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Muscular Dystrophy

Leading the Duchenne muscular dystrophy community

Jahrestagung, 13. bis 16. Juli 2006 in Cincinnati/io, USA
Duchenne-Muskeldystrophie: Die Wege zur Therapie ween kirzer.

Face it! Live it! Change it! Dies war das Motto der Jahrestagung Ri@sent Project Muscular Dystropi{PMD), die
vom 13. bis 16. Juli 2006 in Cincinnati/Ohio in dd8A stattfand. Sechsunddrei3ig Wissenschaftlerklingsche Experten
fur Muskelkrankheiten sprachen zunéchst uber diehBaone-Muskeldystrophie und die verschiedenen Veagsner Thera-
pie (Face it!), dann tber die medizinische Betrguder kranken Jungen (Live it!), und schlieR3licleiithre neuesten For-
schungsergebnisse, die einer wirksamen Behandiomgei ndherkommen (Change it!). I€biinter Scheuerbrangdgin
deutscher Biochemiker, wurde véatricia Furlong, der Grinderin und Prasidentin des PPMD gebetesed Bericht fiir
Euch zu schreiben, die kranken Jungen und ihrellesondie jeden erfolgreichen Schritt auf dem Waginer wirksamen
Behandlung kennen mdchten.

Der Bericht enthélt Zusammenfassungen nuniEsenschaftlichen Vortrage, denn ich bin keinikther Spezialist. Der
Bericht ist keine wissenschaftliche Veroffentlickyymind er ist so geschrieben, dal3 Ihr ihn hoffelmtlierstehen werdet. Die
meisten wissenschaftlichen Ausdriicke werden amifgnéklart und andere spater, wenn sie zum erstdrbkhutzt werden.

Alle Wissenschatftler, deren Vortrage ich bespen habe, hatten die Gelegenheit, die erstedrferseines Textes zu
sehen und zu Kkorrigieren, wenn das noétig war, liechaben dies getan. Deshalb sollte es im Bekiabtn Fehler geben.

Am Anfang jeder Zusammenfassung nenne icMdgsenschaftler nur mit ihrem Namen ohne ihre Td&d meisten sind
Professoren und alle haben entweder einen medibgns(MD) oder wissenschaftlichen (PhD) Doktortiider beide. Und
fast alle sind die Leiter von Laboratorien, daf3hesie haben Kollegen, Assistenten und Studedienn einenileam einer
Arbeitsgruppe, gemeinsam an den besprochenen Brnjakbeiten. Es ist nicht méglich, alle ihre Narmamennen.

Die korrekte Ubersetzung vemon skippingst Uberspringen von Exonéber der englische Ausdruck ist kiirzer und wird
auch beim Deutschsprechen von den WissenschadiEmgebraucht, so dal ich ihn auch hier einfaghzwiei verbundene
deutsche Substantive benutdas Exon-SkippindJnd selbst das Verttio skipkonjugiere ich wie ein deutsches Verb: z.B.
skippenund geskippt .

Diese schlimme Krankheit, Duchenne-Muskelkabystie, verliert langsam ihre Kraft, das wurde delaf nachdem wir die
Vortrage Uber so viele neue Forschungsergebnigserh&ie wird langsam Schritt fur Schritt besiegh engagierten Men-
schen, die fur uns in vielen Landern arbeiten. folgrende Text wird es zeigen.

Einleitung

nen kleinen Molekilen, dedBasenAdenin, Guanin, Thy-
min und Cytosin abgekurzt A, G, T, C. Aus Raumgriinden

Der Bericht beginnt mit Abschnitten Uber einige Gila-
gen dariber, wie die Gene Proteine machen, warusa Dy

trophin so wichtig ist, welche Forschungswege beteh
werden und wigxon-Skippindunktioniert, mit dem man,
meiner Meinung nach, zur Zeit am weitesten vorangek
men ist. Auf dem Treffen gabéree Sweeney von der
Universitat von Pennsylvania in PhiladelpHismminic
Wellsvom Imperial College in London, uriieve Wilton
von der Universitat von West-Australien in Pertlsféir-
liche Erklarungen zu allen vier Themen. Ich haheeyi
aber nicht alle ihrer Erklarungen in den erstenchinstten
erwahnt, jedoch ohne ihre Beitrdge auseinandertamal
Nach dieser Einleitung werden die Vortrage einban
sprochen, in manchen Fallen mit zusétzlichen Eukigen.

Wie machen die Gene Proteine&enesind funktionelle
Einheiten des genetischen Materi@isoxyribonuklein-
saure, international abgekirfNA. Ihre Struktur sieht
wie eine verdrehte Leiter audie DoppelhelixJede Stufe
dieser Leiter besteht aus jeweils zwei von viesgkiede-

kdnnen die Stufen nur zwei verschiedene Basenkanbin
tionen enthalten, diBasenpaareA-T und G-C. Deshalb
ist dieSequenz die Reihenfolge dieser Basen auf einem
Strang der Leitekomplementézur Sequenz des anderen
Stranges. Die Sequenz der Basen, der "genetisahem B
staben", ist die genetische Information fir dievidcklung
und Erhaltung eines lebenden Organismus, die vareGe
ration zu Generation weitergegeben wird.

Die meisten Gene enthalten die Informationdi@r
Konstruktion vorProteinen. Im Zellkern wird die Instruk-
tion der aktiven Genexprimiert, sie wird kopierttrans-
kribiert , auf eine andere genetische Substanz,pie-"
messenger”-Ribonukleinsaureoderpre-mRNA, auch
Transkript genannt. Die meisten Gene bestehen aus
aktiven Regionen, defaxons, die die Information fur die
Herstellung der Proteine enthalten, und den "inakii
Regionen, den oft wesentlich langetatron s, die jedoch
wahrscheinlich wichtig fir die Kontrolle der Gen-hitat



sind. Nach der Transkription werden die Introns ders
pre-mRNA entfernt und die Exons zunéssenger*

RNA, mRNA zusammegespleil3t Die mRNA wandert
dann zu den Protein-synthetisierenden Strukturem, d
Ribosomen aul3erhalb des Zellkerns. Die Ribonuklein-
sauren, RNAs, verwenden die BaséUdacil, anstelle der
sehr ahnlichen Base T der DN3plei3stellensind be-
stimmte Sequenzen innerhalb der Exons und an den-Ex
Intron-Grenzen, die fir die prazise Entfernungldéon-
Segenzen aus der pre-mRNA notwendig sind. Das-Splei
Ren selbst wird von deBpleiRosomeneinem Komplex
vieler kurzer RNAs und Proteine ausgefuhrt.

In der Boten-RNA bedeuten, determinieren, imdrei
aufeinanderfolgende Basen, €ndon, Triplett oder
"genetisches Wort", mit drei Ausnahmen, eine vove0
schiedene\minosauren gemal? degenetischen Codes
Es gibt keine Zwischenraume zwischen den Codons. In
den Ribosomen werden die genetischen Instruktiaben
gelesen und in die Sprache der Proteine Ubersiégzaus
vielen, oft Tausenden, ihrer Bausteine, den Amincesd
aufgebaut sind. Die drei Ausnahmen sind die Codons
UAA, UAG, UGA, die Stopp-Codonssind, an denen die
Proteinsynthese aufhort

Das Dystrophin-Gen und -Protein:Duchenne- und Bek-
ker-Muskeldystrophie werden durbkutationen, Schadi-
gungen, dePystrophin-Gens verursacht, das die Infor-
mation fiir das ProteiBystrophin tragt. Mit einer Se-
quenz von 2.220.223 Basenpaaren ist es das banweit
langste der bisher bekannten menschlichen Gene. Nur
11.058 Basen, 0,5%, in den 79 Exons des DystroBleins
bestimmen die Sequenz der 3.685 Aminosduren des "no
malen" Dystrophin-Proteins in den Skelettmuskelas D
Gen hat sieben oder mdglicherweise acht verschéeden
Promoter, Basensequenzen, an denen sich regulierende
Proteine anlagern und dadurch das Gen aktivienelenn
sie die Transkription seiner Information erméglichem
schlieBlich sein Protein zu produzieren. Wegervasen
Promoter und der Méglichkeit, den Spleil3prozeland
Zu steuern, sog. "alternatives Splei3en”, gibtms Beihe
von anderen Dystrophin-Proteinen, die alle kiriedas
normale Dystrophin der Muskeln sind. Sie kommen in
verschiedenen Organen vor, eines davon auch inrig&ehi
Es ist nur 32% so lang als das normale, und es &acim
durch Mutationen ausgefallen oder verandert seies D
kann der Grund fur die geistigen Probleme mancher
Duchenne-Jungen sein.

Wie grof3 sind das Dystrophin-Gen und sein Protein?
Die Doppelhelix-Struktur des Dystrophin-Gens ist3),

mm lang. Zusammen mit den anderen ungefahr 25.000
menschlichen Genen palfit sie in einen Zellkern ton e
0,01 mm Durchmesser nur weil das genetische Méateria
extrem kompakt gefaltet ist. Ein Molekil des noramal
Dystrophin-Proteins ist viel kiirzer als sein Genist 125
nm oder 0,000125 mm lang. Auf einen Zentimeter grass
80.000 aneinandergereihte Dystrophin-Proteine. idnd
einem Gramm Muskelgewebe gibt es 114 Milliarden-Dys
trophin-Miolekule. Dies diirfte deutlich machen, ohed
Aufgabe die Wissenschaftler haben: Um die Krankéueit
zuhalten und die Muskeln wieder funktionsfahig zarm
chen, mul3 eine gentigend groRRe Zahl von neuen Dystro
phinen wieder erscheinen, wenn das geschadigtesi@en
nicht mehr machen kann. Die neuen Molekile miissen

nicht genau die normale Struktur haben, sie korierer
sein, aber sie mussen richtig funktionieren. Unsl loledeu-
tet, daf3 viele Milliarden neue Dystrophin-Molekiige-
dem Gramm Muskel wiedererscheinen missen und ein
Kind hat viele Kilogramm Muskelgewebe.

Die Aufgaben des DystrophinsDystrophin wird fir die
mechanische Stabilitdt der Muskelzellen gebrauehtbe-
findet sich auf der Innenseite der Muskelzellmembra
Eines seiner Enden, dé€rTerminus, ist durch eine Grup-
pe anderer Proteine, dBystrophin-Glykoprotein-Kom-
plex, in der Zellmembran verankert, und das andere Ende,
derN-Terminus, ist mit den fur die Kontraktion verant-
wortlichen Strukturen innerhalb der Muskelzellembeen-
den. Der Mittelteil des Dystrophins, d&abregion be-
steht aus umeinandergedrehte und gefaltete Amin®sau
ketten. Wenn die Kontraktion der Muskelzelle dastby
phin-Protein zwingt, seine Lange zu verandern, lesn
sich wegen seiner gefalteten Struktur wie eine Feder
ein StoRdampfer verhalten. Das Dystrophin tberuagt
durch die mechanische Energie, die von dem AktiroMy
sin-System erzeugt wird, auf die Muskelzellmembrane
und die dartberliegenden Strukturen, das Bindegeweb
und die Sehnen, in einer schonenden Art, die dimMe
branen nicht Gberdehnt.

Dystrophin hat noch mehr Aufgaben: Es orgenislie
komplizierte Struktur des Dystrophin-Glycoproteiiiid-
plexes und die Anordnung vieler anderer ProteisesdEgt
auch.z.B. fur die korrekte Kalzium-Konzentrationdien
Zellen und regukliert das Muskelwachstum. VieleZgin
heiten dieser komplizierten Zusammenh&nge zwisdeen
zahlreichen Einzelteilen einer lebenden Zelle siach
nicht bekannt.

Duchenne-Jungen haben kein oder sehr wenig®ys
phin in ihren Muskelfasern. Wenn seine schiitzemde u
organisierende Wirkung ausgefallen ist, zerrei@tMus-
kelkontraktion die Zellmembranen, so daR3 zuvielzZiKah
in die Fasern eindringen kann. Das Uberschiissitguta
aktiviert dann Enzyme wi€alpainund andere Proteasen,
die die Muskelproteine zerstéren und zum Abstedsm
Zellen fuhren. Die Konsequenzen sind weitere Voggan
wie Entziindungen und die Aktivierung der Fibroldast
so dal3 es zUribrose kommt, der Entwicklung von Nar-
bengewebe, das die Muskelregeneration verlangsaant u
die typischen Symptome alterer Duchenne-Patiergen v
ursacht.

Jungen mit der langsamer voranschreitendekeBec
Dystrophie haben weniger als normale Mengen von Dys
trophin, das auch oft kiirzer als normal ist. Eskawar
immer noch seine Aufgaben erfiillen, jedoch nicht so
effektiv wie das normale Protein.

Nicht nur die Skelettmuskeln sind von dem Egaldes
Dystrophins betroffen, wiéndrew Hoey diskutierte, son-
dern auch die glatten und die Herzmuskeln. Schadigu
der Herzmuskeln verursachen eine Kardiomyopathie un
die Schwéache der glatten Muskulatur hat weiteres¢€en
guenzen, z.B., die Blutgefal3e geben weniger leiabh,
wenn der Blutdurchflu zunimmt, das kann zu Atmungs
und anderen Problemen fiihren, und auch das Verdauun
system ist betroffen, wenn die Darmbewegungen sehwa
cher werden. Die Veranderungen eines einzigen &@&ms
nen also den ganzen Kérper in Mitleidenschaft ziehe
Die Mutationen des Dystrophin-GensEs gibt haupt-
sachlich drei Arten von Mutationen, die die Funktites



Dystrophin-Gens beeinflussebeletionen wenn ein oder
mehrere ganze Exons des Gens fetamlikationen,

wenn Teile des Gens wiederholt sind, dhahktmutatio-
nen, wenn einzelne Basenpaare ausgetauscht, entfient o
eingefligt sind. AuBerdem gibt es noch InversioRch-
tungséanderungen der Gensequenz, und Mutationesnin d
Introns, die den normalen Splei3prozel3 verandern.

Da die Drei-Buchstaben-Codons der mRNA in @éen
bosomen eines nach dem anderen ohne Zwischenraum g
lesen werden, bleibt dégserastererhalten, Ih-frame”,
wenn die Mutation ganze Codons aus drei Buchstahen
fernt oder zugefugt hat. Das Dystrophin kann zvaahn
produziert werden, aber es ist langer oder kirsenar-

[¢)

mal. Wenn diese Anderungen nur unwichtige Strukture

des Dystrophins betreffen, kann es immer noch zdesn
teilweise seine Aufgaben erfillen. Dann entsteatgilit-
artige Form der Dystrophi@ecker-Muskeldystrophie
Wenn jedoch die Mutation das Leseraster unodear
zwei Basen verschiebt, bleibt es nicht erhaltensté®ut-
of-frame". Dann werden eine Reihe von falschen Amino-
sauren ab der Mutationsstelle in das wachsendeiRrot
eingebaut bis schlieRlich ein neues, @zeitiges Stopp-
Codonerreicht wird. Das unfertige Dystrophin kann seine
normale Funktion nicht erflillen, es verschwindet] es
entwickelt sich diduchenne-Muskeldystrophie. Am
Ende dieses Berichtes wird im Einzelnen erklarg &in
vorzeitiges Stopp-Codon beim Skippen des Exons 46
auftritt.

Die verschiedenen Wege zu einer Therapie der Duchee-Muskeldystrophie.

Die Forschung versucht, Therapien fur Duchenne-Miisk
dystrophie auf zwei genetischen Wegen und mit eRegy
he von verschiedenen pharmakologischen Methoden zu
entwickeln.

Der erste genetische Weg ist der Versuch, Dgséro-
phin-Gene in die Kerne der Muskelzellen zu ibegrag
die dann wieder die Produktion von Dystrophin steue
kénnen. Viele Experimente mit Mausen haben gezdafi,
dieses Ziel erreicht werden kann, wenn man einedifino
zierten, einen "gezahmten", Virus, dédeno-assoziier-
ten Virus, AAV, als Transport-Vehikel, algektor ver-
wendet, um damit die aktiven Teile des Dystrophen§
seine aneinandergehéngten Exons cBBA - in die
Muskelzellen einzubringen. Der AAV-Vektor ist aber
nicht gentigend grof3, um die komplette cDNA mitrall®
Exons zu transportieren. Nur cDNAs, die etwa eiitt&r
so lang als normal sind, passen in ihn hinein. iR utet,
daB auch das neue Dystrophin nur etwa ein DrittgireR3
ist als das normale. Wenn dieses verkirzte Dysinogihe
Struktur hat, die zu einer Becker-Dystrophie flihkann,
dann wirde eine solche Behandlung keine vollsté@ndig
Heilung bringen, sondern nur eine Verlangsamung der
schnellen Duchenne- in die mildere Becker-Dystrephit
einer oft normalen Lebenserwartung. Da das neutriber
gene genetische Material nicht in die Chromosongn d
Zelle eingebaut wird, bleibt das mutierte DystropGien
unverandert. Es handelt sich also nicht um einentlighe
Gentherapie.

Auf dem zweiten genetischen Weg mit deron-
Skipping wird das geschéadigte Gen ebenfalls nicht ver-

andert. Diese Methode greift nur in die Weitergdbe

genetischen Information vom Gen zum Protein eirs Da
SpleilRen der Exons der Vor-mRNA zur mRNA wird ganz
gezielt geéndert, so dal die gestdote;of-framelnfor-
mation wieder lesbam-frame gemacht wird. Das Ergeb-
nis ist das gleiche wie bei der Gentransfer-TecHbi&
Duchenne- wird zur Becker-Dystrophie verlangsarieE
vollkommen neue Behandlungsart mit "genetischeniMed
kamenten", die fur verschiedwne Patientengruppeamisfh
hergestellt werden missen, kann diese Anderungen de
Informations-Verarbeitung bewirken: Diese Medikameen
heiRenAntisense-Oligoribonukleotide,AONSs.

Weil beide genetische Methoden so neu sind® die
Forschung sehr vorsichtig vorgehen. Obgleich esténd-
lich ist, dal man neue Therapien schnell in di@iKlbrin-
gen mochte, ist es wichtig, dal’ keine Fehler vorkem
die die Sicherheit beeinflussen, weil dies ein Rigtlkag
fir das gesamte Gentherapie-Feld sein wirde. Deshal
sind die Genehmigungsverfahren sehr streng und:besu
viel Zeit.

Mit pharmakologioschen Methoden versucht man, die
nichtgenetischen Konsequenzen des fehlenden Dystro-
phins zu vermeiden oder zumindest abzumildern, dikso
Zerstérung der Muskeln durch Protein-abbauende fBazy
die Durchlassigkeit der Membranen, die Fibrose died
Entziindung. Es gibt bereits eine Reihe von zugetess
Medikamenten gegen andere Krankheiten, von denen ma
annimmt, daf3 sie auch eine positiveWirkung auflilie
chenne-Dystrophie haben kdnnten. Im Abschnitt "Die
pharmakologischen Wege" sind die neuesten Forsshung
ergebnisse zusammengefalit, die bei dem Treffemin C
cinnati diskutiert wurden.

Exon-Skipping

Die Exon-Skipping-Technik versucht, eine Duchenne-
Mutation in eine Becker-Mutation abzuandern. Weien d
Mutation dad eserasterstort und so Duchenne-Dystro-
phie verursacht, kann &srrigiert werden, indem aus der
mMRNA ein oder mehrere Exons direkt vor oder hidr
Deletion oder Duplikation kiinstlich entfernt werdsster
das Exon, das eine Punktmutation tragt.

Exons kdnnen aus der mRNA mit demtisense-
Oligoribonukleotiden, AONSs, entfernt werden. Das sind
kurze RNA-Strukturen von 20 bis 30 Nukleotiden,afer
Sequenz so konstruiert ist, daf3 sie sich nur akatigple-

mentare Sequenz einer Spleil3stelle innerhalb débeu

springenden Exons anlagern oder an seine Grenzkn un
nirgendwo sonst'Antisense’bedeutet, daf} die Basen-
sequenz der AONSs in entgegengesetzter Reihenfalge z
Zielsequenz in der pre-mRNA angeordnet ist. Die€NA
stéren dadurch den SpleiRmechanismus, so daf3 gie an
peilten Exons nicht mehr in der mMRNA enthalten ssid
werdengeskippt

Das Gen selbst mit seiner Mutation wird duEocton-
Skipping nicht veranderaber seine mRNA enthalt nicht
mehr die Information des oder der Ubersprungenem&x
Da diese mRNA kirzer als normal ist, ist das ndsten
hende Dystrophin-Protein auch kirzer, es enthatiges



Aminosauren. Wenn die fehlenden Aminosauren Teil de
nicht wichtigen Regionen des Dystrophins sind, ,zd@r
zentralen Stabstruktur, kann das kirzere Protesh ieil-
weise seine Rolle fir die Stabilisierung der Muzk#4
membranen erflllen. Das Ergebnis ist dann eine i\pée
chung der schweren Duchenne-Symptome in die |aieshte
Symptome der Becker-Muskeldystrophie.

Oligonukleotidesind kurze Stiicke der zwei Arten von
Nukleinséuren, DNA und RNA ("oligo" bedeuigénig.

Die beiden Strange d&NA, Deoxyribonukleinsaure,
bestehen jeweils aus einer Kette von sich abwentisel
Phosphat- und Deoxyribose-Einheiten, ihfeickgrat
Deoxyriboseist ein Zuckermolekil aus fuinf Kohlenstoff-
atomen, und am zweiten Kohlenstoff fehlt das Ulgich
Sauerstoffatom. Jede Zucker-Einheit tragt einevaar
genetischen Basen an ihrem ersten Kohlenstoffatom.
RNA, Ribonukleinsaure, hat normale Ribose-Einheiten in
seinem Rckgrat mit einem Sauerstoffatom an ihregizw
ten KohlenstoffatomerNukleotide sind die Bausteine
beider Nukleinsaure-Arten. Jedes Nukleotid bestehkt
einer Ribose, einer Base und einem Phosphat. Digzies
verschiedene Basen gibt, gibt also auch vier vézdene
Ribonukleotide und vier verschiedenedoxyribonukleo-
tide.

Die beiden Arten von Oligos oder AONSs, die stens
fur das Exon-Skipping verwendet werden, sind getzthi
Oligoribonukleotide, damit sie in den Muskelzell@oht
von Nukleasen zerstort werden, von Enzymen, didéNuk
insauren abbauen. Die Hollander verwengéhMethyl-
Phospothioak, auci?O-Methylsgenannt. Sie haben eine
Methylgruppe, ein Kohlenstoff- mit drei Wassersabé-
men, am Sauerstoff des zweiten Kohlenstoffs deo$db
Einheiten. AulRerdem haben sie ein Schwefelatonebmst
eines der Sauerstoffatome der Phosphatgruppeivibie
pholinos, mit denen die britischen und australischen For-
scher arbeiten, haben anstelle eines der Phosphet-S
stoffatome Dimethylamid - ein Stickstoffatom mitew
Methylgruppen -, und alle Ribose-Einheiten sindctiur
Morpholin-Ringe ersetzt, die hauptsachlich aus sech
Atomen bnestehen, vier Kohlenstoffatomen, einemkSti
stoff- und einem Sauerstoffatom.

Mehr Einzelheiten werden im Interview mit D¥ilton
am Ende dieses Berichtes diskutiert. Und auf detdn
Seite wird das Skippen von Exon 46 zur Wiederhbusig
des Leserasters nach der Deletion von Exon 45aitpR|
dieser Technik gezeigt.

Exon-Skipping: Die ersten klinischen Versuche mit
Duchenne-Jungen in den NiederlanderProsensa B.V.
ist eine Biotechnologie-Firma in Leiden in Hollarmal der
eine Therapie fir Duchenne-Muskeldystrophie mit der
Exon-Skipping-Technik etwickelt wird in Zusammengitb
mit Dr. Gertjan van Ommeuand Dr.Judith van Deutekom
vom Medizinischen Zentrum der Universitat Leidero-P
sensas Prasideriterard Platenburg, teilte mit, da am 8.
Mai 2006 die beiden hollandischen Kontrollkomitees
CCMO und IRB - die Genehmigung gaben fiir "eineeerst
Studie zur Bestimmung der Wirksamkeit, Sicherhad u
Vertraglichkeit einer einzelnen Dosis eines Antien
Oligoribonukletids, AON, zur Wiederherstellung der
Produktion von Dystrophin”. Dies 6ffnete den Wegnzu
ersten Exon-Skipping-Versuch am Menscloen jetzt
begonnnen wird.

Fur diesenVersuch wurden sechs 8 bis 16 Zdtare

Duchenne-Jungen, alle aus den Niederlanden, aubfiewa
Sie haben eine Dystrophin-Genmutation, die eine@Les
rasterverschiebung verursacht, welche durch dgmp8ki
von Exon 51 rickgangig gemacht werden kénnte. Nach
intensiven klinischen Untersuchungen einschlieldicter
Hautbiopsie, wird den Jungen das potentielle Meadat,
ein 20-Methyl-AON gegen Exon 51, in einer einzigen
Injektion in den Tibialis-anterior-Muskel des Satitieins
gespritzt. Die Patienten erhalten ihre Injektioharter-
einander, d.h., erst nachdem keine Nebeneffekteibem
Jungen auftreten, wird der nachste behandelt. Wier
chen nach der Injektion wird eine Biopsie durchgefii
und das Muskelgewebe auf verkiirztes Dystrophindirot
untersucht. Mit diesem ersten Versuch soll vomalkee-
wiesen werden, daR Exon-Skipping sicher ist uridun
chenne-Patienten funktioniert, so wie es nach dsprv
erfolgreichen vorklinischen Experimenten an Muskkiz
kulturen und Tieren erwartet wird. Selbst wenn seDgs-
trophin in dem behandelten Muskel gefunden wird:dea
die Jungen keinen therapeutischen Vorteil von diese
lokalen Behandlung haben.

Die hollandischen Wissenschaftler arbeitendait 20-
Methyls, weil sie mit diesem AON-Typ bereits larifye
fahrungen haben, nicht nur mit lokalen Injektionknekt
in das Muskelgewebe, sondern auch mit der systéetisc
Anwendung in lebenden Tieren. Zum Beispiel konrsien
zeigen, dal3 nach wiederholten Injektionen einedvo-
thyls gegen das Maus-Exon 23 in die Schwanzvene von
mdx-Mausen gréf3ere und schon therapeutische Mengen
von Dystrophin in allen Skelettmuskeln und auctém
Herzmuskeln gebildet wurde.

Die Tatsache, dal3 die 20-Methyls auch in diezH
muskeln gehen, ist wichtig, weil es mit den andénésn-
siv getesteten AONs, den Morpholinos, bisher nintig-
lich war, auch die Herzmuskeln zu behandeln.

Es konnte auch gezeigt werden, daf? die 20yeth
schneller von dystrophischen als von normalen Minske
aufgenommen werden, wahrscheinlich weil die dystro-
phischen Membranen "Lécher" haben. In den mdx-Méuse
bleibt die Wirkung des systemischen Skippens mit 20
Methyls mehrere Monate lang erhalten. Dies ist#im
weis darauf, daf3 eine zukiinftige Exon-Skipping-aper
maoglicherweise monatlich wiederholt werden mufie. J
doch die genaue Dosis und die Zeitabstande derrBleha
lung mussen erst noch bestimmt werden.

Wegen dieser positiven praklinischen systelhngac
Ergebnisse, bereiten die hollandischen Forscheitbatie
nachste klinische Priifung mit Duchenne-Jungendier,
flr 2007 vorgesehen ist. Dann wird man versuchen di
Exons 51 und 46 durch die systemische Injektionetiér
sprechenden 20-Methyl AONs zu skippen.

Auf diese relativ kurzen Versuche werden Lagitgz
versuche tber wahrscheinlich sechs Monate folgein, b
denen dann schon méglicherweise die Duchenne-Sympto
me der beteiligten Jungen deutlich verlangsamt ererd
kénnen.

Die beiden Exons, die in den zwei ersten &ihen
Versuchen geskippt werden, wurden ausgewahlt, eireil
erfolgreiches Skippen von Exon 51 eine Theapidigizu
24% aller Duchenne-Jungen mit Deletionen sein wiirde
und weil ein Skippen von Exon 45 allen Jungen rni¢ie
Deletion des Exons 45 helfen wiirde, des am haefigst
deletierten Exons der Duchenne-Patienten (8% Bkde-
tionen).



AuRer den AONSs flr das Skippen der Exons 461
hat Prosensa schon vier andere 20-Methyls entwiokel
in genlgend grol3en Mengen produziert. Mit diesehse
AONSs kodnnten Uber 50% aller Patienten mit Deletione
behandelt werden.

Falls alles planmafRig verlauft, wird es etwer \ais finf
Jahre dauern, bis die 20-Methyls fiir das Skippen de
Exons 51 und 46 fertig sind und als Duchenne-Medika
mente zur Verfiigung stehen werden. Die vollstanéige
wicklung weiterer AONs wird hoffentlich schnelleetgen,
weil die Erfahrung mit den beiden ersten die Zigitdie
Zulassung das Testen der folgenden verkirzen wird.

Dr. Platenburg hofft, daf? er tiber die Resailths
ersten Exon-Skipping-Vesuchs auf dem nachstendmeff
des Parent-Projects 2007 berichten kann.

Exon-Skipping: Vorbereitung einer klinischen Studie
mit Duchenne-Jungen in Englandin England wurde das
MDEX-Konsortium gegrindet, um die Exon-Skipping-
Technik weiterzuentwickeln und um klinische Studien
durchzufihren, damit eine Therapie fur alle DucleeRa-
tienten so frih wie moéglich zur Verfiigung stehtiHrer
ersten klinischen Studie wollen die Wissenschaftégsu-
chen, das Exon 51 der mRNA in neun Duchenne-Jungen
zu skippen. Die Mitglieder des Konsortiums skrdnces-
co Muntoni, Kate Bushby, Jenny Morgan, Dominic &yell
George Dickson, lan Graham, Matthew Woodd Jenny
Versneldie alle aktivan der Duchenne-Forschung betei-
ligt sind. Das englische Gesundheisministerium dexd
Medical Research Counsil sind ebenfalls beteiligt.

Eine der MDEX-MitgliederKate Bushby von der Uni-
versitat von Newcastle upon Tyne, diskutierte diezBl-
heiten des geplanten klinichen Versuchs und teiltedald
es dabei eine enge Zusammenarbeit mit mehreren For-
schungsgruppen aulRerhalb Englands geben wird Jlean a
mit der hollandischen Gruppe in Leiden.

Viele Jahre praklinischer Forschung habeniggzgdald
die Amntisense-OligoribonukleotidAONs, das mutierte
Duchenne-Gen "zwingen" kdnnen, ein kiirzeres, ekt Be
ker-Protein zu produzieren, das die schweren dystro
schen Symptome der Duchenne-Jungen abmildern wiirds
Die systemische Injektion dieser AONs in lebendstmy
phische Méause "heilte" praktisch ihre Krankheitdua
AONSs bereits seit Jahren gegen andere Krankheitge-a
wendet werden, weil3 man, dal sie sicher und rogigch
sind. Diese positiven Ergebnisse haben die bri¢isdlis-
senschaftler veranlal3t, Ende dieses Jahres emsckie
Studie parallel zu den Studien zu beginnen, diersah
Leiden durchgefihrt werden.

Fir diese erste MDEX-Studie sind bereits &eée
von Entscheidungen gefallt worden: Das Exon, das ge
skippt werdne soll, wird Exon 51 sein, weil vieleD
chenne-Deletionen, z.B. 45-50, 47-50, 48-50, 49580,
52, 52-63, etwa 17% aller Duchenne-Deletionen, lddas
Skippen von Exon 51 behandelt werden kénnten. Vierwe
det wird das AON H51A, eines diftorpholinosdie im
Laboratorium von DrWiltonin Perth in Australien ent-
wickelt wurden. Neun 12 bis 18 Jahre alte Duchehie-
gen werden teilnehmen. Drei verschiedene Dose#, 0,0
0,297 und 0,9 mg AON in 0,9 ml Lésung werden miime
Injektionen direkt in einen Kubikzentimeter Musketge-
be gespritzt. Behandelt wird einer der beiden Murske
Extensor digitorum brevj€DB, die sich an der Aul3en-
seite des Ful3es befinden und die Zehen anheben. Men
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schen brauchen diesen Muskel gar nicht, und vigtheh
ihn auch nicht. Deswegen kann er ohne ernste Kaieseq
zen entfernt werden, wenn untragbare Nebenwirkuinge
auftreten sollten. Umfangreiche klinische Untersuaen
einschlieRlich von Biopsien werden vor und finf Wec
nach den Injektionen bei jedem Jungen durchgefgabrt,
wie es fur klinische Studien notwendig ist, um Eigeb-
nisse der Behandlung zu beurteilen.

Das wichtigste Ziel des Versuchs ist es, audigen,
daf die lokale Behandlung eines einzelnen mens$ahiic
Muskels mit dem Morpholino-AON sicher ist und dieP
duktion von wenigstens etwas Dystrophin wiederledest
kann. Man hofft, daf3 mit einer der verschiedenegsi®o
rungen in mehr als 10% der Muskelfasern Dystroghin
stehen wird. Dies ist notwendig, um verlailichedbigse
zu erhalten und auch um abschéatzen zu kdnnen,ekievi
AON man insgesamt brauchen wird, um spéter eintteal a
Muskeln eines Jungen systemisch zu behandeln.

Die Jungen, die an diesem ersten Versuchokétér
Injektion eines Morpholinos teilnehmen, werden kain
therapeutischen Vorteil davon haben. Doch die Enigske
dieser Studie werden fir eine richtige Behandluag g
braucht, fur die systemische Injektion des potdatieDu-
chenne-Medikamentes in den Blutkreislauf eines dang
so dal? alle seine Muskeln erreicht werden. Eiteheso
aulerst wichtige Studie wird fur 2007 geplant.

Exon Skipping funktioniert in M&ausen und Hunden,
aber viele Fragen miissen noch beantwortet werden,
bevor Exon-Skipping fur die Jungen fertig ist.Terence
Partridge, der zur Zeit anChildren's National Medical
Centerin Washington arbeitet, stellte eine Reihe von Fra-
gen, die friher oder spater beantwortet werdetesoll
bevor Exon-Skipping eine wirksame Therapie fur &umg
mit Duchenne-Dystrophie werden kann. Und er beeteht
daf in Japan gezeigt werden konnte, dal3 Exon-Sigppi
nach einer lokalen Injektion von AONs in die Muskel
eines dystrophischen Hundes wirksam ist.

Wir wissen, dalR Exon-Skipping in mdx-Mauseh mi
Morpholino-AONs gegen ihr Exon 23 gut funktioniert,
wenn sie systemisch in ihre Schwanzvene injizientden.
Zum Beispiel, nach sieben wéchentlichen Injektionen
sehen die Muskeln viel besser aus, sie sind nielfirm
durchlassig wie zuvor, und deshalb werden ihre C&re/
wieder fast normal. Aber wir wissen nicht, ob di®Ns
gleichméRig in alle Muskeln verteilt werden, so daf}
alle zur gleichen Zeit besser werden. Wir wissemite
daf die Morpholinos leider nicht das Exon 23 in den
Herzmuskeln skippen kdnnen. Andererseits haben diech
anderen AONSs, di2O-Methyls einige Probleme, um in
die Herzmuskeln zu gelangen. Was ist der Grundifise
Probleme?

Kdnnen wir die AONSs in gentigend grof3en Mengen
wenden, so daf3 sie wirksam und nicht toxisch tkeer d
ganze Lebenszeit eines Patienten sind? Wir konwan z
mit Gewebekulturen experimentieren, aber mit leleand
Tieren kdnnen wir nicht die gleichen Ergebnisseasten.
Langzeit-Experimente kénnen mit Tieren durchgefuhrt
werden. Aber weil Hunde viel langer leben als Mause
die dystrophischen GRMD- und CXMBelden Retriever
Hunde wirklich kérperlich behindert sind, bekamein iw
Experimenten mit Hunden wahrscheinlich Ergebnidie,
ahnlich denen sind, die wir spater in klinischendstn mit
Duchenne-Patienten sehen werden.



Solche Studien mit Hunden sind jetzt In Jaipasher
Tokyo General Animal Research Facility unter detusg
von Shin'ichi Takeddegonnen worden.

Die dystrophischen Hunde haben eine Mutatiodex
Splei3stelle des Exons 7 in ihrem Dystrophin-Gen, d
durch wird das Exon 7 aus der mRNA entfernt, daseL
raster verschiebt sich und kurz danach erscheintat
zeitiges Stopp-Codon. Ein Skippen der beiden flergki-
den Exons 6 und 8 wiirde das Leseraster wieder tierma
sieren. Ein Mischung von drei Morpholino-AONS irrve
schiedenen Dosierungen, zwei gegen Exon 6 und eines
gegen Exon 8, die Di.oshifumi Yokotén Washington
hergestellt hatte, wurden lokal in den Tibialiseaitr-
Muskel junger erwachsener CXMD-Hunden injiziert.edw
Wochen nach der Injektion wurden Biopsien durchiyefu
Wenn 1,2 mg von jedem AON, in 1 ml Salzwasser aufge
I6st, injiziert wurden, erschien neues Dystrophimlien
Fasern des Muskels um die Injektionsstelle herurd,sie
sahen danach fast normal aus. Systemische Injektidar
AONs werden das nachste Experiment der japanischen
Forscher sein, die "das gréf3te Hundehaus der \ivielt"
ihrem Institut haben.

Morpholino-AONSs funktionieren also gut in eine
grof3en Saugetier mit einer ahnlichen Kérperstrukdier
der Mensch, doch das ist keine Garantie dafirdiede
potentiellen Medikamente genausogut und Uber etre g
nigend lange Zeit auch in Duchenne-Jungen wirksaem
saein werden. Deswegen muf3 auch mit anderen Typen v
AONSs gearbeitet werden.

Dr. Partridge zeigte neun verschiedene AONSt-
ren. Am meisten wurde in den vergangenenJahredenit
Morpholinos und den 20-Methyls gearbeitet, den &rid

Typen, die jetzt und in Kirze klinisch in Duchenheigen
gepruft werden. Die beiden gleichzeitigen Studreriol-
land und in England sind notwendig und ihre hohen K
sten gerechtfertigt, denn eine zukiinftige Exon-gikig-
Behandlung kdnnte durchaus eine Mischung beider AON
Typen erfordern, weil z.B. die individuellen toxXien Ef-
fekte wahrscheinlich unabhéngig voneinander sime, i
Skipping-Wirkungen sich aber addieren konnten. &ad
kénnten jederzeit auch bisher unbekannte Problere a
treten, die nur durch andere AON-Mischungen gedést
den kénnten, z.B., wenn einer der AON-Typen auch im
Herzen wirksam ware.

AuRBerdem miissen die Arbeiten sicher noch laoge
gesetzt werden, um die wirksamste der AON-Sequenzen
zu finden, um die geringste Dosis zu bestimmenndi&h
geniigend aktiv ist ohne toxisch zu sein oder Immeaiky
tionen zu verursachen, um die beste Methode deabver
reichung zu finden, und um schlieBlich die Behang&n
so selten wie moéglich wiederholen zu missen.

Wird Exon-Skipping neue Muskeln in alteren Patien-
ten produzieren kénnen?Dominic Wells antwortete: Die
noch vorhandenen Muskelzellen werden stabilisieetin
neues Dystrophin nach dem Exon-Skipping wieder ent-
steht. Es wird wahrscheinlich nicht sclimmer werd@h
aber auch die Funktion wiederhergestellt wird, wai
nicht. Méglicherweise wird die Kombination von Exon
Skipping mit einer pharmakologischen Behandlung, z.
mit einem Anti-Myostatin-Medikament ganz wirksam
sein. Entsprechende Experimente mit Mausen sinohsch
begonnen worden.

Transfer des Dystrophin-Gens.

Der Transfer, der Transport, von geniigend grol3em Me
gen des intakten Dystrophin-Gens in die Kerne gstrd-
phischen Muskelzellen wirde eine wirksame Duchenne-
Therapie sein, wenn die genetische Informatioméeen
Gene von den Protein-synthetisierenden Ribosomen de
Zelle verwendet wird, um geniigende Mengen funktione
len Dystrophins zu erzeugen, das dann auch an seine
malen Platz unter der Zellmembran wandert und éarh
korrekt mit den Proteinen des Dystrophin-Glykopimte
Komnplexes verbindet.

Die Arbeitsgruppen voXiao Xiao,jetzt an der Univer-
sitét von North Carolina in Chapel Hill und vaeffrey
Chamberlainan der Universitat von Washington in Seattle
sind diejenigen, die am aktivsten auf diesem Gealget
Gentherapie fur Duchenne-Dystrophie arbeiten. Diese
scher begannen ihre Arbeiten mit Viren, wie dideno-
virus, dem Schnupfenvirus, als Transportmittel, Gén-
vektor. Fur diese Aufgabe wurden die Viren so modifiziert
daf sie nicht mehr von den Zellen, die sie infeziever-
mehrt werden koénnen, weil ihre Gene fir die Vermagr
entfernt wurden. An ihrer Stelle haben sie Plataifé
kodierenden Sequenzen eines zu transportierendeas th
peutischen Gens zusammen mit einigen Kontrollsequen
zen. Die Sequenz, die fur die Produktion des Dpstiro
Proteins notwendig ist, d.h., die cDNA ihres Gasis,
14.000 Basenpaare lang, sie enthalt alle 79 miteiea
verbundenen Exons ohne die dazwischenliegendemmbatr
Die Adenoviren kdnnen sehr wirksam die sich nicbehm

teilenden Muskelzellen infizieren. Sie bauen digyen
brachten Gene nicht im Genom ab, sie bleiben inkdan
nen aulBerhalb der Chromosomen. Das bedeutet tis gib
kein Risiko, dal3 die neuen Gene zuféllig in and&zee
oder Kontrollsequenzen eingebaut werden, wo sie-mdg
licherweise deren Aktivitat storen oder sogar Kreds
ursachen.

Die wirksamsten Viren fir den Transport desiy-
phin-cDNAs in die Muskeln sind digdeno-assoziierten
Viren, AAV, die ungeféahr zehnmal kleiner sind als die
normalen Adenoviren. Weil sie aber so klein sinihren
sie nur genetisches Material transportieren, defst mehr
als etwa 5.000 Basenpaare lang ist, das ist emBrdiel
der gesamten Dystrophin-cDNA. Deshalb muf3 die nerma
le Dystrophin-cDNA stark verkirzt werden, damit sie
diesen kleinen Vektor paf3t. Patienten mit der gjigizm
Becker-Muskeldystrophie haben verkirztes Dystrojahin
ihren Muskeln. Ein Transfer solchilini-Gen-cDNAs
wiirde die Duchenne-Muskeldystrophie nicht "heilen”,
sondern sie nur in etwas wie die langsamer voraaisch
tende Becker-Form abandern.

Um festzustellen, welche der vier Doménen drker
gionen des normalen Dystrophin-Proteins wichtigl sind
welche nicht - die beiden Endregionen, die Cysteiohe
oder die zentrale Stabregion -, haben die Wisseaifiseh
viele solche verkirzten Dystrophin-cDNAs und -Pirge
kiinstlich hergestellt. Unter ihnen waren einige, idile-
benden mdx-Mausen &uf3erst wirksam und funktionell



waren. Diesen kiinstlichen Mini-Dystrophinen fehlten
grof3e Teile des zentralen Region und auch dasrirtale
Ende des normalen Proteins. Der Transfer diesgeaus
wahlten Mini-Gene flhrte zu einer Verbesserunghes-
kelfunktion und aller anderen dystrophischen Syaorty
der mdx-Mause. Aul3erdem zeigte der Transfer bessere
Ergebnisse in jungeren Tieren, und nach einer gémz
Injektion blieb das neu synthetisierte Dystrophimdahr
lang und langer in den Muskeln.

Erster klinischerVersuch zum Dystrophin-Gentransfer.
Scott McPhee, Vizepréasident fur die klinische Entwick-
lung der FirmaAsklepios Biopharmaceuticalg(Askbio)

in Chapel Hill, sagte, daR3 die Griinder von Asklno 25
Jahren als erste begannen, mit Adeno-assozii€iten

zu arbeiten, und daB sie aufgrund ihrer Erfahrumgien
diesem Genvektor jetzt ein biologisches Nanoteidiie
den Transfer von Mini-Dystrophin zur Behandlung von
Duchenne-Dystrophie entwickelten (BN#ological
nano-particl§, das sie Biostrophin™ nannten. Eine ihrer
Prioritaten ist es jetzt, einen Gentransfer mitdiophin

zu einer wirksamen Therapie der Duchenne-Dystrophie
auszuarbeiten. Nach eingehenden préklinischen €asts
schlieB3lich von Tierversuchen zur Toxikologie ured d
Verteilung der BNPs im Korper, und nachdem man die
Erlaubnuis von den Genehmigungsbehoérden erhaltite, ha
wurde eine klinische Phase-I-Studie mit sechs Duicbe
Jungen begonnen.

Das Ziel dieser Studie ist es, sicherzusteliaf diese
Technik keine toxische oder andere Nebenwikrkungin
sich bringt, und um zu sehen, ob Mini-Dystrophitsdah-
lich in den menschlichen Muskeln produziert wirde&®
Arbeiten werden von der Muscular Dystrophy Assdoiat
of America mit 1.6 Millionen US$ mitfinanziert. Wen
diese Phase-I-Studie zeigt, dal3 diese Technikrsigite
gut vertraglich ist, wird man versuchen, zuzsataifinan-
zielle Mittel fur weitere klinische Studien zu bekmen..

Dedr Vektor, der in diesem klinischen Versuehwen-
det wird, ist ein modifizierter Adeno-assoziiertérus des
Serumtyps 2, genannt BNP2.5. Er wird eine Mini-Dyst
phin-Konstruktion enthalten, der Teile des Exonsutd
alle Exons von 18 bis 59 und von 70 bis 79 fehilzas
bedeutet, dal} das erwartete Becker-Dystrophin etwa
ein Drittel so lang wie das normale Protein seirdyiveil
es nicht mehr die Stabregionen R3 bis R21 hat uot a
nicht das C-terminale Ende.

Diese erste Phase-la-Studie wird under deuhgivon
Dr. Jerry Mendellam Kinderkrankenhaus der medizini-
schen Fakultat der Ohio State University in Colusbu
durchgefiihrt. Sie hat am 28. Marz 2006 begonnsnjex
erste Patient die ersten Injektionen von Biostro@m drei
Stellen im Abstand von 0,5 cm in den Bizepsmuskets
Armes bekam, wahrend der Bizeps des anderen Arares z
Kontrolle nur mit Kochsalzlésung behandelt wurdée D
Studie wirddoppelblinddurchgefihrt, d.h., weder die Pa-
tienten noch die Arzte wissen vor dem Ende derme=a
Studie, in welchen Bizeps die Vektoren injiziertrden.

Sechs Duchenne-Jungen nehmen daran teil,idie m
destens funf Jahre alt sind und deren MutatiorDyestro-
phin-Gens genau bekannt ist. Zwei verschiedenedbarsi
gen werden fiir jede Gruppe von drei Patienten vedet
Die Konzentrationen des Vektors an den lokalerkije
tionsstellen sind wesentlich groRer als diejenigim bei
den nachsten Studien verwendet werden, bei denen ei

systemische Behandlung ganzer Gliedmalen verswarht w
den wird. Deshalb wird man jetzt eher die Wirkueg d
Behandlung erkennen und auch alle unerwarteteniNebe
effekte wie Entziindungen und Immunreaktionen. Falls
ernste Probleme auftreten sollten, wird es moglih,

das gesamte Muskelgewebe um die Injektionsstelien h
um zu entfernen, um damit die Behandlung vorzeitid
vollstandig zu beenden. Schlief3lich werden die WWhden
der Gentransfer-Behandlung langzeitig sein, destmai®
jeder Schritt der Studien vorsichtig und sorgfadieyan
werden

Ein und drei Monate nach den Injektionen werdeam
jeder Injektionsstelle Gewebeproben durch Muskelbio
sien entnommen. Die Proben werden eingefrorenusts z
Ende der gesamten Studie, dann erst werden siecags,
aber verkurztes Dystrophin untersucht.

Die Ergebnisse dieser Phase-I-Studie werdea i
Frihjahr 2007 zur Verfigung stehen. Fir die teineh-
den Jungen wird es keine therapeutische Wirkungmeb
Die nachste, sog. Briicken- oder Phase-Ib-Studiedeme
jetzt mit Hunden und Affen vorbereitet. Es ist gay| sie
2008 oder 2009 durchzufuhren. Daflr wird ein ganzer
Arm oder ganzes Bein Infusionen der Vektoren bekemm
nach der voriibergehenden Unterbrechung der Blutzirk
tion durch eine chirurgische MaBnahme, die ahnligh
die sein wird, die fir chemotherapeutische Behargin
entwickelt wurde. Dieser klinische Versuch einggioe
nalen Behandlung wird unter Umstanden schon eime Ve
besserung der Lebensqualitat der teilnehmendearferti
mit sich bringen.

Schliel3lich ist eine Phase-Il/llI-Studie miher syste-
mischen Ganzkdrperbehandlung fur 2009/2010 vorgeseh
mit einer grofReren Zahl von Patienten als in dearvge-
gangenen Studien. Falls diese Studie erfolgreickasn-
te damit schon das Fortschreiten der Duchenne-Muske
dystrophie vermieden werden, und zwar mit einezigam
Behandlung.

Die Hoffnung auf StammzellenIn seinem zweiten Vor-
trag gingTerence Partridge auf das Versprechen der
Stammzellforschung ein, eine Therapie der Duchenne-
Muskeldystrophie zu liefern, ein Versprechen, dés m
einer moglichen Ausnahme bisher unerfillt ist.

Stammzellen kdnnen sich zeitlich unbegrerildne
und sie haben die Fahigkeit, bei jeder Zellteilsngohl
eine dhnliche Stammzelle zu bilden als auch einelmrm
spezialisierten Zelltyp. Sie kénnen sich alssymme-
trischteilen, um ihre eigene Zahl mehr oder weniger kon-
stant zu halten und um sicherzustellen, daf} sjpsEeidére
Zellen kontinuierlich wahrend des ganzen Lebenssin
Organismus repariert werden.

Es gibt drei verschiedene Arten von menschlich
Stammzellen: Die ersten acht Zellen eines menduedic
Embryos sindotipotente Stammzelleweil sie sich zu
jedem Zelltyp des Korpers entwickeln kénnen. Viir b
funf Tage nach der Befruchtung haben die innerdieZe
einen Zellverband, den Blastozysten, gebildet. ®iésl-
len werderpluripotente Stammzellederembryonale
Stammzellegenanant. Sie beeinflussen sich gegenseitig
und produzieren differenzierte odedulte(erwachsene)
Stammzelleron denen jede nur ein oder wenige spezia-
lisierte Gewebe des Korpers bilden kénnen. Dietadul
Stammzellen fur die Bildung und die Reparatur deisM
kelzellen sind di&atellitenzellen



Wenn Muskelgewebe beschadigt wird, wandern die
Satellitenzellen, die sich an der Au3enseite deskdl4
zelle befinden, in die geschadigte Region, sieneslich
und verschmelzen zu Myotuben, die sich dann weitere
wikkeln zu fertigen Muskelzellen. Einige der Sateht-
zellen in dem neuen Muskelgewebe teilen sich asymme
trisch, sie produzieren auch neue Satellitenzetlendann
ihren normalen Platz an der AuRenseite der repanier
Membran einnehmen, um dann fur die nachste Runde de
Regeneration der Muskelzellen zur Verfligung zuesteh
die durch einen dystrophischen Prozel zerstortevurd

Satellitenzellen kénnen auch injiziert, lokabie
zerstorten Muskeln transplantiert werden, wo i@ giie
myogene Stammzellen fir das geschadigte Muskelgeweb
verhalten. Diese Zellen kénnen sehr schnell reagjen
einigen Tagen kdnnen ein paar von ihnen viele Tradise
Muskelzellkerne bilden, die dann neue vollstandifyes-
kelfasern bilden. Wenn diese externen Satellitdéezelus
normalen Muskeln mit intakten Dystrophin-Genen stam
men, enthalt der neue Muskel auch Dystrophin, selbs
wenn, wie an mdx-Mausen gezeigt wurde, das umgebend
Gewebe kein Dystrophin herstellen kann.

Fir eine Duchenne-Therapie wére aber die éokidler-
tragung in alle Muskeln durch eine riesige Zahl \ron
jektionen aber keine akzeptable therapeutische ddieth
Eine systemische Behandlung mit wenigen Injektionen
den Blutkreislauf ware notwendig, um alle Muskeln z
erreichen, auch die des Herzens und derLungen.

Fur eine wirksame Stammzelltherapie wiirde des:
halb eine sichere und ethisch akzeptable Quellegvon
Ren Mengen adulter Stammzellen brauchen, die aus-
schlie3lich Muskelzellen bilden kdnnen und nichidex
res, vor allem aber keine Tumoren. Und es solltglitid
sein, diese Zellen systemisch in die BlutgefalRmjzie-
ren, die sie dann im ganzen Korper verteilen wiir@en
nach miften sie die Membranen der Muskelzellenhdurc
queren und dann in den Zellen bleiben und keinalérk
Probleme verursachen. Mit einer Ausnahme ist aisbeb
kein Ausgangsmaterial fur Stammzellen gefunden ewrd
das alle diese Bedingungen in Experimenten mitidbe
mdx-M&ausen efiillen kdnnte.

Die Ausnahme sindllesoangioblasterDas sind adulte

Stammzellen, die sich an der AuRenseite von kleBlat

gefalen im Muskelgewebe befind&iulio Cosswnd
seine Kollegen vom Stammzellen-Forschungsinstitut a
San Raffaele Hospital in Pavia in Italien habenkugzem
grundlegende Experimente durchgefihrt, deren Eigeén
sehr wichtig fur eine Stammzellbehandlung vielar ve
schiedener Muskeldystrophien werden kénnen.

Sie arabeiteten nicht mit mdx-M&usen als Vehsu
tiere, sondern mit Mausen, deren Gen fur Alpha-&ark
glykan, eines der Proteine des Dystrophin-assaoeiier
Komplexes, inaktiviert worden war. Diese Mause mabe
eine Form der Gliedergurtel-Muskeldystrophie, esafii
LGMD, die &hnliche Symptome wie die Duchenne-Dys-
trophie haben. Die italienischen Forscher isolieieso-
angioblasten aus normalen Mausen, gaben mehrere
Wachstumsfaktoren dazu und injizierten sie dardien
Blutbahn der LGMD-Mause. Diese "gesunden" Stamm-
zellen konnten dann in alle Skelettmuskeln derridiea
Mause wandern und dort die Neusynthese von tiber 80%
der normnalen Menge an Alpha-Sarkoglykan verantasse

Um diese neue Technik zu einer mdglichen Dooke
Therapie zu entwickeln, mif3ten intakte Dystrophen&
in einer ex-vivo-Verfahren in Patienten-eigene Mesgo-
blasten durch Vektoren Ubertragen werden. Dieseenif3
dann im Laboratorium vervielfaltigt und schlieRlichdie
Blutbahn des Patienten zurtckinjiziert werden. e e
solche Behandlung periodisch wiederholt werden mifdt
ware es wichtig, dal3 diese Zellen vom Immunsystitmt n
als fremd angesehen und abgestol3en wirden.

Zur Zeit ist diese Technik das vielverspredsta Bei-
spiel von Stammzellen als Therapie fir Duchennekdlis
dystrophie. Alle anderen Stammzellen, die an leband
Mausen ausprobiert wurden, brachten keine Uberrelege
Ergebnisse. Das Problem kénnten die Muskelzellbrsse
sein und nicht die Stammzellen, deshalb musseRratie
scher die Grunde fur diese Schwierigkeiten heradsfi.

Dr. Partridge beendete seinen Vortrag mitwar-
nung, dald es viele Berichte gibt Gber verschie@®amm-
zellen als mogliche Therapien fiir Duchenne-Dysti®ph
In den meisten Fallen sind solche Berichte volkdteh
fur den Unvorsichtigen, und selbst erfahrene Wissen
schaftler kbnnen von dem, was sie zu sehen mejeen,
taduscht werden.

Pharmakologische Methoden.

Nichtbeachtung von vorzeitigen Stopp-CodondDie
Proteine werden iRibosomeiproduziert, groRen Struk-
turen, die aus drei langen RNAs mit enzymatischdi-A
vitat, denRibozymenbestehen und aus ungefahr 80 ver-
schiedenen Proteinen. Die genetische Informationliti
Konstruktion der Proteine wird den Ribosomen durch
mRNAs Uberbracht. In den Ribosomen wird das neoe Pr
tein aus seinen Bausteinen, 20 verschiedenen A&UROS
ren, zusammengesetzt. Sie werden von einer anéeren
von RNAs, den Transfer-RNAs oder tRNAs, angeliefert
die die Triplett-Codons eins nach dem anderen eiken
Wenn ein normales Stopp-Codon in der mRNA die Syn-
thesestelle im Ribosom erreicht, bedeutet dasddal}
Protein fertig ist. Dann stoppen spezielle Protedtie
Lésungsfaktoremelease factorsdie Synthese und l16sen
das fertige Protein vom Ribosom.

Etwa 10 bis 15% der Duchenne-Jungen haben eine

Punktmutation in ihrem Dystrophin-Gen, die ein Apyn
saure-Codon in eines der drei Stoppcodons, TGA, TAG
oder TAA abgeéandert hat. In der mMRNA werden diese
Codons zu UGA, UAG und UAA, die die Proteinsynthese
vorzeitig abbrechen, bevor das neue Protein, isetieFall
Dystrophin, fertig ist.

Gentamicinist ein Antibiotikum, das den RNA-Uber-
setzungsmechanismus in der Ribosomen veranlassen ka
solche vorzeitigen Stoppcodons zu ignorieren, dudrgh
sie hindurchzulesenn Versuchstieren mit vorzeitigen
Stopp-Codons in ihrer Dystrophin-mRNA, hat die Badha
lung mit Gentamicin gezeigt, daf? dadurch die Pradok
von Dystrophin von normaler L&nge und Funktion-teil
weise wiederhergestellt werden kann. Gentamicimkan
jedoch toxisch sein und muf3 intravends verabfelgt-
den, so daf eine Langzeitbehandlung der Duchenrsee-Mu
keldystrophie damit nicht praktisch ware.



Falls eine verbesserte Durchlese-Technik zu einer D
chenne-Therapie entwickelt werden kann, werderdiur
Patienten mit vozeitigen Stopp-Codons von ihr piern
kénnen. Aufgrund der Ergebnisse der préklinischien S
dien an Mausen wird die begrenzte Menge des neteent
henden Dystrophins die Krankheit nicht heilen, ssncsie
nur in eine Art Becker-Dystrophie veréndern kénrieas
Durchlesen geschieht nicht am Gen selbst, sondéhm w
rend der Proteinsynthese in den Ribosomen, deslialb
die Behandlung wiederholt erfolgen missen. Um festz
stellen, ob ein Duchenne-Junge mit einem Durchiése-
dikament behandelt werden kann, mul? bekannt sef$, d
er eine Punktmutation in seinem Dystrophin-Gen thiat,
eines der drei veschiedenen Stopp-Codons in derAnRN
erzeugt hat.

PTC 124:Langdon Miller, Leiter der medizinischen
Abteilung der Firm@TC Therapeuticsin South Plain-
field NJ, berichtete tUber die Entwicklung und diiik
schen Studien mRTC124 einer neuen chemischen
Verbindung, die sehr viel wirksamer als Gentamisin
ein Durchlesen von vorzeitigen Stopp-Codons zurvera
lassen. Die Entwicklung einer Therapie der Duchenne
Muskeldystrophie und der Mukoviszidose mit der $top
Codon-Durchlesetechnik sind zwei Prioritaten dar Fo
schungsaktivitat der Firma PTC.

Mehrere Tausend chemische Substanzen wurden au
matisch auf ihre Fahigkeit getestet, vorzeitigepBt€o-
dons in den mRNAs sowohl fiir Dystrophin zu ignaeier
als auch fur das CFTR-Protein, das bei Patientéivioni
koviszidose fehlt. Dann wurden viele chemische &taot
nen der Strukturen der aktivsten Verbindungen rstefje
bis eine gefunden wurde, PTC124, die wirksameGais-
tamicin ist. Bei den Duchenne-Experimenten konifésh
normale Mengen von normalem Dystrophin in Zellkultu
erhalten werden und in bis zu 25% der Muskelfasem
lebenden mdx-Mausen nach oraler Gabe, was zu einer
deutlichen Wiederherstellung ihrer Funktion und @ew
bestruktur fihrte. Ein Durchlesen durch normalggto
Codons konnte nicht nachgewiesen werden. Toxizitats
studien an Ratten und Hunden mit hohen Dosierudgsn
Medikamentes haben kaum schwere und akute Neben-
effekte gezeigt. Dieses potentielle Duchenne-Mediat
ist ein Pulver, das zu Tabletten verarbeitet undidden
Mund verabfolgt werden kann.

Fur die ersten klinischen Tests mit PTC124dgur
zwei Phase-I-Studien mit gesunden erwachsenen ifireiw
gen durchgefuhrt. Diese Studien zeigten, daf? dakkge
ment sicher ist und wenige Nebeneffekte hat. Ingaer
genen Jahr wurde eine Phase-II-Studie mit PTC12ban
Mukoviszidose-Patienten durchgefiihrt. Sie zeigé® d
PTC124 in der Lage ist, die CFTR-Aktivitat in diase
Patienten teilweise wiederherzustellen, ohne solwer
Nebeneffekte zu verursachen..

An drei klinischen Zentren in den Vereinig®&taaten
lauft jetzt eine Phase-II-Studie, um die Wirkungnvo
PTC124 bei Duchenne-Patienten nachzuweisen. Aedies
acht Wochen dauernden Studie nehmen 22 Duchenne-Ju
gen im Alter von 5 bis 12 Jahren teil. Sechs Juregen
hielten eine niedrige Dosis von PTC124 dreimal pag
wahrend vier Wochen, auf die eine Kontrollperiode v
vier Wochen ohne Medikation folgte. Nachdem sicimé&e
negativen Wirkungen zeigten, erhielt eine zweitapgpe
von 16 Jungen eine hdéhere Dosis von PTC124 Uber vie
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Wochen, wieder gefolgt von vier Wochen ohne Medika-
ment.

Um das Ergebnis der Studie zu dokumentierendean
Muskelbiopsien vor und nach der Behandlung vorgenom
men zum Nachweis einer Neusynthese von Dystrophin.
normalerLange. Andere chemische und funktionellgg e
wurden ebenfalls durchgefiihrt, um die therapeutistfir-
kung von PTC124 in Duchenne-Jungen quantitativ zu
messen. Die Ergebnisse werden Ende 2006 zur Ver§igu
stehen. Wenn sie so positiv ausfallen, wie es anfyjder
préklinischen Untersuchungen erwartet wird, und meie
Genehmgungsbehdérden in Europa und den Vereinigten
Staaten die notwendige Erlaubnis gegeben habed, wir
eine Phase-IlI-Studie wahrscheinlich im nachstdm Ja
oder 2008 beginnen kdnnen.

Hochregulieren von Utrophin: Utrophin ist ein Protein,
dessen Struktur und Funktion dem Dystrophin sehliéth
sind. Beim Menschen liegt sein Gen auf ChromosoEs6.
hat 75 Exons und ist etwa eine Million Basenpaang |

Das Utrophin-Protein ist etwa 7% kirzer als Dystiap

Es kommt in vielen Kérpergeweben vor, auch in Mliske
aber dort ist es auf die Stellen beschrénkt, aeml€lie
motorischen Nerven die Muskelmembranen berihrem, de
motorischen EndplattetJtrophin kommt in zwei etwas
verschiedenen Formen A und B vor. Die Muskeln dntha
ten nur die A-Form. Vor der Geburt ist die Utrophiton-
zentration viel hdher als danach. Mdx-M&ause, détea-
phin-Gen experimentell inaktivietnocked oytwurde,

die also weder Dystrophin noch Utrophin haben, eeig
Duchenne-ahnliche Symptome im Gegensatz zu "norma-
len" mdx-Mausen, deren Muskeln weniger geschadigt
sind.

Experimente mit Mausen haben gezeigt, dalpting
falls es in grof3eren Mengen vorhanden ist, Dysfroph
setzen kann. Dies waren transgene Mause, die Mnoi-U
phin-Gene in ihren Keimzellen hatten, welche dweicte
Technik eingefuhrt wurden, die man beim Menschehtni
anwenden kann. Durch eine VergréR3erung der Utrephin
Menge um das Drei-bis Vierfache konnten die dystrop
schen Symptome vermieden und eine vollstandige-Erho
lung der Muskelfunktionen erreicht werden.

Vor kurzem wurde gefunden, daf? Duchenne-Jyngen
die eine etwas gréRere Menge Utrophin in ihren Mirsk
haben, ihre Gehfahigkeit spater verlieren als diggn mit
der normal geringen Menge. Dies ist ein Hinweisadér
daf eine Erhéhung des Utrophins den gleichen Bffeizk
bei Mausen héatte und den Muskelabbau vermeiden oder
verzdégern konnte.

Fir eine mégliche Duchenne-Therapie sollte nean
suchen, die geringe Menge an Utrophin dudcichregu-
lierender Aktivitat seines Gens zu vergréRern. Um dies zu
erreichen, wird eine aktivierende Substanz benddigt
ein schon bekanntes Medikament, eine synthetisdae o
nattrlich vorkommende Substanz sein kénnte, wekauhe
dem Promoter des Gens reagiert. Die kleinen Mokl
einer solchen Verbindung wiirden wahrscheinlichhlieic
von den Muskelzellen aufgenommen werden, und wenn
ses sich um ein schon bekanntes Medikament handelt,
wirde es keine langdauernden Genehmigungsverfahren
erfordern.

Kay Davies von der Universitat Oxford, die mit ihren Mit-
arbeitern seit langem tber Utrophin arbeitet, leeie,



dalB in Zusammenarbeit mit der FirMASTox plc. in
Oxford Tausende von chemischen Verbindngen auf ihre
Fahigkeit getestet wurden, die Aktivitat des UtnopGens
in mdx-Mausen hochzuregulieren. Das Licht prodwezier
de Enzym Luziferase aus Gluhwirmchen wurde in einem
Reagenziensystem verwendet, um diese Aktivitat as-m
sen. Mehrere aussichtsreiche Substanzen wurden-gefu
den, die jetzt optimiert und in Muskelzellkulturend in
lebenden Méausen gepriift werden, ob sie die Menge an
Utrophin in allen Muskeln der Tiere genligend sento-
hen kdnnen.

Eine der am starksten aktiven Substanzen waaien
systemisch in Mausen durch Injektion in den Baughra
getestet. Sie reagiert nur mit dem Promoter deoA¥-
des Utrophins, die im Muskel vorkommt. Das A-Utraph
in allen Skelettmuskeln der Mause, die getestetiemir
konnte auf das Zwei- bis Dreifache hochreguliendee,
aber man weil3 noch nicht, ob es sich auch in der-He
muskeln hochhregulieren laft.

Diese aktive Substanz wird jetzt weiter opéirhdurch
zuzsatzliche chemische Modifikationen. KlinischeVe
suche mit Duchenne-Patienten werden vorbereitet und
kénnten 2008 beginnen.

Hemmung von ProteasenDer Abbau der Muskelprote-
ine bei der Duchenne-Dystrophie wird von mehreren v
schiedenen Proteasen verursacht, Protein zersgidfa
zymen, wieCalpain, das durch Kalzium aktiviert wird,
und durch einen groRen Enzym-Komplex, Besteasom
genannt wird. Wenn die Muskelzellmembranen durehlas
sig werden, weil Dystrophin fehlt, flieBen groRerigen
von Kalzium-lonen, elektrisch geladene Atome, ia del-
len und aktivieren Calpain und indirekt auch dietPa-
some. Diese erhéhte Enzymaktivitat fuhrt zu umfangr
cher Zerstérung von Proteinen, die fur die Funkten
Muskelzellen und ihr Uberleben notwendig sind. dfie-
ziell entwickeelten Hemmstoffen kdnnen die Forsalier
Aktivitat von Calpain und anderen Proteasen blaekie
so dal3 der Muskelabbau verlangsamt wird. Das modifi
zierte Tripeptid_eupeptinvar der zuerst gefundene
Hemmstoff, der die Calpain-Aktivitat in mdx-Mausker-
absetzen konnte.

Dieser Hemmstoff derersten Generation bestefit
drei Aminoisaduren, zwei Leuzinen und einem Arginin
wobei das Arginin eine chemisch reaktive Aldehygbgrel
tragt, die fir die Hemmwirkung verantwortlich iseu-
peptin kann aber auch andere Proteasen hemmenjetaru
diejenigen, die fiir die Blutgerinnung notwendigdsiand
damit untragbare Nebeneffekte auslésen. Und ein Du-
chenne-Medikament sollte neben dem Calpain auch die
Proteasomen hemmen kdnnen.

C101: Theresa Michele, Vizeprasidentin fur klinische
Forschung de€epTor Corporation in Baltimore teilte
mit, daf3 durch die Kombination von Leupeptin und-Ca
nitin ein Hemmstoff, C101 genannt, erhalten werkigmn-
te, der nur in die Skelett- und Herzmuskelzellémdengt.
Der Grund fur diese Selektivitat ist der Carnitirafispor-
ter OCTNZ2, ein Protein, das sich an das CarnitideEvon
C101 bindet und diesen Hemmstoiff zu einem Rezeptor
Protein in der Muskelzellmembran bringt, der ihmiala
durch die Membran hindurch in die Zellen einschieus
Um die Wirkung eines potentiellen Medikamemeés
das C101 genau zu messen, muf3te eine neue gueatitat
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Testmethode enwickelt werden, die es erlaubt, den v
Calpain verursachten Abbau der Muskelzellproteme i
lebenden Tieren und spéter auch im Menschen zy-anal
sieren. Mit diesemTest wird die Spaltung des Mysikel
teins Alpha-II-Spektrin durch Calpain gemessenp@ial
spaltet dabei in zwei Schritten das Spektrin-Moleki
zwei kleinere Proteine, SBDP150 und 145, die inBlas
serum Ubertreten und dort mit speziell angefemigtati-
kérpern analysiert werden kénnen. Mit diesem nélest-
verfahren kann der Verlauf des Muskelabbaus geeau v
folgt werden, er sollte daher ganz allgemein fimikthe
Studien mit Duchenne-Patienten wichtig werden.

Mit dem Test konnte gezeigt werden, dal? Clalp&n
etwa 50- bis 100mal so wirksam hemmen kann wie Leu-
peptin. C101 stabilisiert auch die Struktur der kais
und vergroRert deutlich den Durchmesser der Muskel-
fasern von mdx-M&ausen. Dieser neue Hemmstoff, dar o
verabfolgt werden kann, ist daher ein potentietkaames
Medikament fiir Duchenne-Patienten.

BBIC: In seinem zusammenfassenden Vortrag Uber die
verschiedenen therapeutischen Methoden erwéleate
Sweeney dasBowman-Birk-Hemmstoff-Konzenti@ng-
lisch BBIC), das andere Proteasen als Calpain Eadgck
die sich auch an der Zerstérung der Muskelproteétei-
ligen. Die aktive Substanz in dem rohen Konzernstatin
natirliches Protein, das aus 71 Aminoséuren bestehin
reiner Form aus Sojabohnen isoliert werden kann.
DieLangzeitbehandlung mit BBIC vergréRert die Mus-
kelmasse und Muskelkraft von mdx-M&usen. Die CK-Ak-
tivitaten werden dabei deutlich verringert und Klilerose
ebenfalls. Und von anderen Anwendungen bei Krebs-
patienten ist bekannt, daf3 BBIC ein sichers Mediam
ist, das oral gegeben werden kann.

SNT 198'438:Thomas Meier, Wissenschaftlicher Direk-
tor vonSanthera Pharmaceuticaldgn Liestal bei Basel,
beschrieb die vorklinischen Studien seiner Firmadfé
Entwicklung eines Hemmestoffes, der gleichzeitig shiv
die Aktivitaten von Calpain als auch des Proteagom-
zymkomplexes blockieren kann. Ausgehend von einem
bekannten Calpain-Hemmestoff synthetisierten dieséfis
schaftler von Santhera tiber 800 verschiedene Sterkt
und testeten diese Hemmstoffe in biochemischen iizxpe
menten und Zellkulturen wie auch in mdx-Méausen. Meh
rere Verbindungen mit den gewlnschten Eigenschaften
konnten identifiziert werden.

Eine davon, SNT 198'438, wurde weiter optimiSie
kann subkutan angewendet, d.h., unter die Hautrigetsp
werden. Sie wirrkt systemisch und erreicht alle kéls.

In mdx-Mausen, in denen sie gut vertraglich istymali-
siert dieser Hemmstoff die Strukturen der Muskeid u
verbessert die korperlichen Leistungen erwachsEieee.
Die Tests dafur erden in einem grof3en "Mause-Ftnes
Studio" durchgefuhrt, in der bis zu 40 Mé&use fréigi
mehrere Wochen lang nachts in von Computern tber-
wachten Laufradern laufen kdnnen.

SNT-MC17/Idebenonezum Schutz derMitochondrien:
Santhera Pharmaceuticalentwickelt auch ein Medika-
ment, das Mitochondrien schitzen kann, die Krafkeer
der Zellen, in denen der universelle Energietradgimno-
sintriphosphat, ATP, durch oxidative Phosphorylieru
erzeugt wird. In seinem zweiten Vortrag, erklarteomas



Meier, daR3 diese Verbindndglebenoneder SNT-MC17,
an Patienten mit Friedreich-Ataxie in einer kliiso
Phase-llI-Studie in Europa und den Vereinigten t8taa
getestet wird. Friedreich-Ataxie ist eine neuronuliie
Krankheit, die oft mit einer Kardiomyopathie, eirezn-
sten Erkrankung des Herzmuskels, verbunden ist.

SNT-MC17/Idebenone ist ein starkes Antioxidanz mit
einer chemischen Struktur, die vom nattrlichen @gan
Q10 abgeleitet ist. Die optimierte Struktur hatee@ibge-
anderte und viel kiirzere Seitenkette, die es detehilib
gegeniiber dem Coenzym Q10 wesentlich erleichteligin
Muskelzellen einzudringen. Es wurde auch gezeafs, d
SNT-MC17/Idebenone die Produktion von ATP in den
Mitochondrien beglinstigt. Es kann als Tablette veahb-
folgt werden.

Das Fehlen von Dystrophin beeinflul3t auch die oxida
tive Phosphorylierung in den Mitochondrien der Hheus-
keln von Duchenne-Patienten und wahrscheinlich-eben
falls die der Skelettmuskeln. Eine doppelblinde Btatze-
bo-kontrollierte Phase-lla klinische Studie wird Zieit in
Belgien under der Leitung von D&unnar Boyselurch-
gefuhrt. In diese Studie sind bereits alle geplaite Du-
chenne-Jungen im Alter von 8 bis 16 Jahren aufgemsm
worden. Das Hauptziel dieser Studie ist es festilast,
inwieweit das SNT-MC17/Idebenone die Funktion der
Herzmuskeln beeinflu3t. Dartiberhinaus werden abehn a
Tests durchgefihrt, um mégliche funktionelle Vesrses
rungen der Muskelkraft in Duchenne-Jungen zu er&enn
die mit SNT-MC17/Idebenone behandelt werden. Die
teilnehmenden Jungen erhalten das Studien-Medikamen
Uber 12 Monate dreimal taglich in Form von Tabletdie
entweder 150 mg SNT-MC17/Idebenon oder Plazebo
enthalten.

Dieser klinische Versuch wird "Langzeitstudie Wir-
kung von hohen Dosen von Idebenone”, englisch DHLPH
genant. Ihre Ergebnisse werden in ewa einem Jalarer
tet.

Ein Interview mit Dr. Meier steht im Internatter
www.duchenne-forschung.de.

Poloxamer 188, ein molekulares "Pflaster":Ein Ver-
such, die Herzmuskelzellen bei einer Kardiomyo@atui
schitzen, zeigt wie man auch Lécher in den Memlsrane
von dystrophischen Muskeln schliel3en kénnte. Dieser
neue Weg zu einer Duchenne-Therapie wurdeJzseph
Metzger von der Universitat von Michigan in Ann Arbor
vorgestellt. Das Fehlen von Dystrophin in mdx-M&use
und Duchenne-Jungen beeinfluf3t nicht nur die Skelet-
keln, sondern hat auch ernste Konsequenzen fikodie
rekte Funktion der Herzmuskeln.

Es konnte gezeigt werden, dafd der spezielliekelte
KunststoffPolaxamer 18&derP 188einen positiven
EinfluR auf die Herzfunktion von mdx-Mausen hat. Um
diese schitzende Wirkung in isolierten mdx-Herzralisk
zellen genau zu messen, wurden einzelne Zelleihreih
Enden an zwei sehr diinne bewegliche Kohlenstoffaser
angeheftet. Da diese Muskelzellen etwa eintausehdma
kirzer sind als die Skelettmuskin der Mause, kaamAdb-
stand der beiden Mikro-Kohlenstoffasern nur zwische
und 2,2 um, Tausendstel eines Millimeters, verander
werden. Wahrend normale Zellen viele Stunnden g
dehnt und entspannt werden kénnen, konnte durcie die
MeReinrichtung gezeigt werden, dal3 mdx-Fasern aRé-a
re Einwirkungen viel schlechter reagieren: Siedassich
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schlechter dehnen, kontrahieren sich zu starkenei®n

den Kohlenstoffasern ab und sterben schlieRlict.di¢-

ser neuemikroskopischen Testmethdktnnte gezeigt
werden, dal3 P 188 das normale Verhalten der Hekzmus
keln von mdx-Mausen und auch von dystrophischen
GRMD-Hunden wiederherstellen kann. Durch die Behand
lung lebender mdx-M&ause mit P 188 wurden ihre akute
Herzprobleme verhindert. Dies konnte mit Mini-Ka#re

in den Herzen lebender Mause gemessen werdentwdie e
600mal in der Minute schlagen.

P 188 ist ein synthetisches Plastik-Molekiil, @opo-
lymer, das aus einer mittleren Region aus 35 kielme
drophoben, Wasser abstol3enden Einheiten besteht und
zwei "Fligeln", zwei Endregionen, aus jeweils 7BHéii-
ten mit einer hydrophilen, Wasser anziehenden 8truk
Dr. Metzger nannte diesen Kunststoff einen molaiena
Albatrol dessen zentrale hydrophobe Struktur die Lécher
der Membranen lberdeckt, deren Innenseite auclohydr
phob sind, wahrend die beiden hydrophilen FIuge siie
die klebrigen Enden eines Pflasters benehmen,sieeil
sich an die hydrophile Oberflache der intakten Meanb
am Rand der Lécher anlagern kénnen. Dieses molekula
Pflaster verschliel3t die Locher der Membranen zdesh
zeitweise, so daf} keine Kalzium-lonen mehr passiere
kénnen, die Calpain und die anderen Protein-zestian
Enzyme aktivieren wirden.

Selbstverstandlich kénnte diese schiitzend&uhy
von Polaxamer 188 auf die Herzmuskeln auch fuRdie
parataur von dystrophischen Skelettmuskelzelletigc
sein. Dies ist auch schon tberpruft worden, doetedsten
Ergebnisse waren nicht so gut wie erwartet. Diesélouin-
gen darUber werden fortgestzt und kdnnten zu ewede-
en Moglichkeit einer Duchenne-Therapie fuhren.

Hemmung von Myostatin: Myostatinist ein Protein, das
in den Muskeln gebildet wird und aus 375 Aminoséure
besteht. Nach mehreren molekularen Umlagerungesh wir
es biologisch aktiv and verursacht dann eine Redime
chemischen Reaktionen in den Zellen, die zur Deikti
rung von Enzymen fihrt, die fiir die Biosynthese wen-
en Muskelproteinen notwendig sind. Durch eine Hem-
mung von Myostatin kénnte deshalb wahrscheinlieh di
Regeneration von Muskelfasern der Duchenne-Jurigen s
muliert werden, so dal3 sie nicht mehr so schneditds
werden, sie kénnten sogar grof3er werden.

Nicht-dystrophische Mause, deren Myostatin-Gun
genetischen Methoden deaktiviert wurde, habentbis z
dreifach vergroRere Skelettmuskeln mit deutlich nter
sern mit ibergrofRem Durchmesser. Es gibt Rinderbeli-
gische blaue Rasse, die sehr muskulds sind, wedilljio-
statin-Gen vor einigen Jahrhunderten durch einealvtut
inaktiviert wurde. Und in Berlin wurde ein jetztl@hre
alter Junge gefunden, dessen Skelettmuskeln etpetto
so grof3 als in einem normalen Kind sind. Er istgiégh
sehr stark. Seine Mutter war eine olympische Lawfer
und einige andere Verwandte waren ebenfalls sahk.st
Weil eine Mutation in dieser Familie den normalqres3-
vorgang der drei Myostatin-Exons geéndert hattbeha
der Junge und wahrscheinlich auch seine betroffefeen
wandten sehr wenig Myostatin in ihren Muskeln. Dgts
ein Hinweis darauf, dalR ein Herunterregulieren dtkam-
men des Myostatins zu einem verstarkten Muskelwachs
tum auch in Duchenne-Jungen fiihren wiirde.



Myo 029: Kathryn Wagner vom Wellstone-Muskeldys-
trophie-Zentrum der Johns Hopkins Universitat iftiBa
more berichtete, daf3 ihre Forschungsgruppe mdx-&aus
gezuchtet hat, die nicht nur kein Dystrophin hattem-
dern auch kein Myostatin bilden konnten. Erwachsene
Mause dieseknock-ouiTiere hatten mehr normale Mus-
keln, weniger Fibrose, Narbengewebe, und sie reggne
ten ihre Muskeln schneller als "normale" mdx-Mau&e-
sammen mit DrLee Sweenewerden ahnliche Experi-
mente mit dystrophischen Hunden durchgefiihrt werden

Die Frage war jetzt, ob das Fehlen von Myastatich
ahnliche Wirkungen auf das Herz haben kdnnte. Wi@s
de einer Kardiomyopathie entgegenwirken, aber dine
pertrophie, ein vergroRRertes Herz, wiirde bei Dunben
Jungen zu Problemen fiihren. Neue Untersuchungen an
mdx-Mausen zeigten, dal3 die Blockade von Myostatin
keine Wirkung auf das Herz hat. Dies bedeutet,dlaR
Aktivitat von Myostatin auf die Skelettmuskeln afide-
schréankt ist.

In Zusammenarbeit mit der Firrddyeth Pharma-
ceuticals wurede eine klinische Phase-I/llI-Studie mit drei
verschiedenen Dosierungen des potentiellen Medikame
tesMyo 029an 36 erwachsenen Muskeldsystrophie-Pa-
tienten, darunter einige Becker-Patienten, begonvigo
029 ist ein spezifischer Antikérper, der sich andgtatin
bindet und seine Aktivitat blockiert. Er verursakhbtne
Immunreaktion, weil er eine mensnchliche Strukiaf;, ler
ist "humanisiert". Er kann in den Blutkreislauf odmter
die Haut injiziert werden.

Falls die klinische Studie positive Ergebnizemgen
sollte, wird Wyeth sich intensiv bemihen, Myo 020 z
klinischen Anwendung zu bringen.

Die Eltern sollten aber auf keinen Fall jetaggenannte
Myostatin-Hemmestoffe Uber das Internet kaufen. Bies
Substanzen sind nicht klinisch getestet und deswage
wirksam oder sogar gefahrlich.

Hochregulierung des Insulin-ahnlichen Wachstums-
faktors IGF-1: Dieser Faktor ist ein Protein aus etwa 70
Aminosauren in einer Kette mit drei stabilisieremdi¥ ic-
ken, er hat deswegen eine &hnliche Struktur wielims
Sechs Formen mit etwas verschiedenen Strukturemekdn
vom Menschen gebildet werden. IGF-1 hat einen pesit
Einflul auf die Muskeln, weil es ihr Wachstum uhcki
Kraft fordert. Seine Wirkung ist aber nicht nur &dis-
keln beschréankt. Wenn Satellitenzellen durch Vedey
oder Abbau der Muskeln aktiviert werden, produziesie
ein spezifisches Rezeptor-Protein in ihren Membmaaa
das sich IGF-1 bindet. Die Folge ist eine Stimolatiler
Satellitenzellen, so daR sie sich zu Myotuben wngen
Muskelfasern entwickeln. Da diese Stimulation deg®&
neration von Muskelfasern fiir die Erhaltung vontotys
phischem Muskelgewebe wichtig ware, konnte IGF-1
moglicherweise therapeutisch bei Duchenne-Kindern
angewendet werden. Andere Gewebe kdnnen aber auch
von IGF-1 beeinflul3t werden, und wenn seine Konzen-
tration im Blut hoch ist, fuhrt das zu einem erlght
Krebsrisiko. Fir eine Entwicklung von IGF-1 zu gine
Therapie fur Muskelkrankheiten mif3te man daher Wege
finden, die moglichen Nebeneffekte auf andere Geveeb
vermeiden.

IPLEX: Die Forschungsgruppe vatiisabeth Barton an
der Universitéat von Pennsylvania in Philadelphize#tet
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mit Mausen, die aus einer Kreuzung von mdx-Mausi&n m
transgenen, d.h. genetisch veranderten, Mauseotherv
gingen, die erhéhte Mengen von IGF-1 in ihren Mirske
wahrend ihres ganzen Lebens bilden. Dres-IGF-plus-
Mausehaben eine beschleunigtes Muskelwachstum mit
ziemlich gesund aussehenden Muskeln und wenigeo+ib
se als "normale" mdx-Méausen. Diese Ergebnisse mgige
welchen Nutzen IGF-1 den Duchenne-Kinder bringen
kénnte.

Aber weil dieser Wachstumsfaktor in viele %igRro-
zesse der Zellen eingreift, kdnnen moglicherweisste
Nebeneffekte nicht ausgeschlossen werden, wenrré6he
Dosierungen verwendet werden, um die Wirkung au§Mu
keln zu optimieren. Deswegen wurde eine Methode ent
wickelt, mit der das IGF-1 durch eine Koppelungias
IGF-Bindungsprotein-3 maskiert wird, das ein naties
Protein in der Blutzirkulation ist. Dieser Komple&tzt das
IGF-1 nur dann dort frei, wo es gebraucht wird iifl
auch, den Faktor im Blutkreislauf zu stabilisiesendaf}
weniger Injektionen ndétig sind. Eine kommerziellriau-
lierung dieses Komplexes, genannt IPLEX™, wurde be-
reits von der FDA, der amerikanischen Behorde fér d
Genehmigung von Medikamenten, fur die Behandlurmg vo
Wachstumsstérungen bei Kindern wegen fehlendem1GF-
zugelassen.

Eine erste klinischen Studie mit IPLEX wirdzean
der Universitat von Rochester an 15 erwachsenearRat
ten mit myotoner Dystrophie durchgefiihrt, die ven d
staatlichen Gesundheitsbehérde NIH und der Muskeldy
trophiegesellschaft MDA in den USA unterstitzt wird
Eine Studie zur Optimierung der Dosierung wird 2@8l7
gen. Diese Strategie konnte sehr effektiv sein)@R1 in
die Muskeln zu bringen, ohne Nebeneffekte in andere
Geweben zu verursaschen.

Ein anderer Weg, héhere Konzentrationen vda-l@
Muskeln zu erhalten, wére der Transfer seines Gedig
Muskeln mit Vektoren wie dem Adeno-assoziierterugir
AAV, der die Muskeln veranlassen wirde, mehr |Gt
bilden. Erste Experimente dazu sind in Dr. Bartioaigo-
ratorium begonnen worden. Sie zeigten, dal3 nurane
zwei &hnlichen Formen von IGF-I, ndmlich IGF-1A, in
mdx-Mausen zu Hypertrophie fuhrt, zu einer VergroRe
rung der Muskelfasern. Weitere Experimente zeigiaf,
sich mit dieser Technik die Menge an IGF-IA um @@s
bis 40fache vergréRern 1&Rt nach einer intramusénla
Injektion von AAV-Vektoren mit dem korrekten IGF-I-
Gen. Das neugebilderte IGF-I blieb in den Muskemtrat
nicht langsam in das Blut Giber, deswegen lieRendiie
Nebeneffekte vermeiden, die eine Aktivierung vooht
Muskelgeweben verursachen kénnte.

Eine Gentherapie mitViren wird aber mehretada
brauchen, bis sie mit Duchenne-Jungen versuchtemerd
kann. Die Forschung kann aber jetzt schon versydien
Form des IGF-I zu finden, die die beste Wirkung Meis-
keldystrophie haben wird.

Project Catalyst: Automatisch Kandidaten fir neue
Medikamente suchen:Ellen Welch, Leiterin einer For-
schungsgruppe bei der FirRI C Therapeuticsin South
Plainfield NJ sprach tibétroject Catalyst"Projekt Kata-
lysator", das vor zwei Jahren begonnen wurde uma vo
amerikanischen Parent Project finanziell unterstiited.

Es ist ein Beispiel, wie eine engagierte kleinariirdie
modernsten automatischen Techniken anwendet, uen unt



etwa 200.000 Verbindungen mit kleinen Molekilen die
sehr seltenen zu finden, die moégliche Kandidatemfé-
dikamentose Eingriffe sein kdnnten, welche in dezi d
vorangegangenen Abschnitten diskutiert wurden: \Adsti
ren von Utrophin und IGF-1, hemmen von Myostatid un
aulRerdem aktivieren von Alpha-7-Integrin,.

Die Erfahrungen bei der Entwicklung von PTC¥24n
Durchlesen von Stopp-Codons half dabei, die autemat
schen Suchmethoden zu optimieren, um mdglichse viel
Kandidaten fur die gewiinschten potentiellen Medi&ata
zu identifizieren. Die Testmethode zum Messen dei-A
vitaten benutzt dafur ein sog. "Reporter”-Protejst&m:
Die verschiedenen Sequenzen mit Regelfunktionesean
Enden der mRNAs fir jede der vier Zielsubstanzeremul
Expession geédndert werden sollte, die sog. nichtsitz-
ten Regionen, englisch UTR, wurden mit dem Gerl&ig
Enzym Luziferase verbunden, das das Licht in Gliimwvi
chen produziert. Diese Gluhwirmchen-Konstruktiom-wu
de in Nierenzellen in der Form eingebracht, daGegen-
wart einer aktiven Verbindung die Lichtintensiasdeizi-
ferase-Reporters entweder starker oder schwacher wi
Die grofRe Mehrheit der inaktiven Verbindungen ander
Lichtintensitat nicht wesentlich. Die automatiscimel pra-
zise Messung von Lichtintensitaten in einem sedinkin
Probevolumen ist viel einfacher als die Analyselielo-
gischen Aktivitat der Zielsubstanzen Utrophin, Migatis,
IGF-1 und Alpha-7-Integrin.

Zwei umfangreiche Suchverfahren wurden fiejddr
vier Zielsubstanzen durchgefuhrt. Unter den 20080
pruften Verbindung wurden mehrere identifizierg dnt-
weder Utrophin, IGF-1 oder Alpha-7-Integrin hochreg
lieren oder Myostatin herunterregulieren konntelhe A
diese "Treffer", Substanzen, die wenigestens eidéaye
gewunschten Eigenschaften hatten, werden jetzhdurc
Veranderungen ihrer Struktur optimiert. Dies wiidle
Chemiker fur einige Jahre beschaftigen. Fur diaript
rung des Durchlese-Medikamentes PTC124 zum Beispiel
wurden in zwei Jahren Laboratoriumsarbeit etwa@.00
chemische Modifikationen an der urspriinglich geftmeh
aktiven Struktur vorgenommen.

Die nachsten Schritte in der praklinischerviicklung
der neuen potentiellen Duchenne-Medikamente widdhau
mehrere Jahre in Anspruch nehmen. Zuséatzlich zuiden
derungen der chemischen Struktur werden die bielogi
schen Eigenschaften der am meisten aktiven Sulestanz
allen Einzelheiten untersucht, z.B. durch StudieZell-
kulturen und in lebenden Mausen zur Messung dei-Tox
zitat, des Stoffwechsels und des pharmakologistteen
haltens, d.h. der biochemischen Anderungen im kdden
Organismus, die unerwiinschte Nebeneffekte veruesach
kénnen, dies aber hoffentlich nicht tun.

Danach werden klinische Priifungen der erfatgmes-
chendsten Substanzen an Duchenne-Patienten faligen,
einige Jahre dauern werden.

Hemmung von TGF-Beta:Im ersten Teil seines Vortrags
erklarteAndrew Hoey von der University of Southern
Queensland in Australien die Rolle der Fibrose wad
man moglicherweise dagegen tun kann.

Die Fibrose fiihrt zu Narbengewebe, das duiroh e
Uberproduktion von Bindegewebe und deren Ablagerung
zwischen den Skelett- und Herzmuskelfasern verhtsac
wird, und das die abgebauten und verlorenen Fasern
setzt. Unter normalen Umstanden hélt das Bindegeweb
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die Muskelfasern zusammen, doch erhthte Mengenndavo
fuhren zur Versteifung der Muskeln und zu Kontragtu
Bindegewebe besteht hauptsachlich aus dem Protdin K
lagen, einem ziemlich unelastischen Molekul, das Xel-
len gebildet wird, die Fibroblasten genannt werdies
geschieht wahrend des Degenerations- und Regesresati
prozesses bei der Duchenne-Muskeldystrophie uetar d
EinfluR von Wachstumsfaktoren, zu denen auch dgr so
Beta-Transformationsfaktpenglisch TGF-Beta, gehort.
TGF-Beta begtinstigt die Synthese und den Zossm
schluf3 der Kollagenmolekiile zu dem sehr wenig lillexi
Bindegewebe. Daher ware die Hemmung der Aktivitit v
TGF-Beta eine Mdglichkleit, die Fibrose zu unteakén.
Ein Medikament, das dies tun kénnte Ratfenidon das
bereits als Mittel zur Behandlung der Fibrose imgen
zugelassen ist. Acht Monate alte mdx-Mause, digesie
Monate lang mit diesem Medikament behandelt wurden,
hatten weniger TGF-Beta in ihren Muskeln, und iHexz-
funktion war praktisch normal geworden, aber digrése
konnte in diesen alten mdx-Mausen nicht vermindert
werden. In neuen Experimenten soll untersucht werde
das Medikament in jingeren Mausen wirksamer ist.

L-Arginin und nNOS: Im zweiten Teil seines Vortrags
diskutierteAndrew Hoey eine andere Konsequenz des feh-
lenden Dystrophins, namlich die verringerte Meniges
der Proteine des Dystrophin-Glykoprotein-Komplexdes
Enzymsneuronale Stickoxid-SynthggeNOS. Dieses
Enzym produziert Stickoxid, NO, aus der Aminosédure
Arginin. Obgleich NO ein Gas ist, wirkt es wie ¢lor-
mon und reguliert unter anderem die Entspannung von
Blutgefalien. Dies ist wichtig fur die normale Vemg
der Muskeln mit Blut und damit mit Energie. Wenn®@$l
fehlt, entwickelt sich eine Herz-Fibrose, und d&ssicher
der Grund fir die verstéarkte Fibrose im Herzen rratx-
Mé&usen und auch von Duchenne-Patienten.

Die tagliche Behandlung von anfangs sechs Kéona
alten mdx-Mausen mit L-Arginin Uber sechs Monatture
zierte die Fibrose in ihren Herzen, erhdhte dont Bleit-
durchflul und verbesserte die Funktion. In jetaftdaden
Experimenten wird der genaue Mechanismus diesekEff
tes von L-Arginin untersucht, bevor in weiteren giten
gepruft werden kann, ob L-Arginin zu einem Medikaine
fur Duchenne-Jungen entwickelt werden sollte.

Behandlung von Entziindungen:Der Abbau und das
Absterben von Muskelzellen verursacht Entziindungsvo
gange, die die Zelltrimmer beseitigen. Steroidenkdn
Entziindungen unterdriicken, und das ist wahrschhinli
der Grund, warum das Medikaméd®ednison desssen
aktive FormPrednisolonund das mit ihm verwandi@e-
flazacortin der Lage sind, die Muskelmasse und Muskel-
kraft zu erhéhen sowie die Immunantwort zu untekdri
ken, allerdings oft mit unangenehmen Nebenwirkungen
Sie werden in grol3em Mal3e bei Duchenne-Jungen ange-
wendet, um die Muskelfunktionen wenigstens einsgjerd
zu erhalten. Doch der genaue Mechanismus ihrerdgk
ist immer noch nicht genau bekannt.

Sylvia Lopez, eine Dokorandin im Laboratorium von
Dr. Melissa Spencean der Universitat von Los Angeles,
berichtete Uber Experimente, die das Ziel habeue hée-
dikamente zu finden, um ganz spezifisch die Entaiéind
gen und Immunreaktionen in den Muskeln zu bekampfen

Es konnte gezeigt werden, daf? erhéhte Koretgorien



von CD4- und CD8-T-Zellen des Immunsysytems den
Fortschritt der Kranheit beschleunigen und dafHdim-
mung der beiden Zellsorten die ziemlich leichtemSy
ptome der mdx-Mause verringern, aber sehr deutlieh
viel ernsteren Symptome der wirklich kranken utdxm
Méause, denen nicht nur Dystrophin fehlt, sondeenadich
kein Utrophin haben. Dadurch wird auch die Lebeiisze
dieser Mause.verlangert.

AuRBerdem sind in mdx- und Duchenne-Muskeln die
Cytokine vermehrt, Proteine, die die Entzindungseh u
die Entwicklung der Fibrose begunstigen. Deshalbdwi
die Hemmung oder Entfernung der CD4- und CD8-Zellen
und auch eine Anderung der aktiven Cytokine walgiseh
lich den Abbau der dystrophischen Muskeln verlangsa
men. Es gibt bvereits eine Reihe von zugelassemtn
ziindungshemmenden Medikamenten. Wenn man nach-
weisen kdnnte, dal3 sie die Duchenne-Dystrophidiposi
beeinflussen, konnten sie schnell fur die zusdteliBe-
handlung der Muskeldystrophie zugelassen werden.

Mit drei dieser Medikamente wird jetzt in [Bpencers
Laboratorium gearbeitet, um festzustellen, ob sie Elil-
fe fur Duchenne-Patienten wéaren. Sie werden bdreits
klinischen Studien gegen andere Krankheiten geteste
CTLA-4lggegen rheumatische Arthriti§alectin-1leben-
falls gegen Arthitis und es verbessert auch diekdius-
generation, unénti-asialo GM1ein Antikdrper gegen die
Parkinson-Krankheit, um nur einige der Krankheitan
nennen, die beeinflut werden kénnten.

Weitere vier bekannte Medikamente werden falge
Raptiva®, bereits gegen Psoriasis zugelas3ésabri®,
zugelassen gegen Multiple Sclerosis und Crohn-Kraitk
Remicad® undEnbrel®, die beide gegen rheumatische
Arthritis und andere Krankheiten zugelasen sind.

Studien zur Langzeitbehandlung werden ndfiig, 8m
festzustellen, ob diese Medikamente zu TherapieDi

chenne-Muskeldystrophie entwickelt werden kdénnen.

Biglykan: Zum Abschluf3 der Konferenz berichtétestin
Fallon von der Brown University in Providence RI tGber
eine unerwartete Entdeckung, die zu einer Therdgrie
Duchenne-Dystrophie fiihren kénnte. In seinem Laioera
rium wird seit acht Jahren Uber das Proigiykan gear-
beitet. Das bisher ziemlich unbekannte Proteininelidt

die beiden Enden der Proteine Alpha- und GammaeSark
glykan an der AulRenseite der Skelettmuskelmembranen
miteinander. In Experimenten mit Mausen, deren fBen
BGN inaktiviert war, wurde gefunden, daf nur no@niv
ge Proteine des Dystrophin-Komplexes vorhandenmware
Eine Behandlung dieser Mause mit lokalen und syistem
schen Injektionen von BGN fiihrte zum Wiederersobein
von Beta-Syntrophin. Dies ist ein Zeichen dafuif} dar
Dystrophin-Komplex wieder vollstandig war. Biglykan
scheint besonders wichtig fiir junge Mause zu sailan-

ge die Muskeln kein Dystrophin brauchen, sondetn mi
Utrophin auskommen.

Mit ganz neuen Arbeiten konnte gezeigt werdiaf
eine Behandlung von mdx-M&ausen mit Biglykan die pa-
thologischen Symptome positiv beeinflu3t. Da BGN in
geringer Menge normal in Mausen vorkommt, gab es
keine immunologischen Abwehrreaktionen und aucmbei
Menschen wirde man sie nicht erwarten. Die Alpmal u
Gamma-Sarkoglykane kommen nur in Skelett- und Herz-
muskeln vor. Und da BGN diese beiden Proteine werbi
det, kénnte es vor allem in diesen beiden Muskehyp
aktiv sein und nur wenige Nebeneffekte verursachen.

Die Tierexperimente werden fortgesetzt, umBhe
handlungsbedingungen zu optimieren. Klinische Piase
Studien kénnten dann in etwa zwei Jahren beginrien m
diesem unerwarteten potentiellen neuen Duchennd-Med
kamentBiglykan

Warum ist die mdx-Maus nicht wirklich krank?

GAMT: Diese Frage wurde vdsrian Tseng und seiner
Arbeitsgruppe an der Universitat von Colorado imizsr
gestellt. Die mdx-Maus hat kein Dystrophin wegeamesi
vorzeitigen Stopp-Codons im Exon 23 ihres Dystrophi
Gens, doch sie hat keine der behindernden Krarddyeit-
ptome der menschlichen Duchenne-Dystrophie, sie ist
bemerkenswert gesund. Sie lauft zum Beispiel filbgvi
etwa funf bis sechs Kilometer pro Nacht in eineroftad.
Sie lebt etwa zwei Jahre lang. Wenn man sie nebenei
ander sieht, kann man eine mdx-Maus von einer nerma
Maus nicht unterscheiden. Die mdx-Maus hat abegein
auferlich wenig auffallige Duchenne-Symptome wiz z.
hohe CK-Werte, zentral angeordnete Zellkerne, etwas
erhohte Fibrose und ein ziemlich schwer betroffenes
Zwerchfell, das aber keine Atmungsprobleme verinsac
Kdnnte die mdx-Maus uns zeigen, welche Behand-
lungsstratgie fir eine mildere Form der Muskeldysiie
ohne Dystrophin man entwickeln sollte? Dr. Tselawibot,
daf3 esnodifizierende Gengibt, die bei der Maus hoch-
reguliert, in Duchenne-Jungen aber herunterredudied.
Hochregulierung von Utrophin, Satellitenzellen uader-
tierte Zellen, sowie Herunterregulierung von Mytista
sind Effekte der modifizierenden Gene, die paradsiohl
in mdx-M&usen als auch in Duchenne-Patienten &ktivi
sind. Dr. Tseng interessiert sich aber viel mehdfé
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Gene, die gegensatzlich aktiviert oder deaktisartl. Da
es wahrscheinlich andere modifizierende Gene dibtfir
die verschiedenartigen Symptome verantwortlich,dired
stimmte Dr. Tseng und seine Kollegen mit einer an#o
tischen Suchtechnik die mRNA-Konzentration von 80.0
Genen in den Skelettmuskeln von mdx-M&ausen und nor-
malen Mausen.

Sie fanden 45 hochregulierte Gene, die jedo&u-
chenne-Jungen herunterreguliert sind. Zwei vonrihne
waren besoinders interessant: die Gene fir dierBazy
Arginin:Glycin-AmidotransferasédGAT, und firGua-
nidinoacetat-Methyltransferas&AMT, die fir die Bio-
synthese von Kreatin notwendig sind, einer niedégke
laren Verbindung, die eine wichtige Rolle fiir diergor-
gung der Muskelzellen mit chemischer Energie splielt
der mdx-Maus sind beide Enzyme hochreguliert, dbsha
kann die mdx-Maus Kreatin in ihren Muskeln bild&m.
Tseng glaubt, dal das Fehlen von Dystrophin in Du-
chenne-Jungen und in mdx-Mausen Probleme mit einem
anderen Protein verursacht, ndmlich mit dématin-
Transporterin den Muskelzellmembranen und dal’ deshalb
oral gegebenes Kreatin so wenig wirksam ist. Bt Sie
aus, als wenn das Hochregulieren von AGAT und GAMT
in mdx-M&ausen, das Herunterregulieren diser bekfien
zyme in Duchenne-Jungen, sowie die falsche Anorgnun



des Kreatin-Transporter-Proteins sowohl in mdx-M#us
als auch in Duchenne-Patienten alles zweitrangigesk-
quenzen des Fehlens von Dystrophin in sind.

Deshalb wurde eine mdx-Maus erzeugt, deren GAM
Gen deaktiviert ist. DiesBoppelnull-Mauskann nicht
normal laufen, sie stirbt friih und ihre Muskelstulgieht
ahnlich aus wie die in Biopsien von Duchenne-Jungen

Wegen dieser Unterschiede haben Duchenne-dunge
nur 20% der normalen Menge an Kreatin in ihren Mus-
keln, wahrend es bei den mdx-M&ausen 80-90% sinek Di

kann einer der Grinde sein fur die sehr viel erastdys-

trophischen Symptome der Jungen verglichen mitmene
der mdx-Maus. Weitere Untersuchungen dieser und an-
derer Unterschiede kdnnten erklaren, warum die mdx-
Maus nicht wirklich krank ist, und dies wiirde danel-
leicht zu einer neuen Behandlungsmdglichkeit fir Du
chenne-Muskeldystrophie flihren. Vielleicht kdnntarm

im Rahmen vorProject Catalystersuchen, Substanzen zu
finden, die die "guten" modifizierenden Gene hoghre
lieren kdnnen. Dies wére ein lohnenswertes Ziel dign
Dystrophie der Duchenne-Jungen abzumildern.

Wenn es noch keine Heilung gibt, warum missen wirahn die Mutation genau kennen?

Kevin Flanigan von der Universiat von Utah in Salt Lake
City beantwortete diese Frage: Die exakte Mutatioes
Jungen, der Duchenne-Dystrophie zu haben scheiitt s
bekannt sein, um zu beweisen, daf} er wirklich Dnnbe
Dystrophie hat und nicht eine der anderen Muskalkra
heiten, wie z.B. eine der vielen Gliedergurtel-Dgphien,
die dhnliche Symnptome wie Duchenne haben kdnnen.
Obgleich man durch die Mutation nicht in allen Eélkine
Duchenne- von einer Becker-Dystrophie unterscheiden
kann, ist eine Duchenne-Muskeldystrophie immer sehr
wahrscheinlicher, wenn das Leseraster verschoben is
Deshalb kann in den meisten Fallen eine Muskelli@ops
vermieden werden. AulRerdem erlaubt die Kenntnigyder
nauen Mutation eine zuverlassige genetische Begadan
Familie des kranken Jungen und seinen uber dieeiutt
verwandten weiteren Familien, in denen DuchennexUbe
tragerinnen gefunden werden kénnen. Schliellliciderer
die zuklnftigen Therapien, wie das Exon-Skippingrod
das Durchlesen durch Stopp-Codons, es erfordefndida
spezifische Mutation im Dystrophin-Gen des Patiente
bekannt ist.

Um Deletionen und Duplikationen zu finden @hau
zu charakterisieren, verwendet man jetzt meisténs d
MLPA Methode, die auf Englisamultiplex ligation-
dependent probe amplificatidreil3t und vor einigen Jah-
ren von Dr.Jan Schoutemon der FirmaVRC-Holland in
Amsterdam entwickelt wurde. Eine sehr kurze Besehre
bung dieser Methode wére: Fir jede Analyse werd@én 1
(2 x 79) Oligodeoxynukleotide mit speziell konseuen
Basensequenzen verwendet, die komplementar zuSavei
quenzen in jedem der 79 Dystrophin-Exons sind. \Wenn
Exon vorhanden ist, binden sich die beiden flrefidsxon
bestimmten Oligonukleotide an die beiden Stelles de
Exons mit der Komplementarsequenz und werden danacki
miteinander chemisch verbunden. Die verbundenenaNuk
otide dienen dann als "Template" fir eine PCR-Ampli
fizierung, mit der geringe Mengen genetischen Maler
stark vervielfacht werden kann. Die verschiedegydéam
Produkte dieser Reaktion kann man dann nach elieler e
trophoretischen Trennung als "Peaks" auf einem Com-
puterausdruck sehen. Wenn ein bestimmtes Exon nicht
vorhanden ist, weil es deletiert ist, kdnnen dielbe
Nukleotide fiir dieses Exon sich nicht an seine Sagen
anlagern und auch nicht miteinadner verbunden werde
Der entsprechende "Peak" fehlt dann in dem Ausdruck

Mit dieser Technik findet man die DeletionerdDu-
plikationen aller 79 Exons des Dystrophin-Gens iz D
chenne-Patienten, nicht jedoch Punktmutationen. Wit

es sich um eine quantitative Methode handelt, kdrangeh

15

Deletionen und Duplikationen in einem der beides-Dy
trophin-Gene einer Duchenne-Ubertragerin zuvedalli
gefunden werden, selbst wenn die Deletion oderibupl
kation des mit ihr verwandten Patienten nicht bekast.
Dies ist einer der wichtigsten Griinde fur die weibrei-
tete Anwendung dieser Methode.

Doch falsch-positive Ergebnisse kdnnen vork@mm
die eine Deletion eines einzigen Exons anzeigennvsée
tatséchlich nicht vorhanden ist. Dies kann gesamehe
wenn in der Sequenz, an die die MLPA-Reagenzien bin
den, ein Polymorphismus aufgetreten ist. Ein Polymo
phismus ist eine Anderung eines einzigen Basenpaare
der DNA, die aber keine Krankheit verursacht. Faiés
MLPA-Methode die Deletion eines einzigen Exons an-
zeigt, muf3 dieses Ergebnis mit einer anderen Method
Uberpruft werden.

Wenn mit der MLPA-Methode keine Mutation gefun
den wird, hat der Patient wahrscheinlich eine Puika-
tion. Mit derSCAIRTechnik, englisclsingle condition
amplifiation/internal primer sequencingdije in Dr. Flani-
gans Laboratorium entwickelt wurde, ist es moglalte
Punktmutationen zuverlassig zu finden und im eimzel
zu charakterisieren, sowie auch alle vorzeitigepft
Codons, kleine Deletionen und Einfligungen, und auch
Mutationen in den Sequenzen der Splei3stellendidier
Zweistufen-Methode kann die vollstandige Basensezrjue
aller Exons des Dystrophin-Gens bestimmt werden als
auch aller Intron-Exon-Grenzregionen mit den Spleif3
signalen und auch aller Promotoren. Alle dieseegeitien
Genregionen werden zuerst mit einer einzigen Palgsee
Kettenreaktion, engliscRCR amplifiziert, und dann se-
guenziert mit einer der standardisierten automiagisc
Gen-Sequenzierungsmethoden, um Punkt- und andere
Mutationen zu finden. .

Die Erfahrung mit diesen beiden Methoden, MLl
SCAIP, hat gezeigt, daf? 93-95% aller MutationeBlirt-
proben entdeckt werden kdénnen. Die restlichen 5«@#6
nen mit ihnen jedoch nicht gefunden werden. Wenn de
Patient eindeutige Duchenne- oder Becker-Symptaate h
aber keine Mutation in seiner Blutprobe gefunderdwi
dann wird eine Muskelbiopsie notwendig, so dal¥n d
Muskelfaserrn bestimmt werden kann, ob das Dystmeph
Protein vorhanden ist oder nicht. Dies geschieliemer
der beiden Protein-Nachweismethodéfestern-Blobder
ImmunfluoreszenDer Western-Blot hat den Vorteil, da
sich damit die Menge und die GréRRe des Dystrophin-P
teins bestimmen laf3t, doch die Immunfluoreszend wir
meistens angewendet, weil man damit das Dystraoguhin
den Réndern der Zellen als leuchtende Linien dsekien



kann oder bei Duchenne eben auch nicht.. Aus dest Mu
kelgewebe einer Biopsie kann man auch die mRNA iso-
lieren und darin die sehr seltenen Mutationen ifiei-
ren, die den Einbau von Teilen eines Exons in elitgf
gespleilite mRNA des Dystrophins verursachen.

Weil die genauen Daten der Dystrophin-Mutagion
von Duchenne- und Becker-Patienten und ihre exakten
klinischen Symptome nicht nur fur die Patientersel
wichtig sind, sondern mehr und mehr auch fir dezah
peutische Forschung und die klinischen Studienderein
Dr. Flanigans Laboratorium diese Daten gesammelt fi
eine allgemeine diagnostische Datenbank in Zusammen
arbeit mit den klinischen Zentren von sechs andei@n
versitaten in den Vereinigten Staaten. Doch aucleian

klinische Zentren und einzelne Spezialisten flroews-
kulare Erkrankungen in anderen Teilen der Veregmgt
Staaten und selbst in anderen Landern sind eingelad
ihre Patientendaten an das Zentrum in Salt Lake Tit
schicken. Mehr und mehr klinische Studien werden in
Zukunft durchgefiihrt werden, die Teilnehmer mit be-
stimmten Mutationen und klinischen Symptomen brau-
chen. Ausgehend von den Informationen in dieseeiDat
bank kann das Zentrum in Utah dann die Beteiliguomg
bestimmten Patienten an diesen Studien vorschlagen.
formationen uber die Aufnahme von Partienten daten
diese Bank, uber Testmoglichkeiten und Preise stehe
Internet unter www.genome.utah.edu/dmd.

Ein Interview mit Stephen D. Wilton

Professor Wilton ist Leiter der Abteilung fur exeentel-
le Molekularmedizin im Zentrum fur neuromuskularelu
neurologische Krankheiten der Universitat von West-
Australien in Nedlands bei Perth. Am 16 Juli 208&ch
der Konferenz in Cincinnati, beantwort&gve Wilton
meine Fragen, kursiv gedruckt, iber Exon-Skippimg]
den jetzigen Stand der Forschung nach einer Du@henn
Therapie. Der vollstandige Name der potentiellenrizx
Skipping-MedikamenteAntisense-Oligoribonukleotigést
im Interview meistens zu AON oder Oligo abgekiirzt.

Klinische Studien mit Exon-Skipping beginnenWirden
Sie bitte damit beginnen, den Familien mit Duchenne
Jungen zur erklaren, was die sehr positiven Ergstander
Exon-Skipping-Forschung fir sie bedeuten, die sbyee
ifelt auf eine Heilung dieser schlimmen Krankheirten.

Ich wiirde das Wort "Heilung" nicht benutzeand
Exon-Skipping wird nie Duchenne heilen kdnnen. Das
Beste, was wir erwarten kdnnen, ist, daf3 wir diev&are
der Krankheit reduzieren kdnnen, und in mancheleRal
kénnen wir sie vielleicht sogar sehr stark redweier

Ich wiirde lieber vorsichtig optimistisch sagdali
wenn wir mit dem Exon-Skipping etwas andern kénnen,
es eine bescheidene Anderung sein wird. Und wenn es
besser funktioniert als wir denken, dann wird es3grtig
sein. Es ist sehr wichtig, mit den Ertwartungerr seh
rickhaltend zu sein.

Ich diskutiere Exon-Skipping ziemlich oft den EI-
tern. Ich erklare ihnen, so gut ich es kann, fiilgeram-
mer hinzu, dal3 es nur in Tieren getestet wurdedafdlim
Augenblick niemand sagen kann, ob es auch in Jungen
genausogut gehen wird. Dann erklare ich, dal3 betdit
nische Studien mit Duchenne-Jungen durchgefihrt wer
den, die zeigen werden, ob Exon-Skipping in Kindienk-
tioniert oder nicht.

Das ist der Grund, weshalb ich bei diesemfénefe-
sagt habe, dal3 unser Labor jedes Exon des Dystrophi
Gens aul3er Exon 1 und Exon 79 skippen kann. AlEnEx
von 2 bis 78 kénnen wir skippen. Viele Exons kdénnen
leicht eliminiert werden, aber einige sind stonisdoch
wir werden Wege finden, um auch diese schwierigen
Exons zu skippen.

Unsere klinischen Studien mussen wir langgarm,
Uberlegt und Schritt fir Schritt durchfiihren unstevenn
ein Schritt getan ist, kbnnen wir den nachsten Eswer-
den keine grof3en Sicherheitsprobleme erwartet, wenn
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ein einzelner kleiner Muskel behandelt und danach z
Analyse entfernt wird. Die Risiken werden grol3egnw
Studien mit Ganzkdrperbehandlung begonnen werden, d
viel gréRere Mengen von AONSs verabreicht werden-mus
sen und es deswegen zu unerwarteten Nebenwirkungen
kommen kann.

Aber man weil3 nicht, wie lange das Dystroptach
den zwei bis vier Wochen der ersten lokalen Behargll
erhalten bleibt. Bei der geplanten britischen Stwdird
der ganze Muskel eine bis vier Wochen nach der itha
lung herausgenommen und zuerst mit molekularen ddeth
den getestet, ob Dystrophin vorhanden ist. Died der
grundlegende Beweis daflir sein, ob Exon-Skipping be
Menschen funktionieren wird.

Man sollte aber jetzt nicht verschiedene Duosigen
und verschiedene Zeiten ausprobieren, weil erst @anz-
korperbehandlung, eine systemische Behandlundg3eler
weis sein wird, auf den es ankommt, um zu zeigef, d
Exon-Skipping tatséchlich in menschlichen MuskeinkF
tioniert. Und das wird sehr, sehr schwierig seiail wir
noch nicht wissen, wieviel der AONs wir brauche un
wie oft sie gegeben werden missen.

Beim Exon-Skipping haben wir verschiedene AGNs
verschiedene Patienten mit verschiedenen Mutatianen
bertcksichtigen. Jeder Patient wird anders reagiéts
wird eine sehr, sehr schwierige Forschungsaufgeine s
Doch ich bin vielleicht zu pessimistisch hier.

Die hollandischen Forscher in Leiden versuclegnt,
die Exons 51 und 46 zu skippen und die britischenden
Exon 51 skippen. Danach werden sie diese Studien au
andere Exons ausdehnen. Werden sie jedesmal dje lan
wierigen Genehmigungsverfahren durchmachen missen?

Es werden Genehmigungen nétig sein, weil tischn
gesehen jedes neue Oligo ein neues Medikameitash
wir hoffen, dalR nach den ersten Versuchen mit degex
wahlten Oligos fir die folgenden Oligos die Genehmi
gungsprozedur verkirzt werden kann, denn alle Gligo
verhalten sich ahnlich und durften keine Nebenwiden
verursachen.

Wir, und ich meine das britische MDEX-Konsonti,
arbeiten mit modifizierten Oligos, die eine andenemi-
schen Struktur haben und die Worpholinosnennen.
Substanzen mit &hnlicher Struktur sind bereitsesyisch
Menschen injiziert worden, weil sie potentielle Mimtika
sind. Sie haben sich als sicher erwiesen, weihsikorper
nicht abgebaut werden, sie scheinen absolut statséin.



Umfangreiche Studien sind schon mit ihnen gemadint w
den, und sie wiirden deswegen keine solchen ausgedeh
klinischen Studien brauchen wie z.B. die anderedifino
zierten AONSs, die die hollandischen Forscher vedeen
die als 20-Methylthioat geschutzt sind, die abet jxtzt
zum ersten Mal Menschen verabreicht werden.

Die Kettenstruktur der Morpholinos ist ganzlers als
die der normalen Oligonukleotide, und weil sie aege-
fallen sind, kénnen sie sich nicht irgendwo ins @arein-
bauen. Was wir also tun, ist keine Gentherapiegaon
eine Veranderung der Gen-Expression, der Veranhgitu
der genetischen Information.

Wenn einmal gezeigt ist, dal3 die ersten Mdipbs
sichere Muskeldystrophie-Medikamente sind, danifehof
ich, daR die Leute, die fur die Genehmigungen zuakta
sind, die friiheren Sicherheitsprifungen mit denphor
linos bertcksichten und daR sie dann ihre Vorsemider-
einfachen. Wenn wir fur jedes Oligo umfangreich@&-Pr
fungen durchfihren muR3ten, kdnnen wir jetzt gleiak
horen, und das wirde einfach vollkommen unhaltbar, s
denn dann kénnten wir nicht viele der verschiedeévian
tationen korrigieren, die Duchenne-Muskeldystrogzhis-
I6sen.

Eines der wichtigsten Dinge, an die man dergadite,
ist, daR die Oligos nicht einfache und konventitnile-
dikamente sind, sondern, daf3 wir eine individuatisi Be-
handlung anbieten werden, eine speziell angefertrgile-
kulare Therapie fir einen Jungen mit Duchenne.

Die FirmaAVI Biopharma in Portland, Oregon, ent-
wikkelt Morpholino-Oligos als Mittel gegen Virenied
potentiell bei Hunderttausenden von Menschen angewe
det werden. Fir so etwas, das fur ganze Bevdlkerubg-
stimmt ist, muf3 man umfangreiche Sicherheitstastshd
fuhren, um sicher zu sein, dal3 0,1% der Leute niotibr-
hergesehene Nebenwirkungen bekommen. Im Gegensatz
dazu wirden unsere Duchenne-Oligos nur sehr audgesu
ten Jungen mit Duchenne-Dystrophie gespritzt werden
Falls es also zu einer unerwarteten Reaktion konmso#n
te - und wir hoffen, das wird nicht passieren nrdaird
das nur einen oder zwei Jungen betreffen. Und elsedi
Patienten wahrend der Behandlung streng Gberwaght w
den, wirde jede negative Reaktion schnell erkandtdie
notwendigen Gegenmalinahmen unternommen werden.

Es koénnten naturlich Effekte auftreten, dia den ver-
schiedenen Nukleotidsegenzen der Oligos abhangén. A
dieses Risiko missen wir gefal3t sein. Aber es wsiate
dabei darum handeln, die Risiken gegen die Vortdhilau-
wagen. Selbst wenn es bei der Verwendung dieser Mor
pholinos Nebenwirkungen geben sollte, der Vortieiée
Neusynthese von Dystrophin kdnnte die Risiken agfwi
gen. Die Steroide haben zahlreiche Nebenwirkungjen,
werden aber aktzeptiert, weil es keine bessereriiinag
gibt.

Dominic Wellzeigte bei unserem Treffen hier, daf3,
wenn er Morpholino-AONSs direkt in die Muskeln von
mdx-Mausen injiziert, sehr gutes Exon-Skipping ém d
mMRNA selbst 14 Wochen nach der Behandung bekommt.
Das heifl3t, diese Morpholinos verursachen Exon-Shképp
minderstens 14 Wochen lang. Und das Protein ibtlsta
als die RNA. So ist nach 14 Wochen noch eine Menge
neues Dystrophin da, das auch méglicherweise nach n
26 Wochen vorhanden sein wird, das sind 6 Monate! |
habe nie erwartet, daf3 es so lange da sein wirflirkto-

niert besser als vorhergesehen. Und wenn es eigense
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reaktion bei einem Jungen geben sollte, der mitgkior
linos behandelt wurde, dann gibt es sicher Wegezda
kontrollieren. Dann wird der Junge vielleicht eimeange-
nehme Woche haben, doch er brauchte erst nach &-Mon
ten die nachste Behandlung. Wir miissen aber estisie
finden, ob eine Beahndlung zweimal im Jahr geniigen
wirde. Vergleichen wir dies einmal mit der Chemaodhe
pie und der Strahlenbehandlung bei Krebs. Da gibt e
furchterliche Nebeneffekte, die aber akzeptiertdear

weil es nichts anderes gibt.

Es wird mit zwei Sorten von Antisense-Oligonukleo-
tiden gearbeitet.Die hollandischen Forscher arbeiten mit
ihren Oligos, den 20-Methylphosphothioaten, um gtuer
Exon 51 zu skippen, aber Sie und die Briten wefden
ihre Studien Morpholinos verwenden. Sie werden aber
zusammenarbeiten, nicht wahr?

Die Hollander versuchen, viele verschiedenerExzu
skippen, und die Englander haben die beiden AONe8or
verglichen und gefunden, daf3 die, die wir entwicket
ben, insbesondere die Morpholinos, sehr gut reagjeso
daf sie entschieden, sie fur ihre klinische Stadiger-
wenden, die noch in Planung ist. Auch die Englamneksr
den versuchen, zuerst Exon 51 zu skippen, um dznat
parallele Studie zur hollandischen zu haben. Déshabl
man die Effekte der beiden chemischen Strukturesri
verschiedenen Sequenzen, und die Wirkung der b&den
handlungsarten vergleichen kénnen. Das kbénnte ncé n
machen, wenn man versuchte, ein anderes Exon au ski
pen. Wenn gezeigt wird, daf3 beide AON-Sorten sicher
sind, werden die Arbeiten mit beiden fortgefuhrtr Wof-
fen, daf? beide zu &hnlichen Ergebnissen fiihrenemerd

Niemand weild wirklich, was passieren wird, wei
nes der verchiedenen Oligos fir langere Zeit angdete
wird. Es ist durchaus méglich, dafd fur eine Behangll
verschiedene Oligos kombiniert werden miissen. @ge |
ist eben, dal} Konkurrenz ganz gesund ist, und da3 w
nicht alles auf eine Karte setzen sollten. Wendd&y-
steme gut gehen, mu3 an beiden weitergearbeiteiewer

Und dann, wenn irgendetwas passieren soltte deei
Jahren Behandlung mit Morpholino-Oligos, kénnten wi
auf die 20-Methyls zurlickgreifen. Aber wenn wir htie
als Morpholinos haben, kriegen wir ernste Schwierig
keiten. AuRBerdem gibt es neben den Morpholinosderd
20-Methyls noch andere AON-Sorten, mit anderen ¢hem
schen Strukturen, mit denen wir auch arbeiten.

Wann gab es die ersten Exon-Skipping-Experimente?
Wer hatte eigentlich die erste Idee mit dem Exap-Sk
ping?

Ich denke, es wurde an mehreren verschiedeneristell
gleichzeitig entwickelt. Ich hatte Gber gerettsiag.rever-
tierte, Fasern mit Dystrophin gearbeitet, die spontabDun
chenne-Muskeln auftreten, und ich wollte heraugfind
nach welchem Mechanismus das ablief. Fir mich war e
klar, daf3 es irgendein Exon-Skipping-Mechnismus war
Das war ungefahr 1994, und wir fanden Gentranskript
funktionierende mRNA fur verkirztes Dystrophin. Und
dann, auf einem Treffen in Lake Tahoe, horteRgiszard
Kole von der Universitat von North Carolina Uber die
Unterdrickung des normalen Splei3ens im R-Globin-Ge
als Therapie fur Thalassamie sprechen. Soviel iR w
war er der Erste, der die Aktivitat eines Gens dumodi-
fiziertes SpleiRen veréanderte. Danach diskutieRgsrard



und ich ziemlich lange miteinander, und dann gabiesn
dieser bertihmten Augenblicke, in dem einem eine Ide
fast wortlich wie ein Ziegelstein trifft! Es war dio so
offensichtlich, daR das der richtige Weg war. Weran
AONSs verwenden konnte, um unnormales SpleiRen zu
unterdriicken, warum lieRRe sich nicht das gleicluege
normales SpleiRen tun? Ein paar Wochen nach meiner
Ruckkehr nach Perth erhielt ich einige Oligos vgisR
zard. Wir hatten damals einige Kulturen mit Mus&eérn
laufen, die nicht sehr gut waren, wir machten afusr-
dem einige Experimente und hatten Exon-Skipping im
allerersten Experiment mit einem von Ryszards Gligo

Wann wird es eine Exon-Skipping-Therapie geben?
Das Dystrophin-Gen wurde vor 20 Jahren gefunden und
alle dachten, dalR im nachsten Jahr eine Heilungela
wirde. Was kann man jetzt den Eltern sagen, di&ener
daR die Zeit fur ihre Jungen davonlauft? Vor zvairén
sagte mirGertjan van Ommemnon der Universitat in Lei-
den, dal} es etwa 10 Jahre dauern wird, bis ExoppBkg
fur die Jungen fertig sein wird. Zwei Jahre davordsrer-
gangen, also acht sind noch ubrig. Ich habe unsarmai-
lien gefragt, ob sie das Uberhaupt wissen wollew ire
Antwort war: "Ja, wir wolllen es wissen und wir s&hen,
daR diese Schatzung nicht bedeutet, daf es gendarim
nuar 2014 fir unseren Sohn etwas geben wird". ¥ties
heute, wie lange, denken Sie, wird es noch dauern?

Ja, ich weil3, das ist eine schlimme Sachekdchme
jetzt zum sechsten Mal zu den Parent-Project-Tmeffei-
der treffe ich jedes Jahr immer wieder neue Laurd,
jedes Jahr sind manche anderen nicht mehr da. @inch
haben langsam und sorgfaltig weiterzuarbeiten wméed
immer nur einen Schritt nach dem anderen machen, um
Fehler zu vermeiden, die die Wartezeit nur noctéwer
gern wirden.

Aber ich bin optimistisch, daf3, wenn die erskni-
schen Versuche sorgfaltig und sicher durchgefiibrten,
wir sehr schnell neue Versuche in Angriff nehmenren.
Und die neuen Versuche werden neue Ziele haben, um
andere Exons zu skippen, andere Mutationen zuieepar
ren. Deshalb werden wir nicht Jahre brauchen, usezu
hen was passiert ist und um die Ergebnisse zu sirady.
Wenn wir ein positives Ergebnis in einem Versuckdne-
men, werden wir den nachsten immer so schnell wig-m
lich beginnen.

Und ein Weg, unsere Arbeit zu beschleunigeirew
dald wir statt ein einziges Exon zu skippen gleighider
noch mehr gleichzeitig angehen, das heifdt, einiMult
Exon-Skipping machen. Warum sollte man nicht eiir Ol
go-Cocktail verwenden, um mehrere Exons auf eirmaal
skippen? Wir haben das sogar in Zellkultur schanayght
mit einer Mischung von Oligos zur gleichzeitigentfen
nung der Exons 50, 51, 52 und 53, und das ging gahz
Und mit einer anderen Mischung zielten wir auf Biens
6, 7 und 8. Das sind die, die man beim dystropleisch
Hund skippen muRte. Das kdnnten wir dann am Husd au
probieren, bevor wir damit Kinder behandeln. Viede-
schiedene Mutationen kénnnten mit einem dieser @dsk
therapiert werden. Und ein Vorteil dieser Cocktaitzre
es auch, dald man die Sicherheitstest fir drei meéér
Oligos auf einmal durchfiihren kénnte. Und wir kdamt
auch verschiedene Oligo-Typen kombinieren. Das wiird
die Forschungen deutlich beschleunigen.

So wie es heute aussieht, dirfte Gertjanst3chg
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ziemlich realistisch sein, vielleicht wird die Wezeit auch
kirzer sein, finf bis sechs Jahre von jetzt anwbislie
ersten Jungen mit guten Ergebnissen behandeln kénne
Wenn ich mit den Familien spreche, hére ich sie oft
sagen: "Warum hat Duchenne uns getroffen? Wasist d
Grund dafur?" "Der Grund sind die Mutationen, urid s
geschehen zuféllig, sie kdnnen nicht vorhergesagt w
den", antworte ich. Die Mutationen sind nur die Wer
zeuge der Evolution. Wenn es keine Mutationen gabe,
waren wir nicht hier, es gabe kein richtiges Lelaer der
Erde, vielleicht gerade mal Schleim. Aber die Etiofu
hat auch Wissenschaftler hervorgebracht - wie Sidie
versuchen, das in Ordnung zu bringen, das Genparre
rieren und das Problemn mit einer guten Therapiézen
Das ist interessant, es so zu sehen. Abet ashr,
ohne Evolution héatten wir uns nicht entwickelt. kis ist
wichtig, daf3 jeder verschieden ist und wahrschehirdiuch
etwas verschiedene Dystrophin-Gene hat. Bei manichen
es einen Austausch einzelner Basenpaare in dersEyen
geben, die Aminosauren geandert haben, die meistens
nicht wichtig sind, manchmal aber doch. Jedes Dystr
phin-Gen ist also ziemlich einmalig. Aber die gésate
Variation betrifft auch andere Gene, auch solched®
Aktivitdt von wieder anderen Genen kontrollierer ua-
gulieren. Wir sind ein kompliziertes genetischeke®a
und das ist wahrscheinlich der Grund fir die veiesibér
nen klinischen Symptome, die wir bei Duchenne-Pédie
sehen.

Wer stellt die Oligos her?Wer fabriziert eigentlich die
Oligos? Sie werden sicher automatisch gemacht.

Die 20-Methyl-Oligos, die wir brauchten, hable mit
einer Maschine in unserem Laboratorium selbst gbtmac
Ich driickte auf die Knépfe und gab AON-Sequenzen ei
fullte die Reagenzien ein und nach, und habe gethaf-
lose Nachte gehabt, wenn ich die Synthese tiberwache
mufite. Die Chemikalien waren sehr teuer, und icisda
es, sie zu vergeuden, so liel3 ich die Syntheserimgsch
rund um die Uhr laufen. Jetzt gibt es aber vietenEn, die
Oligos herstellen, aber ich wollte zuerst liebem danzen
Prozel3 kontrollieren knnen. Nachdem wir unsere 20-
Methyls in Zellkulturen optimiert hatten, kontaktien wir
AVI Biopharma in Oregon, die Firma, die jetzt ureser
Morpholinos sogar in klinischer Reinheit fur diergeche
an Menschen herstellt.

Werden diese Oligos teuer sein, wenn allesairir
unsere Kinder fertig ist?

Sie werden teuer sein aber nicht so teuedigid¢ier-
stellung der Viren fir die Genersatz-Therapie. ES&ip-
ping wird viele Male billiger sein. Die Kosten fire Her-
stellung der Oligos sind aber trotzdem hoch, uncweir-
den eine Menge Morpholinos mit verschiedenen Sequen
zen brauchen. Aber wir kdnnen auch Oligos entwitkel
die in kleinen Mengen sehr wirksam sind, die man in
geringer Dosis geben kann und die trotzdem thetegoéu
wirken. Diese Medikamente miissen nicht so teuer sei

Frihe praklinische Diagnosen werden wichtig sein.
Falls Exon-Skipping oder eine andere Technik fankti
niert, solte sie nicht friih eingesetzt werden, beN®
Muskeln verschwinden?

Die frihe Diagnose wird wichtig werden. Walisio-
lich kann man dann, wenn Exon-Skipping funktioniert



sicher ist, nach einer frilhen Diagnose mit der Bdhang
beginnen, bevor Symptome tberhaupt auftreten. mias w
de einen groRRen Vorteil haben. Deswegen denkelah,
ein Neugeborenenscreening auf Muskeldystrophiealiber
zur Verfligung stehen sollte.

Dann gibt es also eine Botschaft der HoffnungZzum
Abschlul3 dieses Interviews geben Sie bitte demEiae
Botschaft der Hoffnung nach einer solchen wichtigen
Konferenz wie diese hier in Cincinnati.

Zuerst bekommen Sie eine Uberraschung: Der For
schritt mit den Morpholinos im letzten Jahr wartaus-
lich. Wir hatten Ergebnisse, die unsere Erwartungei
Ubertrafen. Wir sind optimistisch, daf3 sie weitjtesser
wirksam sein werden, als wir es voraussehen kon@ien
Beginn unserer Arbeit sahen wir, dafl} die Morphdaliimo
Zellkulturen sehr schlecht funktionierten. Und als dann
mit Mausen in-vivo-Injektionen anfingen, wandtem afle
ausgefallenen Tricks an, um die Morpholinos inMigs-
keln zu kriegen.

Das ging im Prinzip. Aber dann versuchteneiire Art
negative Kontrolle zu machen, indem wir die Morphos
einfach in physiologischer Salzlésung, 0,9% Kochsak
jizierten. Und das ging ganz toll, es funktioniam# hoher
Wirksamkeit! Und dann hangten die Leute von AVI Bio
pharma noch kleine Peptidgruppen, also Aminoséaanen,
die Morpholinos, um die Wirksamkeit weiter zu erbiih
Und das funktioniert unwahrscheinlich gut in Mausen
Jetzt missen wir das an Kindern ausprobieren. Die A

Leute reagieren schnell entwickeln neue chemische
Varianten, modifizieren einiges, und es ist einfach
wunderbar, mit ihnen zu arbeiten.

Aber um abzuschliel3en, mdchte ich sagenddees
Parent-Project-Treffen sehr positiv war. Es gilrtjso
viele verschiedene Forschungswege fiir Muskleldystro
phie. Es laufen gute klinische Versuche zum Gemtzrs
zum Stoppcode-Durchlesen, es gibt zwei Studien mit
Exon-Skipping, da ist die Arbeit mit Myostatin, gele
verschiedene Dinge passieren, und die Steroideeneénd
Detail untersucht. Da ist so viel Grund fur einerge
Hoffnung!

Aber es geht nie schnell genug. Ich wiinschitehat-
ten eine Therapie schon gestern gehabt. Wenn Vdrdta
was andern kdnnen, dann wird es mit Exon-Skipp#ig. s
Das wird den Kindern Zeit geben, bis etwas Bessands
langer Dauerndes kommt. Expon Skipping ist keirre pe
fekte Behandlung. Aber es ist das Beste, was @t fan
kénnen, mit einer Menge von Oligos und ohne eirk vo
stéandig neue Technologie entwickeln zu missen..

Haben Sie sehr herzlichen Dank, sicher auchlamen
der Duchenne-Jungen, ihrer Eltern und Verwandtereri
Arzte und aller, die sie betreuen, und vielleickgar ein-
fluBreicher Leute, die Dinge andern kénnen, so &3
und Ihre Kollegen die finanzielle Unterstitzung doaknen
und die Gelegenheit, unser aller Ziel bald zu exnen,
eine Therapie fir Duchenne-Msukeldstrophie.

Abschliel3ende Worte von Pat Furlong

Meine beiden Séhne Christopher und Patrick wurden v
22 Jahren, 1984, diagnostiziert. Damals gab esKdoff-
nung und keine Hilfe. Das Dystrophin-Gen war uninekta
Aber 1986 schien sich die Welt zu &ndern. Das @ystr
phin-Gen wurde identifiziert und mit groem Aufwand
publiziert und eine Behandlung schien nahe zu Zeém-
lich bald nach der Entdeckung des Gens wurde s ki
dal3 der Weg dahin nicht so einfach war, wie wiraalnst
glaubten. Wir muf3ten einiges lernen. Doch in déztde
funf Jahren hat sich das Gebiet der Duchenne-Mdgkel
trophie dramatisch geéandert, und wir, die Eltera,Féami-
lien, waren ganz aktiv firr diese Anderung verantiiadr.
Die Forschung ist jetzt voller Mdglichkeiten, umdden

kommenden Jahren werden wir eine Reihe von vielver-
sprechenden klinischen Studien sehen, die hofténtlir
Entwicklung von Behandlngen fihren werden. Duchenne
Dystrophie wird aus der Liste der todlichen Kraritére
gestrichen werden, und ich denke, daf sie einenidutoe
Krankheit werden wird, die eine ausgewogene medizin
sche Betreuung brauchen wird. Wir werden damitgert
werden, und die kommenden Behandlungen werden die
Muskelfunktionen schiitzen und erhalten. Der Fortdch
auf unserem Gebiet wird ein Vorbild werden fir aede
seltene Krankheiten, und unsere Séhne werden weiter
leben, wachsen und ihre Traume erflllen kdnnen.

Diesen Bericht habe ich in Cadaqués in Spanienuiguat und September 2006 zuerst auf Englisch gebemr und dann ins
Deutsche Ubersetzt. Es gibt auch eine spanischesétizang von Ricardo Rojas in Mexiko. Diese dreisi@en und alle mei-
ne friheren Berichte und Interviews stehen im m#euntewww.duchenne-forschung.dBiejenigen, die meine zukinftigen
Berichte sofort, nachdem sie fertig, sind per elddialten mdchten, schicken mir bitte ihre e-Madresse.

Dr. rer. nat. Ginter Scheuerbrandt, Im TalgrunB-Z9874 Breitnau. E-maigscheuerbrandt@t-online.de

19



Exon Skipping, ein Beispiel

Hier werden die molekularen Einzelheiten fiir dagtdpringen des Exons 46 erklart, mit dem die Du;
chenne-Mutation der Exon-45-Deletion in eine BedWetation geandert wird.

Dargestellt ist zun&chst ein Teil der Baseneag der Exons 45 und 46 und des Endes von Exon 1
und des Anfangs von Exon 47 der mRNA des Dystro@ens. Beim Exon 45 wurden 50 Tripletts aus

gelassen und 30 beim Exon 46. Unter jedem Tripl&aton) steht die Abklrzung des Namens der Anpi

nosaure entsprechend dem genetischen Code. Dietfgigtehen in Wirklichkeit ohne Zwischenraum

hintereinander, die Bindestriche zeigen hier nr ldsseraster an, die senkrechten Striche die Gnenz¢

der Exons. An die unterstrichene, 19 Basen lange&e im Exon 46 lagert sich in der pre-mRNA da|
Exon-Uberspringende ,therapeutische* Oligonukleatid Die drei Basen des versteckten Stoppsigna
sind ebenfalls unterstrichen. Das Exon 45 endét dac zweiten Base des letzten Tripletts, das ddieh
erste Base des Exons 460G komplettiert wird { AAG AG | G CUA-).

Ende Exon 44 | Anfang Exon 45 Ende Exon 45 | Anfang Exon 46
- UGG UAU- CUU- AAG | GAA- CUC- CAG GAU- - - AGA- AAA- AAG AG | G CUA- GAA- GAA-
trp tyr leulys | glu leu gln asp arg lys lys arg| leu glu glu
versteckter Stoppcode Antisense-Oligoribonukleotid
GUC- GUU- GAU- UUU- UUU- UUC- G Ende Exon 46 |
- - AAU- GAA- UUU- - - AAA- GAG- CAG CAA- CUA- AAA- GAA- AAG CUU- GAG CAA- GUC- AAG |
asn gl u phe lys glu gln gln leu lys glu lys leu glu gln val lys |

| Anfang Exon 47
| UUA- CUG QUG GAA- GAG UUG- - -
| leu leu val glu glu leu

Wenn nur das Exon 45 in der mRNA fehlt, wird dasdraster im Exon 46 um ein Nukleotid nach link
verschoben, am Anfang von Exon 46 wird dann

anstelle von | G CUA- GAA- GAA-C  jetzt | GCU- AGA- AGA- ACA gelesen,
| leu glu glu | ala arg arg thr

mit der Konsequenz, dal3 16 falsche Aminosauremasnystrophin eingebaut werden, bis dann ein
vorzeitiges Stoppsign&lGA erreicht wird, das vorher ,versteckt" war AAU- GAA- UUU-  wird zu

- AAA- UGA- AUU, das verstecktgdGA ist oben unterstrichen). Die Proteinsynthese baohtStopp-
signal vorzeitig ab, das Dystrophin wird nicht fgres entsteiDuchenne-Muskeldystrophidach der
Deletion von Exon 45 folgt also auf Exon 44 sofexbn 46:

Ende Exon 44 | Anfang Exon 46
- UGG UAU- CUU- AAG | GCU- AGA- AGA- ACA- - - AGA- UUU- AAA- UGA- AUU- UGU- UUU- AUG-
trp tyr leu lys | ala arg arg thr arg phe lys STOPP!

Wenn zusatzlich zum fehlenden Exon 45 auch Exoendf@rnt wird, ist das Leseraster nicht gestort, 4
gibt kein vorzeitiges Stopsignal, es fehlen abér Athinosauren aus der Mitte des Dystrophins, das g
noch eingeschrankt funktionsfahig ist, dadurch wiielbdsartige Duchenne-Muskeldystrophie in die
gutartigereBecker-Muskeldystrophierwandelt.

Ende Exon 44 | Anfang Exon 47
- - - UAG- AAA- UGG UAU- CUU- AAG | UUA- CUG GUG GAA- GAG UUG- - -
tyr lys trp tyr leulys | leu leu val glu glu leu
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