Distrofia Muscular Duchenne

La omision de exdén cambiara la rapida Duchenne ema mucho mas lenta distrofia Becker

Una entrevista con el Profesor Stephen D. Wilton

El Profesor Wilton es la Cabeza del Grupo de Medid#lolecular Experimental en el Centro de Desérsi&t@iromusculares
y Neuroldgicos de la Universidad de Australia Oeai@l en Nedlands cerca de Perth. El 16 de juli@@@6, después de la
Conferencia Anual del Parent Project Muscular sty de EUA en Cincinnati/Ohio, 13 — 16 de Juli®2@86, el Profesor
Wilton contest6 preguntas @uenter Scheuerbranddr. en bioquimica (imprimadas en cursiva) solrerhision de exon, el
acercamiento de investigacién mas avanzado haait¢euapia de la distrofia Duchenne.

Omisién de Exon, pruebas clinicas inician.

La omisién de exdn (exon skkiping) es una técniea q
induce la sintesis de proteina en los mlsculogradrarse
partes del mensaje genético del gen de la disiaadie
modo que una distrofina mas corta que la normal sea
producida, asi haciendo mas lenta la rapida progresle
los sintomas de la distrofia Duchenne en una mucée
lenta distrofia Becker. Los farmacos potenciales &
mados oligonucledétidos en antisentido, abreviadoaa
AONSs u oligos. Durante la importante reunién aqui en
Cincinnati, los detalles de esta técnica fuerorcdiiglos
en gran detalle, y no tenemos que repetirlos ez estre-
vista.

Para iniciar, por favor explique a las famti@on
chicos con Duchenne, lo que los resultados muy prem
dores de la investigacion de omisién de exén Sigméan
a quienes esperan desesperadamente una cura de esta
terrible enfermedad.

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

Prefiero ser cautelosamente optimista y decir quaraos

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

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

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

Nuestras pruebas clinicas tienen que ser hechpa-des
cio, concienzudamente, y paso a paso, lamentabtemen
para los padres que quieren un tratamiento ahera.|®
importante es que, tan pronto como un paso es mmad
estamos listos a tomar el préximo. Cualquieraemgie

muy optimista cuando una prueba ini@aperando que los
resultados sean positivos. No hay ningunos grapides
blemas de seguridad esperados cuando so6lo un muscul
esta siendo tratado y luego mas tarde quitadoganadli-
sis. Hay un mayor riesgo cuando la prueba progresa
tratamiento de cuerpo entero con cantidades muéso m
grandes de AONSs a ser administradas y hay unaifposib
dad de algun efecto secundario inesperado.

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

En este momento pienso que, uno no deberia experi-
mentar con diferentes dosis o tiempos, porquedalya
real serd un tratamiento de cuerpo entero, umtratdo
sistémico para demostrar que la omision de exdmesde
trabaja en mlsculos humanos. Y esto va a ser muy, m
dificil, porque no sabemos cuantos AONs necesitasem
con que frecuencia ellos tendran que ser admidistra
Francesco Muntonique conducira la prueba britanica, una
vez dijo "Tengo una pesadilla: ¢ Como calculamakota
sis? jEn diez afios, todavia hablaremos de las misu&s-
tiones que conciernen ahora al tratamiento corcoedte-
roides, un dia con, un dia sin, 10 dias con, 19sifa 0
cuando el viento sopla del este!" Y tenemos sékadti-
coesteroides relacionados, y todavia no sabemos com
ellos funcionan.

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

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

Tendran que tener aprobaciones, porque técnicamente
cada nuevo oligo es una nueva medicina. Pero l@sjpe-
ramos es que los oligos para los primeros procesas
ejemplos seleccionados, y que para oligos substxuen
fila los procedimientos de aprobacion puedan settac
dos, si todos oligos se comportan de manera sisnitar
inducen ningun efecto secundario.

Trabajamos con oligos modificado de una quimica
diferente llamadomorfolinos Este tipo de compuesto ha
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sido ya sistémicamente administrado a humanos como
antibiéticos potenciales. Ellos han mostrado sguisss,
porque ellos no son destruidos en el cuerpo, ycparser
absolutamente estables. Extensas pruebas ya fwan sid
hechas con ellos, y asi pueden no necesitar talebqs
clinicas extensas como, por ejemplo, otros AONSsifinod
cados, los investigadores Holandeses usan, los&i-m
tioato-protegidos, que no han sido administradiosra-
nos. Los morfolinos, por otra parte, tienen uneuetira
central completamente diferente. Ellos no estagacios y
porque ellos son tan raros, no hay manera queliedan
integrarse en el genoma. Asi que lo que hacembsaera
te no es terapia génica, pero es una modificacda d
expresién génica.

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

Uno de los aspectos mas importantes a comasidsy
que los oligos no son simples farmacos convenasngl
que ofreceriamos un tratamiento personalizadotaragia
molecular personalizada para un chico con Duchenne.

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

Todavia podria haber efectos dependienteasdgifie-
rentes secuencias de nucleotidos de los oligoeries
que ser conscientes de tal riesgo. Pero estewsetaso de
comparar los riesgos contra las ventajas. Aunysalgu-
nos efectos secundarios adversos con estos mogaim
la localizacién de las mutaciones Duchenne, latajas
de restaurar alguna expresién de distrofina podrésiar
mas que los riesgos. Los corticoides tienen nurneros
efectos secundarios pero éstos son aceptadosmehial
como la mejor opcién de tratamiento.

En esta reuniomMominic Wellsmostré que cuando él
solo inyectaba AONSs directamente en los muisculos de
ratones, él conseguia una muy buena omision deaxxon
el nivel del ARN después de 14 semanas. Asi qus est
morfolinos inducen la omisién de exdn durante Iase
nas. Y la proteina va a ser mas estable que el ARMN.lo
que después de 14 semanas, usted deberia comseguir
cha distrofina, y esto puede durar posiblementardar
hasta 26 semanas, que son 6 meses! Nunca espearstgue

durara tanto tiempo. Esto funciona mejor de lo exje Y
si hay una reaccion adversa después de darlecal ghi
morfolino, quizas hay modos de controlar eso. Yecgs,
el muchacho tendria quizas una semana incomodagg |
esto va a ser 6 meses antes del siguiente trateam@ma
vez, tenemos que calcular si un tratamiento dossvat
afo seria adecuado. Podriamos comparar esto qoiogui
terapia y radioterapia en el tratamiento del cartday
efectos secundarios terribles. Y son aceptadosiparq
hay nada mas.

Dos tipos de oligonucle6tidos en antisentido

Los investigadores holandeses intentan en susslige
20-metil-fosfotioatos, para omitir primero el exbh, y
usted y los britdnicos probaran morfolinos. ¢, Pestedes
trabajaran juntos, verdad?¢ y cual es la razon loqué
los holandéses trabajan con este otro tipo de sligo

Los holandeses buscan una variedad de exdeesd
tes, y los ingleses han hecho una comparacion gifran
contrado que los compuestos que desarrollamosarén p
cular los morfolinos, trabajaban muy bien, y desidn
usarlos para su prueba clinica que esta todav@atapa
de planificacién. Ellos trataran de omitir el ex&i tam-
bién, para tener esencialmente un estudio paraligo
prueba holandesa. De este modo, ellos seran cag@ces
comparar diferentes quimicas, diferentes secugncias
comparar la eficacia de estos tratamientos difeseiiisto
realmente no podria ser hecho si ellos trataraomdgr
otro exon. Asi que, si ambos tipos de AONs estas mo
trando ser seguros, el trabajo en ambos ladoseaal-
canzado. Esperamos que ambos den resultados ssnilar

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

Los primeros experimentos de omision de exon.

¢ Quién realmente tuvo la primera idea sobre la @mnis
de exdén?

Pienso que fue desarrollada simultdneamentargos
sitios diferentes. Yo habia estado haciendo urajoaén
fibras revertantes con distrofina que aparecenrgdpea-
mente en los musculos con Duchenne, y tratabaamen
trar cual era el mecanismo. Y para mi era |6gic® egto
fuera algin mecanismo de omisién de exon. Eraediad
de 1994, y encontramos algunas transcripcionegiesy
y algo de funcionamiento de ARNm para distrofinarac
tada. Y luego al final de 1996, en una reuniénlérago
Tahoe, EUA, encontréRyszard Kolale la Universidad
de Carolina del Norte. El hablaba de la supres@reoh-
palme anormal en el gen 3-globina como una terzria
la talasemia. Por lo que sé, él era la primeraoperen



modificar la expresién de un gen por modificacieh d

empalme. jDespués, Ryszard y yo habldbamos bastante

tiempo, y luego en uno de esos momentos que PasaA ¢
do algo le golpea casi literalmente como un laarira
simplemente tan obvio, que este era el modo @Sir.
usted pudiera usar AONs para suprimir el empalnoge-an
mal, por qué no aplicar el mismo acercamiento phra
empalme normal, también? Unas semanas después del
regreso a Perth, recibi algunos oligos de RysZamdia-
mos algunos cultivos con fibras de misculo questaban
muy bien, pero hicimos algunos experimentos desgodo
modos en seguida, y conseguimos la omision de exon
nuestro primero experimento con uno de los oligos d
Ryszard.

¢ Entonces usted fue quién aplicé por primera vez es
técnica en la distrofia muscular?

Por un lado, si, al menos en una tentativguitar una
enfermedad causada por una mutacién del ARNm de la
distrofina. Pero piensd/asafumi Matsu@n Kobe en
Japaén también aplico AONSs a la trascripcion deldgeia
distrofina. El lo hizo antes, pero yo no estabarimiado de
esto entonces. Pero estaba produciendo una mutéion
delecion de "Kobe" del exdn 19 en una trascripciéin
gen de la distrofina normal. El fue probablemeatpri-
mera persona que estaba haciendo omision de exén en
gen de la distrofina.

El ha tratado ahora a un chico con Duchennauoca
delecion del exén 20 inyectando en su flujo sareuim
oligo de ADN especial contra el exén 19. De acuerdo
una publicacién reciente, 6 % de la cantidad nodsal
ARNmM de distrofina fue encontrado y también alguna
proteina distrofina. Pero de los datos que encomtréra
convincente. Cémo sea, el pudo mostrar que la 6misi
sistémica en chicos con Duchenne es posible siosfe
secundarios peligrosos.

Pienso que el problema principal fue la el@tcle este
oligo de ADN, que, como yo comprendo, reaccionaeion
ARN en alguna manera que el ARNm es destruido par u
enzima llamada ARNseH. Habria sido una carrera etr
mecanismo de omision de exén y la degradacién del
ARNmM por el ARNseH. Repetimos el trabajo de Matsuo
en ratones y descubrimos que este tipo de oligsDié
funcionaba en algunos objetivos pero no en otrdsrdés,
cuando usamos un oligo 20-metil de la misma sedaenc
para el exén 19, este compuesto era 30 a 40 vetes m
eficiente. La razon era que es un oligo estable lggaba
dentro las células para producir omision de exan y
producir el mecanismo del ARNseH.

¢ Cuando habra una terapia de omision de exén?

El gen fue encontrado hace 20 afios. Todo el mustde e
ba muy excitado porque tendriamos el préximo af& un
cura. ¢ Qué puede decir actualmente a los padres que
sienten que el tiempo para sus nifios se esta adal?an
Hace dos afioGertjan van Ommede la universidad de
Leiden, Holanda, me dijo en una entrevista que téena
aproximadamente 10 afios hasta que la omision de exé
trabajara en los nifios. Dos afios han pasado, aeiagho
afios restan. He preguntado a las familias si realtae
desean saber eso, y su respuesta fue: "Si, desesabes
lo, y entendemos que tales estimaciones no pueden s
precisas, y que esta estimacion no quiere deciraque

enero del 2014 exactamente ahi habra algo paratrues
hijo." ¢ Cual es la situacién ahora? ¢ Cuanto tienppensa
usted que pudiera tomar?

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

Sin embargo, soy optimista de que, si los @ris
ensayos clinicos son hechos cuidadosamente y lgingqye
entonces muy rapidamente planeamos seguir con siueva
pruebas. Y en las nuevas pruebas incluiriamos suevo
blancos, para poder omitir otros exones y aborddam
ciones diferentes. Asi que no esperaremos porias
ver qué ocurre y analizar los resultados. Si olmberseun
resultado positivo en una prueba, pondremos enhaaaic
proximo paso lo antes posible.

Y una manera en como podriamos acelerarl@joas,
que en vez de tratar de omitir solamente un exéarvaz,
podriamos apuntar a dos exones 0 aun mas, partt ta
hacer multi-omisiones de exdn simultaneamente.qui@or
no usar un cActel de oligos para omitir varios esoa la
vez? Hemos hecho actualmente esto en cultivosldigé
con una mezcla de oligos para remover los exones150
52 y 53 simultdneamente, y trabajan razonablenigete
Y hemos trabajado con otro preparado, dirigidosaelo-
nes 6, 7, y 8, que eran los exones del perro fstrque
necesitan ser omitidos. Asi que podiamos probarkl e
perro antes de trabajar con humanos. Muchas maexio
diferentes podian ser alcanzadas por uno de estteles.
Y una ventaja de usar un coctel es que usted jpoalir
de forma segura tres o mas oligos de una solarvpa-
dimos aun combinar diferentes oligos. Eso acekeiam-
siderablemente la investigacion.

Asi que, cuando ahora mira, la estimacion eej& es
muy realista, tal vez el tiempo serd mas brevet aaos
desde ahora hasta que podamos tratar a los priclemms
con buenos resultados.

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

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



Fabricando los oligos.

¢ Quién actualmente hace los oligos? Son probablemen
hechos automaticamente.

Yo personalmente he hecho los oligos 20-meatl q
usamos, con una maquina gque tenemos en el labiorator
Presioné botones para afinar las secuencias delbls
puse los reactivos y los mantuve en su mayor njveerdi
mucho tiempo de suefio, cuando tuve que mirar tassén
Los quimicos son muy costosos y odio desperdicartd
que el sintetizador era mantenido funcionando édstiv
cuatro horas cuando es cargado con los quimicawaih
hay muchas compafiias quienes hacen oligos peiierpref
algo de control sobre el proceso. También congigera
der mas sobre la quimica. Una vez que optimicernes-n
tros 20-metilos en células cultivadas, contactaseaAvi
Biopharma en Oregén, la compafiia que ahora hace nue
tros morfolinos. Ellos hacen esto en un acuerdcotbo-
racion y ha sido muy alentador y bueno trabajarettos.
Mas importante, pueden hacer morfolinos de graithicol
para las pruebas.

¢ Estos oligos seran costosos cuando toddiskie
para los chicos?

Seran costosos, pero no tan costoso commthupcion
de virus para el reemplazo génico. La omision admex
sera muchas veces mas barata. El costo de hagser est
oligos es cuantioso, y todavia necesitamos mucluofom
linos con diferentes secuencias. Pero si podensesiali
oligos que trabajen muy eficientemente en cantislade
pequefias, que usted puede administrar en unaligaiy
todavia ser terapéuticos, entonces estos farmachtap
Nno ser tan costosos.

El diagndstico preclinico temprano seré importan-
te.

Si la omision de exdn u otra técnica trabajan, gidbe
ser aplicada temprano antes de que los musculcaspdes
rezcan? Todavia tengo mi laboratorio de deteccidbd-
jando, pero esta muriendo. Deseo que pudiera eraoat
algun inversionista que pudiera esperar cinco afiasta
que pueda rembolsar su dinero y mas de eso pama@ro
ver y hacer deteccién de recién nacidos para digtro
muscular. En los Estados Unidos, ahora hay progmma
pilotos en Atlanta y Columbus/Ohio.

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

¢Entonces hay un mensaje de esperanza?

SAl final de esta entrevista, usted diria por faatgunas

palabras a los padres para mantener la esperanzpues
de un encuentro importante como este en Cincinnati?

Déjeme darle una sorpresa primero: el progtesdos
morfolinos, que ha sido hecho en el afio pasad@gom-
broso, obtuvimos resultados més alla de nuestizece-
tivas. Somos optimistas que trabajamos mucho, pero
cho mejor de lo que anticipamos. Al principio destuo
trabajo, encontramos que los morfolinos funcionabag
pobremente en cultivos de células. Y cuando empezam
el trabajo en ratones con inyecciones in-vivo,lest#os
haciendo todos estos trucos extravagantes paraguans
administrar los morfolinos en los misculos. Estahba-
jando en principio, pero entonces sélo probamatipaonde
control negativo, el morfolinos en solucién salisdlo en
un 0.9 % de ordinaria solucion salina, y funciomamara-
villosamente, sin ningln portador, sin ningunafigotina
o cualquier otro agente para aumentar la entregmpl-
ros morfolinos en solucién salina, jla mas simpénera
posible de administracién, funcionando muy, mugiefi-
temente! Y entonces la gente en Avi Biopharma ¢gego
pequefias secciones de péptido a ellos para aunentar
entrega aln mas, y estas cosas trabajan sumaneminb
ratones. Ahora, tenemos que probar esto en humiaaos.
gente de AVI, que hacen los morfolinos, es muytieae
innovativa. Ellos estan desarrollando nuevas qusyic
haciendo nuevas modificaciones, y es una maraaillos
colaboracién con ellos. Asi que, los morfolinos kon
mejor por el momento. Yo espero, estos tipos tendigo
aun mejor en el futuro.

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

Pero esto nunca va suficientemente rapidoe®gae
tuviéramos una cura ayer. Alguien me dijo: "Curdita
trofia muscular y entonces jubilese". Tengo 50 aimsa,
y creo que continuaré trabajando en este campmpoho
tiempo. Pero si podemos hacer una diferencia preeta
con la omision de exén. Eso comprara un poco depte
hasta que algo mejor o mas permanente llegue. No es
tratamiento perfecto. Pero es lo mejor que poddraosr
por el momento con muchos oligos y sin nuevos salto
espectaculares en tecnologia.

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



Algunos hechos cientificos son explicados.

Los genesson unidades funcionales de material genético
deéacido desoxirribonucleico, ADN.Su estructura parece
una escalera de mano entrelazaddplae héliceLos
niveles de esta escalera de mano constan de coalktou-
las pequefias diferentes, lmsses adenina, guanina, timi-
na, y citosingabreviadas A, G, T, C). Para razones espa-
ciales, los niveles pueden contener solamenteipios de
combinaciones de bases, fgres de base#&-T y G-C.

Por lo tanto, l@ecuenciade lashasessobre un pasamano
0 hebra esomplementaria la secuencia de la otra.

La mayoria de los genes llevan las instruasqrara la
construccion de proteinas. En el nicleo de laaélal
instruccion genética de genes activosxqgesada es
copiada, y transcrita, a otra sustancia genéticeido
ribonucleico pre-mensajeroo ARNpre-m, proceso lla-
mado trascripcién. La mayoria de los genes cortsan
regiones activas, l@xones que contienen la informacién
para la creacion de las proteinas, y de otrasthrzest, los
a menudo mucho mas largosrones, que no obstante
pueden ser importantes para el control de la eipres
génica. Después de la transcripcion, los intronagati-
rados del ARN pre-mensajero, y los exones tramscsion
empalmadosentre ellos de sus extremosA&N mensa-
jero, ARNm, que se traslada entonces arlbesomas la
estructura sintetizadora de proteinas fuera dééaltos
acidos ribonucleicos, I08RNs, usan la base Wyacilo,
en lugar de la similar base T del ADN.

En el ARN mensajero, tres bases consecutives)-
don o tripleta, especifica un aminoacido de acuerdo con e
codigo genéticoTres de los 64 codones diferentes, UAA,
UAG, y UGA, soncodones de paradadonde la sintesis
de proteina es finalizada. No hay ningun espadi® éos
codones. En los ribosomas, la instruccion genéita
RNA mensajero es usada para la construccion deipast
con 20 clases diferentes de sus componentes deumns
cién, losaminoécidos

Las distrofias musculares Duchenne y Beckercson
sadas por unmutacion o defecto defjen de la distrofina
que lleva la informacion para la proteffiatrofina. El gen
esta ubicado en el cromosoma X. Con una secueeacia d
2,220,22ucledtidos,o "letras genéticas"”, es con mucho
el gen humano mas largo. Solamente 11,058 nuctestid
el 0.5 %, en los 79 exones de la distrofina esjgecifla
secuencia de sus 3,685 aminoacidos.

La distrofina es necesaria para la estabilidadanica
de las células del musculo. Esté ubicada en eiontde
las membranas de la célula muscular y que estadancl
por muchas otras proteinasgcemplejo distrofino-
glicoproteico.

Hay tres tipos de mutaciones del gen de ladfiisa:
delecionessi uno o mas exones enteros del gen estan
faltantesduplicaciones si partes del gen estan repetidas,
y mutaciones puntualessi un solo par de bases esta cam-
biado, eliminado o afiadido. Como los codones de tre
letras del ARN mensajero son leidos en los ribosama
después de otro sin interrupcioén, si la mutaciémieh o
afiade codones enteros de tres pares de basezpel ve
marco de lecturano es alterado. En este caso, el marco d
lectura se mantiene en orden y la distrofina heela mas
larga o mas corta de lo normal. Si este cambidafes
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tructuras no-esenciales de la distrofina, todau&dp ser

en parte funcional. Entonces una forma benignasieod
fia, distrofia muscular Becker, se desarrolla.

Sin embargo, si la mutacion cambia el maraoupo o
dos pares de bases, el marco de legign@le su orden
Entonces, un niimero de aminodacidos incorrectasces-i
porado en la proteina empezando en el sitio daitagidon
hasta que finalmente un nuevprematuro codén de
parada es alcanzado. La distrofina incompleta no pueden
cumplir su funcién normal, desapareciendo glidrofia
muscular Duchennese desarrolla.

Los sitios de empalmeson secuencias especificas de-
ntro de los exones y en los bordes de los exorgsoaes
gue son esenciales para el retiro correcto deelasescias
sin-codificacion de los intrones del ARNpre- m elft-
palmado mismo es logrado pepliceosomasun complejo
de muchos ARNSs pequefios y proteinas.

La técnica demision de exorirata de transformar a
una mutacién Duchenne en una mutacion Becker.&i un
mutacion altera el marco de lectura y causa diatid-
chenne, el marco de lectura puedersstaurado retiran-
do artificialmente del ARN mensajero uno o mas eson
directamente antes o después de la delecidn, dujdlito
el exén que contiene una mutacién puntual.

Los exones pueden ser eliminados del ARNmotien
gorribonucleotidos en antisentidg AONs. Ellos son
cortas estructuras de ARN que constan de cerc@ de 2
nucleétidos cuyas secuencias son construidas emats-
ra de que se unen solamente en la secuencia coargkem
ria dentro del exon a ser removido o en sus frasteen
ningun lugar masEstos AONs interfieren asi con la ma-
quinaria de empalmado con el fin de quedrsnes selec-
cionadosno sean mas incluidos en el ARNm por lo tanto,
sonomitidos

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

Una nota para aquellos que aprendieron un geco
guimica en la escuela: Lotigonucleétidosson piezas
cortas de dos clases de acidos nucleicos, ADN y ARN
(oligo significa pocos). Los las dos hebrasAdi¥N, el
acido desoxirribonucleico, constan cada una decadana
de fosfato alternado con unidades de desoxirritssa,
estructura principal. La desoxirribosa es una mdééde
azUcar con cinco atomos de carbono, y en el segatodo
mo de carbono su usual atomo de oxigeno esta tialtan
Cada unidad de azucar lleva una de las cuatro bgeaé-
ticas" en su primer atomo de carbono. EARN, el acido
ribonucleico, tiene unidades de ribosa normalesuen
estructura principal con un oxigeno en su segutmoG
de carbono. Losucleétidosson los bloques de construc-
cién en ambas clases de acidos nucleicos. Cadedtidd
consta de una ribosa, una base y un fosfato. Ashgy
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cuatro diferenteibonucleétidos y cuatro diferentele-
soxirribonucleétidos Los oligos hablados en esta entrevis-
ta sonoligoribonucledétidos en antisentidp AONs. Anti-
sentido significa que su secuencia de bases estiéoeden
contrario a una secuencia especifica seleccionadaa

de zona empalme en el ARNpre-m.

Lo dos tipos de oligos 0 AONs usados en las@mide
exon, son oligorribonucledtidos protegidos conreppsi-
to de que no sean destruidos en las células mussylar
enzimas. Los holandeses estan usandaQeawetil-
fosfotioatos,también llamadometil-tioatos o 20-metilos

Ellos tienen un grupo metilo, un carbono con ttesnas
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de hidrégeno, unido al oxigeno del segundo carlenas
unidades de ribosa y un &tomo de azufre en lugande
de los atomos de oxigeno de los grupos de fodfato.
morfolinos que los investigadores britanicos-australianos
estan usando, tienen uno de los oxigenos del fofatn-
plazado con un grupo dimetil &mido, un nitrégeno dos
grupos metilos, y las unidades enteras de ribasaesom-
plazadas por anillos morfolinos, seis anillos usjdmada
uno consiste de cuatro atomos de carbono, unoiderox
y un atomo de nitrégeno con atomos de hidrogendosr
los carbonos.
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