
secundarios y ningln rechazo inmune. Estos nue@s A
ofrecen una perspectiva realista para una terdipezale
Duchenng?21).

Omision de exdn con transferencia génica.

Primer acercamiento: Los investigadores en el Institut de
Myologie en Parid, uis Garciay Aurélie Goyenvalle
(ahora en la Universidad de Oxford) y sus colabomras]
estan tratando deombinar la omisién de exdn con terapia
génicapara instruir a las células musculares a producir
ellas mismas los AOs, para que asi no tengan gque-se
yectados repetidamente. Esto puede lograrse aliinst
genéticamente a los musculos para proddiksn’s-U7
modificados conteniendo la informacién genéticapar
construccion de los AOs. L&sRNsn’s-U7son pequefios
ARNSs en el ndcleo de la célula que tienen una etsiral
similar a los factores de empalme.

Los investigadores construyeron un gen moatifio del
ARNSsn-U7 afiadiendo secuencias complementarias de
ADN de dos AOs que son necesarios para omitir @hex
23 de ratones mdx. Estos cortos ARNsn'’s son también
"hechos" por genes. Este gen-U7 modificado, U7 $D23
BP22, junto con secuencias de control, se colocd en
ADN de un virus adeno-asociado tipo-2, AAV. Estes-v
tores de transporte a continuacién se inyectarionegpo a
nivel local en los musculos solos de ratones mdx y luego
sistémicamenten su circulacion sanguinea. En las células
musculares, las secuencias del ADN recibido sesdran
bieron en los correspondientes ARNs que entonedis re
zarén el usual proceso de omisién exon que resturo
marco de lectura y, por tanto, abrié el camino pesin-
tesis de distrofina sin los aminoacidos determisguw el
exo6n 23. Esta nueva distrofina acortada apareita fean
un 80% de las fibras de los musculos tratadossque
emigro a su normal posicidn debajo de las membranas
celulares y se mantuvo estable durante mas deaisiafi

causar ninguna reaccién inmune.

Los procesos distréficos en los musculos redxdecir
su acelerada degeneracion y regeneracion, se eetnvi
completamente. Los ratones-mdx tratados sistémictame
gue fueron fisicamente estresados corriendo ebhamda
rodante, no desarrollaron el dafio muscular usuziren
trado en ratones mdx no tratadas).

Esta técnica de transferencia de genes-U@rftances
aplicada para el tratamiento gdrro GRMDperdiguero
doradoclinicamente distréficoEstos perros tienen una
mutacion en el sitio de empalme del ex6n 7, quel@ser
"reparado” omitiendo los exones 6 y 8. Mediantesel de
un vector U-7 modificado, especifico de perro, ear@n-
do estructuras en antisentido en contra de lose=x6n7 y
8, se obtuvo distrofina acortada casi en el nieeinal dos
meses después de una sola inyeckiéal en un masculo.
Una inyeccién regionaistémicaen una pata con circula-
cion bloqueada resulto en grandes cantidades denue
distrofina que estaba todavia presente seis mesesiés.

Segundo acercamientoMas recientementéyurelie
Goyenvalledesarrollo una nueva técnica mas general, en el
laboratorio de Kay Davies en Oxford. En este aceiea-
to, la omision de ex6n estd mediada por un nuesasy
"universal" vector ARNsnU7 que es bifuncional, yeeq
lleva una secuencia complementaria de ADN del ex6n
ser omitido también una cola libre que se une aitas

de lasribonucleoproteinas nucleares heterogéneas
A1/A2 (hnRNP). Estas proteinas pueden, cuandorlega
cerca del spliceosoma en los extremos de un exbitojii

el proceso de empalme del exdn, de ese modo no esta
incluido en el ARNpre-m final.
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Las secuencias complementarias de ADN dellyen
bifuncional traidas por el virus, una vez que aagcriben
en pequefios ARNSs, se uniran al exén a ser omiigoy-
que estas secuencias de ARN atraen los hnRNPs a los
sitios de empalme. Ellos por lo tanto induciranraision
del exon seleccionado re-
primiendo el proceso nor-
mal de empalmado. Por lo
tanto, este tipo de omision
de exdn no es provocada
por los usuales AOs , si no
por estas proteinas “univer-
sales” que son las mismas
para inhibir el empalme de
todos los exones.

La razon de este acer-

T camiento es reducir consi-
Aurélie Goyenvalle, PhD  geraplemente los largos
Universidad de Oxford proceso de Optimizacién

usualmente requeridos para
cada nuevo exon seleccionado. Al igual que coades-
camientos de ingenieria de omision de exén normiaes
mejor estructura AO posible para omitir un nuevoregs
un procedimiento largo que ahora se puede acastaglp
uso de la "cola universal”.

Este método ya ha sido probado con éxitd &be-
ratorio para omitir el exdn 51 en mioblastos aistade un
paciente de Duchenne con una delecién de los exiéhgs
50. El més efectivo ARNsnU7 fue uno con una egtiract
de la cola llamada Al (U7ex51-AON-Al). Este resbdar
distrofina a nivel casi normal en estos miobladtbesdian-
te la inyeccion de esta estructura bifuncionalllpeate en
los muasculos del raton mdx humanizado desarrojnto
investigadores de Holanda, que contiene la disiaofina
tasa de omision de exén del 54% fue alcanzada.

Se espera que esta técnica también sea dapamitir
otros exones e incluso los que son dificiles deippor la
omision de exo6n “normal”. Este acercamiento vez#atd
también ofrece la posibilidad de realizar variasstones
de exon con dos 0 mas ARNsnU7.

Este uso del ARNsnU7 bifuncional ha sido maiio
en la revista Molecular Therapy, su titulo es "Erteal
exon-skipping induced by U7snRNA carrying a splicin
silencer sequence: promising tool for DMD thera(®5).

Omisién de exdén con U1 genéticirene Bozzonly sus
colegas en la Universidddh Sapienza&n Roma son pio-
neros de un método genético de omision de exdhauree
estan utilizando el gen que codifica el ARNsn Ui pe-
guefio ARN nuclear implicado en el reconocimiento de
sitio de empalme 5 'y requerido para el primeppissia
reaccion de empalme.

Se han sustituido los primeros 9 nucleétidokédar-
minal 5 'del ARNsn U1 con 54 nucle6tidos complemen-
tarios de las regiones fronterizas del exén 23ydelde la
distrofina de raton. La estructura entera fue iaskeren
virus adeno-asociados de tipo 2/1. Tres a 4 biddBet x
10" de estos virus vectores se inyectaron en la geria
cola de ratones mdx de 6 semanas de edad. Doceazma
después, fue correctamente omitido el ARNm, y témbi
la nueva distrofina en el 10-20% de la cantidadnaden
varios musculos esqueléticos y también en los nigscu
del corazén y el diafragma. Los ratones tambiériamab
mejorado significativamente las funciones muscslare

En otro experimento, 18 meses después agdadion
de una sola vez de los virus, los misculos de aoses
fueron examinados cuando
tenian 80 semanas de edad.
Durante todo este tiempo,
practicamente hasta su muert
natural, los musculos esquelé
ticos, cardiaco y el diafragma
de estos ratones viejos no
s6lo contenian la correccion
del ARNm, en marco de lec-
tura, sin el exén 23 y sufici-
ente distrofina ligeramente |
acortada, que mantuvo el pro?
ceso de regeneracion degene Prof. Brezmoni
racion normal, si no que las UniversidadRoma
funciones musculares también
mejoraron significativamente sin ningln problemaun
nolégico. Estos resultados muestran que esta ggeicé-
tica puede conducir a un tratamiento de larga dtunase
los pacientes con Duchenne.

Recientemente, la tecnologia de omision da &asa-
da en U1 ha sido licenciada a la empresa Holandiesa
sterdam Molecular Therapeutics (AMT), que proceale h
cia estudios preclinicos y clinicos.

Terapias personalizadas y las agencias reguladoras.

La Administracion Federal de Farmacda FDA., en los
Estados Unidos, lAgencia Europea de Medicinas
EMEA, y otras agencias reguladoras requieren que el
"normal” desarrollo de un farmaco clasico paselaor
siguientes etapas:

Lafase pre-clinicainvolucra estudios de laboratorio y
animales para valorar la seguridad, actividad lgick y
formulaciones;

Lafase | de prueba clinicaen 20 - 100 voluntarios
sanos para determinar su seguridad en seres humanos

Lafase Il de prueba clinicaen 100 - 500 pacientes a
para evaluar la dosis 6ptima, seguridad, y eficacia
fase Il de investigacion clinicaen 1,000 - 5,000 pacien-

tes para confirmar la seguridad y la efectividaldude a
largo plazo del farmaco.

El costo de todas las tres pruebas clinicaswdstiga-
cién puede superar los 500 millones de dolaresyrara
farmaco y puede tomar hasta 15 afios del primeregioc
de un nuevo farmaco hasta su aprobacion de mercado.

Las reglas reguladoras fueron hechas en mptie
cuando los tipos de acercamientos especificoscigma
como la omision de exdn no estaban todavia dispemib
Para conseguir un farmaco para Duchenne persotaliza
través de estas etapas, algunos desafios son etmnt
gue son nuevos para los organismos y que tieneseque
superados antes de que puedan llegar a los paiente
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Por ejemplo, los estudios de fase-I de segdrabn los
AOs en vountarios sanos puede cambiar el marcecde |
tura en un ARN normal de distrofina y, si son sefite-
mente eficaces, dar a los voluntarios sanos distBni-
chenne, un efecto secundario indeseable que rerizxsha
que ver con los efectos secundarios "normalesa Q-
ocupacion mayor seria los asi llamadfectos fuera de
blancq que significa que exones podrian ser omitidos en
otros genes ademas del gen de la distrofina.

Otro problema, no encontrado en el desarddlan
farmaco normal podria ser propio de distrofia Bumste:
debido a la ausencia de distrofina, las membraslataces
de los musculos con Duchenne tienen grietas y ez
través de los que los farmacos de omision de exéden
llegar al citoplasma de las células y también alenidon-
de son necesarios para su efecto terapéuticooRantb,
los ciertos efectos adversos podrian aparecer satanen
pacientes pero no en las personas sin Duchenrehast
que los estudios de seguridad estandar con voiositar
sanos sean problematicos.

El equipo déric Hoffman en el Centro Médico In-
fantil en Washington, ha recibido recientementenzil®-
nes de dolares del Departamento de Defensa de Bt p
estudiar estos asuntos de toxicidad en ratonesnpsnel
AVI AO contra el exon - 51 usado en los ensayasads
britanicos.

Otro desafio para la aprobacién de farmacassion
de ex0n seria el gasto de varios cientos de méldeed6-
lares, y el tiempo necesario para pasar todasiktsoceta-
pas cada una de las muchas secuencias difererkg3 de
requeridas para tratar a pacientes con mutaciafersmt
tes. La mayoria de estas secuencias individuatas seli-
cables solamente a una pequefia cantidad de pacipate
lo tanto, en muchos casos, simplemente no habréama
tidad suficiente de pacientes disponible para $bsdtos
clinicos estandar.

Si las primeras pruebas de omision de ex@uesD
contindan indicando ningunos efectos adversosicglae
dos con el farmaco, como parece sera probablagkas
cias reguladoras pueden esperanzadamente ser cénven
das de que consideren grupos enteros de AOs de tijper
guimico como un solo farmaco y por lo tanto, acata
proceso de aprobacidn considerablemente.

Lo primero debe venir primero sin embargo. gumel
progreso en la omisién de exdn parece prometebor, e
camino al eventual acceso de los pacientes a tamtien-
to seguro y eficaz es aiin muy largo. Una vez qpeirler
farmaco destinado al exdn 51, se haya desarrotiado
éxito y haya sido aprobado por las autoridadedadgu
ras, la cuestion de cémo otros agentes de omigidm e
pueden desarrollarse de manera mas eficiente ebeevu
importante. Al mismo tiempo, todos los esfuerzdsedian
centrarse en ayudar a tantos pacientes globalroente
sea posible y lo mas rapidamente posible, sin pemgue-
go la seguridad de los nifios y sin tomar atajosbiubs.

En un primer simposio, organizado por TREAT-DM
para abordar este tema, un gran grupo de 98 exmgto
Duchenne, incluidos los cientificos que participaras
actuales pruebas clinicas de omisién exon, seammel
25 de septiembre de 2009 en las oficinas londirsetisda
EMEA, la Agencia Europea de Medicamentos, paraanic
un didlogo sobre las cuestiones de la reglamemtadié-
dedor del nivel sin precedente de personalizaciiosl
tratamientos para enfermedades genéticas como @.DM
La reunién con la EMEA trato de tomar medidas para
identificar una via que permita el progreso segueticaz
de estos medicamentos a través del proceso deaapdob
dentro de un periodo de tiempo aceptable.

Parte de este resumen esta basado en unapulgiva
cacion detric Hoffman del Centro Médico Infantil en
Washington, DG13)y anuncio de prensa de TREAT-
NMD.

Pruebas clinicas

Cuatro pruebas clinicas para omitir el exén 51hecos
con Duchenne son descritos en esta seccién mastanpo
te de este informe. Dos de ellas smrales en las que so-
lamente un musculo no importante es tratado. Esits
mientos en un solo musculo no pueden mejorar leidan
de todos los musculos, no pueden proveer un bémefie
nico a los chicos con Duchenne participantes. ti@so
dos pruebas smistémicasen las que los farmacos poten-
ciales, los AOs, son inyectados en la circulacamgsii-
nea. Y ya pueden mostrar una mejora pequefia deda f
cién muscular.

Pero la pregunta principal a la que estageaymtiebas
son disefiadas a responder&Son seguros los nuevos
farmacos potencialesRespués de todo, pueden tener que
ser dados por toda la esperanzadamente vida pemlang
de los nifios con Duchenne.

Estos pasos indispensables para el complstormdo
de una terapia son s6lo experimentos humanos que ta
bién pueden ir mal. La participacion de un numerfe s
ciente de nifios que necesitan omision del exors5ie
portante, pero no es Util que la familia emprendges

costosos a los centros de prudbate Bushbyexplicé en
su entrevista que grabé con ella en Marzo de 2009.

"No creo que sea practico para los nifiosnamimuy
lejos para participar en ensayos clinicos, porguneh que
estar en los centros clinicos cada semana parayaes
ciones. Tienen que tener un montén de muestrasrdges
tomadas. Las familias tienen que vivir cerca deckrgros.
Las familias tienen que poner su vida entera earasp
incluso si viven cerca. Las familias deben darsntaude
que los ensayos son s6lo ensayos. En posteriosag@En
de eficacia, su hijo podria incluso ser tratado mlagebo.
No se les puede ayudar y puede haber efectos sxomd
imprevistos. Los ensayos son trabajo muy duro.

Yo diria incluso que los nifios en los ensasian mas
en desventaja. Debido a que tienen que pasar por un
molestia para llegar a algo de lo que todo el mwsedo
beneficiara posteriormente, siempre que se hayasiem
trado que funciona. Estamos realmente muy agragecid
con las familias y nifios que toman todo el tiempsfuer-
zo para participar en estos estudios, que realnespera-
mos que las cosas avancen para todos”.
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Usted puede ver la entrevista completa cae Ka
Bushby y también con Hans Schikan y Judith van
Deutekom en mis paginas de intervetrw.duchenne-
information.eu

N
by

Judith van Deutekom, PhD. Hans Schikanriaba
Jefa de Investigacién restlente
Prosensa Therapeutics BV, Leiden

Prueba local de omision de exén en Holandaa prime-
ra prueba en humanos con la técnica de omisiérnxde e
fue realizada bajo la direccion dedith van Deutekom
Jan Verschuuren y otros de la compafifrosensa The-
rapeutics BV y el Centro Médico de la Universidad de
Leiden en Holanda entre enero de 2006 y marzo de 2007
Fue disefiada para proveer solamentepunaba de prin-
cipio y no se espera resulte en una funcién benéfiaa ter
péutica en los nifios tratados. Fueestudio locakobre un
area pequefia de un solo musculo, el migchidis ante-
rior de la espinilla, que fue tratado con el AO 2'O-et
contra el exon 51 llamad®R0O051

Con este tipo de AO quimicamente modificads,ih-
vestigadores holandeses han trabajado en expedment
pre-clinicos por afios y fueron capaces de omitines de
la distrofina con éxito en fibras musculares n@ s cul-
tivos de células obtenidas de pacientes con Dueheom
diferentes mutaciones, sino también en modeloatda r
mdx y hDMD, después de inyecciones locales y sdbcut
neas o sistémicas intravenosas.

Cuatro nifios holandeses participaron en esteli®
abierto. Tenian entre 10 y 13 afios de edad y halefan
mostrado deleciones de los exones 50, 52, 48-89;50
de la distrofina. Fueron tratados secuencialmeige;-
ficando que solamente después de que los resulpadas
un nifio eran positivos y no indicaban ningunostefec
secundarios serios, el proximo nifio fue tratadaladano
recibié una dosis Unica de 0.8 mg de PRO051 diseelt
solucién salina, 0.9 %, bajo anestesia local enregi@n
pequefia de aproximadamente 1.5 centimetros dedargo
su musculo de la espinilla

Después de 4 semanas, tejido muscular fue obtenido
por una biopsia del sitio de la inyeccién y se prphra
buscar el ARNm omitido esperado y nueva distroficar-
tada. Casi todas las fibras musculares en el tdgda
biopsia, hasta 94%, indicaban expresién de nuesteodi
fina en las membranas de la fibra muscular en eéveé

33%, 35%, 17%, y 25% comparado con tejido muscular
sano. El volumen de tejido muscular fue demasiatme-
flo para proveer cualquier beneficio clinico a ld®sa
participantes. Esto fue esperado y los nifios yaudias
sabian esto.

Estos resultados mostraban por primera vez|au
omision de exdn no solo trabaja en ratones y pesiom
también en musculo humano, en nifios con Duchenne, y
también significa que un tratamiento de omisiorexi@n,
cuando esté disponible, debe ser empezado cuando la
mayoria de los musculos todavia estan intactade@s,
inmediatamente después del diagndstico y la determi
cién exacta de la mutacién en el gen de la distaofi

Los resultados de esta primera aplicaciéradédnica
de omisién de exén en nifios con Duchenne han sido p
blicados el 27 de diciembre de 2007 en la revige N
England Journal of Medicine con un comentario de Er
Hoffman (18).

Prueba clinica sistémica en Holanda con PROO051 para
omitir el exdn 51 en chicos con Duchenngos resulta-
dos de un estudio clinico local intramuscular cR©B51
que se publico en la revista New England Journiexdi-
cine en 2007 habia demostrado que la técnica dedmi
de exdn con este agente no soélo funciono en arsrdale
laboratorio, si no también es capaz de producivagis-
trofina, sin efectos secundarios en nifios con Duohe
Con el pr6ximo paso hacia el pleno desarrollo d& es
técnica, los cientificos tuvieron que demostrar gjue
PROO051 también pueden ser aplicado de f@istémicaa
través de una inyeccion subcutanea (es decir |bajiel)
para que el farmaco pueda alcanzar y tratar t@gasgliu-
las musculares. El primer estudio sistémico alguezarea-
lizado con PROO051.

Entre Julio de 2008 y Enero de 2009, Pros&éhsaa-
peutics BV hizo un estudsistémicocon doce chicos con
Duchenne entre 5 a 15 afios de edad con PROO5%adnyec
do por via subcutanea. Las inyecciones subcutaiesen
la ventaja de que no se requiere frecuentes visitamsul-
torios médicos y hospitales en caso de tratamiapfmeti-
dos que mas tarde seran necesarios. Las inyecgiaies
control médico fueron realizadas por los equipos de
Nathalie M. Goeman®n el Departamento de Neurologia
Pediatrica de la Universidad de Leuven en Bélgida y
Mar Tulinius en el Hospital Infantil Reina Silvia en
Gotemburgo en Suecia.

Los resultados del estudio fueron presentpdos
Natalie Goemans el 12 de Septiembre de 2009 en el
Congreso Internacional de la Sociedad Mundial del
Musculo en Ginebra.

Cada nifio recibi6 una inyeccion por semamarta
cinco semanas consecutivas. En este estudio d& dosi
escalada, los primeros tres nifios recibieron el FRG
una dosis de 0.5 mg/kg en cada una de las cinezdny
nes, el préximo grupo de 2 mg/kg, el tercer grupdd
mg/kg, y los Ultimos 3 nifios de 6 mg/kg.

Se tomaron biopsias musculares antes y doarses
después del tratamiento para los dos primeros iiasiey
en dos y siete semanas después de la Ultima idyepara
todos los otros nifios. La estructura del ARNm prizsen-
cia de la nueva proteina distrofina se determinaron
todas las muestras de biopsia.
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Estos analisis mostraron por primera vezlguemi-
nistracion subcutanea de PROO051 dio lugar a laiémis
especifica del exdn 51 e indujo la produccién devau
distrofina en forma relacionada a la dosis, lo sjgeifica
que a dosis mas alta del farmaco se creaba maytdad
de nueva distrofina.

Esta primera prueba sistémica con un agenterd-
sion de exdn en Duchenne fue disefiada para respaiae
pregunta mas importante: ¢ es este tratamientoigenét
seguro? La respuesta fue positiva: no hubo recinazo-
noldgico de la nueva proteina y ningun otro prolsleii
nicamente significativo, por lo que este primetamaiento
de cuerpo entero con un farmaco de omision de fan
bien tolerado por todos los 12 pacientes con Dunhen
el estudio. Esto también queda ilustrado por ehbete
que los 12 nifios han entrado en la extension abikelt
estudio y a finales de Septiembre todos los nidosemn-
trado en su décima semana de tratamiento.

El resultado positivo de esta prueba alentias los
cientificos participantes y los médicos para coraefa
preparacion del proximo gran ensayo fase Il con el
PROO051 que se espera comience a principios de@pi0
mas de 150 chicos con Duchenne que necesitan @hitir
exon 51.

Usando el registro mundial TREAT-NMD paralia-
trofia Duchenne, Prosensa ya ha identificado attedde
300 pacientes en 21 paises que cumplen con lesiasit
de inclusién para esta prueba. Estos pacientesepan-
tidos a 50 centros clinicos potenciales. Los paetese-
leccionados y centros clinicos seran contactad@s -
ticipar en este gran ensayo internacional.

La cuestion clave de este estudio sera datarrsi la
aparicion de nueva distrofina también conduce mejo-
ramiento de la funcion muscular, por lo que mugiras-
bas bioquimicas y clinicas se realizaran. Se espgra
entre estas pruebas sea la prueba estandarizédaide
nutos caminando la que determinara la distanciaetros
que todavia un nifilo ambulatorio puede caminar en 6
minutos.

Primera prueba clinica local en el Reino UnidoOtra
prueba clinica de omisién de exoén se realizé é&ealo
Unido entre el otofio de 2007 y finales de 2008gb@ron-
sorcio MDEXbajo la direccion dérancesco Muntonidel
Colegio Imperial de Londres,Kate Bushbyde la Univer-
sidad de Newcastle upon Tyne. El consorcio MDEX, fi
nanciado por el departamento de Salud, agrupaenue
investigadores, asi como las agrupaciones MusBuylsr
trophy Campaign, ActionDuchenne, y Duchenne Parents
Support Group.

Ocho diferentes AOs morfolinos fueron protsmdn
cultivos de musculos humanos normales y Ducherere y
ratones no distréficos vivos que contenian disteofiu-
mana en sus musculos por los equipos de invesiigaci
Holandeses y Britanicos. Los mejores resultadabae
vieron con el AOmorfolino H51Adesarrollado poBteve
Wilton en Perth (Australia) y el mostrado foominic
Wellsen Londres, por ser lo suficiente estable par@ain
tamiento clinico a largo plazo. Este AO morfolirsosin-
tetizado por la empresa AVI BioPharma Inc. en Rad]
Oregon, y se llama AVI-4650).

Este ensayo fue un estudio local para evéduseguri-
dad y eficacia bioquimica de este farmaco morfotjne
omite el exén 51 después de inyecciones de unasepla
en un musculo pequefio y sin importancia, el misexio
tensor digitorum brevi$EDB) en el exterior del pie. Siete
nifios con Duchenne de 11-16 afios de edad, algienos
ellos en silla de ruedas, participaron. Ellos temiata-
ciones que necesitan la omision del exén 51 patauer
el marco de lectura, dos nifios con delecionessaxo-
nes 48-50, dos con deleciones en los exones 45360,
con deleciones en los exones 49-50, uno con ueaidal
del ex6n 50, y uno con una pequefia delecion eriréh
49 causando la delecion del exén 50. Antes deainédi
tratamiento, células de una biopsia de piel fuprabadas
en cultivos para confirmar que efectivamente el 4958
elimina el ex6n 51 del ARNm de la distrofina deazad
fio, y produce el esperado ARNm acortado de laafiisér
y la proteina en estos experimentos de laboratorio.

-

Prof. Kate Bushby Prof. Fraseze Muntoni
Universidad Newscastle u.T. Colegio Imperial dadies

Cada uno de los pacientes seleccionadosreatias de
5% de fibras revertantes en sus musculos, detedmipar
una biopsia en el momento de su diagndstico. Difese
bajas cantidades de estas fibras musculares Eesd
distrofina estan presentes en muchos chicos cohdbue.
Son causadas por una omision de exdn espontaneanta
tidad esta distrofina revertante encontradas eorgtol de
placebo tenia que ser deducida de la cantidadsti®fitia
detectada después del tratamiento.

Muchas otras investigaciones clinicas tamb&hacen
para asegurar que los resultados son cientificametit
dos y causados solo por el tratamiento. Por ejerfygdo
investigadores que analizaron las muestras de radsou
sabian si los tejidos provenian del musculo tratamtoel
AO o del musculo de control del otro pie, lo qugndica
que la prueba fue con método "simple ciego”.

Este fue un estudio de dosis-escalada, loseposrdos
nifios recibieron una dosis baja de 0.09 mg del Afan
lino en 0.9 ml de solucién salina, entregada cavatin-
yecciones en paralelo de 0.01 ml cada una directzEnssn
el masculo EDB. EI masculo del otro pie recibidéangio-
nes similares de solucién salina solamente parargtol
de los antecedentes de distrofina. Los cinco atifss
recibieron una dosis 10-veces mayor de 0.90 mg@ei
un esquema de inyecciones similares. La mayoriasde
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musculos EDB tratados fueron retirados en biop=ia®
tres y cuatro semanas después de la inyeccion.

La mayor dosis de AO resulto en la produceidmen-
tada de distrofina en todos los musculos tratafo|
tejido muscular alrededor de la via de la agujeésale la
cual se le dio el farmaco, 44 a 79% de las fibrasaula-
res habian aumentado las cantidades de distrana-
tensidad media de la distrofina en varias seccideema-
terial bidpticos vari6 de 22% a 32% de la intendidsedia
en los musculos de las personas sanas, y es 1 A2l
que el antecedente de distrofina vertante en etnhusle
control del otro pie. En algunas fibras positivadasrofi-
na solas, la cantidad de distrofina que se encen&rdle
hasta 42% de lo que en el misculo sano. Pruebcisrzeah
les demostraron que la nueva distrofina habia rddwat
peso molecular como se esperaba de la distrofioa ti
Becker acortada.

El objetivo de este estudio era demostraefauridad
local y eficacia bioquimica de las inyecciones mrsolo
musculo de un AO morfolino. Como con todos losatrat
mientos locales de este tipo, ningin beneficiopéntico
para los nifios participantes era esperado poatalmiento
del solo musculo pequefio EDB en un pie, y no huvo n
gun intento para determinar la funcion del miseuilites y
después del tratamiento. Los nifios y sus famibascen-
scientes de esta limitacion.

Este estudio en vivo demostr6 que el farneacanti-
sentido AVI-4658 indujo la omision pretendida debe
51, y la produccién de nueva distrofina que seahtths-
ladado a su lugar normal en el interior de la meméde
la célula muscular, que luego se conecto correctsrae
las proteinas del complejo glicoproteico de lardista.
Este tratamiento no se asocid con ningun efecténsiso
o local secundario adverso o con cualquier respuestu-
ne contra la distrofina.

Maria Kinali, MD. Vrginia Arechavala-Gomeza, PhD.
University College London

En el tejido muscular de los pacientes que re@bidéa
dosis mas bajas del medicamento, el ARNm con a1 exé
omitido fue detectado, pero ninglin aumento dedéefima
distrofina sobre el nivel del antecedente puedgsdya-
do, porque el método de prueba de la proteina nest
blot" no era lo suficientemente sensible para datetife-
rencias muy pequefias en las proteinas.

Este estudio clinico tenia el mismo objetive gl an-
terior estudio Holandés publicado en el New Englamat-
nal of Medicine en Diciembre de 2007, donde el (At
2'0-metilo se utiliz6. Ambos estudios fueron diskisa
para proporcionar una prueba de principio de quena
sion de exdn no solo funciona en animales de laidoa
como ratones distréficos y perros, sino tambiépamien-
tes humanos. Y ambos estudios han demostrado tpie es
es el caso. La principal diferencia técnica erisedos es-
tudios fue que los cientificos Holandeses sol@sgérmi-
tié realizar una Unica biopsia en el musculo tratdels-
pués del tratamiento, mientras que los britanicadan
hacer biopsia en ambos, el masculo tratado y etuhdis
de control, después del tratamiento . Asi, entelés
Holandés el antecedente de la distrofina no puedtos
mado en cuenta para la determinacién del contetedo
distrofina después del tratamiento. Hubo mas difdas
entre los dos estudios, lo que significa que lsaltados
de los dos estudios no son directamente comparables
todos los detalles.

En la publicacion de los resultados Britaejqaubli-
cados en linea el 26 de Agosto de 2009\paria Kinali,
Virginia Arechavala-Gomeza, Francesco Muntogi23
otros cientificog23), los autores dicen: "Ambos estudios
informaron inequivocamente la expresion de la afista
en concentraciones similaregthnemieke Aartsma-Ruy
Gertjan B. van Ommen (24declararon en su comentario
publicado al mismo tiempo, que "el siguiente pase gm-
bos grupos estan llevando a cabo, es entregaligmmo-
cleétidos en antisentido sistémicamente, por ltotda
comparacion detallada de los resultados intramasesi|
es decir, en los musculos individuales, son en gragida
irrelevantes. Solo los ensayos sistémicos revelaraer-
dadera promesa de este enfoque, y se necesitajoensa
adicionales para validar el beneficio funcional ommenos
la disminucion de la progresion de la enfermedad”.

Primera prueba clinica sistémica en el Reino Unido.
Uno de los mas decisivos experimentos animaleslpre-
nicos para la preparacién de esta prueba, fuenoyeg-
ciones semanales de AO en la vena de la cola dieest
mdx que se tradujeron en mas de 50% de distrofioa a
tada en la mayoria de sus misculos comparado @amia
tidad normal. Esta nueva distrofina estuvo prespotdo
menos 14 semanéa?).

Después de que la aprobacion se obtuvo decles
organismos de supervision del Reino Unido MHRA,
GTAC, y GOSH entre agosto y noviembre de 2008, los
primeros dos chicos recibieron inyecciones intragas
del AO AVI-4658 en la circulacion sanguinea a ppras
de 2009. En total, 12 chicos con Duchenne todawfaua
lantes en 4 grupos, quienes necesitaban la omision
ex0n-51, recibierén las inyecciones semanalmentante
12 semanas. Las inyecciones se realizaron seclrapoia
de modo que un tratamiento posterior puede deners
inmediatamente si ocurre algo en uno anterior.

Este ensayo de nuevo es un estudio de dosikdac
donde los chicos reciben una primera muy baja dfesis
0.5 mg/kg de AO cada semana, que se elevo a 4kymg/
para los chicos tratados en el cuarto grupo. Parafio de
10-afios de edad en el cuarto grupo, de 30 kg de pst®
significa que recibio 1.44 gramos del farmaco AQadte
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toda la prueba. En anteriores ensayos clinicosgieaa
enfermedades, dosis de AO de hasta 300 mg/kg/éfarfu
bien toleradas. Los objetivos de la prueba sonariab
seguridad y tolerancia y también cambios de laifumg

la fuerza muscular. La aprobacién fue obtenidade |
organismos reguladores para agregar 2 grupos més de
nifios, para recibir cada uno 10 y 20 mg/kg de AlO. E
tratamiento del quinto grupo esta en curso.

Aungue varias biopsias musculares seriansaeizes
para probar que el farmaco AO inyectado en la sangr
llegado a varios musculos y distrofina es produeitia
s6lo una biopsia después de la prueba se ha paorpibir
las agencias reguladoras. Esta biopsia se tomafon d
biceps de los nifios.

Este ensayo se realiza en el Hospital Greaio®d
Street de Londres y el Royal Infirmary en Newcasfen
Tyne.Stephen B. ShrewsbupMédico Jefe de AVI Bio-
Pharma, informé de estos resultados preliminar&& ele
septiembre en la reunidén de la Sociedad Mundialuiles-
culo WMS en Ginebra. Mencioné que el AVI-4658 fue
bien tolerado por los pacientes ya tratados y gusen
detectaron efectos secundarios relacionados dannehco
0 con otros problemas. Concluyé que "los datoeders
dad alentadores son extremadamente importantegpara
futuro uso de este fArmaco en antisentido, ya gadaxi-

cidad limitante de la dosis podria limitar seriateda efi-

cacia de esta terapia de DM Duchenne en esta exdedn
cronica, donde el tratamiento debe comenzar erfdadia
y, probablemente, continuara por toda la vida".

Tan pronto como los detalles y los resultadoapletos
de este estudio sean publicados en pocos mesas,iiser
cluidos en la siguiente actualizacion de este méor

AVI BioPharma es el patrocinador de estalpa,g a
Francesco Muntonise le han otorgado de 1.3 millones de
dolares del Concilio de Investigacion Médica dein@e
Unido para compensar algunos de los costos dei&bar

Cooperacion internacional ICE.La Organizaciorinter-
nacional de Esfuerzo de Colaboracion para la DMD
ICE, es una asociacion de 12 instituciones de FEanc
Italia, Reino Unido y los EUA, que bajo la direatide
Jean-Claude Kaplar(Francia),Terry Partridge(EUA) ,
Adrian Thrascher(Reino Unido)Luis Garcia(Francia) y
Berch Griggs(EUA) desarrollara los detalles de los méto-
dos conjuntos genéticos de omisién de exdn. EIfl@E
fundado en 2008 y es financiado poPafent Project de
Franciay la Association Monégasque contre les Myopa-
thiescon 1.7 millones de euros. Catorce de los 105 cien
tificos y médicos que pertenecen al ICE, se reanief 6
de Junio de 2009 en Monaco para analizar los estst
obtenidos en el primer afio de su colaboracion.

Algunas palabras finales personales.

Queridos amigos de cualquier parteComo dije al prin-
cipio, he escrito este informe de investigacionsg/dnteri-
ores especialmente para usted, los chicos y horjdres
nes con distrofia muscular Duchenne y sus famifiasa
gue pueda entender mejor lo que se esta haciemdalea
tener esta enfermedad . Espero que mis palabrasran
demasiado complicadas para usted, los hombresgéwen
los chicos con distrofia Duchenne y sus familiasoPsé
que, debido a que usted quiere saber lo que lestiga-
dores estan haciendo por usted, usted tendra yacsg
conocimientos basicos acerca de los muchos hedmats-c
ficos mencionados en este informe. Si tiene proagem
quizas tenga amigos que han estudiado medicinal@- bi
gia u otras personas que pueden ayudarle. O puegeanp
tarme por escrito en Inglés, Francés, Aleman, Edpafi
Italiano, voy a responder todos los correos ele@os o
cartas, asi como pueda, pero no siempre de inmegdiat
s6lo en Inglés o Alemén, no puedo escribir en atlios
mas sin demasiados errores.

Investigacion cientifica.Si usted ha leido el informe ente-
ro, usted se dara cuenta de que los muchos ciastifi sus
equipos mencionados, estan haciendo todo lo qoe ell
pueden tan rapido como es posible para enconteatena-
pia. En 1986/87, cuando el gen de la distrofina prete-
ina fueron encontrados, todos pensabamos que leranan
estaba finalmente abierta para una cura que pourya
pronto corregir la causa de la enfermedad. Permahws
de 20 afios después, todavia estamos esperando@sa c
al menos una terapia que disminuya la velocidadede
truccion de los musculos. Pero no solamente leapeie
contra deestaenfermedad mostré ser mucho mas dificil de

lo que imaginamos primero, el progreso para otnéere
medades genéticas como la fibrosis cistica o muoitas
mas de cancer, es también muy lento. De hechosthaue
enfermedad"”, la distrofia muscular Duchenne, podslia
verse la primera enfermedad hereditaria infrecuquée
tendra una terapia genética en el futuro no taamts.
Cuando una vez hablando damemieke Aartsma-
Rus dijo "la distrofia Duchenne nos ayuda a sanadfaa
misma". Asi que le dije que diseminaria sus patahla
resto de nuestra comunidad Duchenne. Ella dijoneet®
gue ella realmente se robo esta citadet-Jan van
Ommen que originalmente decia: "Esta enfermedad quie-
re ser curada”. La enfermedad es realmente asju@das
membranas celulares del musculo con Duchenne tienen
grietas y agujeros que permiten a los AOs entinién-
te en las células para hacer su trabajo de sanaltioRara
llegar a los musculos normales es mucho mas dificil

Diagnéstico de la mutacibonComo usted ha visto, la omi-
sion de exdn es una técnica especifica a la mutaEgp
significa que la mutacién exacta debe ser conquida|
paciente para luego beneficiarse de dicho tratamiéi
método MLPA es ahora una técnica ampliamente aitifiz
para la deteccion de deleciones y duplicacionesptmen
los pacientes con Duchenne, sino también en mupenes
tadoras. Incluso si la mutacién del paciente enfamélia
no se conoce o no puede determinarse mas, el método
MLPA encuentra las deleciones y duplicaciones dkda
trofina en las madres u otras mujeres relacionedas
ellos. Esto es importante para el consejo gendtieopue-
de evitar el nacimiento de nuevos nifios con Duche&m
la familia de un paciente. Pero si una mujer esgoepue-
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de asegurarse de que ailmes portadora, esto puede alen-
tar a tener nifios sanos, sin temor a que se repita.

Registro. Todos los nifios y hombres jovenes con Du-
chenne deben tener sus datos médicos personailssaeg
dos en bancos de datos de Duchenne de su propicpai
deben ser parte de las redes de registro intemalem co-
mo ofrece TREAT-NMD Wwww.treat-nmd.eu/reqgistjyy
DuchenneConnectifwvw.duchenneconnect.grgesto per-
mitiria encontrar a participantes para pruebascalénde
terapias para las mutaciones mas inusuales, y éangai-
rantizaria que los pacientes y sus familias tiereaeso a
la informacion mas actualizada sobre resultadaeass-
tigacion y manejo médico.

Cuidado con farmacos y tratamientos milagrosodJn
tratamiento que es seguro y eficaz durante muelnapt
solo pueden ser producidos después de un desaronilo
métodos estrictamente cientificos. Si usted ve d&ow
"milagrosos” en Internet o tiene propuestas darmatntos
milagrosos, que cuestan miles de dodlares o de gures
ted considera adquirirlos o aplicarlos en su g, favor
pregunte a los proveedores de lo milagroso cuamifos
con Duchenne ya han curado, como fueron diagnadstica
con qué resultados, cuanto nueva distrofina haargrado
en los musculos, y cuanto ha mejorado la funciéaamu
lar, y en qué importante revista médica los redokdue-
ron publicados. Si eso que es ofrecido tiene reatienal-
gun valor, preguntese a usted mismo por qué nc réde
familias van con sus nifios enfermos ahi. Tengaaciaid
por lo demas usted perdera mucho dinero y posilitame
lastimara a su nifio severamente.

Reconocimiento de mi informe escritoEl presidente de
Alemania,Horst Kéhler, me ha otorgado la "Bundesver-
dienstkreuz", la medalla al mérito de nuestro pafda
escritura de mis informes, y en una impresionaeterno-
nia el 5 de febrero de 2009 me fue dada a mi peeark-
tario de Estad&undolf Fleischeren nuestro pueblo Brei-
tnau en la Selva Negra donde vivo. He utilizada egibr-
tunidad para explicar a las cerca de 120 persaeseipes
la situacién de las familias con nifios con Duchesme
Alemania y entonces empezar a escribir a 12 poéitite
alto nivel incluido nuestro Presidente Federal gSoosa,
Eva Luise Kohler que se ocupa de las enfermedades rara
y los Ministros Federales de Salud e Investigacion.

Durante los proximos meses de invierno, despgaé
gue nuestro nuevo gobierno esté en su lugar yjaatha,
voy a utilizar estos nuevos contactos con el olgeale en-
contrar formas de aliviar al menos parcialmente gi@n-
des problemas financieros a los que la comunidadna-
cional de investigacidon de Duchenne se enfrengueres-
fuerzos para desarrollar todos los farmacos deiémae
exén mas alla del 51, para todos los cerca de 8)bbsd
chicos con Duchenne que los necesitan.

Y el 21 de marzo, la Academia Gaetano-Contlde
poles en Italia me otorgd fremio 2009 de Investigacion
Socialen la reunién de la Sociedad Mediterranea de Mio-
logia en Nicosia en Chipre. En esa ocasion, présent
documento sobre como explicar la omision del exba5
los pacientes con Duchenne y sus familias. Si uddsda

ver las 55 diapositivas PowerPoint de mi preseatagor

favor pidamelas por e-mail y se las enviare. Soy da4
talladas y tienen muchas animaciones, por lo qgierigen-
derd sin una explicaciéon mia.

Como un agradecimiento por este premio, hetesc
una publicacion acerca de mi trabajo con el titlitoe
Progress Reports on the Development of Therapies of
Duchenne Muscular Dystrophy”, que aparecera con un
editorial escrito por Reinhard Riidel en el nimezo d
Octubre -2009 de la revista ActaMyoloigica.

Este informe tiene
ilustraciones,que le
ayudara a entender
mejor mis explicacio-
nes. También conti-
ene fotografias de al-
gunos de los cienti-
ficos que trabajan en
la busqueda de una
omision de exdn para
"nuestros” nifios. Este
toque personal, pri-
mero ofrecido en mi
informe original de
omision de exoén, ha
sido bien recibido por
las familias y otros
lectores también. Y hay una fotografia de una dana
especial, junto con tres nifios. Se trat@deFurlong, la
presidenta del Parent Project Muscular DystrophyeAm
cano, PPMD, en una imagen tomada por mi en ladgauni
de 2008 del PPMD en Filadelfia. Muchos de usteaes |
conocen personalmente, y la mayoria sabe lo queyhiz
sigue haciendo para acelerar la investigacion yaasera-
pia de Duchenne a una velocidad cada vez mayag hac
una terapia eficaz que este lista, esperanzadotajam
pocos afios mas. jNo podemos estar lo suficientement
agradecidos por lo que esta haciendo!

Para concluir estas palabras finales, aqui estapemsa-
mientos sobre la cuestién mas dificil que a menadgo
gue responder:

¢Por qué mi hijo tiene esta terrible enfermedadEsta

es una pregunta que a menudo escucho cuando eecibo
mails y llamadas telefénicas de casi todas pagkmdn-
do, la mayoria de madres con nifios con Duchenne: Au
que no he aprendido profesionalmente cémo hacetefiae
esta pregunta, estoy tratando de responder de oodss,
en mis propias palabras como éstas:

Distrofia muscular Duchenne no es nueva, ceimo
SIDA, porque se ha encontrado también en ratoatss,r
gatos, perros y caballos, y existe por lo tantobable-
mente en todos los animales con musculos. Asi oue e
pez6 mucho antes de que nos volviéramos difereletes
nuestros antepasados animales. Se trata de umaiecik
la evolucion. Sin mutaciones, los cambios aleasodi® la
informacion genética, no estariamos aqui y el rdstia
vida tampoco. Algunas de las mutaciones son "btgnas
porque mejoran la vida, pero la mayoria son "majgss-
ligrosas, porque causan la muerte y una enfermaoizds
o después del nacimiento.
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Las mutaciones que causan distrofia mus@uar
chenne no lo castigan a usted, los nifios enferonsgs
madres, que pueden haber pasado el gen dafiadeda ust
Las mutaciones ocurren simplemente, probablemante |
mayoria de las veces por errores cuando los gendis-s
plican durante la divisién celular.

Este no es el lugar para discutir cuestioakgiosas
que vienen a la mente facilmente. Sé6lo quiero afadi
reflexién: La naturaleza parece actuar ciegamenters
portar a quién lastima, por otro lado, una largesie
mutaciones buenas nos dio el cerebro humano, la mas
compleja estructura del universo, que es capagstaver
muchos problemas, incluyendo la reparacion de @stos
cidentes que causan distrofia Duchenne. Este irform
muestra que esto es jexactamente lo que esta sndedi
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iGracias!

Estoy agradeciendo a todos aquellos quienes mayan
dado a escribir este informe, revisando entre mimen
su trabajo y hacer cambios y adiciones donde fueca-
sario: Annemieke Aartsma-Rus, Aurélie Goyenvalle,
Judith van Deutekom, Kate Bushby, Terry Partridge,
Francesco Muntoni, Irene Buzzoni, Qi Long Lu, Mieha
Gait, y Hans Schikan. Estoy agradeciendo también a
TREAT-NMD y PPMD por su apoyo financiero.

Este eskicardo Rojasen Mazatlan en México, quien
tradujo mi primer informe de investigacion en 2@®0
espafiol y luego todos los otros 12, también. Ustexle

ver sus traducciones de mis
Gltimos informes y entrevis-
tas en mis paginas de inter-
net. El también ha traducido
este.
El sabe de quimica, bio-
guimica, genética molecular
y una gran cantidad de me-
dicina que le permite cam-
biar todas mis palabras cien-
tificas en las correctas en
espafiol. Y sabe también lo
que significa tener distrofia
muscular, porque él mismo
tiene una: distrofia Becker. Estamos todos muydsgra
cidos por sus esfuerzos para que todas las families

hablan espafiol conozcan
los resultados de la inves-
tigacion de Duchenne.
Pero muchos de mis in-

formes han sido traducidos
también a otros idiomas co-
mo el francés, italiano, eslo-
vaco, holandés, polaco, che-
co, griego, turco, japonés,
chino, y probablemente en
otros los que no sé toda-
via.

Como uno de mis muchos
traductores, le muestro a
Yumiko Yamauchj que es una estudiante graduada en el
Departamento de Pediatria de la Universidad de Kexbe
Japén. Su traduccién de mi Gltimo informe de omislé
exdn es muy bonito y me hace sentir como un aretifab
iGracias a todos ustedes!

Internet y listas de correo.Usted puede ver este informe
actualizado en internet emww.duchenne-information.eu
asi como dos recientes entrevistas y otros infarBies
desea recibir todos mis futuros informes tan praoioo
estén listos, por favor envieme su direccién descor
electrénico para su inclusidon en mis listas deezman
Inglés, Aleman, o Espafiol que ya contienen maside m
direcciones.
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Detalles moleculares de omision de exon 51

En la prueba clinica local en Holanda, se ha lagaditir el exén 51. Aqui, los detalles moleculadesesta omision de uno
de los chicos son explicados, cuyo objetivo fuéargar el marco de lectura que fue cambiado erR&lr por la delecion del
exon 50 en el gen de la distrofina.

Parte de las secuencias de bases del esonesidel ARNm delgen normal de la distrofinas mostradasi como
el finaldel ex6r49y del inicio del exdrb2. En el exdrb0, 29tripletas de bases no son mostragazen el exorbl.
Debajo de cada tripleta, se muestra el nombre @g@del aminoacido en la proteina distrofina cgta e
codificadopor la tripleta. (La traduccion hacia los aminoasidcurre en los ribosomas. Los amino&cidos no estiélos a
los codones del ARNDas tripletas estan seguidas una tras otra sirciespantre ellagpero aqui se usan guiones
indicando la separacion entre tripletas del maectedtura y lineas verticales para indicar los bsme los exones
Las tres bases que sefializan el codon de peacadta UGA se muestra en roj&l exons0finaliza después de la
primera base de la Gltima tripleta, que entonce®ewpletada para formar la tripleta UCU con la jgriany segunda base del
exon 51, mostrada en azul.

Final Exén 49 | Inicio Exén 50  Final Exon 50 | Inicio Exén 51
---CAG-CCA-GUG-AAG | AGG-AAG-UUA-GAA---AUU-GGA- GCCU | CUCCU-ACU-CAG-ACU-
gln pro val lys | arg lys leu glu ile gly ala ser| pro thr gin thr

codén de paradulto
---GUU-ACU-CUG-G = UG-ACA-CAA---AAA-CUA-GAA-AUG-CCA-UCU-UCC-UUG-AUG-UUG-GAG---

val thr leu val thr gIn lys leu glu met pr o ser ser leu met leu glu
Final Exén 51 | Inicio Exén 52
---AUG-AUC-AUC-AAG-CAG-AAG | GCA-ACA-A UG-CAG-GAU-UUG---
met ile ile lys gIn lys | ala thr m etgln asp leu

Cuando el exdn 50 esta delecionado (eliminado) garey también en el ARNm, el exdn 49 es seguitecthmente por el
exon 51. Esto causa el cambio del marco de leetued exén 51 por un nucledétido a la derecha, @mohsecuencia de que 8
aminoécidos incorrectos son incorporados en laddiist, hasta que finalmente una sefial de paragtagiura UGA es
alcanzada. La secuencia de bases cambiada y loe&idos erréneos son mostrados en rojo. La Srdedilistrofina es
interrumpida prematuramente, queda incompletaessudda, ydistrofia muscular Duchennge desarrolla.

Final Ex6n 49 | Inicio Ex6n 51
---CAG-CCA-GUG-AAG | CUC-CUA-CUC-AGA-CUG-UUA-
gln pro val lys | leu leu leu arg leu leu
codon de parada activo oligorribonucleotido en antisentido

UC-UUU-ACG-GUA-GAA-GGA-ACU
- CUC-UGGUGA CAC AAG---AAC-U AG-AAA-UGC-CAU-CUU-CCU-UGAJGU-UGG--
leu trp Alto!

Final Exén 51 | Inicio Exén 52
--- AU-GAU-CAU-CAA-GCA-GAA-G | GC-AAC-AAU-GCA-GGA-UUU---

El oligorribonucledtido en antisentido para omistimexén, AON PROO051, usado por los investigadootendeses, es
mostrado en color azul unido por el emparejamidstbases Watson-Crick a 20 bases en el exdon H.irigsice la omision
del exdn 51 en el ARNm del gemutadogue, en este ejemplo, no contiene la secuenciexdel

Si, en adicion del exdn 50 delecionado, es remogidixdn 51 por omision, entonces el exén 52 esliseatamente
conectado con el exdn 49. El marco de lectura radtesado mas porque el exon 49 termina y el e@arBpieza con un
codon completo de tres bases.

Final Ex6n 49 | Inicio Exén 52
---CAG-CCA-GUG-AAG | GCA-ACA-AUG -CAG-GAU-UUG---
gln pro val lys | ala thr met gln asp leu

Ninguna sefal prematura de parada aparece enreb@x6 posterior, pero 77 aminoacidos estan fataen la proteina,
aquellos cuya informacién genética fue portadalgpsecuencia de bases de los exones 50 y 51. falismtes en la parte
central de la distrofina acortada, que, sin emhamgtavia sera probablemente parcialmente funcippat lo tanto da lugar a
distrofia Becker moderada, en lugar de distrofiztizunne severa.
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