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Acercamientos de Investigacion para una Terapia de Distrofia Muscular Duchenne.

Parte 1: Omision de Exon (Exon Skipping, Salto de Ex6n).

Primera actualizacion, publicada el 3 de octubre de 2009.

Esta es mi primera actualizacién de mi informe sobre omi-
sion de exon, originalmente publicado el 30 de abril de
2009. La omisién de exdn es la mas avanzada técnica ge-
nética para una terapia efectiva de la distrofia muscular
Duchenne, y este es uno de mis varios informes, que yo,
Giinter Scheuerbrandt, un bioquimico de Alemania, escri-
bo para usted, los nifios y hombres jévenes con Duchenne,
sus familias y cuidadores, que desean saber de qué manera
el trabajo de investigacion de muchos cientificos y médi-
cos estd progresando. Todos mis informes y éste también,
no son publicaciones cientificas con muchas palabras difi-
ciles, porque he tratado de escribirlos de una manera que le
permita entender lo que esta sucediendo para usted en los
laboratorios, incluso si no ha estudiado bioquimica y gené-
tica moderna.

Este texto sobre omision de exdn es la primera parte
del informe completo sobre todos los métodos de investi-
gacidn para una terapia de la distrofia muscular Duchenne.
Las partes restantes serdn publicadas durante los préximos
meses. Ellas contendrdn cada una de las dltimas noticias
sobre otros acercamientos terapéuticos, como la transferen-
cia del gen de la distrofina en las células musculares, la
utilizacién de células madre, aumento de la utrofina, y un
nimero de metodos farmacoldgicos.

Cada uno de los nuevos informes serd individualmente
actualizado de vez en cuando con los nuevos resultados
publicados y las noticias presentadas en reuniones cien-
tificas. Como no soy médico, mis informes sélo contienen
informacidn sobre la investigacion terapéutica, pero no del
tratamiento médico y el manejo de pacientes con distrofia
Duchenne.

Comparado con la primera version, este texto actuali-
zado contiene resimenes de los resultados de las pruebas
clinicas locales Britdnicas y sistémicas Holandesas para
omitir el exén 51, los resultados muy positivos del uso de
oligos en antisentido con péptidos conjugados, la omisién
de exdn genética con el factor de empalme U1, los oligos
en antisentido del tipo octa-guanidina, y algunas correc-
ciones y adiciones en todo el texto.

He escrito este texto, como todos mis anteriores
informes primero en Inglés y estoy traduciendo al alemédn
después. Esta version en Espaifiol ha sido preparada por
Ricardo Rojas en México que tiene distrofia Becker.

En los resimenes, s6lo menciono los nombres de los
jefes de los laboratorios, aunque tienen colegas y
estudiantes trabajando en equipo en los proyectos que
presentamos, pero es imposible mencionarlos a todos. He
escrito los nombres de los cientificos sin sus titulos
académicos, pero la mayoria de ellos son profesores y
todos son médicos o tienen un doctorado.

Las referencias a algunas de las publicaciones mas
importantes se dan al final de este informe. Que se indican
con nimeros entre paréntesis, por ejemplo, (12), en los
lugares en el texto al que pertenecen.

Si tiene alguna pregunta sobre la omisién de exén y
otras investigaciones de Duchenne, por favor envie un e-
mail a mi direccién en Alemania gscheuerbrandt@t-
online.de en inglés, francés, aleman o espafiol. Voy a
intentar responder a todas ellas, pero sélo en inglés o
alemdan.

Coémo los genes hacen proteinas

Los genes son unidades funcionales de material
genético de acido desoxirribonucleico, ADN. Su
estructura parece una escalera de mano entrelazada, la
doble hélice, que fue descrita en 1953 por James
Watson y Frances Crick (vea siguiente pagina). Cada
nivel de esta escalera de mano contiene dos de las
cuatro diferentes pequefias moléculas, las bases:
adenina, guanina, timina, y citosina (A, G, T, C).
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Podemos llamarlas las letras genéticas. Cada nivel sélo
puede contener la combinacién de dos bases, los pares
de bases A-T y G-C. Esta es la estructura de las cuatro
bases, Si, por ejemplo, GGCTTAATCGT es la secuen-
cia de estas bases de una cadena del ADN, la secuencia
en la cadena opuesta debe ser complementaria a esta. A
es contraria a T y G contraria a C, porque entonces ellas
s6lo caben entre las cadenas:

—GGCTTAATCGT-
FETTEEITTT
—CCGAATTAGCA-

Esta secuencia de bases, o de "letras genéticas”, es la



informacion genética para 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 de proteinas.
En el nicleo de la célula, la in-
struccidn genética de genes
activos es expresada, es copia-
da, y transcrita, a otra sustan-
cia genética, el dcido ribonu-
cleico mensajero prematuro o
ARNpre-m, algo también lla-
mado la transcripcion. La ma-
yoria de los genes constan de
regiones activas o codificantes,
los exones, que contienen la
informacidn para la creacién de
las proteinas, y los a menudo
mads largos intrones, los cuales
no contienen solo "basura gené-
tica", como una vez se pensd, si no importante infor-
macién para el control de las actividades del gen. Los
acidos ribonucleicos, ARNs, usan la base U, uracilo, en
lugar de la similar base T del ADN.

Después de la transcripcion y todavia en el interior del
nucleo celular, los intrones son retirados del ARN pre-
mensajero, y los exones son empalmados para formar el
ARN mensajero, ARNm, que s6lo contiene las regiones
codificantes, la informacién genética para la sintesis de
una proteina.

Este ARNm sale del nticleo y se traslada a los ribo-
somas, las estructuras sintetizadoras de proteinas, en el
citoplasma fuera del nicleo. Los Sitios de empalme
son secuencias especificas dentro de los exones y en los
bordes de los exones e intrones que son esenciales para
el retiro correcto de las secuencias sin codificacién del
intrén del ARNpre-m. El empalme es realizado por los
spliceosomas, un complejo de muchas proteinas y
pequefios ARNG.
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Para mostrar hasta qué punto ha avanzado la investiga-
cién cientifica para comprender la funcién de las células
vivas, adjunto aqui imagenes estéreo de una de las 5 es-
tructuras que forman los spliceosomas en el tejido huma-
no. La estructura molecular de este complejo, llamado Ul
snRNP, pequefia ribonucleoproteina nuclear, fue publicada
en Marzo de 2009 en la revista Nature (1). Este solo com-
plejo Ul consta de 10 proteinas y un ARN. Usted puede
ver la estructura tridimensional centrando su ojo izquierdo
en la imagen de la izquierda y el ojo derecho en la imagen
derecha, sin ningtn instrumento. Asi, verd 3 imdgenes, una
en el medio bastante espectacular en tres dimensiones. La
linea naranja U1C-70 K es la m4s importante de las protei-
nas que reconoce los bordes exon-intrén y orquesta la
reaccion de empalme.

Estas ilustraciones son muy abstractas. En realidad,
no hay colores y todo parece una gelatina gris. Mencio-
no estos nuevos resultados de investigacidon no sélo para
darle un ejemplo de cémo la ciencia moderna se presen-
ta, si no también porque un complejo similar, un modi-
ficado ARNsn U7 ahora esté siendo utilizado para omi-
sién de ex6n con transferencia de genes (véase pagina
11).

El codigo genético. Para la traduccion del lenguaje de los
genes en proteinas, la informacién genética del ARNm
estd escrita en palabras genéticas cada una consistiendo de
tres bases consecutivas, los codones, que especifican, con
tres excepciones, uno de los 20 diferentes aminoacidos,
los bloques de construccién de las proteinas, de acuerdo
con el cédigo genético. Existen 64 diferentes palabras
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 aminodcidos tienen mds de una pala-
bra clave de ARN. No hay espacios entre los codones. Por
lo tanto, la primera palabra clave de la secuencia que codi-
fica para una proteina - es siempre AUG - define un marco
de lectura. Si este marco cambia por una o dos letras, el
cddigo de las palabras cambia su significado, que entonces
especifica diferentes aminodcidos. Esto es muy importante
para comprender como funciona la omision de exon.

En los ribosomas, el cédigo de palabras genéticas del
ARN mensajero son leidas y traducidas al lenguaje de las
proteinas, que se construyen de muchos, a menudo miles,
de aminodcidos. Las tres excepciones mencionadas son las
palabras UAA, UAG, y UGA, que son los codones de
parada, donde el ensamblaje de la proteina en los riboso-
mas llega a su fin.

Usted puede ver una pelicula que muestra un gen ha-
ciendo ARN y el ribosoma ensamblando una proteina
utilizando la informacién del ARN tan rdpido 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 bot6n a la derecha en el botén HQ para
ver la pelicula a pantalla completa. Si tiene altavoces,
enciéndalos.

La velocidad de lectura de los ribosomas de la infor-




macién genética del ARNm y el ensamblaje de los ami-
nodcidos en una cadena de proteina recientemente se ha
medido (26). En promedio, se tarda 2.9 segundos para

afiadir uno mds de los aminodcidos en la cadena en cre-

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

El gen y la proteina distrofina.

La distrofia muscular Duchenne afecta sélo a los chicos
— cerca de uno de cada 3,500 recién nacidos - porque las
mujeres, cuando son portadoras genéticas, la heredan, en
promedio, a la mitad de sus hijos. A veces, aparece espon-
tdneamente en una nueva familia. Esta aiin incurable en-
fermedad hereditaria es causada por mutaciones en el mas
grande de nuestros 20,488 genes, el gen de la distrofina.
La siguiente ilustracién muestra la ubicacién del gen en el
brazo corto del cromosoma X. Su ADN se compone de
2,220,223 letras genéticas, que se agrupan en 79 exones,
las secciones activas. También se indican los 7 promoto-
res, las regiones que inician la produccién de la versién de
largo completo y 6 versiones mds cortas de la proteina.
Después del empalme, el ARNm contiene sélo 11,058
letras genéticas, s6lo el 0,5% de aquellas del gen entero.
En los ribosomas, la proteina distrofina, se arma de acuer-
do con la informacién genética en el ARNm con 3685
aminodcidos que estdn siendo llevados al sitio de la sin-
tesis por otro tipo de ARN, el de transferencia o ARN.
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La proteina distrofina tiene una forma como de varilla
con 24 secuencias de aminodcidos repetidas separadas por
4 regiones de bisagra. Sus dos extremos se llaman las regi-
ones terminales N y C, y también existe una regién con
varias cisteinas, aminoédcidos que contienen azufre. En la
esquina derecha es una seccidn transversal del tejido mus-
cular con las distrofinas en las membranas celulares hechas
visible con anticuerpos fluorescentes.

El tamaiio del gen y la proteina distrofina. La estructura
de doble hélice del gen de la distrofina tiene 0.75 mm de
largo. Junto con los otros cerca 20.000 genes humanos,
que encajan en un nicleo celular de aproximadamente 0.01
mm didmetro ya que el material genético es muy cuidado-
samente empaquetado. Una molécula de distrofina de ex-
tension completa es mucho mds corta que su gen, de 125
nm (= 0.000125 milimetros) de largo, 80,000 de ellas colo-
cadas extremo con extremo en una linea recta cubriria sélo
un centimetro. Y en un gramo de musculo, hay 114 mil
millones moléculas de distrofina.

El papel de la distrofina. La distrofina es necesaria para
la estabilidad mecénica de las células musculares. Estd
ubicada en el interior de las membranas de la célula mus-
cular. Uno de sus extremos, la terminal-C, esta unido a un
grupo de otras proteinas en la membrana, el complejo dis-
trofino-glicoproteico, y y el otro extremo, la terminal-N,
se conectan a las estructuras contréctiles dentro de las célu-
las musculares. La parte central de la distrofina, dominio
de varilla (rod domain), consta de cadenas de amino-
acidos enroscadas que se doblan sobre si mismas varias
veces. Si el movimiento de contraccién de la célula mus-
cular forza a la proteina distrofina a cambiar su longitud,
su estructura doblada permite que ella actie como un re-
sorte o como un absorbedor de choques. Por lo tanto, la
distrofina transmite la energia mecédnica producida por el
"aparato de contraccion" de actina-miosina hacia las
membranas de la célula muscular y las estructuras fuera de
ellas, el tejido conectivo y los tendones, en una forma bien
balanceada que no los sobreestrese.

El complejo distrofino-glicoproteico
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La distrofina tiene mds papeles: organiza la complicada
estructura del complejo distrofino-glicoproteico y la ubica-
cién de muchas otras proteinas. Asimismo, regula procesos
biolégicos como el mantenimiento de la cantidad correcta
de calcio en las células y los que controlan el crecimiento
de los musculos. Muchos de los detalles de estas interacci-
ones intrincadas entre numerosos componentes en una cé-
lula viva ain se desconocen.

Los chicos con Duchenne no tienen ninguna o muy
poca distrofina en sus fibras musculares. Cuando sus efec-
tos de proteccién y organizacion estdn faltantes, la contrac-
cién muscular provoca la ruptura de las membranas de los
musculos, y esto permite relativamente que grandes canti-
dades de calcio fluyan hacia las fibras. El exceso de calcio
activa enzimas como la calpaina y otras proteasas que
descomponen las proteinas musculares e inicia programas
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de muerte celular, apoptosis. Las consecuencias son una
cadena de eventos como la inflamacién y la activacion de
fibroblastos que conducen a la fibrosis, tejido cicatrizante
que ralentiza la regeneracién muscular y causa los tipicos
sintomas de los pacientes mayores de Duchenne.

Los chicos con la distrofia muscular Becker de pro-
gresion mas lenta tienen una cantidad menor de lo normal
de distrofina que también es a menudo mds corta de lo nor-
mal. Todavia puede cumplir su funcién, pero no puede
funcionar tan eficazmente como la versiéon normal.

Pero no sélo los musculos esqueléticos sufren cuan-

do la distrofina falta, sino también los miisculos lisos y
del corazén. Daiio en los musculos del corazén produce
cardiomiopatia, y la debilidad de los musculos lisos
tiene muchas consecuencias, entre ellas la disminucion
de la capacidad de los vasos sanguineos a relajarse,
cuando aumenta el flujo sanguineo, dando lugar a pro-
blemas respiratorios y otros, también el tracto gastro-
intestinal se ve afectado cuando la motilidad del intes-
tino se reduce. Por lo tanto, el dafio de un solo gen
puede afectar a grandes partes del cuerpo.

Omision de exon

La tarea de la investigacién. Un chico sano de 5 afios de
edad de un peso de 30 kg tiene cerca de 12 kg de musculos
que contienen 1.5 cuatrillones (1.5 x 10") de moléculas de
distrofina. Un chico de 5 afios de edad con Duchenne sélo
tiene 6 kg musculos que practicamente no contienen nin-
guna distrofina, debido a que la informacién de los genes
dafiados no se puede leer correctamente durante la biosin-
tesis de la proteina. Con el fin de hacer que sus misculos
funcionen de nuevo, al menos hasta cierto punto, alrededor
del 30% de la cantidad normal de distrofina debe reapare-
cer y estar presente durante toda su vida (2), esto seria 200
billones (200 x 1012) de moléculas en sus 6 kg de miscu-
los. La nuevas distrofinas no tienen que tener exactamente
la misma longitud y forma de las normales en el misculo,
pueden ser mds cortas, pero deben ser capaces de funcio-
nar correctamente.

La omision de exon, una terapia genética para Du-
chenne. En una discusion a mediados de los afios 90, Gert-
Jjan van Ommen de la Universidad de Leiden en Holanda,
me explicé como una terapia genética podria realizar esta
tarea por largo tiempo sin efectos secundarios graves.
Abhora es llamada omision de exon (exon skipping, salto
de ex6n) y se ha desarrollado durante los tdltimos 15 afios
por su grupo investigacién y otros grupos, sobre todo en
Japén, Australia, Reino Unido y los Estados Unidos a tal
punto que este procedimiento no s6lo se probé en ratones y
perros enfermos, si no también se estd haciendo en pacien-
tes con Duchenne.

Pruebas clinicas locales y sistémicas - en un solo mus-
culo o en todos ellos - para omitir el exén 51 del ARNpre-
m en nifios con Duchenne han sido y se estdn realizando
con la ayuda y la financiacion parcial de la compaiiia ho-
landesa Prosensa en Leuven, y Gotemburgo, y por la em-
presa norteamericana AVI BioPharma en Londres y New-
castle bajo la direccién del Consorcio MDEX. Ademds de
van Ommen, los equipos en torno a Judith van Deutekom
y Annemieke Aartsma-Rus en Holanda y en torno a Kate
Bushby y Francesco Muntoni en el Reino Unido deben
mencionarse aqui también.

La omision de exon significa "saltar a través de los exo-
nes". Los exones son las secciones activas de un gen. En el
gen de la distrofina de la mayoria de los nifios de Du-
chenne, uno o varios exones faltan, o estdn duplicados o
tienen errores en la secuencia de sus letras. Esto interrum-
pe el proceso de lectura de la informacién genética para la

biosintesis de la proteina distrofina de modo que no puede
ser hecha. Estos errores se pueden corregir, es decir, la sin-
tesis de la proteina puede ser restaurada de nuevo, si uno
bloquea uno o mds de los exones vecinos presentes en tal
manera que el mecanismo que une los exones los omita o
los salte y, por tanto, no los utilice nunca més (3).

Para este bloqueo, oligonucleétidos en antisentido,
AOs, son necesarios. Son piezas cortas de material genéti-
co, alrededor de 20 a 30 letras genéticas de extensién en
una secuencia especial, a fin de que puedan adherirse exac-
tamente a las secuencias complementarias del exén a ser
omitido. AOs ya se han realizado, principalmente por
Steve Wilton en Perth en Australia para todos los 79 exo-
nes (4) y por Annemieke Aartsma-Rus en Leiden en Ho-
landa, para 39 exones, cada uno con una estructura que
bloquea sélo el exén objetivo pero ni un solo otro en los
muchos miles de otros genes humanos.

Duchenne se convierte en distrofia Becker. Debido a la
falta de exones - aquellos delecionados por la mutacién y
aquellos omitidos adicionalmente -, los bloques de con-
struccion, los aminoacidos, determinados por esos exones
faltantes también faltaran en la nueva distrofina creada.
Asi, la nueva distrofina serd mds corta de lo normal, pero a
menudo todavia serd capaz de proteger en cierta medida
las membranas celulares del mdsculo. Por lo tanto, los
sintomas de la enfermedad serdn mds leves, la degenera-
cién muscular procederd mds lentamente, y la expectativa
de vida deberia aumentar considerablemente a lo normal
en algunos casos. La distrofia Duchenne entonces sera
cambiada a la variante leve de esta enfermedad, la distro-
fia muscular Becker.

Una terapia, pero todavia no una cura. Como los pa-
cientes seguirdn teniendo una discapacidad después del
tratamiento, sin embargo mucho menor que antes, la omi-
sion de exén no es una cura de la enfermedad, sélo una
terapia eficaz. Con este método de tecnologia genética, el
gen en si mismo dafiado no serdn reemplazado ni reparado,
s6lo el mecanismo de lectura de su informacién serd cor-
regido.

Los experimentos con animales. La omision de exén ha
sido probada con éxito en ratones y perros distréficos, a
nivel local por la inyeccién de lo AOs en un solo musculo,
o sistémico en la circulacién sanguinea de modo que llegue
a todos los miusculos, también aquellos del corazén y la



funcién pulmonar. En la mayoria de los experimentos
sistémicos, la funcién muscular puede ser mejorada sig-
nificativamente. Uno de los mds importantes de estos
experimentos sistémicos pre-clinicos con inyecciones de
AOs en la circulacién sanguinea de ratones mdx distré-
ficos se publico por Terence Partridge y colegas en 2005

(5).

Las mutaciones del gen de la distrofina. Hay muchos
informes en la literatura cientifica acerca de los porcen-
tajes de los diferentes tipos de mutaciones de la distrofina
entre todos los pacientes con Duchenne. La publicacién
por Annemieke Aartsma-Rus y colegas en 2006 (6) se
basa en las mds de 4700 mutaciones que figuran en la base
de datos de distrofia muscular Duchenne de Leiden y, por
tanto, parece ser la mds fiable. Segun esta publicaciodn, las
deleciones (falta) de uno o varios exones constituyen el
72% de todas las mutaciones. Las duplicaciones de uno o
varios exones se encuentran en el 7% de todos los pacien-
tes. 20 % tienen mutaciones puntuales, es decir, muy
pequeiias deleciones o inserciones de una o varias letras
genéticas, y en el 1% restante, varias mutaciones raras
como las que perturban los sitios de empalme o reordenan
gran parte de la estructura del gen.

Los autores concluyen que en 91% de los pacientes la
regla del marco de lectura es lo que manda, significa que
las mutaciones que provocan pérdida del marco de lectura
causa Duchenne y las mutaciones que mantienen el marco
causan distrofia muscular Becker. Dice también que en la
mayoria de los pacientes, cuyas mutaciones parecen ser
excepciones a la regla del marco de lectura, la estructura
de sus ARNm puede seguir esta regla. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la secuencia de ARNm no se deter-
mina cuando un andlisis genético se realiza. Antes que un
tratamiento de omision de exén inicie, puede ser aconse-
jable confirmar en un experimento de cultivo de tejidos
que este tratamiento realmente produce un ARNm dentro
del marco de lectura.

Aplicabilidad de la omision de exén. Aunque todos los
pacientes con Duchenne tienen mas o menos similares sin-
tomas clinicos, hay muchas diferentes causas de su enfer-
medad, porque las mutaciones del muy grande gen de la
distrofina pueden ocurrir en muchos sitios diferentes. Por
lo tanto, la omision de exdn es especifica de la mutacion.
Esta serd una terapia personalizada. Cada paciente ten-
drd un AO especializado, pero cada AO puede a menudo
ser usado para un grupo de pacientes con diferentes muta-
ciones que necesitan omitirsele uno o mas exones en par-
ticular.

Annemieke Aartsma-Rus y sus colegas han reportado
la aplicabilidad para omitir uno o dos exones en pacientes
con Duchenne con deleciones, mutaciones puntuales y du-
plicaciones en las paginas de Distrofia Muscular Duchenne
de Leiden del 11 de marzo de 2008. Analizaron los datos
genéticos y clinicos de 4,770 pacientes, y 120 grupos en-
listados de pacientes necesitan la omisién de uno o dos
exones particulares de acuerdo a su porcentaje relativo a
pacientes con Duchenne con todo tipo de mutaciones.
Aqui hay una lista de los porcentajes de los 8 grupos mas
importantes:

Posicion Exon
a ser omitido

% de todos los pacientes

1 51 13.0
2 45 8.1
3 53 7.7
4 44 6.2
5 46 43
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 2009 (7).
Si a usted le gustaria tener esta publicacidn, favor de escri-
birme a mi.

Como se muestra en esta breve lista, el 13,0% de todos
los pacientes necesita la omisién de su exén 51, por lo tan-
to el AO anti exdén 51 es el farmaco potencial de omisién
para el grupo mds grande de todos los pacientes con Du-
chenne. Por esta razén, los cientificos holandeses y britdni-
cos, tratan de omitir este exén en particular en sus prime-
ros ensayos clinicos para ayudar a este grupo de pacientes
lo antes posible. Y la compaiia holandesa Prosensa estd
desarrollando la omisién de los exones en los grupos 2 - 8,
siempre que las pruebas contra el exén-51 tengan éxito.
Con los AOs en contra los exones de esta lista de priori-
dades, mas de la mitad de todos los pacientes de Duchenne
podria ser tratada.

Doble y multi omision de exon. Muchas de las distrofias
Duchenne causadas por deleciones, duplicaciones, y muta-
ciones puntuales necesitaran la omisién de dos o mis exo-
nes para restaurar el marco de lectura.

Por consideraciones tedricas se prevé incluso que la
omisién simultanea de los 11 exones del 45 a 55 produce
una distrofia Becker con sintomas muy leves en un maxi-
mo de 63% de todos los nifios con Duchenne (8).

Annemieke Aartsma-Rus y su equipo han tratado de
remover en cultivo de células estos 11 exones en mioblas-
tos obtenidos de una persona sana y de dos pacientes de
Duchenne con deleciones de los exones 48-50 y 46-50.
Cocteles de AOs 2'0O-metilos humanos, en contra de la
secuencia de cada uno de los 11 exones, fueron utilizados
en diferentes combinaciones incluyendo una mezcla de to-
dos los 11 AOs. Diferentes ARNm’s intermedios parcial-
mente omitidos se obtuvieron en niveles bajos y ocasional-
mente también ARNm con todos los exones objetivo eli-
minados. Procesos irregulares de empalme de bordes de
exones mas cortos con intrones muy largos puede haber
sido la razén de las dificultades para saltar los 11 exones
objetivos en una forma consecutiva.

Los autores concluyen que este acercamiento es tedri-
camente prometedor para la produccion de una distrofia
Becker muy leve, pero que el estado actual de esta técnica
no es suficiente apoyar el desarrollo clinico de la omisién
multiple de los exones 45-55 (9).

Ya que los perros distréficos necesitan la omision si-
multdnea de dos exones, los experimentos con ellos abriria
el camino para el desarrollo de miiltiple omisién de exén
para los chicos con Duchenne. Los resultados de la prime-
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ra omision exitosa de 3 exones en perros se han publicado
en marzo de 2009 (10) y se resumen aqui. Ellos crearon un
gran interés y atencién por parte de padres y pacientes. Sin
embargo, sélo significa que la omisidn de 2 o 3 exones o
un poco mads serd posible, pero omitir los 11 exones 45-55
no serd posible por el momento, como se explicé antes.

Multi-omision de exén en perros distroficos. Eric Hoff-
man 'y Terence Partridge del Centro Médico Nacional
Infantil en Washington, Shin'ichi Takeda de la Facilidad
General de Investigaciéon Animal en Tokio, y sus colegas
desarrollaron un cdéctel de oligos en antisentido (AO) mor-
folinos para multi-omision de exén en perros beagles dis-
tréficos CXMD (10). En contraste con los ratones mdx con
sus suaves sintomas distréficos, estos perros son discapaci-
tados fisicos y mucho mds grandes que los ratones. Por lo
tanto los experimentos con ellos dardn resultados que pue-
dan ser similares a los obtenidos en estudios clinicos con
nifios con Duchenne. Y experimentos de varios afios de
duracién se pueden realizar con los perros, porque viven
mucho mds tiempo que los ratones.

Estos perros distréficos tienen una mutacion en el sitio
de empalme del exén 7 en su gen de la distrofina que causa
la pérdida del ex6n 7 en el ARNm y un cambio en el mar-
co de lectura con un codén prematuro de parada poco des-
pués. Omision de los dos exones 6 y 8§ restauraria el marco
de lectura.

Antes que los experimentos con perros vivos pudieran
iniciarse, pruebas preliminares en cultivos de tejidos con
mioblastos aislados de estos perros eran necesarias. Cuatro
AOs con secuencia de 24 y 25 bases se construyeron con-
tra las secuencias dentro de los exones 6 y 8 y en contra de
los bordes del exén 6 e intrén 6 y del exén 8 e intrén 8. Te-
nian que ser AOs 2'O-metilos que estdn cargados eléctrica-
mente y entran en las células de cultivo de tejidos en las
pruebas de manera mds eficiente que los morfolinos, eléc-
tricamente neutros. Estos AOs se utilizan solos 0 como un
céctel de una mezcla de todos los cuatro.

Los resultados de los experimentos con el coctel mos-
traron, que cuatro dias después los mioblastos habfan pro-
ducido miotubos - otra etapa de desarrollo muscular -, la
secuencia de ARNm uni6 el final del exén 5 directamente
al inicio del ex6n 10. Esto significa que, ademds de supri-
mirse el exén 7 y se omitieron los exones 6 y 8, el exén 9
se omitié también aunque no se utilizé un AO en contra de
este exén. Todavia no se entiende por qué sucede esto. Pe-
ro omitir el exén 9 por si solo no cambia el marco de lec-
tura, de modo que esta omision adicional no afecta el re-
sultado terapéutico de este tipo de multi-omisién de exdn.
La produccién de distrofina en estos miotubos aislados
también pudo ser confirmada. En los experimentos con
AOs solos, se demostré que uno contra la frontera del exén
8 e intrén 9 no afectard la omisién esperada, por lo que en
los experimentos con perros vivos, el cdctel contenia s6lo
tres AOs, designados como Ex6A, Ex6B, y EX8A.

El siguiente paso fue la inyeccién de 0.5 y 1.2 mg de
los tres cécteles de AO, que contienen cantidades iguales
de cada AO, a nivel local en un solo musculo tibialis ante-
rior (espinilla) de perros vivos de 6 meses de edad y 5 afios
de edad. Esta vez, ambos tipos de AOs se utilizaron, 2'0O-
metilos y morfolinos. Dos semanas més tarde, tejido de al-
rededor de los lugares de la inyeccién se obtuvo por biop-

sia. Entre 61 y 83% del ARNm en las fibras musculares
alrededor del sitio de la inyeccidn tenia faltante la secuen-
cia de los exones 6, 7, 8 y 9. Con la dosis de 1.2 mg de
morfolinos, practicamente un nivel normal de la proteina
distrofina nueva fue visto, y los resultados con el céctel
2'0-metilo fueron similares. La estructura de las células
positivas de distrofina fue significativamente mejorada, y
los resultados con los perros jévenes fueron mejores que
con los viejos.

Por lo tanto, la calidad del musculo influye en la can-
tidad de distrofina que se puede producir, una vez mas es
un indicio de que la omision de exén, una vez que esté
disponible, debe iniciarse tan pronto como sea posible.
También sefialé que, mientras que en el cultivo de tejidos
un solo AO contra el exén 6 podria dar lugar a omisién
eficaz de los exones 6-9, esto no sucedid cuando el mismo
morfolino unico fue inyectado en los musculos del perro,
donde el céctel completo es requerido. Esto significa que
no se puede necesariamente confiar en los cultivos de
tejidos como medio de la deteccién de la eficacia de un
determinado AO para inducir la omisién.

Para un tratamiento sistémico, realizado en la Facilidad
de Investigacién Animal de Shin'ichi Takeda en Tokio,
tres perros de 2 meses de edad fueron tratados mediante la
inyeccion del céctel de tres AO morfolinos en sus venas de
la pata. El primer perro recibié una dosis de 120 mg/kg
una vez a la semana durante 5 semanas, el segundo la mis-
ma dosis cada dos semanas 11 veces por 5.5 meses y el
tercero 200 mg/kg una vez a la semana por 7 semanas. Dos
semanas después de la ultima inyeccién, muchos de los
musculos fueron examinados.

En todos los musculos probados de cada perro tratado,
nueva distrofina fue encontrada en hasta un 50% del nivel
normal, pero en algunos musculos, especialmente en las
fibras musculares del corazon, sélo habia trazas de nueva
distrofina. Los musculos de los perros que recibieron la
mayor dosis del céctel mostraron un nivel promedio de
26% de la cantidad normal de distrofina, que, sobre la base
de las conclusiones anteriores, es suficiente para la funcién
muscular normal. En la nueva distrofina faltaban los ami-
nodcidos que estdn codificados por la secuencia del ARNm
de los exones 6, 7, 8 y 9. Esto demuestra que, ademads de la
falta del ex6n 7, los dos exones objetivos 6 y 8 fueron omi-
tidos, y también, por razones desconocidas, el exén 9.

Sobre la base de varias pruebas de funcién muscular, el
estado fisico de los perros se estabilizé en el mismo nivel
que antes de iniciado el tratamiento, mientras que los per-
ros no tratados degeneraron considerablemente durante
este tiempo. Por lo tanto, el tratamiento sistémico parecia
haber detenido su degeneracion muscular. Se realizaron
pruebas de resonancia magnética nuclear (RMN) para ana-
lizar la estructura de los musculos. Esta técnica no invasiva
ha demostrado ser tan informativa como pruebas en el teji-
do muscular de biopsias. Esto serd importante para los en-
sayos clinicos con niflos con Duchenne porque entonces
mucho menos biopsias serian necesarias para seguir el
cambio de la estructura muscular durante los tratamientos.

Por lo tanto, los AOs morfolinos trabajaron bien en
mamiferos grandes con estructura corporal similar a la de
los seres humanos. No son téxicos, y no causan rechazo
inmunoldgico. Sin embargo, tendrdn que ser aplicados en
varias ocasiones, porque su efecto no es permanente, pero
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esto permitiria interrumpir el tratamiento si se producen
problemas. Y que sélo son eficaces en los tejidos como el
musculo, donde el gen de la distrofina es transcrito en
ARNpre-m.

Usted puede ver uno de los perros en dos cortos antes y
después del tratamiento en una de mis paginas de internet:
http://www.duchenne-information.eu/home-en.htm. Si us-
ted no entiende lo que la gente dice, que cuidan a los per-
ros, entonces usted no habla japonés.

Omision de exon para reparar duplicaciones. Duplica-
ciones de uno o varios exones causan un desplazamiento
del marco de lectura y ocurren en alrededor del 7% de
todos los pacientes con Duchenne. En principio, pueden
ser reparadas por la omision de exén, ademds, si fuera
posible eliminar un conjunto adicional de exones duplica-
dos sin tocar el primero, el original conjunto de exones.
Tal tratamiento de omisién de exdén no sélo serd una tera-
pia, sino una verdadera cura, porque, después de la elimi-
nacion de los exones adicional, el ARNm tendria su estruc-
tura normal con todos los exones presentes s6lo una vez, y
la nueva proteina distrofina tendria el tamafio normal.

Pero la situacion no es sencilla, principalmente porque
no es fécil dirigir un AO sélo a una de las dos secuencias
idénticas de exén. Annemieke Aartsma-Rus y sus colegas
han hecho experimentos de laboratorio en cultivos de célu-
las musculares de pacientes con Duchenne con duplicacio-
nes (11).

Ellos fueron capaces de corregir una duplicacién del
ex6én-45 por la omisién de uno de los dos exones, y hasta
el 80% de las fibras musculares contenian distrofina nor-
mal dos dias después de este tratamiento in vitro. Por otro
lado, fue imposible remover sélo uno de los dos exones 44
en fibras musculares aisladas de dos hermanos con Du-
chenne. Sin embargo, en este caso, al omitir los dos exones
44 y ademds del exén 43 se restableceria el marco de lec-
tura. El intento de corregir la duplicacion grande de los
exones 52-62 no tuvo éxito.

A la peticion de una familia cuyo hijo tenia los exones
8-11 duplicados, Annemieke responde para explicar las
dificultades: "Nosotros necesitamos una combinacion, un
céctel de AOs dirigidos a los cuatro exones 8-11. Pero
estos AOs no pueden discriminar entre los originales y los
exones duplicados. Por lo tanto, el resultado serd omitir el
ex6n 8 original, el ex6n 8 duplicado o ambos exones 8. O
puede omitirse el exén 9 original, el exén 9 duplicado o
ambos, 0 una combinacién de los exones 8 y 9, y asi suce-
sivamente. Por lo tanto, existen muchas posibilidades sélo
una de las cuales — omitiendo los exones 8,9, 10y 11 du-
plicados, pero no los exones 8, 9, 10 y 11 originales — res-
taurando el marco de lectura. El efecto se diluye. Simple-
mente aumentando la cantidad de los AOs en el coctel no
va a cambiar la situacién. Estamos tratando de encontrar
soluciones para estos problemas, pero las cosas no son tan
sencillas como con las deleciones. No sabemos si, y en
caso afirmativo, cudndo la omisioén de exdn serd aplicable
para grandes duplicaciones”.

Omision de exén para reparar mutaciones puntuales.
Mutaciones puntuales son pequefios cambios de una o
varias letras genéticas en el gen mismo. Si la mutacién ha
afiadido o eliminado una sola letra, entonces el marco de

lectura se desplaza. O una letra ha sido intercambiada en
contra de otra, entonces el marco de lectura no se desplaza,
pero el cédigo de palabras ahora puede significar otro ami-
nodcido. Si este cambio no perturba la estructura de la dis-
trofina, entonces no pasa nada. Pero si uno de los tres co-
dones parada, TGA, TAG, o TAA, ha aparecido, entonces
— a pesar que el marco de lectura no estd desplazado - la
sintesis de proteinas se detiene en tal sefial de parada pre-
matura, y el resultado es distrofia Duchenne. Puede ser
posible en el futuro que tal mutacién de parada se pueda
superar con el firmaco PTC124 que ya estd en ensayos
clinicos. O puede ser reparado por la omision del exén que
contiene el codén de parada si el exdn tiene la correcta
frontera de modo que su supresién no cambie el marco de
lectura. O, si esto causa un cambio de marco, un exon ve-
cino tendria que ser omitido ademads (12).

Omision de exon para reparar mutaciones raras. Inclu-
so los marcos de lectura alterados causado por mutaciones
raras en las regiones fronterizas entre un exén y un intrén
un vecino, los llamados sitios de empalme, podrian ser
restaurados por la omisién de exén. A modo de ejemplo,
cito una vez mas a Annemieke Aartsma-Rus explicando
c6mo un cambio de la base A por T a principios del intrén
46 causa sintomas moderados de Duchenne en Tomas, un
paciente de Argentina:

"Esta mutacién probablemente da lugar a una parcial o
completa omisién espontanea del exén 46 en el ARNm,
que no puede ser vista a nivel del ADN por una prueba
genética. Este sitio de empalme es normalmente bastante
activo para este exon, pero debido a esta mutacién, es muy
grave la inactivacion de este sitio. Me puedo imaginar que
el exén 46, se omite en el ARNm de esta paciente. Esto,
sin embargo, es una prediccién y no podemos saber con
seguridad que tanto y cudnto del ex6n 46 es omitido hasta
que el ARNm del musculo se analize. En caso de que la
omisién del exén 46 no es completa, Tomds tendrd bajos
niveles de distrofina, y esto puede ser la razén de su leve
forma de Duchenne. Si un andlisis de ARNm muestra que
el ex6n 46 estd ausente, que significa un cambio del marco
de lectura, entonces la omisidn del exén 45 podria restau-
rarlo”.

.La omision de exon sera una terapia para mi hijo?
Muchas familias Duchenne de todo el mundo me estan
preguntando esta cuestion. Para responder a ella: debido a
que la omisién de exén es una técnica especifica a la muta-
cién, primero tiene que saberse exactamente la mutacién
en el gen de la distrofina de su nifio afectado, que puede
ser determinada mejor en un moderno laboratorio de gené-
tica con el método MLPA (ligado multiplex dependiente
de sonda de amplificacién), que analiza todos los 79 exo-
nes en nifios con Duchenne y sus madres y otras mujeres
de la familia.

Con la mutacién conocida - delecién, duplicacién o
mutacién puntual - usted puede examinar la secuencia
genética de las 13,990 bases o letras genéticas de la combi-
nacién de los 79 exones del ARNm de la distrofina. Usted
puede ver y descargar esta secuencia de las Paginas de
Distrofia Muscular de Leiden en Internet:
www.dmd.nl/seqs/murefDMD.html. De esta secuencia se
puede determinar si una mutacién en particular cambia o




mantiene el marco de lectura después de la mutacidn, por
lo tanto, si esta informacién genética predice una distrofia
Duchenne o Becker para su hijo.

Al mirar en la frontera de las secuencias de los exones,
también puede determinar que ex6n o exones deben ser
omitidos para que el marco de lectura fuera del marco
vuelva de nuevo al marco. En la dltima pédgina de este in-
forme, estoy mostrando los detalles moleculares de la omi-
sién del ex6n 51 para restaurar el marco de lectura movido
causado por la delecion del exén 50. De manera similar,
usted puede determinar que ex6n de su hijo necesita ser
omitido.

Pero tiene que tener experiencia para ello, a fin de
facilitar esta tarea, Annemieke Aartsma-Rus ha incluido
en su tesis doctoral varias listas de las cuales se puede leer
directamente que exén o exones deben ser omitidos cuan-
do usted sabe los detalles de la mutacién de su hijo. Estas
listas pueden ser vistas en internet:

Deleciones: www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%?20deletions.pdf

Duplicaciones: www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20duplications.pdf

Mutaciones puntuales: www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20point%20mutations.pdf

Aqui estd una seleccion de 10 entradas en la lista de
deleciones:

Exones delecionados Exén(es) a omitir

40 -43 44

43 - 45 46

43 -50 51

43 -52 53

44 43 or 45

44 -50 43451

46 — 47 45

46 - 52 45453 or 53+54
48 - 50 51

51-53 50

Hay otra manera mds fécil de encontrar el exén o exones a
ser omitidos si se conoce la mutacién del gen de la
distrofina - delecién, duplicacién o de parada prematura.
El arreglo de los 79 exones puede verse en la siguiente
imagen que he copiado de una diapositiva de Annemieke
que mostrod en la reunién anual del 2009 del PPMD en
Atlanta.

Si en esta representacién la conexion entre dos exones
apunta a la izquierda, la frontera de los dos exones estd
entre palabras codificadas enteras, si apunta a la derecha,
la frontera estd entre la primera y la segunda letra de una
palabra codificada, y si es vertical, la frontera est4 entre la
segunda y la tercera letra del codon.

Para encontrar el exén a omitir, tache el exén o exones
delecionados y vea si el exén antes o después de la dele-
cién debe ser retirado, que sea omitido, de modo que los
exones restantes encajen entre si en una de las tres formas
"naturales”. Por ejemplo, la delecién de los 8 exones del
45 al 52 significa que los dos exones 44 y 53, flanqueando
la delecién, no caben juntos. Pero la omisién del exén 53
producird un ajuste normal entre el final del exén 44 y del
inicio del ex6n 54. También vera de inmediato que la
delecién de los exones del 44 al 50 pueda ser reparada si se
omiten ambos exones 43 y 51, de forma que los exones 42
y 52 se ajusten entre si. También se dard cuenta de que una
delecion, por ejemplo, del exén 44, que produce el no
ajuste de las fronteras del exoén, significa que un marco de
lectura desplazado conduce Duchenne, mientras que una
delecion, por ejemplo, del exén 48 al 51, produce que los
exones se ajusten y no cambie el marco de lectura, y que
debe significar distrofia Becker. Este procedimiento fun-
ciona también para las duplicaciones y los codones de
parada prematuros.

Annemieke ha explicado c6mo la omisién de exén y el
PTC124 funciona para mutaciones diferentes en su pagina
web: www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/index%20for%parents.
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Es muy interesante saber que el gen de la distrofina
tiene puntos calientes de mutaciones: el 50% de todas las

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



Si con estas listas y explicaciones ha encontrado que
exdn o exones tienen que omitirse en el ARNm de la dis-
trofina de un chico con Duchenne, es importante entender
que esto no garantiza que los severos sintomas de Du-
chenne cambiaran a sintomas mas leves de distrofia
Becker, si él fuera tratado con su farmaco de omision de
exon "personal” como se muestra. Todo lo que puedo decir
es que una determinada omisién cambiara el marco de lec-
tura del mensaje genético en el ARNm de fuera del marco
al marco de nuevo. No dice que los mensajes genéticos
dentro del marco de lectura producirdn una distrofina
"Becker" en todos los casos, porque la regla de lectura del
marco tiene muchas excepciones, como se ha explicado en
las recientes publicaciones de Terence Partridge (13) y
Eric Hoffman (14).

Las razones de estas excepciones no son totalmente
entendidas en cada caso. Por ejemplo, las fronteras de las
deleciones en el gen de la distrofina no necesariamente
corresponden a las fronteras de los exones, pero podria
encontrarse en algin lugar dentro de los a menudo muy
grandes intrones entre los exones. Estas fronteras de la
delecién normalmente no son determinadas por los habitu-
ales métodos de prueba genética, y pueden ser diferentes
en pacientes con la misma delecién. Debido a que los in-
trones contienen secuencias que son importantes para la
regulacion de los genes, su presencia o ausencia puede
producir diversos sintomas de la enfermedad. Por otro
lado, la proteina distrofina tiene una estructura con regio-
nes de diferente importancia. Algunas deleciones junto con
los exones omitidos pueden, en algunos casos, producir
una estructura de la proteina alterada que no permite el
correcto funcionamiento de la distrofina acortada.

Por lo tanto, una terapia de omisién de ex6n en muchos
casos produce una proteina que reduce los sintomas distré-
ficos, pero puede haber sorpresas que s6lo se manifiestan
durante un tratamiento actual.

Diferentes tipos de farmacos potenciales de omision de
exon. Los AOs utilizados por los investigadores holande-
ses primero fueron abreviados como AONSs, porque eran
oligonucledétidos protegidos. Pero los morfolinos son simi-
lares, pero no eran realmente nucleétidos, por lo que la
abreviatura de AO para oligo en antisentido ahora se uti-
liza en general para todos los compuestos en antisentido,
también en este informe.

Para la experimentacidn con animales y los primeros
ensayos clinicos, dos tipos de AOs protegidos quimica-
mente se utilizan. Tienen que ser protegidos porque son
lentamente destruidos en las células musculares por enzi-
mas nucleicas destructoras.

Los cientificos Holandeses estdn utilizando 2'O-metil-
fosforo-tioatos, también llamados metil tioatos o 2'O-me-
tilos. Ellos tienen un grupo metilo, un carbono con tres
atomos de hidrégeno, en el oxigeno del segundo carbono
de las unidades de ribosa y un dtomo de azufre en lugar de
uno de los 4tomos de oxigeno de los grupos de fosfato. Los
morfolinos que los investigadores britdnicos han utilizan-
do tienen uno de los oxigenos del fosfato reemplazado por
un grupo dimetil amido, un nitrégeno con dos grupos meti-
lo, y las unidades de ribosa enteras son reemplazadas por
anillos morfolinos, anillos de seis miembros, cada uno
compuesto de 4 dtomos de carbono, 1 de oxigeno y 1 de

nitrégeno con dtomos de hidrogeno unidos a los carbonos
en las esquinas de las estructuras.
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AO 2’0O-metilo AO morfolino

Estoy mostrando aqui la estructura quimica de estos dos
tipos de AOs con sélo dos de sus letras genéticas indica-
das. El AO 2'0O-metilo utilizados en las pruebas Holande-
sas, llamado PRO051, tiene 20 letras genéticas con la se-
cuencia:

UCUUUACGGUAGAAGGAACU

El AO morfolino utilizado en las pruebas britanicas,
llamado AVI-4658, tiene 30 letras, que incluyen las 20
letras del AO holandés (subrayadas).

GAUCUUUACGGUAGAAGGAACUACAACCUC

Ambos de estos AOs se unen ellos mismos a la secuencia
potenciadora-empalmante-exonica, ESE en sus siglas en
ingles, porque sus secuencias son complementarias a la
secuencia ESE (y sus alrededores) en el exén 51. Esta
secuencia es importante para el normal proceso de empal-
me, para la inclusién de este exén en el ARNm de la dis-
trofina. Si ésta se encuentra bloqueada por el AO, el exén
se omite, es excluido del ARNm.

Las moléculas de estos AOs tienen estructuras quimi-
cas bastante grandes y complicadas. E1 PRO051 2'O-meti-
lo, por ejemplo, consta de 699 dtomos y el AVI-4658 mor-
folino de mds de mil. Esto muestra que estos firmacos po-
tenciales para nuestros niflos con Duchenne son muy dife-
rentes de los fArmacos "normales", también son dificiles de
hacer y serdn costosos.

Los investigadores holandeses recientemente han com-
parado los AOs 2'0O-metilos con los morfolinos para omitir
el ex6n 23 en ratones vivos (15). Después de inyecciones
locales y sistémicas de los AOs, encontraron que hay dife-
rencias de eficacia, tal como describi anteriormente, cuan-
do los ratones mdx fueron tratados. Sin embargo, estas
diferencias fueron menos pronunciados o incluso inexis-
tentes, cuando AOs contra exones humanos fueron inyec-
tados en ratones hDMD que tenfan genes de distrofina
humana normal. Lo que uno puede aprender de estos estu-
dios preliminares es, que posiblemente algunos exones se
omitiran de manera mas eficiente con morfolinos, otros
con 2'0O-metilos y para algunos ambos pueden ser igual-



mente eficaces. Sin embargo, estos estudios con animales
son s6lo una indicacién de lo que puede suceder en los
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 compaiieros de
trabajo, estdn compro-
metidos en la busqueda
del tratamiento de omi-
sién de ex6n, y cuya la-
bor aqui estoy repor-
tando. La fotografia de
Annemieke es la prime-
Annemieke Aartsma-Rus PhD  ra, que ha visto cémo a

Universidad de Leiden menudo la he mencio-

nado. Hemos escrito

muchos e-mails los unos a los otros, ella me ha ayudado
cada vez que necesitaba ayuda, y siempre muy rapido en
pocas horas. {Mi especial agradecimiento a ella!.

Tres nuevos tipos de AQOs. Tres tipos mds de AOs — uno
con una cola de una cadena corta de aminodcidos, un pép-
tido, el segundo con una proteina como espina dorsal, y el
tercero con una estructura ramificada - se han desarrollado
porque pueden ser mds eficaces que los dos primeros que
ahora estdn siendo probados en los pacientes de Duchenne:

Omision de exon con péptido conjugado con acidos
nucleicos. Uno de los problemas de los AOs morfolinos es
que tienen dificultades para ingresar en todos los tipos de
musculos, especialmente el corazén. Para superar este pro-
blema, Matthew Wood y sus colegas de la Universidad de
Oxford, en colaboracién con AVI BioPharma en Portland/
Oregon modifico el AO morfolino (PMO) para omitir el
exon 23 en ratones mdx, uniendo cortas cadenas de amino-
acido, péptidos, a la estructura en antisentido.

Después de experimentar con distintas combinaciones
de péptidos, los investigadores desarrollaron un péptido
conjugado PMO con dos péptidos adyacentes unidos al
AO morfolino habitual de 25 unidades de bases contra el
ex6n 23 del ratén. El ratén mdx tiene un codén de parada
prematuro en su exén 23 que es la razén de la ausencia de
distrofina en sus muasculos. Omitiendo este exén se restau-
ra la produccién de distrofina.

El primer péptido unido es el péptido-B, previamente
desarrollado por AVI Biopharma, que ayuda a los AOs a
cruzar las membranas celulares. El segundo péptido es el
péptido especifico de miisculo MSP, el cual fue disefiado
para llevar al AO especificamente al tejido muscular. El
péptido-B consta de 14 aminodcidos y el MSP de 7, y ellos
se unen en una sola cadena de péptidos. Creo que estard
interesado en ver el total de 47 componentes de la estruc-
tura de este firmaco de omisién de exén para los ratones

distréficos, escrito en las abreviaturas utilizadas por los
cientificos.

RXRRBRRXRRBRXB - ASSLNIA-X -
GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT

Tres inyecciones semanales sistémica de 6 mg/kg de este
AO optimizado en los ratones mdx restauro ampliamente
un alto nivel de expresion de distrofina en musculo esque-
1ético, asi como cardiaco, la reaparicién del complejo de
proteinas asociado a la distrofina a en las membranas de
las células musculares, la normalizacidn de la actividad de
CK, y una mejora significativa de la funcién muscular
(16).

Justo antes de actualizar este informe, Aurélie Goyen-
valle me informé que ella y su equipo en el laboratorio de
Kay Davies en Oxford han utilizado este tipo de AO mor-
folino péptido-conjugado para el tratamiento de ratones
con distrofia muy severa, que no sélo tenian faltante la
distrofina, sino también la similar proteina utrofina porque
su gen de la utrofina habia sido genéticamente destruido.
En contraste con los ratones mdx "normales”, estos ratones
con doble inactivacion tienen sintomas similares a Du-
chenne. El tratamiento con el AO péptido conjugado indu-
jo un nivel cercano al normal de expresion de distrofina en
todos los musculos esqueléticos examinados, resultando en
una mejora considerable de su funcién y patologia muscu-
lar distréfica. El promedio de vida de estos ratones muy
distréficos suele ser alrededor de 8-9 semanas de edad. Los
ratones tratados con los AOs morfolinos conjugados si-
guen vivos después de 7 meses y con un aspecto muy
saludable. Después de un tratamiento inicial con 6 inyec-
ciones semanales, fueron solo re-inyectados una vez al
mes (26).

AVI Biopharma ha desarrollado este tipo de AO con
péptido conjugado contra el exén 50 humano, llamado
AVI-5038, en preparacion de estudios clinicos en los Esta-
dos Unidos.

Omision de exon con acidos nucleicos péptidos. Otro
grupo de AOs, los dcidos nucleicos péptidos, PNAs, tam-
bién estdn siendo investigados por sus propiedades de omi-
sién de ex6n. En lugar de la espina dorsal de azidcar-fos-
fato del ADN y ARN, péptidos forman la espina dorsal de
los PNAs. Son solubles en agua, muy estables, pueden ser
facilmente modificados y disefiados para transportar las
habituales bases de ADN y ARN en la correcta disposicién
espacial con cualquier secuencia deseada de manera que
puedan actuar como otros AOs. Matthew Wood y sus cole-
gas en Oxford mostré primero que un PNA orientado al
exo6n 23 mostro una actividad significativa en inyeccion
intramuscular en los ratones mdx (28). Mas recientemente
se demostré que un PNA 25-mer tiene una actividad muy
buena cuando se inyecta sistémicamente en ratones mdx.
(29).

Matthew Wood estd ahora trabajando estrechamente
con Michael Gait y sus colegas del Laboratorio de Biolo-
gia Molecular de]l MRC en Cambridge, Reino Unido con
péptidos conjugados, uniéndose, tanto al PNA y PMO con-
tra el ex6n 23 de ratones mdx. El equipo ha desarrollado
una serie de péptidos PNA internalizados, el candidato
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inicial Pip2b, que se uni6 a un PNA contra el exén 23 de
ratoén de 20 unidades con la siguiente estructura abreviada:

RAhxRRAhxRRAhXxRIHILFQNdRRMKWHKBAlaC

La inyeccién intramuscular de s6lo 5 microgramos de este
AO-Pip2b-PNA en ratones mdx de 8 semanas edad, mos-
tr6 un gran numero de fibras que contienen distrofina en
un solo musculo inyectado de ratén (17). El desarrollo mds
emocionante es que una version mejorada del péptido, co-
nocido como Pip5e, en conjugacién con un PMO 25-mer,
ha demostrado la produccién muy alta de distrofina en
todos los tipos de musculos después de una tnica inyec-
cién intravenosa de 25 mg/kg en ratones mdx, y por prime-
ra vez incluye los musculos del corazén (manuscrito en
preparacién de Yin, Saleh, Gait, Wood.). Hasta la fecha ha
sido muy dificil de encontrar péptidos como los PMO con-
jugados que tienen una alta actividad en el corazdn, pero el
Pip5Se, que es un péptido abreviado y simplificado en com-
paracién con el Pip2b, es un gran avance en este sentido y
es probable que sea mds evaluado preclinicamente.

Omision de exén con morfolinos octa-guanidina. Qi
Long Lu y sus colegas en el Centro Médico de las Caro-
linas en Charlotte, Carolina del Norte, han desarrollado
otro AO modificado que puede atravesar las membranas de

las células musculares con una eficacia muy alta y produ-
cir distrofina en el corazén.

Al AO morfolino normal, se afiadi6é una estructura
compleja de cadena ramificada (un polimero), cuyos ocho
brazos llevan a un grupo de guanidina (octa-guanidina) en
sus extremos. Estos grupos forman parte del aminodcido
arginina, los cuales son componentes de otros dos nuevos
tipos de AO descritos aqui. Este polimero de octa-guanidi-
na junto con el morfolino se llama morfolino vivo. A dife-
rencia del morfolino vinculado con un péptido (PPMO), el
polimero de octa-guanidina no es un péptido, por lo que es
poco probable que el sistema inmunoldgico del cuerpo res-
ponda y destruya el compuesto.

Con el morfolino vivo contra el exén 23 de ratones
mdx, se realizaron experimentos en ratones vivos. El tra-
tamiento sistémico bi-semanal durante 10 semanas con
inyeccidn intravenosa de s6lo 6 mg/kg de AO produjo més
de un 50% de nueva distrofina en todas las fibras de los
musculos esqueléticos, en hasta un 10% de los musculos
cardiacos, y también en el los musculos lisos de los vasos
sanguineos y los intestinos. Las funciones de los musculos
se han mejorado de manera significativa y no hubo efectos
secundarios y ningin rechazo inmune. Estos nuevos AOs
ofrecen una perspectiva realista para una terapia eficaz de
Duchenne (21).

Omision de exon con transferencia génica.

Primer acercamiento: Los investigadores en el Institut de
Myologie en Paris, Luis Garcia y Aurélie Goyenvalle
(ahora en la Universidad de Oxford) y sus colaboradores,
estan tratando de combinar la omision de exon con terapia
génica para instruir a las células musculares a producir
ellas mismas los AOs, para que asi no tengan que ser in-
yectados repetidamente. Esto puede lograrse al instruir
genéticamente a los musculos para producir ARNsn’s-U7
modificados conteniendo la informacién genética para la
construccion de los AOs. Los ARNsn’s-U7 son pequefios
ARNSs en el nicleo de la célula que tienen una estructura
similar a los factores de empalme.

Los investigadores construyeron un gen modificado del
ARNsn-U7 afiadiendo secuencias complementarias de
ADN de dos AOs que son necesarios para omitir el exén
23 de ratones mdx. Estos cortos ARNsn’s son también
"hechos" por genes. Este gen-U7 modificado, U7 SD23/
BP22, junto con secuencias de control, se coloc6 en el
ADN de un virus adeno-asociado tipo-2, AAV. Estos vec-
tores de transporte a continuacion se inyectaron primero a
nivel local en los misculos solos de ratones mdx y luego
sistémicamente en su circulacion sanguinea. En las células
musculares, las secuencias del ADN recibido se transcri-
bieron en los correspondientes ARNs que entonces reali-
zarén el usual proceso de omision exén que restaurd el
marco de lectura y, por tanto, abri6 el camino para la sin-
tesis de distrofina sin los aminodcidos determinados por el
ex6n 23. Esta nueva distrofina acortada apareci6 hasta en
un 80% de las fibras de los musculos tratados en los que
emigro a su normal posicién debajo de las membranas
celulares y se mantuvo estable durante mas de un afio sin
causar ninguna reaccién inmune.

Los procesos distréficos en los misculos mdx, es decir
su acelerada degeneracion y regeneracion, se detuvieron
completamente. Los ratones-mdx tratados sistémicamente,
que fueron fisicamente estresados corriendo en una banda
rodante, no desarrollaron el dafio muscular usual encon-
trado en ratones mdx no tratados (19).

Esta técnica de transferencia de genes-U7 fue entonces
aplicada para el tratamiento del perro GRMD perdiguero
dorado clinicamente distrdfico. Estos perros tienen una
mutacidn en el sitio de empalme del ex6n 7, que puede ser
"reparado” omitiendo los exones 6 y 8. Mediante el uso de
un vector U-7 modificado, especifico de perro, contenien-
do estructuras en antisentido en contra de los exones 6, 7 'y
8, se obtuvo distrofina acortada casi en el nivel normal dos
meses después de una sola inyeccién local en un misculo.
Una inyeccion regional sistémica en una pata con circula-
ci6én bloqueada resulto en grandes cantidades de nueva
distrofina que estaba todavia presente seis meses después.

Segundo acercamiento. Mas recientemente, Aurelie
Goyenvalle desarrollo una nueva técnica mds general, en el
laboratorio de Kay Davies en Oxford. En este acercamien-
to, la omision de exdn estd mediada por un nuevo y casi
"universal" vector ARNsnU7 que es bifuncional, ya que
lleva una secuencia complementaria de ADN del exén a
ser omitido también una cola libre que se une a los sitios
de las ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas
A1/A2 (hnRNP). Estas proteinas pueden, cuando llegan
cerca del spliceosoma en los extremos de un ex6n, inhibir
el proceso de empalme del ex6n, de ese modo no estd
incluido en el ARNpre-m final.
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Las secuencias complementarias de ADN del gen U7
bifuncional traidas por el virus, una vez que se transcriben
en pequeflos ARNS, se unirdn al exén a ser omitido, y por-
que estas secuencias de ARN atraen los hnRNPs a los
sitios de empalme. Ellos por lo tanto inducirdn la omisién
del ex6n seleccionado re-
primiendo el proceso nor-
mal de empalmado. Por lo
tanto, este tipo de omisién
de ex6n no es provocada
por los usuales AOs , si no
por estas protefnas “univer-
sales” que son las mismas
para inhibir el empalme de
todos los exones.

La razén de este acer-
camiento es reducir consi-
derablemente los largos
proceso de optimizacién
usualmente requeridos para
cada nuevo exén seleccionado. Al igual que con los acer-
camientos de ingenieria de omision de exén normales, la
mejor estructura AO posible para omitir un nuevo exén es
un procedimiento largo que ahora se puede acortar por el
uso de la "cola universal".

Este método ya ha sido probado con éxito en el labo-
ratorio para omitir el exén 51 en mioblastos aislados de un
paciente de Duchenne con una delecién de los exones 49 y
50. El mas efectivo ARNsnU7 fue uno con una estructura
de la cola llamada A1 (U7ex51-AON-A1). Este restaurd la
distrofina a nivel casi normal en estos mioblastos. Median-
te la inyeccidn de esta estructura bifuncional localmente en
los musculos del ratén mdx humanizado desarrollado por
investigadores de Holanda, que contiene la distrofina, una
tasa de omisién de ex6n del 54% fue alcanzada.

Se espera que esta técnica también sea capaz de omitir
otros exones e incluso los que son dificiles de omitir por la
omisién de exon “normal”. Este acercamiento vectorizado
también ofrece la posibilidad de realizar varias omisiones
de exén con dos 0 mds ARNsnU7.

Este uso del ARNsnU7 bifuncional ha sido publicado
en la revista Molecular Therapy, su titulo es "Enhanced
exon-skipping induced by U7snRNA carrying a splicing
silencer sequence: promising tool for DMD therapy” (25).

Aurélie Goyenvalle, PhD
Universidad de Oxford

Omision de exén con Ul genético. Irene Bozzoni y sus
colegas en la Universidad La Sapienza en Roma son pio-
neros de un método genético de omisién de exén en el que
estan utilizando el gen que codifica el ARNsn U1, un pe-
quefio ARN nuclear implicado en el reconocimiento del
sitio de empalme 5 'y requerido para el primer paso de la
reaccién de empalme.

Se han sustituido los primeros 9 nucledtidos en la ter-
minal 5 'del ARNsn Ul con 54 nucleétidos complemen-
tarios de las regiones fronterizas del exén 23 del gen de la
distrofina de ratén. La estructura entera fue insertada en
virus adeno-asociados de tipo 2/1. Tres a 4 billones (3-4 x
10'%) de estos virus vectores se inyectaron en la vena de la
cola de ratones mdx de 6 semanas de edad. Doce semanas
después, fue correctamente omitido el ARNm, y también
la nueva distrofina en el 10-20% de la cantidad normal en
varios musculos esqueléticos y también en los musculos
del corazén y el diafragma. Los ratones también habfan
mejorado significativamente las funciones musculares.

En otro experimento, 18 meses después de la inyeccién
de una sola vez de los virus, los misculos de dos ratones
fueron examinados cuando
tenian 80 semanas de edad.
Durante todo este tiempo,
practicamente hasta su muerte
natural, los misculos esquelé-
ticos, cardiaco y el diafragma
de estos ratones viejos no
s6lo contenian la correccién
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
racién normal, si no que las
funciones musculares también
mejoraron significativamente sin ningiin problema inmu-
nolégico. Estos resultados muestran que esta técnica gené-
tica puede conducir a un tratamiento de larga duracién de
los pacientes con Duchenne.

Recientemente, la tecnologia de omisién de exén basa-
da en Ul ha sido licenciada a la empresa Holandesa Am-
sterdam Molecular Therapeutics (AMT), que procede ha-
cia estudios preclinicos y clinicos.

Prof. IreneBozzoni
Universidad de Roma

Terapias personalizadas y las agencias reguladoras.

La Administracion Federal de Fdrmacos, la FDA., en los
Estados Unidos, la Agencia Europea de Medicinas,
EMEA, y otras agencias reguladoras requieren que el
"normal" desarrollo de un farmaco clésico pase por las
siguientes etapas:

La fase pre-clinica involucra estudios de laboratorio y
animales para valorar la seguridad, actividad biolégica, y
formulaciones;

La fase I de prueba clinica en 20 - 100 voluntarios
sanos para determinar su seguridad en seres humanos;

La fase II de prueba clinica en 100 - 500 pacientes a
para evaluar la dosis 6ptima, seguridad, y eficacia; y la
fase III de investigacion clinica en 1,000 - 5,000 pacien-

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

El costo de todas las tres pruebas clinicas de investiga-
cién puede superar los 500 millones de délares para un
farmaco y puede tomar hasta 15 afios del primer concepto
de un nuevo farmaco hasta su aprobacién de mercado.

Las reglas reguladoras fueron hechas en un tiempo
cuando los tipos de acercamientos especificos al paciente
como la omisién de exén no estaban todavia disponibles.
Para conseguir un farmaco para Duchenne personalizado a
través de estas etapas, algunos desafios son encontrados
que son nuevos para los organismos y que tienen que ser
superados antes de que puedan llegar a los pacientes.
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Por ejemplo, los estudios de fase-I de seguridad con los
AOs en vountarios sanos puede cambiar el marco de lec-
tura en un ARN normal de distrofina y, si son suficiente-
mente eficaces, dar a los voluntarios sanos distrofia Du-
chenne, un efecto secundario indeseable que no tiene nada
que ver con los efectos secundarios "normales". Otra pre-
ocupacién mayor seria los asi llamados efectos fuera de
blanco, que significa que exones podrian ser omitidos en
otros genes ademds del gen de la distrofina.

Otro problema, no encontrado en el desarrollo de un
farmaco normal podria ser propio de distrofia Duchenne:
debido a la ausencia de distrofina, las membranas celulares
de los musculos con Duchenne tienen grietas y agujeros a
través de los que los formacos de omision de exén pueden
llegar al citoplasma de las células y también al nicleo don-
de son necesarios para su efecto terapéutico. Por lo tanto,
los ciertos efectos adversos podrian aparecer solamente en
pacientes pero no en las personas sin Duchenne. Esto hace
que los estudios de seguridad estdndar con voluntarios
sanos sean problematicos.

El equipo de Eric Hoffman en el Centro Médico In-
fantil en Washington, ha recibido recientemente 2.5 millo-
nes de délares del Departamento de Defensa de EUA para
estudiar estos asuntos de toxicidad en ratones y monos del
AVI AO contra el exén - 51 usado en los ensayos clinicos
britanicos.

Otro desafio para la aprobacién de farmacos de omision
de exon seria el gasto de varios cientos de millones de dé-
lares, y el tiempo necesario para pasar todas las cuatro eta-
pas cada una de las muchas secuencias diferentes de AO
requeridas para tratar a pacientes con mutaciones diferen-
tes. La mayoria de estas secuencias individuales serdn apli-
cables solamente a una pequefia cantidad de pacientes, por
lo tanto, en muchos casos, simplemente no habrd una can-
tidad suficiente de pacientes disponible para los estudios
clinicos estdndar.

Si las primeras pruebas de omision de exén en curso
contintian indicando ningunos efectos adversos relaciona-
dos con el farmaco, como parece serd probable, las agen-
cias reguladoras pueden esperanzadamente ser convenci-
das de que consideren grupos enteros de AOs de cierto tipo
quimico como un solo farmaco y por lo tanto, acortar el
proceso de aprobacion considerablemente.

Lo primero debe venir primero sin embargo. Aunque el
progreso en la omisién de exdn parece prometedor, el
camino al eventual acceso de los pacientes a un tratamien-
to seguro y eficaz es ain muy largo. Una vez que el primer
farmaco destinado al exén 51, se haya desarrollado con
éxito y haya sido aprobado por las autoridades regulado-
ras, la cuestién de cémo otros agentes de omision exén
pueden desarrollarse de manera mas eficiente, se vuelve
importante. Al mismo tiempo, todos los esfuerzos deberian
centrarse en ayudar a tantos pacientes globalmente como
sea posible y lo mds rdpidamente posible, sin poner en jue-
go la seguridad de los nifios y sin tomar atajos indebidos.

En un primer simposio, organizado por TREAT-NMD,
para abordar este tema, un gran grupo de 98 expertos de
Duchenne, incluidos los cientificos que participan en las
actuales pruebas clinicas de omisidn exdn, se reunieron el
25 de septiembre de 2009 en las oficinas londinenses de la
EMEA, la Agencia Europea de Medicamentos, para iniciar
un didlogo sobre las cuestiones de la reglamentacién alre-
dedor del nivel sin precedente de personalizacién de los
tratamientos para enfermedades genéticas como la DMD.
La reunién con la EMEA trato de tomar medidas para
identificar una via que permita el progreso seguro y eficaz
de estos medicamentos a través del proceso de aprobacién
dentro de un periodo de tiempo aceptable.

Parte de este resumen estd basado en una nueva publi-
cacién de Eric Hoffman del Centro Médico Infantil en
Washington, DC (13) y anuncio de prensa de TREAT-
NMD.

Pruebas clinicas

Cuatro pruebas clinicas para omitir el exén 51 en chicos
con Duchenne son descritos en esta seccién mds importan-
te de este informe. Dos de ellas son locales, en las que so-
lamente un musculo no importante es tratado. Estos trata-
mientos en un solo musculo no pueden mejorar la funcién
de todos los musculos, no pueden proveer un beneficio cli-
nico a los chicos con Duchenne participantes. Las otras
dos pruebas son sistémicas, en las que los farmacos poten-
ciales, los AOs, son inyectados en la circulacién sangui-
nea. Y ya pueden mostrar una mejora pequefia de la fun-
cién muscular.

Pero la pregunta principal a la que estas cuatro pruebas
son disefiadas a responder es: ;Son seguros los nuevos
fdrmacos potenciales? Después de todo, pueden tener que
ser dados por toda la esperanzadamente vida prolongada
de los nifios con Duchenne.

Estos pasos indispensables para el completo desarrollo
de una terapia son sélo experimentos humanos que tam-
bién pueden ir mal. La participacion de un niimero sufi-
ciente de nifios que necesitan omision del exon-51 es im-
portante, pero no es Util que la familia emprenda viajes

costosos a los centros de prueba. Kate Bushby explic6 en
su entrevista que grabé con ella en Marzo de 2009.

"No creo que sea practico para los nifios venir de muy
lejos para participar en ensayos clinicos, porque tienen que
estar en los centros clinicos cada semana para sus inyec-
ciones. Tienen que tener un montén de muestras de sangre
tomadas. Las familias tienen que vivir cerca de los centros.
Las familias tienen que poner su vida entera en espera,
incluso si viven cerca. Las familias deben darse cuenta de
que los ensayos son s6lo ensayos. En posteriores ensayos
de eficacia, su hijo podria incluso ser tratado con placebo.
No se les puede ayudar y puede haber efectos secundarios
imprevistos. Los ensayos son trabajo muy duro.

Yo dirfa incluso que los nifios en los ensayos estdn mas
en desventaja. Debido a que tienen que pasar por una
molestia para llegar a algo de lo que todo el mundo se
beneficiara posteriormente, siempre que se haya demos-
trado que funciona. Estamos realmente muy agradecidos
con las familias y nifios que toman todo el tiempo y esfuer-
70 para participar en estos estudios, que realmente espera-
mos que las cosas avancen para todos”.
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Usted puede ver la entrevista completa con Kate
Bushby y también con Hans Schikan y Judith van
Deutekom en mis paginas de internet: www.duchenne-
information.eu.

b
he o

Judith van Deutekom, PhD. Hans Schikan, PharmD.
Jefa de Investigacién Presidente
Prosensa Therapeutics BV, Leiden

Prueba local de omision de exén en Holanda. La prime-
ra prueba en humanos con la técnica de omision de exon
fue realizada bajo la direccion de Judith van Deutekom,
Jan Verschuuren, y otros de la compaifiia Prosensa 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 solamente una prueba de prin-
cipio y no se espera resulte en una funcién benéfica tera-
péutica en los nifios tratados. Fue un estudio local sobre un
drea pequefia de un solo musculo, el musculo tibialis ante-
rior de la espinilla, que fue tratado con el AO 2’O-metil
contra el ex6n 51 llamado PROO51.

Con este tipo de AO quimicamente modificado, los in-
vestigadores holandeses han trabajado en experimentos
pre-clinicos por afios y fueron capaces de omitir exones de
la distrofina con éxito en fibras musculares no sélo en cul-
tivos de células obtenidas de pacientes con Duchenne con
diferentes mutaciones, sino también en modelos de ratdn,
mdx y hDMD, después de inyecciones locales y subcuta-
neas o sistémicas intravenosas.

Cuatro nifios holandeses participaron en este estudio
abierto. Tenian entre 10 y 13 afos de edad y habian de-
mostrado deleciones de los exones 50, 52, 48-50, o 49-50
de la distrofina. Fueron tratados secuencialmente, signi-
ficando que solamente después de que los resultados para
un nifio eran positivos y no indicaban ningunos efectos
secundarios serios, el préximo nifio fue tratado. Cada nifio
recibi6 una dosis tnica de 0.8 mg de PROO051 disuelto en
solucién salina, 0.9 %, bajo anestesia local en una regién
pequeiia de aproximadamente 1.5 centimetros de largo de
su musculo de la espinilla.

Después de 4 semanas, tejido muscular fue obtenido
por una biopsia del sitio de la inyeccidén y se probd para
buscar el ARNm omitido esperado y nueva distrofina acor-
tada. Casi todas las fibras musculares en el tejido de la
biopsia, hasta 94%, indicaban expresién de nueva distro-
fina en las membranas de la fibra muscular en niveles de

33%, 35%, 17%, y 25% comparado con tejido muscular
sano. El volumen de tejido muscular fue demasiado peque-
o para proveer cualquier beneficio clinico a los nifios
participantes. Esto fue esperado y los nifios y sus familias
sabian esto.

Estos resultados mostraban por primera vez, que la
omisién de ex6n no solo trabaja en ratones y perros, si no
también en musculo humano, en nifios con Duchenne, y
también significa que un tratamiento de omisioén de exdn,
cuando esté disponible, debe ser empezado cuando la
mayoria de los misculos todavia estdn intactos, es decir,
inmediatamente después del diagndstico y la determina-
cién exacta de la mutacidn en el gen de la distrofina.

Los resultados de esta primera aplicacion de la técnica
de omisién de ex6n en nifios con Duchenne han sido pu-
blicados el 27 de diciembre de 2007 en la revista New
England Journal of Medicine con un comentario de Eric
Hoffman (18).

Prueba clinica sistémica en Holanda con PRO051 para
omitir el exon 51 en chicos con Duchenne. Los resulta-
dos de un estudio clinico local intramuscular con PRO051
que se publicé en la revista New England Journal of Medi-
cine en 2007 habia demostrado que la técnica de omisién
de ex6n con este agente no sélo funciono en animales de
laboratorio, si no también es capaz de producir nueva dis-
trofina, sin efectos secundarios en nifios con Duchenne.
Con el préximo paso hacia el pleno desarrollo de esta
técnica, los cientificos tuvieron que demostrar que el
PROO051 también pueden ser aplicado de forma sistémica a
través de una inyeccidn subcutanea (es decir, bajo la piel)
para que el formaco pueda alcanzar y tratar todas las célu-
las musculares. El primer estudio sistémico alguna vez rea-
lizado con PROO51.

Entre Julio de 2008 y Enero de 2009, Prosensa Thera-
peutics BV hizo un estudio sistémico con doce chicos con
Duchenne entre 5 a 15 afios de edad con PROO051 inyecta-
do por via subcutdnea. Las inyecciones subcutdneas tienen
la ventaja de que no se requiere frecuentes visitas a consul-
torios médicos y hospitales en caso de tratamientos repeti-
dos que mds tarde serdn necesarios. Las inyecciones y el
control médico fueron realizadas por los equipos de
Nathalie M. Goemans en el Departamento de Neurologia
Pediatrica de la Universidad de Leuven en Bélgica y de
Mar Tulinius en el Hospital Infantil Reina Silvia en
Gotemburgo en Suecia.

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

Cada nifio recibi6 una inyeccién por semana durante
cinco semanas consecutivas. En este estudio de dosis-
escalada, los primeros tres nifios recibieron el PRO051 a
una dosis de 0.5 mg/kg en cada una de las cinco inyeccio-
nes, el préximo grupo de 2 mg/kg, el tercer grupo de 4
mg/kg, y los tltimos 3 nifios de 6 mg/kg.

Se tomaron biopsias musculares antes y dos semanas
después del tratamiento para los dos primeros pacientes, y
en dos y siete semanas después de la tltima inyeccion para
todos los otros nifios. La estructura del ARNm y la presen-
cia de la nueva proteina distrofina se determinaron en
todas las muestras de biopsia.
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Estos andlisis mostraron por primera vez que la admi-
nistracién subcutdnea de PRO051 dio lugar a la omisién
especifica del exén 51 e indujo la produccién de nueva
distrofina en forma relacionada a la dosis, lo que significa
que a dosis mds alta del farmaco se creaba mayor cantidad
de nueva distrofina.

Esta primera prueba sistémica con un agente de omi-
si6n de exén en Duchenne fue disefiada para responder a la
pregunta mds importante: ;es este tratamiento genético
seguro? La respuesta fue positiva: no hubo rechazo inmu-
nolégico de la nueva proteina y ningtin otro problema cli-
nicamente significativo, por lo que este primer tratamiento
de cuerpo entero con un fairmaco de omisioén de exdén fue
bien tolerado por todos los 12 pacientes con Duchenne en
el estudio. Esto también queda ilustrado por el hecho de
que los 12 nifios han entrado en la extension abierta del
estudio y a finales de Septiembre todos los nifios han en-
trado en su décima semana de tratamiento.

El resultado positivo de esta prueba alenté a todos los
cientificos participantes y los médicos para comenzar la
preparacion del préximo gran ensayo fase III con el
PROO051 que se espera comience a principios de 2010 con
mds de 150 chicos con Duchenne que necesitan omitir el
exo6n 51.

Usando el registro mundial TREAT-NMD para la dis-
trofia Duchenne, Prosensa ya ha identificado alrededor de
300 pacientes en 21 paises que cumplen con los criterios
de inclusién para esta prueba. Estos pacientes son repar-
tidos a 50 centros clinicos potenciales. Los pacientes se-
leccionados y centros clinicos serdn contactados para par-
ticipar en este gran ensayo internacional.

La cuestion clave de este estudio serd determinar si la
aparicién de nueva distrofina también conduce a un mejo-
ramiento de la funcién muscular, por lo que muchas prue-
bas bioquimicas y clinicas se realizaran. Se espera que
entre estas pruebas sea la prueba estandarizada de 6 mi-
nutos caminando la que determinara la distancia en metros
que todavia un nifio ambulatorio puede caminar en 6
minutos.

Primera prueba clinica local en el Reino Unido. Otra
prueba clinica de omision de exon se realizé en el Reino
Unido entre el otofio de 2007 y finales de 2008 por el Con-
sorcio MDEX bajo la direccién de Francesco Muntoni del
Colegio Imperial de Londres, y Kate Bushby de la Univer-
sidad de Newcastle upon Tyne. El consorcio MDEX, fi-
nanciado por el departamento de Salud, agrupa a nueve
investigadores, asi como las agrupaciones Muscular Dys-
trophy Campaign, ActionDuchenne, y Duchenne Parents
Support Group.

Ocho diferentes AOs morfolinos fueron probados en
cultivos de musculos humanos normales y Duchenne y en
ratones no distréficos vivos que contenian distrofina hu-
mana en sus musculos por los equipos de investigacion
Holandeses y Britanicos. Los mejores resultados se obtu-
vieron con el AO morfolino H51A desarrollado por Steve
Wilton en Perth (Australia) y el mostrado por Dominic
Wells en Londres, por ser lo suficiente estable para un tra-
tamiento clinico a largo plazo. Este AO morfolino es sin-
tetizado por la empresa AVI BioPharma Inc. en Portland,
Oregon, y se llama AVI-4658 (20).

Este ensayo fue un estudio local para evaluar la seguri-
dad y eficacia bioquimica de este farmaco morfolino que
omite el exén 51 después de inyecciones de una sola vez
en un musculo pequefio y sin importancia, el musculo ex-
tensor digitorum brevis (EDB) en el exterior del pie. Siete
nifios con Duchenne de 11-16 afios de edad, algunos de
ellos en silla de ruedas, participaron. Ellos tenian muta-
ciones que necesitan la omision del exén 51 para restaurar
el marco de lectura, dos niflos con deleciones en los exo-
nes 48-50, dos con deleciones en los exones 45-50, uno
con deleciones en los exones 49-50, uno con una delecién
del ex6n 50, y uno con una pequefia delecién en el intrén
49 causando la delecién del exén 50. Antes de iniciar el
tratamiento, células de una biopsia de piel fueron probadas
en cultivos para confirmar que efectivamente el AVI-4658
elimina el ex6n 51 del ARNm de la distrofina de cada ni-
o, y produce el esperado ARNm acortado de la distrofina
y la proteina en estos experimentos de laboratorio.

Prof. Francesco Muntoni

Prof. Kate Bushby
Universidad Newscastle u.T. Colegio Imperial de Londres

Cada uno de los pacientes seleccionados tenfa menos de
5% de fibras revertantes en sus musculos, determinado por
una biopsia en el momento de su diagndstico. Diferentes
bajas cantidades de estas fibras musculares positivas de
distrofina estdn presentes en muchos chicos con Duchenne.
Son causadas por una omisién de exén espontdnea. La can-
tidad esta distrofina revertante encontradas en el control de
placebo tenia que ser deducida de la cantidad de distrofina
detectada después del tratamiento.

Muchas otras investigaciones clinicas también se hacen
para asegurar que los resultados son cientificamente vali-
dos y causados solo por el tratamiento. Por ejemplo, los
investigadores que analizaron las muestras de muisculo no
sabian si los tejidos provenian del musculo tratado con el
AO o del musculo de control del otro pie, lo que significa
que la prueba fue con método "simple ciego".

Este fue un estudio de dosis-escalada, los primeros dos
nifios recibieron una dosis baja de 0.09 mg del AO morfo-
lino en 0.9 ml de solucién salina, entregada con nueve in-
yecciones en paralelo de 0.01 ml cada una directamente en
el musculo EDB. El musculo del otro pie recibi6 inyeccio-
nes similares de solucion salina solamente para el control
de los antecedentes de distrofina. Los cinco otros nifios
recibieron una dosis 10-veces mayor de 0.90 mg de AO en
un esquema de inyecciones similares. La mayoria de los
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musculos EDB tratados fueron retirados en biopsias entre
tres y cuatro semanas después de la inyeccion.

La mayor dosis de AO resulto en la produccién aumen-
tada de distrofina en todos los musculos tratados. En el
tejido muscular alrededor de la via de la aguja través de la
cual se le dio el farmaco, 44 a 79% de las fibras muscula-
res habian aumentado las cantidades de distrofina. La in-
tensidad media de la distrofina en varias secciones del ma-
terial bidpticos varié de 22% a 32% de la intensidad media
en los musculos de las personas sanas, y es 11-21% mayor
que el antecedente de distrofina vertante en el musculo de
control del otro pie. En algunas fibras positiva de distrofi-
na solas, la cantidad de distrofina que se encontré era de
hasta 42% de lo que en el misculo sano. Pruebas adiciona-
les demostraron que la nueva distrofina habia reducido el
peso molecular como se esperaba de la distrofina tipo-
Becker acortada.

El objetivo de este estudio era demostrar la seguridad
local y eficacia bioquimica de las inyecciones en un solo
musculo de un AO morfolino. Como con todos los trata-
mientos locales de este tipo, ningtin beneficio terapéutico
para los nifios participantes era esperado por el tratamiento
del solo musculo pequefio EDB en un pie, y no hubo nin-
glin intento para determinar la funcién del muisculo antes y
después del tratamiento. Los nifios y sus familias son con-
scientes de esta limitacion.

Este estudio en vivo demostré que el farmaco en anti-
sentido AVI-4658 indujo la omisién pretendida del exén
51, y la produccién de nueva distrofina que se habia tras-
ladado a su lugar normal en el interior de la membrana de
la célula muscular, que luego se conecto correctamente a
las proteinas del complejo glicoproteico de la distrofina.
Este tratamiento no se asocid con ningin efecto sistémico
o local secundario adverso o con cualquier respuesta inmu-
ne contra la distrofina.

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

En el tejido muscular de los pacientes que recibieron la
dosis mds bajas del medicamento, el ARNm con el exén
omitido fue detectado, pero ningtin aumento de la proteina
distrofina sobre el nivel del antecedente puede ser proba-
do, porque el método de prueba de la proteina "western
blot" no era lo suficientemente sensible para detectar dife-
rencias muy pequefias en las proteinas.

Este estudio clinico tenia el mismo objetivo que el an-
terior estudio Holandés publicado en el New England Jour-
nal of Medicine en Diciembre de 2007, donde el OA tipo
2'0-metilo se utiliz6. Ambos estudios fueron disefiados
para proporcionar una prueba de principio de que la omi-
sién de ex6n no solo funciona en animales de laboratorio
como ratones distréficos y perros, sino también en pacien-
tes humanos. Y ambos estudios han demostrado que este
es el caso. La principal diferencia técnica entre los dos es-
tudios fue que los cientificos Holandeses sélo se les permi-
ti6 realizar una tnica biopsia en el musculo tratado des-
pués del tratamiento, mientras que los britdnicos podian
hacer biopsia en ambos, el misculo tratado y el misculo
de control, después del tratamiento . Asi, en el estudio
Holandés el antecedente de la distrofina no puedo ser to-
mado en cuenta para la determinacion del contenido de
distrofina después del tratamiento. Hubo mads diferencias
entre los dos estudios, lo que significa que los resultados
de los dos estudios no son directamente comparables en
todos los detalles.

En la publicacién de los resultados Britdnicos, publi-
cados en linea el 26 de Agosto de 2009 por Maria Kinali,
Virginia Arechavala-Gomeza, Francesco Muntoni y 23
otros cientificos (23), los autores dicen: "Ambos estudios
informaron inequivocamente la expresion de la distrofina
en concentraciones similares". Annemieke Aartsma-Rus y
Gertjan B. van Ommen (24) declararon en su comentario
publicado al mismo tiempo, que "el siguiente paso que am-
bos grupos estdn llevando a cabo, es entregar los oligonu-
cledtidos en antisentido sistémicamente, por lo tanto, la
comparacion detallada de los resultados intramusculares,
es decir, en los musculos individuales, son en gran medida
irrelevantes. S6lo los ensayos sistémicos revelaran la ver-
dadera promesa de este enfoque, y se necesitan ensayos
adicionales para validar el beneficio funcional, o al menos
la disminucién de la progresion de la enfermedad”.

Primera prueba clinica sistémica en el Reino Unido.
Uno de los mas decisivos experimentos animales pre-cli-
nicos para la preparacion de esta prueba, fueron 7 inyec-
ciones semanales de AO en la vena de la cola de ratones
mdx que se tradujeron en mds de 50% de distrofina acor-
tada en la mayoria de sus misculos comparado con la can-
tidad normal. Esta nueva distrofina estuvo presente por lo
menos 14 semanas (27).

Después de que la aprobacion se obtuvo de los tres
organismos de supervisién del Reino Unido MHRA,
GTAC, y GOSH entre agosto y noviembre de 2008, los
primeros dos chicos recibieron inyecciones intravenosas
del AO AVI-4658 en la circulacién sanguinea a principios
de 2009. En total, 12 chicos con Duchenne todavia ambu-
lantes en 4 grupos, quienes necesitaban la omisién del
exon-51, recibierdn las inyecciones semanalmente durante
12 semanas. Las inyecciones se realizaron secuencialmente
de modo que un tratamiento posterior puede detenerse
inmediatamente si ocurre algo en uno anterior.

Este ensayo de nuevo es un estudio de dosis escalada,
donde los chicos reciben una primera muy baja dosis de
0.5 mg/kg de AO cada semana, que se elevo a 4.0 mg/kg
para los chicos tratados en el cuarto grupo. Para un nifio de
10-afios de edad en el cuarto grupo, de 30 kg de peso, esto
significa que recibio 1.44 gramos del farmaco AO durante
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toda la prueba. En anteriores ensayos clinicos para otras
enfermedades, dosis de AO de hasta 300 mg/kg/dia fueron
bien toleradas. Los objetivos de la prueba son probar la
seguridad y tolerancia y también cambios de la funcién y
la fuerza muscular. La aprobacién fue obtenida de los
organismos reguladores para agregar 2 grupos mds de 4
nifios, para recibir cada uno 10 y 20 mg/kg de AO. El
tratamiento del quinto grupo estd en curso.

Aunque varias biopsias musculares serian necesarias
para probar que el firmaco AO inyectado en la sangre ha
llegado a varios musculos y distrofina es producida alli,
s6lo una biopsia después de la prueba se ha permitido por
las agencias reguladoras. Esta biopsia se tomaron del
biceps de los nifos.

Este ensayo se realiza en el Hospital Great Ormond
Street de Londres y el Royal Infirmary en Newcastle upon
Tyne. Stephen B. Shrewsbury, Médico Jefe de AVI Bio-
Pharma, informé de estos resultados preliminares el 12 de
septiembre en la reunién de la Sociedad Mundial del Mus-
culo WMS en Ginebra. Mencioné que el AVI-4658 fue
bien tolerado por los pacientes ya tratados y que no se
detectaron efectos secundarios relacionados con el formaco
o con otros problemas. Concluy6 que "los datos de seguri-
dad alentadores son extremadamente importantes para el
futuro uso de este farmaco en antisentido, ya que una toxi-
cidad limitante de la dosis podria limitar seriamente la efi-

cacia de esta terapia de DM Duchenne en esta enfermedad
crénica, donde el tratamiento debe comenzar en la infancia
y, probablemente, continuara por toda la vida".

Tan pronto como los detalles y los resultados completos
de este estudio sean publicados en pocos meses, seran in-
cluidos en la siguiente actualizacion de este informe.

AVI BioPharma es el patrocinador de esta prueba, y a
Francesco Muntoni se le han otorgado de 1.3 millones de
dolares del Concilio de Investigacion Médica del Reino
Unido para compensar algunos de los costos de la prueba.

Cooperacion internacional ICE. La Organizacién Inter-
nacional de Esfuerzo de Colaboracion para la DMD, el
ICE, es una asociacién de 12 instituciones de Francia,
Italia, Reino Unido y los EUA, que bajo la direccién de
Jean-Claude Kaplan (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 exén. El ICE fue
fundado en 2008 y es financiado por el Parent Project de
Francia y la Association Monégasque contre les Myopa-
thies con 1.7 millones de euros. Catorce de los 105 cien-
tificos y médicos que pertenecen al ICE, se reunieron el 6
de Junio de 2009 en Mdénaco para analizar los resultados
obtenidos en el primer afio de su colaboracion.

Algunas palabras finales personales.

Queridos amigos de cualquier parte: Como dije al prin-
cipio, he escrito este informe de investigacién y los anteri-
ores especialmente para usted, los chicos y hombres jove-
nes con distrofia muscular Duchenne y sus familias, para
que pueda entender mejor lo que se estd haciendo para de-
tener esta enfermedad . Espero que mis palabras no fueran
demasiado complicadas para usted, los hombres jévenes y
los chicos con distrofia Duchenne y sus familias. Pero sé
que, debido a que usted quiere saber lo que los investiga-
dores estdn haciendo por usted, usted tendrd ya algunos
conocimientos basicos acerca de los muchos hechos cienti-
ficos mencionados en este informe. Si tiene problemas
quizds tenga amigos que han estudiado medicina o biolo-
gia u otras personas que pueden ayudarle. O puede pregun-
tarme por escrito en Inglés, Francés, Aleman, Espafiol,
Italiano, voy a responder todos los correos electrénicos o
cartas, asi como pueda, pero no siempre de inmediato y
s6lo en Inglés o Alemdn, no puedo escribir en otros idio-
mas sin demasiados errores.

Investigacion cientifica. Si usted ha leido el informe ente-
ro, usted se dard cuenta de que los muchos cientificos y sus
equipos mencionados, estan haciendo todo lo que ellos
pueden tan rdpido como es posible para encontrar una tera-
pia. En 1986/87, cuando el gen de la distrofina y su prote-
ina fueron encontrados, todos pensdbamos que la manera
estaba finalmente abierta para una cura que podria muy
pronto corregir la causa de la enfermedad. Pero ahora, mas
de 20 afios después, todavia estamos esperando esa cura o
al menos una terapia que disminuya la velocidad de des-
truccién de los musculos. Pero no solamente la pelea en
contra de esta enfermedad mostré ser mucho mas dificil de

lo que imaginamos primero, el progreso para otras enfer-
medades genéticas como la fibrosis cistica o muchas for-
mas de cancer, es también muy lento. De hecho, "nuestra
enfermedad", la distrofia muscular Duchenne, podria vol-
verse la primera enfermedad hereditaria infrecuente que
tendrd una terapia genética en el futuro no tan distante.
Cuando una vez hablando con Annemieke Aartsma-
Rus, dijo "la distrofia Duchenne nos ayuda a sanarla a ella
misma". Asi que le dije que diseminaria sus palabras al
resto de nuestra comunidad Duchenne. Ella dijo entonces
que ella realmente se rob6 esta cita de Gert-Jan van
Ommen, que originalmente decia: "Esta enfermedad quie-
re ser curada". La enfermedad es realmente asi, porque las
membranas celulares del musculo con Duchenne tienen
grietas y agujeros que permiten a los AOs entrar facilmen-
te en las células para hacer su trabajo de sanacién alli. Para
llegar a los musculos normales es mucho més dificil.

Diagnéstico de la mutacién. Como usted ha visto, la omi-
sién de ex6n es una técnica especifica a la mutacioén. Eso
significa que la mutacién exacta debe ser conocida por el
paciente para luego beneficiarse de dicho tratamiento. El
método MLPA es ahora una técnica ampliamente utilizada
para la deteccion de deleciones y duplicaciones, no s6lo en
los pacientes con Duchenne, sino también en mujeres por-
tadoras. Incluso si la mutacién del paciente en una familia
no se conoce o no puede determinarse mds, el método
MLPA encuentra las deleciones y duplicaciones de la dis-
trofina en las madres u otras mujeres relacionadas con
ellos. Esto es importante para el consejo genético que pue-
de evitar el nacimiento de nuevos nifios con Duchenne en
la familia de un paciente. Pero si una mujer en riesgo pue-
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de asegurarse de que ella no es portadora, esto puede alen-
tar a tener niflos sanos, sin temor a que se repita.

Registro. Todos los nifios y hombres jévenes con Du-
chenne deben tener sus datos médicos personales registra-
dos en bancos de datos de Duchenne de su propio pais, que
deben ser parte de las redes de registro internacionales co-
mo ofrece TREAT-NMD (www.treat-nmd.eu/registry) y
DuchenneConnect (www.duchenneconnect.org). Esto per-
mitirfa encontrar a participantes para pruebas clinicas de
terapias para las mutaciones mds inusuales, y también ga-
rantizaria que los pacientes y sus familias tienen acceso a
la informacién mads actualizada sobre resultados de inves-
tigacién y manejo médico.

Cuidado con farmacos y tratamientos milagrosos. Un
tratamiento que es seguro y eficaz durante mucho tiempo
solo pueden ser producidos después de un desarrollo con
métodos estrictamente cientificos. Si usted ve formacos
"milagrosos" en Internet o tiene propuestas de tratamientos
milagrosos, que cuestan miles de ddlares o de euros y us-
ted considera adquirirlos o aplicarlos en su hijo, por favor
pregunte a los proveedores de lo milagroso cudntos nifios
con Duchenne ya han curado, cémo fueron diagnosticados
con qué resultados, cudnto nueva distrofina han encontrado
en los musculos, y cudnto ha mejorado la funcién muscu-
lar, y en qué importante revista médica los resultados fue-
ron publicados. Si eso que es ofrecido tiene realmente al-
gun valor, preguntese a usted mismo por qué no miles de
familias van con sus nifios enfermos ahi. Tenga cuidado,
por lo demads usted perderda mucho dinero y posiblemente
lastimard a su nifio severamente.

Reconocimiento de mi informe escrito. El presidente de
Alemania, Horst Kohler, me ha otorgado la "Bundesver-
dienstkreuz", la medalla al mérito de nuestro pais por la
escritura de mis informes, y en una impresionante ceremo-
nia el 5 de febrero de 2009 me fue dada a mi por el secre-
tario de Estado Gundolf Fleischer en nuestro pueblo Brei-
tnau en la Selva Negra donde vivo. He utilizado esta opor-
tunidad para explicar a las cerca de 120 personas presentes
la situacién de las familias con nifios con Duchenne en
Alemania y entonces empezar a escribir a 12 politicos de
alto nivel incluido nuestro Presidente Federal y su esposa,
Eva Luise Kohler, que se ocupa de las enfermedades raras,
y los Ministros Federales de Salud e Investigacién.

Durante los préximos meses de invierno, después de
que nuestro nuevo gobierno esté en su lugar y trabajando,
voy a utilizar estos nuevos contactos con el objetivo de en-
contrar formas de aliviar al menos parcialmente, los gran-
des problemas financieros a los que la comunidad interna-
cional de investigacién de Duchenne se enfrenta en sus es-
fuerzos para desarrollar todos los fairmacos de omisién de
ex6én mads alld del 51, para todos los cerca de 80% de los
chicos con Duchenne que los necesitan.

Y el 21 de marzo, la Academia Gaetano-Conte de Na-
poles en Italia me otorgd su Premio 2009 de Investigacion
Social en la reunién de la Sociedad Mediterrdnea de Mio-
logfa en Nicosia en Chipre. En esa ocasién, presenté un
documento sobre cdmo explicar la omision del ex6n-51 a
los pacientes con Duchenne y sus familias. Si usted desea
ver las 55 diapositivas PowerPoint de mi presentacién, por

favor pidamelas por e-mail y se las enviare. Son muy de-
talladas y tienen muchas animaciones, por lo que las enten-
dera sin una explicacién mia.

Como un agradecimiento por este premio, he escrito
una publicacién acerca de mi trabajo con el titulo “The
Progress Reports on the Development of Therapies of
Duchenne Muscular Dystrophy”, que aparecerd con un
editorial escrito por Reinhard Riidel en el nimero de
Octubre -2009 de la revista ActaMyoloigica.

Este informe tiene
ilustraciones, que le
ayudard a entender
mejor mis explicacio-
nes. También conti-
ene fotografias de al-
gunos de los cienti-
ficos que trabajan en
la busqueda de una
omisién de exon para
"nuestros” nifos. Este
toque personal, pri-
mero ofrecido en mi
informe original de
omisién de exon, ha
; « sido bien recibido por
: L | las familias y otros
lectores también. Y hay una fotografia de una dama muy
especial, junto con tres nifios. Se trata de Pat Furlong, la
presidenta del Parent Project Muscular Dystrophy Ameri-
cano, PPMD, en una imagen tomada por mi en la reunién
de 2008 del PPMD en Filadelfia. Muchos de ustedes la
conocen personalmente, y la mayoria sabe lo que hizo y
sigue haciendo para acelerar la investigacion para una tera-
pia de Duchenne a una velocidad cada vez mayor, hacia
una terapia eficaz que este lista, esperanzadoramente, en
pocos afos mds. {No podemos estar lo suficientemente
agradecidos por lo que estd haciendo!

Para concluir estas palabras finales, aqui estdn mis pensa-
mientos sobre la cuestion mds dificil que a menudo tengo
que responder:

Por qué mi hijo tiene esta terrible enfermedad? Esta
es una pregunta que a menudo escucho cuando recibo e-
mails y llamadas telefénicas de casi todas partes del mun-
do, la mayoria de madres con nifios con Duchenne. Aun-
que no he aprendido profesionalmente cdmo hacer frente a
esta pregunta, estoy tratando de responder de todos modos,
en mis propias palabras como éstas:

Distrofia muscular Duchenne no es nueva, como el
SIDA, porque se ha encontrado también en ratones, ratas,
gatos, perros y caballos, y existe por lo tanto, probable-
mente en todos los animales con musculos. Asi que em-
pez6 mucho antes de que nos volviéramos diferentes de
nuestros antepasados animales. Se trata de un accidente de
la evolucidn. Sin mutaciones, los cambios aleatorios de la
informacién genética, no estariamos aqui y el resto de la
vida tampoco. Algunas de las mutaciones son "buenas",
porque mejoran la vida, pero la mayoria son "malas" y pe-
ligrosas, porque causan la muerte y una enfermedad antes
o después del nacimiento.
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Las mutaciones que causan distrofia muscular Du-
chenne no lo castigan a usted, los nifios enfermos, o sus
madres, que pueden haber pasado el gen dafiado a usted.
Las mutaciones ocurren simplemente, probablemente la
mayoria de las veces por errores cuando los genes se du-
plican durante la divisién celular.

Este no es el lugar para discutir cuestiones religiosas
que vienen a la mente facilmente. S6lo quiero afiadir una
reflexion: La naturaleza parece actuar ciegamente sin im-
portar a quién lastima, por otro lado, una larga serie de
mutaciones buenas nos dio el cerebro humano, la mas
compleja estructura del universo, que es capaz de resolver
muchos problemas, incluyendo la reparacion de estos ac-
cidentes que causan distrofia Duchenne. Este informe
muestra que esto es jexactamente lo que estd sucediendo!

Estoy enviando a todos ustedes mis mejores deseos
desde mi lugar de trabajo de verano en Cadaqués en el
extremo norte de la Costa Brava en Espaiia.

Giinter Scheuerbrandt, PhD.

Im Talgrund 2

79874 Breitnau, Germany

Tel.: *49-7652-1777,

E-Mail: gscheuerbrandt@t-online.de
Internet: www.duchenne-information.eu
17 de Octubre de 2009
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iGracias!

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

Este es Ricardo Rojas en Mazatlan en México, quien
tradujo mi primer informe de investigacién en 2000 en
espafol y luego todos los otros 12, también. Usted puede
ver sus traducciones de mis
ultimos informes y entrevis-
tas en mis paginas de inter-
net. El también ha traducido
este.

El sabe de quimica, bio-
quimica, genética molecular
y una gran cantidad de me-
dicina que le permite cam-
biar todas mis palabras cien-
tificas en las correctas en
espafol. Y sabe también lo
que significa tener distrofia
muscular, porque él mismo
tiene una: distrofia Becker. Estamos todos muy agrade-
cidos por sus esfuerzos para que todas las familias que

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 ’,ﬁ' —
traductores, le muestro a i = E—. "
Yumiko Yamauchi, que es una estudiante graduada en el
Departamento de Pediatria de la Universidad de Kobe, en
Japén. Su traduccién de mi dltimo informe de omisidn de
exon es muy bonito y me hace sentir como un analfabeto.
jGracias a todos ustedes!

Internet y listas de correo. Usted puede ver este informe
actualizado en internet en www.duchenne-information.eu
asf como dos recientes entrevistas y otros informes. Si
desea recibir todos mis futuros informes tan pronto como
estén listos, por favor envieme su direccién de correo
electrénico para su inclusién en mis listas de correo en
Inglés, Aleman, o Espaiiol que ya contienen mds de mil
direcciones.
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Detalles moleculares de omision de exon 51.

En la prueba clinica local en Holanda, se ha logrado omitir el exén 51. Aqui, los detalles moleculares de esta omisién de uno
de los chicos son explicados, cuyo objetivo fue restaurar el marco de lectura que fue cambiado en el ARNm por la delecién del
ex6n 50 en el gen de la distrofina.

Parte de las secuencias de bases del exones 50 y 51 del ARNm del gen normal de la distrofina es mostrado asi como
el final del ex6n 49 y del inicio del exén 52. En el exdn 50, 29 tripletas de bases no son mostradas y 52 en el exén 51.
Debajo de cada tripleta, se muestra el nombre abreviado del aminodcido en la proteina distrofina que esta
codificado por la tripleta. (La traduccién hacia los aminoécidos ocurre en los ribosomas. Los aminoécidos no estédn unidos a
los codones del ARN.) Las tripletas estdn seguidas una tras otra sin espacios entre ellas, pero aqui se usan guiones
indicando la separacion entre tripletas del marco de lectura y lineas verticales para indicar los bordes de los exones.
Las tres bases que sefializan el codén de parada oculfo UGA se muestra en rojo. El exén 50 finaliza después de la
primera base de la dltima tripleta, que entonces es completada para formar la tripleta UCU con la primera y segunda base del
exon 51, mostrada en azul.

Final Exén 49 | Inicio Exén 50 Final Exén 50 | Inicio Exén 51
—-——CAG-CCA-GUG-AAG | AGG-AAG-UUA-GAA---AUU-GGA-GCC-U | CU-CCU-ACU-CAG-ACU-
gln pro val lys | arg lys leu glu ile gly ala ser| pro thr gln thr

codén de parada oculto
-—-GUU-ACU-CUG-GUG-ACA-CAA---AAA-CUA-GAA-AUG-CCA-UCU-UCC-UUG-AUG-UUG-GAG———

val thr leu val thr gln lys leu glu met pro ser ser leu met leu glu

Final Exén 51 | Inicio Exén 52
-——AUG-AUC-AUC-AAG-CAG-AAG | GCA-ACA-AUG-CAG-GAU-UUG---
met ile ile lys gln lys | ala thr met gln asp leu

Cuando el ex6n 50 esta delecionado (eliminado) en el gen y también en el ARNm, el ex6n 49 es seguido directamente por el
ex6n 51. Esto causa el cambio del marco de lectura en el exén 51 por un nucleétido a la derecha, con la consecuencia de que 8
aminodcidos incorrectos son incorporados en la distrofina, hasta que finalmente una sefial de parada prematura UGA es
alcanzada. La secuencia de bases cambiada y los aminoécidos erréneos son mostrados en rojo. La sintesis de distrofina es
interrumpida prematuramente, queda incompleta, es destruida, y distrofia muscular Duchenne se desarrolla.

Final Exén 49 | Inicio Exén 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-UGG-UGA-CAC AAG---AAC-UAG-AAA-UGC-CAU-CUU-CCU-UGA-UGU-UGG--
leu trp Alto!

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

El oligorribonucleétido en antisentido para omisién de exén, AON PROO051, usado por los investigadores holandeses, es
mostrado en color azul unido por el emparejamiento de bases Watson-Crick a 20 bases en el exén 51. Este induce la omisién
del ex6n 51 en el ARNm del gen mutado que, en este ejemplo, no contiene la secuencia del exon.

Si, en adicién del exén 50 delecionado, es removido el exén 51 por omision, entonces el exdn 52 estara directamente
conectado con el ex6n 49. El marco de lectura no es alterado mds porque el exén 49 termina y el exén 52 empieza con un
codén completo de tres bases.
Final Exén 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 sefial prematura de parada aparece en el exén 52 o posterior, pero 77 aminodcidos estdn faltantes en la proteina,
aquellos cuya informacién genética fue portada por la secuencia de bases de los exones 50 y 51. Estdn faltantes en la parte
central de la distrofina acortada, que, sin embargo, todavia serd probablemente parcialmente funcional y por lo tanto da lugar a
distrofia Becker moderada, en lugar de distrofia Duchenne severa.

22



