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Leading the Duchenne muscular dystrophy community

Connect-Jahrestagung in Philadelphia, 12 - 14 Juli 2007

Gemeinsam werden wir mit Duchenne fertig werden.

Zur Jahrestagung des amerikanischen Parent Project Muscular Dystrophy, PPMD, kamen mehr als 400 Teilnehmer nach Phila-
delphia. Etwa 60 Vortrige iiber die therapeutische Forschung, die medizinische und soziale Betreuung und die legalen Angele-
genheiten standen an den drei Tagen des Treffens auf dem Programm. Ich, Giinter Scheuerbrandt, ein Biochemiker aus
Deutschland, bin von Patricia Furlong, der Présidentin des PPMD, gebeten worden, einen Bericht {iber dieses Treffen fiir
Euch zu schreiben, fiir die Kinder und jungen Ménner mit Duchenne-Muskeldystrophie und fiir Eure Familien, die wissen
mochten, wie weit die Forscher und medizinischen Experten mit ihrer Arbeit auf dem Weg zu einer wirksamen Therapie ge-
kommen sind.

Dieser Bericht ist der dritte iiber Tagungen des PPMD, die beiden ersten Berichte waren iiber Treffen des PPMD im Juli
2006 in Cincinnati und des britischen PPUK, das jetzt ActionDuchenne heifit, im Oktober 2006 in London. Ihr konnt diese frii-
heren Berichte auf Deutsch, Englisch und Spanisch auf meinen Internetseiten www.duchenne-forschung.de sehen und als PDF-
Dateien von dort herunterladen. Dieser deutsche Text, der Mitte Januar 2008 fertig wurde, ist eine z.T. aktualisierte Uberset-
zung des originalen englischen Textes, der die Uberschrift “Working together to end Duchenne* hat. Beide Uberschriften und
auch das Wort ,,Connect* werden am Schluf3 des Berichtes von Patricia Furlong kommentiert.

Am Anfang jeder Zusammenfassung nenne ich die Vortragenden nur mit ihrem Namen ohne ihre Titel. Die meisten sind
Professoren und haben entweder einen wissenschaftlichen (PhD) oder einen medizinischen (MD) Doktortitel oder beide. Und
fast alle sind Leiter von Laboratorien, das bedeutet, sie haben Kollegen und Assistenten und Studenten, die gemeinsam als
Team an den Projekten arbeiten, iiber die ich hier berichte, aber es ist unméoglich, alle ihre Namen zu nennen. Alle Wissen-
schaftler, deren Vortrige Teil dieses Berichtes sind, hatten die Gelegenheit, den Entwurf meines Textes zu korrigieren, falls
das notwendig war, und die meisten haben das getan.

Dieser Bericht enthilt nur die Zusammenfassungen der wissenschaftlichen Vortrige. Er ist aber keine wissenschaftliche
Veroffentlichung mit vielen Literaturhinweisen. Nur einige der fiir Euch wichtigen Publikationen sind erwéhnt. Ich habe ver-
sucht, diesen Bericht so zu schreiben, dal3 Thr verstehen werdet, was in den Laboratorien fiir Euch getan wird. Fiir die unver-
meidlichen Fachworter und speziellen englischen Ausdriicke steht meistens in Klammern eine deutsche Erklarung.

Die korrekte Ubersetzung des hier oft vorkommenden englischen Ausdrucks exon skipping ist Uberspringen von Exons.
Aber die beiden englischen Worte sind kiirzer und werden auch beim Deutschsprechen von den Wissenschaftlern gerne ge-
braucht, so daB ich sie einfach wie zwei verbundene deutsche Substantive benutze: das Exon-Skipping. Und selbst das engli-
sche Verb to skip (iiberspringen) konjugiere ich der Einfachheit halber wie ein deutsches Verb: z.B. skippen und geskippt.

Einleitung.
Richard Finkel vom Children's Hospital in Philadel- Gene Proteine machen, warum Dystrophin so wichtig
phia, Dominic Wells vom Imperial College in London, ist, auf welchen Forschungswegen aktiv gearbeitet wird
und Steve Wilton von der University of Western Austra- und wie Exon-Skipping funktioniert.
lia in Perth erklidrten zu Beginn des Treffens ausfiihrlich
das, was man iiber die Duchenne-Muskeldystrophie Wie machen die Gene Proteine? Gene sind funktio-
weil, und die verschiedenen Forschungsstrategien auf nelle Einheiten des genetischen Materials Desoxyribo-
dem Weg zu einer Therapie. Mein Bericht iiber das nukleinséure, DNA. (Das A ist die Abkiirzung fiir das
Treffen im letzten Jahr in Cincinnati begann mit einer englische Wort acid, Sdure. Im Deutschen wird aber
dhnlichen Einleitung. Ich habe den damaligen Text ge- allgemein die Abkiirzung DNA und fiir die dhnliche Ri-
kiirzt, mit neuen Informationen aktualisiert und hier bonukleinsdure RNA verwendet.) Die Struktur der
wiederholt, um Euch zu helfen zu verstehen, wie die DNA sieht wie eine verdrehte Leiter aus, die Doppelhe-



lix. Jede Stufe dieser Leiter besteht aus jeweils zwei von
vier verschiedenen kleinen Molekiilen, den Basen Ade-
nin, Guanin, Thymin und Cytosin, abgekiirzt A, G, T, C,
die man auch die genetischen Buchstaben nennt.

Aus Raumgriinden konnen die Stufen der DNA nur
zwel verschiedene Basenkombinationen enthalten, die
Basenpaare A-T und G-C. Wenn zum Beispiel ein
Ausschnitt aus der Sequenz (der Reihenfolge) dieser
Basen auf einem Strang der Leiter -GGCTTAATCGT-
ist, muf} die Sequenz auf dem gegeniiberliegenden
Strang -CCGAATTAGCA- sein, so daf} beide Sequen-
zen komplementdr zueinander sind:

—-GGCTTAATCGT—
PETTEEETTT
—CCGAATTAGCA-
Solche Basensequenzen sind die genetischen Informati-
onen fiir die Entwicklung und Funktion eines lebenden
Organismus, sie wird von einer Generation an die
nichste weitergegeben.

Die meisten Gene tragen die Instruktion fiir die Bio-
synthese der Proteine. Im Zellkern wird die genetische
Instruktion der aktiven Gene transkribiert, das heift,
sie wird auf eine andere genetische Substanz kopiert,
auf die pre-messenger-Ribonukleinsiure, auch Trans-
kript oder abgekiirzt pre-mRNA genannt. Die meisten
Gene bestehen aus aktiven oder kodierenden Abschnit-
ten, den Exons, die die Information fiir die Proteine
enthalten, und den oft sehr viel ldngeren Introns, die
nicht nur ,,genetic junk* (genetischer Miill) sind, wie
man frither glaubte, sondern auch Informationen fiir die
Kontrolle der Genaktivitét enthalten.

Nach der Transkription werden die Introns aus der
pre-messenger-RNA entfernt und die Exons zur eigent-
lichen messenger-RNA oder mRNA, zusammengesetzt,
gespleifit, die dann zu den Ribosomen wandert, den
Protein-synthetisierenden Strukturen im Zytoplasma
aufBerhalb des Zellkerns. (Auf Deutsch heiflit die mes-
senger RNA ,,Boten-RNA*, meistens verwenden wir
aber auch dafiir die englische Abkiirzung mRNA.) Die
Ribonukleinsduren, RNAs, benutzen die Base U, Uracil,
anstelle der sehr dhnlichen Base T der DNA. Spleif3-
stellen sind bestimmte Sequenzen innerhalb der Exons
und an den Exon-Intron-Grenzen, die fiir die prézise
Entfernung der der nicht-kodierenden Intronsequenzen
aus der pre-mRNA notwendig sind. Das Spleiflen selbst
wird von den SpleiBosomen, ausgefiihrt, das sind Kom-
plexe aus vielen Proteinen und kurzen RNAs.

In der Sequenz der mRNA bilden drei aufeinander-
folgendene Basen ein Codon (ein genetisches Wort),
das, mit drei Ausnahmen, eine der 20 verschiedenen
Bausteine der Proteine (Eiweikorper), den Aminoséu-
ren, determiniert (bestimmt). Es gibt keine Zwischen-
rdume zwischen den Codons. In den Ribosomen werden
die genetischen Codewdrter abgelesen, in die Sprache
der Proteine iibersetzt, und diese aus vielen, oft Tausen-
den, ihrer Aminosiuren-Bausteine, zu einer langen Ket-
te zusammengesetzt. Die drei erwdhnten Ausnahmen
sind die Codons UAA, UAG und UGA, die Stoppco-
dons sind, an denen die Biosynthese (die biologische
Produktion) eines Proteins aufhort.

Das Dystrophin-Gen und -Protein: Duchenne- und Bek-
ker-Muskeldystrophie werden durch Mutationen, Schédi-

gungen, des Dystrophin-Gens verursacht, das die Infor-
mation fiir die verschiedenen Formen des Proteins Dystro-
phin trigt. Mit einer Sequenz von 2.220.223 Basenpaaren
ist es das bei weitem lidngste der bisher bekannten mensch-
lichen Gene. Nur 11.058 Basen, 0,5%, in den 79 Exons des
Dystrophin-Gens bestimmen die Sequenz der 3.685 Ami-
nosduren des normalen Dystrophin-Proteins in den Mus-
kelzellen. Das Gen hat sieben oder méglicherweise acht
verschiedene Promoter, Basensequenzen, an denen sich
regulierende Proteine anlagern und dadurch das Gen akti-
vieren, indem sie die Weitergabe seiner Information er-
moglichen, um schlieBlich das Dystrophin zu produzieren.
Wegen der vielen Promoter und der Moglichkeit, den
SpleiprozeB anders zu steuern, sog. alternatives Spleifien,
gibt es eine Reihe von anderen Dystrophin-Proteinen, die
alle kiirzer als das normale Dystrophin der Muskeln sind.
Sie kommen in verschiedenen Organen vor, eines davon
auch im Gehirn. Es ist nur 32% so lang als das normale,
und es kann auch durch Mutationen ausgefallen oder ver-
dndert sein. Dies kann der Grund fiir die geistigen Proble-
me mancher Duchenne-Jungen sein.

Wie grof sind das Dystrophin-Gen und sein Protein?
Die Doppelhelix-Struktur des Dystrophin-Gens ist 0,75
mm lang. Zusammen mit den nach letzter Zahlung 20.488
menschlichen Genen pafit sie in einen Zellkern von etwa
0,01 mm Durchmesser hinein, nur weil das genetische Ma-
terial extrem kompakt gefaltet ist. Ein Molekiil des norma-
len Dystrophin-Proteins ist viel kiirzer als sein Gen, es ist
125 Nanometer oder 0,000125 mm lang. Auf einen Zenti-
meter passen 80.000 aneinandergereihte Dystrophin-Pro-
teine. In einem Gramm Muskelgewebe gibt es 114 Milli-
arden Dystrophin-Molekiile. Dies macht deutlich, welche
Aufgabe die Wissenschaftler haben: Um die Krankheit mit
einer genetischen Therapie aufzuhalten und die Muskeln
wieder funktionsfahig zu machen, muf3 das geschidigte
Gen in jeder Muskelzelle ersetzt oder repariert werden,
damit mindestens 30% der normalen Zahl an neuen Dys-
trophin-Molekiilen gebildet wird. Die neuen Molekiile
miissen nicht genau gleiche Struktur wie das normale Dys-
trophin haben, sie konnen kiirzer sein, aber sie miissen
richtig funktionieren. Und das bedeutet, daf3 viele Milliar-
den neue Dystrophin-Molekiile in jedem Gramm Muskel
wiedererscheinen miissen, und ein Kind hat viele Kilo-
gramm Muskelgewebe.

Die Aufgaben des Dystrophins: Dystrophin wird fiir die
mechanische Stabilitdt der Muskelzellen gebraucht. Es be-
findet sich auf der Innenseite der Muskelzellmembranen.
Eines seiner Enden, der C-Terminus, ist durch eine Gruppe
anderer Proteine, durch den Dystrophin-Glykoprotein-
Komplex, in der Zellmembran verankert, und das andere
Ende, der N-Terminus, ist mit den fiir die Kontraktion ver-
antwortlichen Strukturen innerhalb der Muskelzellen ver-
bunden. Der Mittelteil des Dystrophins, die Stabregion,
besteht aus umeinandergedrehte und mehrfach in sich
selbst gefaltete Aminosdureketten. Wenn die Kontraktion
der Muskelzelle das Dystrophin-Protein zwingt, seine
Linge zu veridndern, kann es sich wegen seiner gefalteten
Struktur wie eine Feder oder ein Stofiddmpfer verhalten.
Das Dystrophin iibertrégt dadurch die mechanische Ener-
gie, die von dem Aktin-Myosin-System erzeugt wird, auf
die Muskelzellmembranen und die au3en dariiberliegenden



Strukturen, das Bindegewebe und die Sehnen, in einer
schonenden Art, die die Membranen nicht iiberdehnt.

Dystrophin hat noch mehr Aufgaben: Es organisiert die
komplizierte Struktur des Dystrophin-Glykprotein-Kom-
plexes und die Anordnung vieler anderer Proteine. Es sorgt
auch z.B. fiir die korrekte Kalzium-Konzentration in den
Zellen und reguliert das Muskelwachstum. Viele Einzel-
heiten dieser komplizierten Zusammenarbeit zwischen den
zahlreichen Einzelteilen einer lebenden Zelle sind noch
nicht bekannt.

Duchenne-Jungen haben kein oder nur sehr wenig Dys-
trophin in ihren Muskelfasern. Wenn seine schiitzende und
organisierende Wirkung ausgefallen ist, zerrei3t die Mus-
kelkontraktion die Zellmembranen, so da} zuviel Kalzium
in die Fasern eindringen kann. Das iiberschiissige Kalzium
aktiviert dann Enzyme wie Calpain und andere Proteasen,
die die Muskelproteine zerstdren und zum Absterben der
Zellen fiithren, zur Apoptose. Die Konsequenzen sind wei-
tere Vorginge wie Entziindungen und die Aktivierung der
Fibroblasten, so daf} es zur Fibrose kommt, der Entwick-
lung von Narbengewebe, das die Muskelregeneration ver-
langsamt und die typischen Symptome ilterer Duchenne-
Patienten verursacht.

Jungen mit der langsamer voranschreitenden Becker-
Dystrophie haben weniger als normale Mengen von Dys-
trophin, das auch oft kiirzer ist. Es kann zwar immer noch
seine Aufgaben erfiillen, jedoch nicht so effektiv wie das
normale Protein.

Nicht nur die Skelettmuskeln sind vom Fehlen des Dys-
trophins betroffen, sondern auch die glatten und die Herz-
muskeln. Schidigungen der Herzmuskeln verursachen eine
Kardiomyopathie und die Schwiche der glatten Muskula-
tur hat weitere Konsequenzen, z.B., die Blutgefille geben
weniger leicht nach, wenn der Blutdurchfluff zunimmt,
was zu Atmungs- und anderen Problemen fiihren kann.
Und auch das Verdauungssystem wird betroffen, wenn die
Darmbewegungen schwicher werden. Die Verdanderungen
eines einzigen Gens konnen also den ganzen Korper in
Mitleidenschaft ziehen.

Die Mutationen des Dystrophin-Gens: Es gibt haupt-
sdchlich drei Arten von Mutationen, die die Funktion des
Dystrophin-Gens beeinflussen: Deletionen, wenn ein oder
mehrere ganze Exons des Gens fehlen, Duplikationen,
wenn Teile des Gens wiederholt sind, und Punktmutatio-
nen, wenn einzelne Basenpaare ausgetauscht, entfernt oder
eingefiigt sind. AuBlerdem gibt es noch Inversionen, d.h.,
Richtungsdnderungen der Gensequenz, und Mutationen in
den Introns, die den normalen Spleilproze3 verandern.

Da die Drei-Buchstaben-Codons der mRNA in den Ri-
bosomen eines nach dem anderen ohne Zwischenraum ge-
lesen werden, bleibt das Leseraster erhalten, engl.isch in-
frame, wenn die Mutation ganze Codons aus drei Buch-
staben entfernt oder zugefiigt hat. Das Dystrophin kann
zwar noch produziert werden, aber es ist langer oder kiir-
zer als normal. Wenn diese Anderungen nur unwichtige
Strukturen des Dystrophins betreffen, kann es immer noch
zumindest teilweise seine Aufgaben erfiillen. Dann ent-
steht die gutartige Form der Dystrophie, Becker-Muskel-
dystrophie.

Wenn jedoch die Mutation das Leseraster um ein oder
zwel Basen verschoben hat, bleibt es nicht erhalten, es ist
"out-of-frame". Dann wird eine Reihe von falschen Ami-
nosduren ab der Mutationsstelle in das wachsende Protein
eingebaut bis schlieBllich ein neues, ein vorzeitiges Stopp-
codon erreicht wird. Das unfertige Dystrophin kann seine
normale Funktion nicht erfiillen, es verschwindet, und es
entwickelt sich die Duchenne-Muskeldystrophie.

Verlauf der Duchenne-Muskeldystrophie: Die ersten
klinischen Zeichen treten mit zwei bis drei Jahren auf,
wenn das Kind Schwierigkeiten beim Gehen und vor allem
beim Treppensteigen bekommt. Ohne Fritherkennung wird
auch heute noch die Krankheit erst mit ca. 3 bis 5 Jahren
diagnostiziert (erkannt). Wegen zunehmender Kontrak-
turen, vor allem an den Ful3-, Knie- und Hiiftgelenken, ver-
lieren die Patienten mit 10 bis 12 Jahren ihre Gehfihigkeit.
Fortschreitende Skoliosen (Riickgratverkriimmungen) und
Bewegungseinschriankungen machen sie bald ganz von in-
tensiver Pflege abhéngig. Die Beeintrichtigung der Atem-
und Herzfunktionen fithren dann zu Herz- und Kreislauf-
versagen im frithen Erwachsenenalter. Behandlung mit
Corticosteroiden, Krankengymnastik, orthopidische Ope-
rationen zur Vermeidung von Kontrakturen und Riickgrat-
verkriimmungen, sowie Atemhilfen und andere Betreu-
ungsmafinahmen konnen die Lebensqualitit verbessern
und die Lebenserwartung deutlich erhthen.

Einige dieser medizinischen und sozialen Betreuungs-
mafBnahmen wurden bei diesem und fritheren Parent-Pro-
ject-Treffen diskutiert. Ich hoffe, daf es einmal moglich
sein wird, einen dhnlichen wie diesen wissenschaftlichen
Bericht mit einem Team von Spezialisten zu schreiben,
weil dies fiir alle Duchenne-Jungen wichtig sein wird, vor
allem in den weniger entwickelten Landern, um an den
Entwicklungen der letzten Jahre teilzuhaben, die ihr Lei-
den reduziert und ihr Leben verldngert und lebenswerter
gemacht haben.

Die verschiedenen Wege zu einer Therapie der Duchenne-Muskeldystrophie.

Die Forschung versucht, Therapien fiir Duchenne-Muskel-
dystrophie auf zwei genetischen Wegen zu entwickeln und
mit einer Reihe von verschiedenen pharmakologischen
Methoden.

Auf dem ersten genetischen Weg mit dem Exon-Skip-
ping wird das geschéddigte Gen nicht verdndert. Diese Me-
thode greift nur in die Weitergabe der genetischen Infor-
mation vom Gen zum Protein ein. Das Spleilen der Exons
der pre-mRNA zur mRNA im Zellkern wird ganz gezielt
gedndert, so daf die gestorte, out-of-frame-Information

wieder lesbar, in-frame, gemacht wird. Dadurch wird die
Duchenne- zur Becker-Dystrophie verlangsamt. Eine voll-
kommen neue Behandlungsart mit genetischen Medika-
menten, die fiir verschiedene Patientengruppen speziell
hergestellt werden miissen, kann diese Anderungen der
Informations-Verarbeitung bewirken: Diese Medikamente
heiflen Antisense-Oligoribonukleotide, abgekiirzt AONs.
Der zweite genetische Weg ist der Versuch, neue Dys-
trophin-Gene in die Kerne der Muskelzellen zu iibertragen,
die dann wieder die Produktion von Dystrophin steuern



konnen. Viele Experimente mit Méusen haben gezeigt, daf
dieses Ziel erreicht werden kann, wenn man einen modifi-
zierten, einen gezahmten, Virus, d.h., den Adeno-assozi-
ierten Virus, AAV, als Vektor (als ,,Transportfahrzeug®),
verwendet, um damit die aktiven Teile des Dystrophin-
Gens, seine aneinandergehidngten Exons - die cDNA - in
die Muskelzellen einzubringen. Der AAV-Vektor ist aber
nicht geniigend grof3, um die komplette cDNA mit allen 79
Exons zu transportieren. Nur cDNAs, die etwa ein Drittel
so lang als normal sind, passen in ihn hinein. Das bedeutet,
daf} auch das neue Dystrophin nur etwa ein Drittel so grof3
sein wird als das normale. Wenn dieses verkiirzte Dystro-
phin eine Struktur hat, die zu einer Becker-Dystrophie fiih-
ren kann, dann wiirde eine solche Behandlung keine voll-
stindige Heilung bringen, sondern nur eine Verlangsa-
mung der schnellen Duchenne- in die mildere Becker-Dys-
trophie mit einer manchmal normalen Lebenserwartung.
Da das neu iibertragene genetische Material nicht in die
Chromosomen der Zelle eingebaut wird, bleibt das mutier-
te Dystrophin-Gen unverindert. Es bleibt mit seiner Muta-
tion auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms.

Weil beide genetische Methoden so neu sind, muf} die
Forschung sehr vorsichtig vorgehen. Obgleich es verstind-
lich ist, dafl man neue Therapien schnell in die Klinik brin-
gen mochte, ist es wichtig, dall keine Fehler vorkommen,
die die Sicherheit beeinflussen, weil dies ein Riickschlag
fiir das gesamte Gentherapie-Feld sein wiirde. Deshalb
sind die Genehmigungsverfahren sehr streng und brauchen
viel Zeit.

Auf dem dritten therapeutischen Weg versucht man,
vor allem die nichtgenetischen Konsequenzen des fehlen-
den Dystrophins zu vermeiden oder zumindest abzumil-
dern, also die Zerstorung der Muskeln durch Protein-ab-
bauende Enzyme, die Durchlédssigkeit der Membranen, die
Fibrose und die Entziindung. Es gibt bereits eine Reihe
von zugelassenen Medikamenten gegen andere Krankhei-
ten, von denen man annimmt, daf sie auch eine positive
Wirkung auf die Duchenne-Dystrophie haben konnten. Im
Kapitel tiber die pharmakologischen Wege sind die neue-
sten Forschungsergebnisse zusammengefalit, die bei dem
Treffen in Philadelphia diskutiert wurden. .

Warum brauchen wir klinische Studien?

Wie ein Medikament zu den Patienten kommt. In ihrem
Vortrag mit dem Titel Einfiihrung in klinische Versuche
erklirte Kate Bushby von der University of Newcastle
upon Tyne in England, wie eine neue Hypothese (eine
Idee) eines Wissenschaftlers fiir eine Therapie, zu einem
wirksamen Medikament fiir Duchenne-Muskeldystrophie
fiihrt. In dieser Zusammenfassung wiederhole ich mit eini-
gen neuen Details die wichtigste allgemeine Information,
die Dr. Bushby bereits beim Treffen des PPUK 2006 in
London gegeben hatte.

Klinische Studien sind unbedingt notwendig fiir die
Entwicklung eines wirksamen Medikamentes, die viele
Jahre braucht. Doch Duchenne-Jungen kénnen nicht viele
Jahre warten, bis solche Studien durchgefiihrt sind und ein
Medikament endlich fiir sie zur Verfiigung steht. Ihr und
Eure Eltern miissen aber verstehen, daf3 die Wissenschaft-
ler Eure Lage durchaus kennen und so schnell wie moglich
mit vielen Mitarbeitern arbeiten, aber daf sie auch mit den
Genehmigungsbehdrden zusammenarbeiten miissen, um
sicher zu sein, daf} die neuen Medikamente wirksam und
sicher sind. Von Anfang an, schon in der priklinischen
Phase, miissen sie vorsichtig arbeiten und einen Schritt
nach dem anderen tun, bevor klinische Studien beginnen
konnen. Und fiir diese Laboratoriumsexperimente allein
konnen schon viele Jahre notig sein. Zum Beispiel hat es
13 Jahre gedauert, bis nach den ersten Vorschldgen fiir das
Exon-Skipping als einer Methode zur Therapie einer Erb-
krankheit im Jahr 1993 diese Technik jetzt in den ersten
klinischen Studien an Duchenne-Jungen getestet werden
kann.

Die erste Aufgabe der Wissenschaftler, die ein neues
Duchenne-Medikament zu entwickeln beginnen, ist es, ex-
perimentelle Daten durch Testen einer neuen Idee an ei-
nem Versuchstier zu sammeln, das ein Modell fiir eine
Krankheit wie die Duchenne-Muskeldystrophie ist. Dabei
miissen zuerst Versuche an isolierten Muskelzellen in vitro
(in einem Laboratoriumsgefif3) durchgefiihrt werden, und
dann in vivo (an einem Lebewesen) an dystrophischen

mdx-Miusen und GRMD-Hunden. Um festzustellen, ob
eine neue Methode die Pathologie (den Krankheitsprozef3)
indern kann, werden in allen Einzelheiten die biochemi-
schen und biologischen Konsequenzen (die Folgen) der
vorgeschlagenen Behandlung bestimmt, wie z.B. die An-
derungen der Aktivitit des Enzyms Creatinkinase (CK),
der Histologie (der Struktur) der Muskeln, des Vorkom-
mens und der Eigenschaften des Dystrophins und seiner
mRNA. Mit Experimenten an Tieren kann man dann eine
Verbesserung der Muskelfunktion nachweisen und fest-
stellen, ob die neue Substanz tatsdchlich eine positive
Wirkung hat und nicht etwa giftig ist.

Aber selbst zuverlidssige Ergebnisse vorklinischer Ex-
perimente beweisen noch nicht, daf3 eine neue Substanz,
ein mogliches Medikament, die gleichen Ergebnisse zei-
gen wird, wenn sie an Kindern getestet wird. Obgleich
mdx-Mause kein Dystrophin in ihren Muskeln haben, sind
diese kleinen Tiere nicht richtig behindert, ihre Krankheit
ist viel milder als die menschliche Duchenne-Dystrophie.
Die Dystrophie der viel groBBeren golden retriever (Appor-
tierhunde), GRMD, dhnelt viel mehr der menschlichen
Krankheit. Diese Hunde sind richtig behindert und haben
Schwierigkeiten aufzustehen und zu laufen. Aber trotzdem
kann nicht erwartet werden, daf} die Ergebnisse von Expe-
rimenten mit diesen Tieren die gleichen sein werden, wenn
sie an Kindern wiederholt werden. Ein Kind ist keine gro-
e Maus und auch kein zweibeiniger Hund! Aus all diesen
Griinden sind klinische Studien mit Duchenne-Jungen not-
wendig.

Normalerweise miissen solche klinischen Studien drei
Phasen durchlaufen, und es ist wichtig zu wissen, daf} es
nach den klinischen Phasen I und II den Teilnehmern an
einer Studie nicht klinisch besser gehen wird, weil diese
Phasen so angelegt sind, daf sie nur Fragen nach der Si-
cherheit und einer begrenzten Wirksamkeit beantworten
konnen: (1) In Phase-I testet man auf Toxizitét (Giftig-
keit), (2) in Phase-II auf notwendige Dosis, Sicherheit,
und Anzeichen von Wirksamkeit, und (3) in Phase III will



man weiterhin die Sicherheit priifen, einen klinisch er-
wiinschten positiven Effekt bestitigen und die Wirksam-
keit beweisen, d.h., definitiv zeigen, daf} die neue Behand-
lung eine wirkliche Verbesserung der Muskelfunktionen
und der Lebensqualitit mit sich bringt.

Die klinischen Studien fiir eine Duchenne-Therapie
bringen eine Reihe besonderer Probleme mit sich: (1) Die-
se Krankheit ist selten, deswegen ist die pharmazeutische
Industrie nicht immer daran interessiert, doch ihre Hilfe ist
wichtig fiir die Entwicklung eines Medikamentes. Sie
brauchen aber eine Aussicht auf Gewinn, um geniigend
Kapital zu bekommen, deswegen sind die Steuererleichte-
rungen fiir sog. orphan diseases (seltene Krankheiten)
wichtig, die auf Seite 21 beschrieben sind. (2) Weil Du-
chenne-Dystrophie ziemlich selten ist, gibt es auch relativ
wenige Patienten mit manchen bestimmten Mutationen in
ihrem Dystrophin-Gen. Man kennt sie auch nicht alle, weil
viele Patienten immer noch keine molekularen Diagnosen
haben (auf Gentests basierende Diagnosen). Deshalb soll-
ten die Eltern darauf bestehen, daf die genaue Mutation im
Dystrophin-Gen ihres kranken Sohnes sobald als moglich
bestimmt wird, und zwar nicht nur wenn Deletionen oder
Duplikation vorliegen, sondern auch wenn eine Punkt-
mutation oder eine der sehr seltenen Mutationen vorge-
kommen sind. (3) Nationale und internationale Register
mit den vollen diagnostischen Daten moglichst vieler Pati-
enten werden bereits eingerichtet. Einzelheiten dariiber
stehen nimm Internet unter www.treat-nmd.eu. Die Fami-
lien sollten gebeten werden, sich iiber solche Register zu
informieren und die Daten ihres Kindes dort aufnehmen zu
lassen.

Duchenne-Muskeldystrophie ist eine komplizierte
Krankheit, und wirksame Medikamente miissen wahr-
scheinlich lebenslang auf das genetische System einwir-
ken, das das Dystrophin in gesunden Muskeln produziert.
Fiir eine solche genetische Behandlung wird man neuartige
Medikamente brauchen, die alle Muskeln eines Jungen,
selbst die der Lungen und des Herzens, iiber sehr lange
Zeit positiv verdndern konnen. Deshalb sind die Anforde-
rungen an die Sicherheit und die Wirksamkeit eines sol-
chen Duchenne-Medikaments duf3erst streng.

Die Uberwachungs- und KontrollmaBnahmen, der ver-
schiedenen Behorden sind dazu da, die Patienten vor Scha-
den und ihre Arzte vor juristischen Konsequenzen einer
moglichen gefidhrlichen Behandlung zu bewahren. Sie stel-
len sicher, daB Studien so durchgefiihrt werden, daf} sie
auch die Antworten auf die gestellten Fragen liefern. Die
Vorschriften sorgen auch dafiir, daf3 die Daten spiter in der
Zulassung widerspruchsfrei und genau sind. Der umfang-
reiche biirokratische Aufwand, die langen Verzogerungen
und die hohen Kosten klinischer Studien sind notwendig,
damit alles korrekt durchgefiihrt wird im Interesse der Du-
chenne-Jungen und ihrer Familien.

Es gibt mehr negative als positive klinische Studien,
deshalb sollte kein Patient die neuesten und besten medizi-
nischen Betreuungsmafnahmen vernachlissigen oder etwa
abbrechen. Nur sorgfiltig geplante und durchgefiihrte kli-
nische Studien werden zu einer wirksamen Therapie in-
nerhalb einer vertretbaren Zeit fithren. Fehler miissen unter
allen Umstidnden vermieden werden, sie wiirden alle For-
schungsarbeiten verzogern und die Jungen noch lianger auf
eine entscheidende und positive Anderung ihres Lebens
warten lassen.

Die Ergebnisse klinischer Studien miissen zuverlassig
und signifikant sein. In seinem zweiten Vortrag erklirte
Richard Finkel, daB3 die Forscher sich auf sog. outcome
measures (standardisierte Ergebnisdaten) einigen miissen,
damit die klinischen Studien mit Duchenne-Patienten zu-
verldssig ausgewertet und mit den Ergebnissen anderer
Studien mit den gleichen oder dhnlichen Medikamenten
verglichen werden kdnnen. Beispiele von medizinischen,
genetischen und biologischen Eigenschaften, die man mes-
sen kann, sind die Aktivititen der Creatinkinase, die Men-
ge und die Struktur des Dystrophins, die Muskelkraft und
Muskelausdauer, die Atmung, die Herzfunktion sowie die
Lebensqualitit der Jungen. Die Messungen sollten es er-
lauben festzustellen, ob die Ergebnisse statistisch relevant
mit einem p-Parameter von mindestens 0,05 sind. Dies be-
deutet, dafl die Wahrscheinlichkeit fiir ein nur zufilliges
Ergebnis weniger als 5% betrigt.

Die Mefimethoden sollten standardisiert sein und es
moglich machen, festzustellen, ob das untersuchte poten-
tielle (mogliche) Medikament Anderungen der Krankheits-
symptome (der Krankheitszeichen) verursachen kann, die
klinisch bedeutend und spezifisch (charakteristisch) fiir
Duchenne- und Becker-Dystrophie sind. Sie sollten auch
sicher und leicht durchzufiihren sein und mit geniigender
Empfindlichkeit kleine Anderungen finden kénnen. Au-
Berdem miissen sie fiir die Patienten, ihre Eltern und die
Genehmigungsbehorden akzeptabel sein. Und vor allem
miissen sie deutlich zeigen, ob eine vorgeschlagene Be-
handlung auch im Interesse des Kindes sein wird, d.h., dafl
sie, falls eine vollstindige Heilung noch nicht méglich ist,
zumindest den Krankheitsverlauf deutlich verlangsamen
kann.

Biotechnologie-Firmen brauchen Kapital. Jeremy Gel-
ber von der Beratungsfirma Morgan Stanley Investment
Banking diskutierte die finanzielle Seite der Entwicklung
eines Medikamentes fiir eine seltene Krankheit wie die
Duchenne-Muskeldystrophie. Die durchschnittlichen di-
rekten Kosten fiir die Entwicklung bis zur Genehmigung
betragen etwa 300 Million Dollar, das sind kapitalisiert,
(einschlieflich der Zinsen) mehr als etwa 800 Millionen
Dollar. Dieses Geld muf3 von Investoren kommen, die das
Risiko eines Fehlschlags akzeptieren, aber dafiir einen
Gewinn erwarten, wenn das Medikament erfolgreich ver-
kauft werden kann. Investmentgesellschaften konnen Mil-
lionen von Dollar bereitstellen, sie kennen die oft ganz neu
gegriindeten Biotechnologie-Firmen, sie kennen den Phar-
mamarkt, und sie beraten ihre Kunden, die Kapitalanleger,
tiber die Risiken und den moglichen Gewinn. Diese Spezi-
alisten wissen, wie wichtig es ist, dafl klinische Studien
positive Ergebnisse liefern. Deshalb miissen sie sehr sorg-
faltig geplant und durchgefiihrt werden, weil eine geschei-
terte Studie einen groflen negativen Einfluf auf den Akti-
enpreis und den Marktwert einer Firma hat. Ein erfolgloser
klinischer Versuch kann eine Firma zerstdren und dadurch
zu einer Verzogerung der Entwicklung eines Medikamen-
tes fiihren, auf das alle Duchenne-Familien warten.

,,Bitte lassen Sie unseren Sohn an einer der ersten kli-
nischen Studien teilnehmen, wir wiirden alles tun und
tiberall hingehen, denn dann hétte er doch eine Chance fiir
eine Heilung®. Viele e-Mails, manche aus weit entfernten
Liandern, erreichen mich mit diesem Hilferuf. Die folgen-



den Abschnitte sind eine Antwort auf diese Bitte.

Nur 19 Kinder nehmen an den drei ersten klinischen
Phase-I-Studien an Duchenne-Jungen in den Vereinigten
Staaten, in Holland und England teil. Sie kommen aus der
Nachbarschaft der klinischen Zentren, weil sie wiederholt
klinisch getestet werden miissen, und sie miissen eine ganz
genau bekannte Mutation in ihrem Dystrophin-Gen haben.

Nur ein einzelner Muskel wird bei diesen ersten Stu-
dien lokal behandelt. Selbst wenn die Ergebnisse positiv
sind, d.h., wenn geniigend neues Dystrophin ohne ernste
Nebenwirkungen erscheint, und wenn dieser einzelne
Muskel danach besser arbeiten kann, werden trotz dieser
positiven Verédnderung, die Kinder keinen therapeutischen
Vorteil von diese Behandlung haben. Ihre Muskeldystro-
phie wird weder geheilt noch verlangsamt! Mit diesen ers-
ten Versuchen will man nur beweisen, dafl zwei neue Me-
thoden — Exon Skipping und Minigen-Transfer — wirklich
in menschlichen Muskeln funktionieren. Man mochte und
erwartet nur einen proof of principle (einen Beweis der
prinzipiellen Machbarkeit).

Wenn dies bewiesen ist, wird meistens im nichsten
Schritt eine systemische Anwendung versucht werden. Die
potentiellen Medikamente — Antisense-Oligoribonukleo-
tide, AONs, werden in die Blutbahn injiziert, damit sie alle

Muskeln erreichen. Die erste systemische Studie wird
wahrscheinlich in Holland 2008 beginnen, auch wieder mit
nur wenigen Kindern aus der Nachbarschaft der klinischen
Zentren.

Aus diesen Griinden hat es zurzeit keinen Sinn, daf3 die
Eltern mit ihrem Kind von weit her, womdglich von ande-
ren Kontinenten, kommen und mehrere Monate in der Né-
he der Zentren wohnen. Das wiirde viel zu teuer sein und
das Kind nicht heilen. Das Beste, das die Familien machen
konnen, um Zugang zu einer Therapie zu haben, sobald sie
fertig und zugelassen ist, ist Mitglied einer der aktiven
Muskeldystrophiegesellschaften zu sein, eine Genanalyse
fiir ihr Kind machen zu lassen, und seine genaue Mutation
und alle anderen klinischen Daten in Duchenne-Datenban-
ken zu registrieren, die jetzt eingerichtet werden. Dann
konnen die Forscher die Familien kontaktieren, deren Soh-
ne eine der wirklich gebrauchten Mutationen haben, weil
in den kommenden Jahren immer mehr klinische Studien
durchgefiihrt werden, auch mit Jungen, die eine der selte-
nen oder ungewohnlichen Mutationen haben. Und die Fa-
milien sollten aktuelle Forschungsberichte lesen, so daf} sie
wissen, was die Forschung tut und somit erfahren, wann
und wo ein wirksames Medikament zur Verfiigung steht.

Exon-Skipping und Gen-Ubertragung.

Exon-Skipping bringt keine Heilung. Die Exon-Skip-
ping-Technik versucht, die schnell verlaufende Duchenne-
Dystrophie zur viel milderen Becker-Dystrophie zu ver-
langsamen. Diese Technik verdndert nicht das Gen und
auch nicht seine Mutation, sondern beeinflufit die Weiter-
gabe der genetischen Information vom Gen zum Protein.
Exon-Skipping kann keine Heilung fiir Duchenne-Muskel-
dystrophie sein, sie wird nur die ihre Symptome abmildern
konnen, d.h., sie ist nur eine Therapie.

Wenn eine Mutation — eine Deletion, Duplikation oder
Punktmutation — das Leseraster der mRNA verschiebt und
so Duchenne-Dystrophie verursacht, kann das Raster wie-
derhergestellt werden, wenn aus der mRNA zusitzlich ein
oder mehrere Exons durch Antisense-Oligoribonukleotide,
AON:s, kiinstlich entfernt werden. Dies sind kurze RNA-
Molekiile, deren Basensequenzen so konstruiert sind, daf3
sie sich ganz spezifisch an die komplementire Sequenz der
pre-mRNA innerhalb oder an den Endregionen des zu ent-
fernenden Exons anlagern und nirgendwo sonst. Diese
AONs storen dadurch den SpleiBmechanismus derart, daf3
das betreffende Exon nicht mehr in der mRNA enthalten
ist, es ist geskippt (iibersprungen). Auf diese Weise konnen
auch mehrere Exons entfernt werden.

Da die geskippte mRNA kiirzer als normal ist, wird das
von ihr determinierte Dystrophin-Protein auch kiirzer sein,
es wird weniger Aminoséduren enthalten. Wenn die fehlen-
den Aminosduren Teil einer unwichtigen Region sind, wie
der Stabregion in der Mitte des Dystrophins, kann das kiir-
zere Protein oft noch seine stabilisierende Rolle fiir die
Muskelzellmembran erfiillen. Das Ergebnis wire dann ei-
ne Anderung der schweren Duchenne-Symptome in die
viel milderen der Becker-Dystrophie.

In den ersten Exon-Skipping-Studien werden zwei ver-
schiedene Formen chemisch geschiitzter AONs verwendet.
Sie miissen geschiitzt sein, weil sie dann nicht oder nur

langsam in den Muskelzellen von Enzymen zerstort wer-
den, die Nukleinsduren abbauen. Diese beiden AON-For-
men sind die 2'0-Methyl-Phosphorothioate, auch 2°0O-
Methyls genannt, und die Morpholinos. Wegen ihrer un-
gewohnlichen Struktur sind die Morpholinos nicht echte
Nukleotide, deswegen ist die Abkiirzung AON fiir sie ei-
gentlich nicht zutreffend. Aus praktischen Griinden ver-
wende ich in diesem Bericht die Kurzform AON fiir beide
Formen, wie es auch in vielen wissenschaftlichen Verof-
fentlichungen geschieht.

Exon-Skipping-Studie in Holland. Weil Judith van
Deutekom, jetzt Forschungsleiterin von Prosensa B.V.,
einer Biotechnologie-Firma in Leiden in Holland, an dem
Treffen in Philadelphia nicht teilnehmen konnte, berichtete
Elizabeth Vroom, Prisidentin der internationalen United
Parent Project Muscular Dystrophy, UPPMD, iiber die ers-
te klinische Studie mit der Exon-Skipping-Technik an Men-
schen, die zwischen Mai 2006 und Mirz 2007 durchge-
fiihrt wurde.

Diese Studie wurde von der Firma Prosensa organisiert
und zum Teil auch finanziert. Ein grofer Teil der sehr ho-
hen Kosten wurden aber durch Spendengelder von Eltern-
organisationen aufgebracht, darunter waren das hollidndi-
sche Parent Project, die UPPMD, die franzosische Mus-
keldystrophiegesellschaft AFM, und auch die deutsche
Aktion Benni und Co. Als Beispiel eines besonderen En-
gagements fiir die Sache der Muskelkranken sei der Vor-
tragsabend am 11. November 2005 in der Stadt Achern in
Siidwestdeutschland erwihnt, an dem Dr. Klaus Klar prak-
tisch alle bekannten Schillerballaden und die einzige von
Goethe vor einem groflen Publikum aus seinen Freunden
und Patienten auswendig rezitierte und danach 3.700 Euro
nach Leiden fiir die holldndische Studie schicken konnte.
Ohne diese und viele andere Aktivititen der Duchenne-



Familien wire es aus finanziellen Griinden nicht moglich
gewesen, so frith und problemlos zu beweisen, daf} diese
neue genetische Technik in Duchenne-Kindern funktionie-
ren wird.

Diese Studie sollte nur einen proof of principle (einen
grundlegenden Beweis) liefern und nicht einen therapeuti-
schen Vorteil fiir die behandelten Jungen bringen. Es war
eine lokale Studie an einer kleinen Region eines einzelnen
Muskels, des Tibialis anterior des Schienbeins, die mit ei-
nem 2'0-Methyl-AON gegen Exon 51, genannt PRO051,
behandelt wurde. Die holldndischen Wissenschaftler arbei-
teten mit der 2'0O-Methyl-Version des Anti-51-AONs, weil
sie mit diesem Typ der chemisch stabilisierten AONs lang-
jahrige Erfahrungen haben. Sie haben damit Muskelfasern
mit Erfolg behandelt, nicht nur in Zellkulturen, sondern
auch nach lokalen Injektionen in lebende Versuchstiere
und systemischen Injektionen in ihre Blutzirkulation.

Exon 51 wurde als erstes Ziel gewihlt, weil ein erfolg-
reiches Skippen dieses einzelnen Exons das Leseraster von
16% aller Duchenne-Patienten bzw. von 25% aller Du-
chenne-Jungen mit Deletionen wiederherstellen konnte,
vor allem bei denen, die Deletionen der Exons 50, 52, 45-
50, 48-50 und 49-50 haben.

Weil Exon-Skipping ein neues medizinisches Verfahren
ist, wurden an jedem Jungen vor dem Beginn der Studie
intensive klinische und molekulargenetische Tests durch-
gefiihrt. Da die holldndische Genehmigungsbehorde es
nicht erlaubte, eine Muskelbiopsie vor der Studie vorzu-
nehmen, wurde eine Hautbiopsie durchgefiihrt, aus der
Zellkulturen hergestellt wurden. Mit diesen Laboratori-
umstests wurden die zuvor schon an der DNA nachgewie-
senen Deletionen auch an der mRNA bestitigt und auch
die Basensequenzen der Grenzregionen vor und hinter den
deletierten Exons bestimmt. AuB3erdem wurde das ganze
Dystrophin-Gen iiberpriift, um sicherzustellen, dafl keine
unerwarteten UnregelméBigkeiten zu erwarten waren. Ob-
gleich schon bekannt war, daf} das Skippen von Exon 51 in
lebenden Tieren und in Zellkulturen von Duchenne-Patien-
ten moglich war, wurde die Skipping-Reaktion an den
Muskelzellkulturen aus den Hautbiopsien eines jeden Jun-
gen wiederholt, um jedes Risiko auszuschlieen, daf} das
Skippen in dem lebenden Muskel wihrend der klinischen
Studie nicht funktionierte.

AuBlerdem wurde an der mRNA aller vier Jungen die
Sequenzen an den Bruchpunkten der Deletionen analysiert,
um nachzuweisen, daf} keine UnregelméBigkeiten vorge-
kommen sind, die man beim Testen der DNA nicht sehen
kann, die aber z.B. das nicht geplante Skippen eines zu-
sdtzlichen Exons verursachen konnten. Diese Vorsichts-
mafinahme wird auch spiter fiir alle Patienten gelten, die
mit dieser Technik behandelt werden. Einzelheiten stehen
im Kommentar von Dr. Johan den Dunnen auf Seite 25.

Eine weitere Vorsichtsmafnahme war es, die Jungen
einen nach dem anderen zu behandeln, das heif3t, daf} erst
nachdem die Ergebnisse des ersten Jungen positiv waren
und nur unbedeutende Nebeneffekte wie voriibergehende
leichte Schmerzen nach den Injektionen und der Biopsie
zeigten, der zweite und die folgenden Jungen behandelt
wurden.

Am 27. Dezember 2007 wurden die Einzelheiten dieser
Studie im Band 357 der der Zeitschrift New England Jour-
nal of Medicine auf den Seiten 2677-2686 von Judith C.
van Deutekom als erste Autorin mit 15 weiteren Wissen-

schaftlern veroffentlicht, so daf jetzt Einzelheiten mitge-
teilt werden konnen.

Fiir diese Studie wurden zunéchst sechs Jungen ausge-
wihlt, doch als die Ergebnisse der Behandlung der ersten
vier Jungen so eindeutig und positiv waren, war es nicht
mehr notig, die beiden letzten auch zu behandeln. Die vier
behandelten Jungen waren zwischen 10 und 13 Jahre alt,
sie hatten Deletionen der Exons 50, 52, 48-50 und 49-50.
Der Versuch war offen, das heif3t, jeder Beteiligte wullte,
daB alle vier Jungen das PROO51 bekam.

Jeder der vier Jungen erhielt 4 Injektionen von 0,2 mg
PROO051 in 0,2 ml physiologischer Kochsalzlosung (0,9 %
NaCl) unter Lokalanisthesie in eine kleine Region von nur
1,5 cm Linge des Tibialis-anterior-Muskels. Vier Wochen
nach der Injektion wurde eine Biopsie an der Injektions-
stelle durchgefiihrt und das Muskelgewebe auf die ver-
kiirzte, geskippte, mRNA und das dadurch entstandene,
ebenfalls verkiirzte Dystrophin getestet.

Im Mirz 2007 wurde der Versuch beendet und die Er-
gebnisse ausgewertet. Die Analysen der mRNA und des
Dystrophins im Muskelgewebe aus den Biopsien der vier
Jungen zeigten, daB3 64%, 85%, 97% und 73% der noch
vorhandenen Muskelfasern Dystrophin an den Muskel-
membranen enthielten. Die Menge des neuen Dystrophins
betrug 33%, 35%, 17% und 25% des normalen Gehalts be-
zogen auf Laminin a2, einem von Duchenne nicht betrof-
fenen Membranprotein. Durch den Vergleich mit Laminin
kann man den Einfluf der verschieden weit fortgeschritte-
nen Muskeldegeneration der vier Jungen ausgleichen. Oh-
ne diesen Ausgleich sah man, daf absolut gerechnet der 13
Jahre alte Junge mit den wenigsten Muskelfasern, dafiir
aber mit viel Bindegewebe und Fett im Muskelgewebe nur
3% der normalen Menge neues Dystrophin hatte, und der
mit den am besten erhaltenen Muskeln 12%. Die Konse-
quenz daraus ist, da} solche klinischen Studien mit mog-
lichst jungen Patienten durchgefiigt werden sollten, und
daB natiirlich eine zukiinftige Exon-Skipping-Therapie so
frith wie moglich nach einer moglichst frith gestellten Di-
agnose begonnen werden miifite, wenn noch die Muskeln
weitgehend erhalten sind.

Mit molekularen Sequenzierungsmethoden wurde dann
bewiesen, da} das neue Dystrophin in der Muskelprobe
der vier Jungen tatsichlich die Struktur hatte, die nach dem
Skippen von Exon 51 erwartet worden war. Beim ersten 10
Jahre alten Patienten mit der Deletion von Exon 50 folgte
auf Exon 49 direkt Exon 52, beim zweiten 13 Jahre alten
Jungen mit Deletion der Exons 48, 49 und 50 folgte auf
Exon 47 das Exon 52, beim dritten ebenfalls 13jdhrigen
Jungen mit Deletion der Exons 49 und 50 schlof3 sich Exon
52 direkt an Exon 48 an, und beim 11jdhrigen Patienten
mit der Deletion von Exon 52 folgte auf Exon 50 das Exon
53, so daf} in allen Fillen das zuvor verschobene Leseras-
ter wieder in Ordnung — in frame — war.

Ob das neue Dystrophin tatsichlich die Duchenne-Dys-
trophie in den Kindern verlangsamen konnte, konnte nicht
bewiesen werden, denn die wenigen Kubikzentimeter des
einzigen behandelten Muskels am Schienbein waren ein-
fach zu klein, um die Funktion dieses Muskels zu verbes-
sern. Die Kraft des Muskels wurde zwar vor und nach der
Behandlung gemessen, aber es wurde, wie erwartet, kein
Unterschied festgestellt.

Alle Beteiligten an der Studie sind den vier kranken
Kindern, die iibrigens alle schon einen Rollstuhl brauchen,



und ihren Familien sehr dankbar, daf sie die Unannehm-
lichkeiten der Studie auf sich genommen haben, obgleich
sie von Anfang an wuflten, daf} die Behandlung keinen the-
rapeutischen Effekt bringen konnte.

Die holléndischen Forscher bereiten jetzt die ndchsten
klinischen Studien vor, bei denen sie versuchen werden,
das PRO051 systemisch in den ganzen Korper zu verab-
folgen, so dal} dieses potentielle Medikament alle Muskeln
erreichen kann, einschlieBlich die der Lunge und des Her-
zens. Diese Studien werden sowohl kurz- als auch langzei-
tig sein, d.h., einen Monat und sechs Monate dauern, wo-
bei die ein halbes Jahr dauernde Studie erst begonnen
wird, wenn die Einmonatsstudie erfolgreich war. Dabei
werden verschiedene Mengen des AONs gegeben werden,
um die wirksamste Dosis zu bestimmen, die moglicher-
weise schon die Duchenne-Symptome der Jungen deutlich
verlangsamen wird. Inwieweit die Muskelfunktionen sich
verbessern werden, wird von den Eigenschaften des Bek-
ker-Proteins abhiingen, das nach dem Skippen entsteht.

Es werden noch weitere Studien mit Médusen durch-
gefiihrt werden, um die Pharmakodynamik der AONs auf-
zuklédren, d.h. um herauszufinden, was im einzelnen mit
ihnen innerhalb der Muskelfasern geschieht. Bei einigen
dieser Tierversuche werden die AONSs subkutan (unter die
Haut) gespritzt, weil dies spiter die beste Methode wire,
falls wiederholte Injektionen notwendig sein sollten. In
dhnlichen Versuchen wurde schon gezeigt. daf die syste-
mische Anwendung gut funktioniert, dafl sogar die Herz-
muskeln behandelt werden konnen und daf es keine erns-
ten Nebenwirkungen auf die Leberenzyme oder andere
Blutwerte gibt.

Die vollstindige Entwicklung des Skippens von Exon
51 ist nur der Beginn des Forschungsprogramms von Pro-
sensa, das eine wirksame Behandlung der Duchenne-Mus-
keldystrophie zum Ziel hat. Die Entwicklung von weiteren
AON:s fiir andere Deletionen wird ziigig folgen. Auf3er
dem 2'0O-Methyl-AON zu Skippen von Exon 51 hat die
Firma schon die AONs zum Skippen der Exons 43, 44, 45,
46, 50, 52 und 53 entwickelt und in geniigenden Mengen
produziert. Zusammengenommen wiirden diese AONs die
Behandlung von mehr als 65% aller Patienten mit Deletio-
nen erlauben.

In der Zukunft wird es auch moglich sein, mit dieser
Technik das Leseraster bei einigen Duplikationen wieder-
herzustellen oder wenn mehr als ein Exon geskippt werden
muf. Zum Beispiel wiirde ein Multiexon-Skipping der 11
Exons 45 bis 45 Becker-Dystrophin in bis zu 63% der Du-
chenne-Jungen mit Deletionen erzeugen, wie es C. Beroud
und Mitarbeitern in Human Mutation 28:196-202 (2007)
nach theoretischen Uberlegungen beschrieben hat. Der jet-
zige Stand der Behandlung von Duplikationen wurde von
A. Aartsma-Rus und Mitarbeitern in BMC Medical Gene-
tics 8:43-47 (2007) beschrieben, und eine Zusammenfas-
sung des ganzen Gebietes des Exon-Skippings wurde von
A. Aartsma-Rus und G-J. B. van Ommen in RNA 13:1-16
(2007) veroffentlicht.

Die neue Veroffentlichung im New England Journal of
Medicine wurde begleitet von einem Kommentar auf den
Seiten 2719-2722 von Eric P. Hoffman, der 1987 im Labo-
ratorium von Louis Kunkel an der Harvard Universitit das
Protein Dystrophin fand, seine Struktur ermittelte und auch
den Namen vorschlug. Er ist jetzt Direktor des Zentrums
fiir genetische Medizin am Children’s National Medical

Center in Washington. In seinem Kommentar beschreibt er
sehr anschaulich die Exon-Skipping-Technik und z&hlt
dann die Hiirden auf, die nach dem Erfolg der hollandi-
schen Studie noch zu nehmen sind auf dem Weg zu einer
Therapie, die, wie er sagt, den Kindern mit Duchenne den
Rollstuhl ersparen wird:

(1) Jetzt miissen klinischen Studien mit systemischer
Behandlung durchgefiihrt werden. Das wird der nichste
Schritt in Leiden sein. (2) Es mufl nachgewiesen werden,
daB eine Langzeitbehandlung mit wiederholten gréeren
Mengen — mehreren Gramm! — AON ungefihrlich ist.

(3) Bei manchen Patienten wird es nicht geniigen, nur ein
Exon zu skippen, um ein Dystrophin zu erzeugen, das zu
milden Becker-Symptomen fiihrt. Multiexon-Skipping
wird dann notig werden mit AON-Cocktails. (4) Viele ver-
schiedene AONs werden entwickelt werden miissen, fiir
groBere und kleinere Gruppen von Patienten und auch fiir
einzelne mit seltenen Mutationen. Das wird dann zu einer
personalisierten molekularen Medizin fithren. Und (5), die
FDA und andere Genehmigungsbehdrden werden dieser
nicht nur auf Duchenne begrenzten Entwicklung Rechnung
tragen miissen und diirfen nicht fiir jedes AON oder jede
AON-Kombination auf Jahre dauernden Zulassungsproze-
duren bestehen, sondern sollten nur einmal relativ schnell
die chemische Struktur genehmigen und nicht jede einzel-
ne der vielen notwenigen Nukleotidsequenzen.

Kurz zusammengefalit kann man sagen, daf diese erste
und erfolgreiche klinische Studie und die sehr aktive For-
schung an Universitidten und in Biotechnologie-Firmen
zeigt, dal} es in der nicht zu fernen Zukunft mit dieser ei-
nen Technik eine wirksame Therapie fiir die meisten Du-
chenne-Jungen geben wird.

Klinische Exon-Skipping-Studie in England. Bei dem
Treffen in Philadelphia wurde die klinische Phase-I-Exon-
Skipping-Studie nicht diskutiert, die nach einigen Verzo-
gerungen mit der Behandlung des ersten Patienten am 18.
Dezember 2007 in England begonnen hat. Weil diese Stu-
die so wichtig ist, wiederhole ich Teile meiner Zusammen-
fassung aus meinem Bericht iiber das 2006-PPUK-Treffen
in London im Oktober 2006 mit einigen zusétzlichen neue-
ren Informationen.

Das MDEX-Konsortium wurde im Januar 2005 gegriin-
det mit der Aufgabe, die Exon-Skipping-Technik weiter-
zuentwickeln und klinische Studien durchzufiihren. Die
Mitglieder dieses Konsortiums sind: Francesco Muntoni,
Kate Bushby, Volker Straub, Dominic Wells, Jenny Mor-
gan, George Dickson, lan Graham, Mathew Wood, Steve
Wilton, and Jenny Versnel. Das britische Gesundheitsmi-
nisterium, der ,,Medical Research Council®, das ,,Parent
Project UK, jetzt ,,ActionDuchenne®, und die britische
Muskeldystrophiegesellschaft ,,Muscular Dystrophy Cam-
paign®, sind ebenfalls im Konsortium vertreten.

Auf dem Treffen in London 2006 berichtete der Vorsit-
zende des MDEX-Konsortiums, Francesco Muntoni vom
Imperial College, daf} in dieser Studie versucht wird, Exon
51 zu skippen, weil dadurch etwa 20% der Duchenne-
Jungen, nimlich die mit den Deletionen der Exons 45-50,
47-50, 48-50, 49-50, 50, 52, 52-63, durch das Skippen die-
ses einen Exons 51 behandelt werden konnten.

In vorklinischen Versuchen wurden sechs verschiedene
Antisense-Oligos, AONs, an Zellkulturen mit normalen
menschlichen Muskeln getestet und auch an Kulturen mit



Muskeln von Duchenne-Jungen. Zusammen mit Steve Wil-
ton wurden diese AONs auch an isolierten ganzen Mus-
keln untersucht und mit Judith van Deutekom an ,,humani-
sierten* Miusen, die in ihren Muskeln Dystrophin von Du-
chenne-Patienten enthielten. (Die Herstellung der humani-
sierten Méuse wurde am 13. Dezember 2007 von der Zeit-
schrift Journal of Biological Chemistry von Johan den
Dunnen und 9 Mitarbeitern online ver6ffentlicht.)

Die besten Ergebnisse wurden mit dem Morpholino-
AON H51A erhalten, das in Steve Wiltons Laboratorium in
Perth/Australien entwickelt worden war. Dominic Wells
konnte in Experimenten an mdx-M4&usen zeigen, daf} die-
ses Morpholino-AON geniigend stabil fiir eine Langzeit-
behandlung ist. Dieses Ergebnis wurde durch Zusammen-
arbeit von vier Laboratorien erhalten, zwei britischen, ei-
nem holldndischen und einem australischen, es wurde im
September 2007 in der Zeitschrift Human Gene Therapy,
18:789-810, veroffentlicht. Wie bereits erwihnt, haben die
Morpholinos eine Struktur, die verschieden von den 2’O-
Methyls aber ihnen dhnlich ist, sie sind deswegen keine
richtigen Nukleotide, doch der Einfachheit halber kiirze
ich sie hier auch mit AON ab.

Das Morpholino-AON gegen Exon 51, das in England
verwendet wird, ist 30 Einheiten lang, es enthilt die ge-
samte Basensequenz des von den Holldndern verwendeten
2’0-Methyl-AONs, das nur eine Liange von 20 Einheiten
hat. Beide Antisense-Verbindungen binden sich ganz spe-
zifisch an ihre komplementire Sequenz des exonic splicing
enhancer, ESE (Exon-Spleilverstirker) innerhalb von
Exon 51 der Dystrophin-pre-mRNA und nirgendwo sonst.
Diese Blockade des ESE verhindert die Bindung der SR-
Proteine, die unerldfliche Teile des RNA-Spleilkomplexes
sind. Die Folge davon ist, da} das angesteuerte Exon nicht
in die mRNA eingebaut wird, d.h., es wird geskippt. Die
ESE-Sequenzen in verschiedenen Genes haben trotz ge-
wisser Ahnlichkeiten geniigend verschiedene Strukturen,
so daf} die Genauigkeit des Exon-Skippings gesichert ist:
Nur das angesteuerte Exon im angesteuerten Gen wird
geskippt und kein anderes im selben Gen oder in irgendei-
nem anderes der mehr als 20.000 Gene des Menschen,
weil es statistisch unwahrscheinlich ist, daf es im gesam-
ten menschlichen Genom eine andere Sequenz gibt, die zu
den beiden Antisense-Strukturen vollstindig komplemen-
tér ist. Deshalb ist es unwahrscheinlich, daf} diese geneti-
sche Technik genetische Nebeneffekte verursachen wird.

Drei Gruppen mit jeweils zwei 12 bis 18 Jahre alten
Duchenne-Jungen werden an dieser britischen klinischen
Studie teilnehmen. Inzwischen haben alle drei zustéindigen
Zulassungsbehorden, das “Gene Therapy Advisory Com-
mittee GTAC”, die “Medical and Healthcare Product Re-
gulatory Agency MHRA”, und ein lokales Komitee ihre
Zustimmung gegeben, so dafl am 18. Dezember 2007 der
erste Junge seine Injektionen bekommen konnte.

Fiir jede Patientengruppe wird eine der drei verschiede-
ne Dosierungen 0,09, 0,297, and 0,9 mg Morpholino-AON
in 0,9 ml Losung angewendet, die in ein Gewebevolumen
von nur einem Kubikzentimeter durch neun Injektionen
direkt in einen der beiden Extensor digitorum brevis,
EDB-Muskeln gespritzt. Dies sind kleine Muskeln an der
FuBauBenseite, die nur die Zehen bewegen. Er kann also
ohne Konsequenzen entfernt werden, falls es nicht akzep-
table Nebenwirkungen geben sollte.

Intensive klinische Untersuchungen einschlielich von

Biopsien werden vor und 30 Tage nach den Injektionen
durchgefiihrt. Die hochste Dosis wird nur verwendet wer-
den, wenn die beiden niedrigeren Dosen nicht ausreichen
sollten um neues Dystrophin zu erzeugen. Und die Studie
wird nicht weitergefiihrt, wenn in den beiden ersten Pati-
entengruppen eindeutige positive oder negative Resultate
erhalten werden.

Wie bei der holldandischen Studie wird auch diese klei-
ne klinische Studie nur einen proof of principle liefern, den
grundlegenden Beweis, daf} die lokale Injektion eines Mor-
pholino-AONSs in einen einzigen menschlichen Muskel si-
cher ist und die Synthese von wenigstens etwas Dystrophin
zur Folge hat. Man hofft, dafl mit einigen der verschiede-
nen Dosierungen in mehr als 10% der Muskelfasern neues
Dystrophin gebildet wird. Die teilnehmenden Jungen wer-
den zwar keinen therapeutischen Vorteil in der jetzigen
Studie haben, doch sie wird zuverldssige Ergebnisse lie-
fern, um die Gesamtmenge an AONs abzuschitzen, die fiir
eine systemische Behandlung eines Jungen nétig wiren,
bei der dann alle Muskeln erreicht werden konnen.

Janet Rose Christensen ist Vizeprasidentin fiir Zulas-
sungs- und Qualitits-Angelegenheiten der Firma AVI Bio
Pharma Inc. in Portland, Oregon in den USA. Sie be-
schrieb die Rolle ihrer Firma bei der Exon-Skipping-Stu-
die mit Duchenne-Patienten in England. Seit einigen Jah-
ren hat diese pharmazeutische Firma Morpholino-Anti-
sense-Oligos, abgekiirzt Morpholinos, als genetische Me-
dikamente gegen viele Herz-, Kreislauf-, Viren- und Le-
berkrankheiten entwickelt. EIf klinische Studien mit sol-
chen Substanzen sind bereits mit iiber 300 Teilnehmern
durchgefiihrt worden. Die Firma hat also grofle chemische
und klinische Erfahrungen mit diesen Antisense-Medika-
menten. Zusammen mit Steve Wilton in Perth in Australien
wurden Sequenzen entwickelt, die in der Dystrophin-
mRNA Exon-Skipping verursachen. Mit dem MDEX-
Konsortium wird die Firma aktiv an der Phase-I-Studie be-
teiligt sein, die jetzt in England beginnt.

Das Morpholino, von der Firma AVI-4658 genannt, das
in dieser Studie fiir das Skippen von Exon 51 verwendet
wird, besteht aus 30 Untereinheiten, Nukleotiden. In vor-
klinischen Versuchen konnte gezeigt werden, daf3 es Exon
51 wirksam skippen kann. Es lagert sich durch Watson-
Crick-Bindung der Basenpaare A-U und G-C sehr spezi-
fisch an seine komplementére Sequenz in der Mitte des
Exons 51 an. Dieses Morpholino besteht aus 1.144 Koh-
lenstoff-, Wasserstoff-, Stickstoff-, Sauerstoff- und Phos-
phor-Atomen. Es wird in den Laboratorien von AVI von
speziell ausgebildeten Technikern unter Befolgung der
GMP, “good manufacturing procedures” (gute Herstel-
lungsmethoden) fiir die Produktion von Medikamenten
ohne Verwendung von Automaten synthetisiert.

Bevor AVI-4658 in der britischen Studie verwendet
werden kann, muBlte es von der erwihnten englischen Be-
horde zugelassen werden und auch von der amerikani-
schen Food and Drug Agency, FDA. Janet Christensen
beschrieb i m Einzelnen die komplizierte Genehmigungs-
prozedur in den Vereinigten Staaten:

Weil Duchenne-Dystrophie als eine ,,stark behindernde
und lebensbedrohende Krankheit* angesehen wird, kommt
die FDA-Bestimmung 21 CFR 312, Teil E, zur Anwen-
dung, in der es heifit: ,,...es ist zuldssig, die gesetzlichen
Vorschriften sehr flexibel anzuwenden, solange die Si-



cherheit und die Wirksamkeit garantiert sind. Dies bedeu-
tet, daB die Arzte und Patienten bereit sind, groBere Risi-
ken und Nebenwirkungen von Produkten zu akzeptieren,
die lebensbedrohende und stark behindernde Krankheiten
behandeln konnen, als sie es bei Produkten tun wiirden, die
bei weniger ernsten Krankheiten eingesetzt werden sol-
len.*

Janet Christensen schlof} ihren Vortrag mit der Feststel-
lung, ,,da} diese Vorschriften es der FDA erlauben, etwas
weniger streng einen Antrag fiir eine Duchenne-Therapie
zu beurteilen als einen Antrag fiir ein weiteres Medika-
ment gegen Kopfschmerzen. Es ist jetzt wichtig, die erste
klinische Studie mit diesem Morpholino erfolgreich durch-
zufithren. Wir hoffen, daf3 dies den Weg fiir einen viel
schnelleren Genehmigungsproze8 fiir die vielen weiteren
Morpholinos 6ffnen wird, die fiir die Behandlung aller
Duchenne-Jungen gebraucht werden, fiir die Exon-Skip-
ping infrage kommt.*

Erste Schritte zu einem Multiexon-Skipping. Terence
Partridge vom Children's National Medical Center in Wa-
shington diskutierte zuerst einige Probleme, die es beim
Exon-Skipping geben wird, und danach seine und seiner
Kollegen Forschungsarbeiten mit dem Ziel, zwei Exons
des dystrophischen Hundes gleichzeitig zu skippen. Damit
konnte man zeigen, daBl diese neue Technik auch denjeni-
gen Jungen zur Verfiigung stehen wird, bei denen mehr als
ein Exon geskippt werden muf}, um das verschobene Dys-
trophin-Leseraster zu normalisieren.

Exon-Skipping funktioniert in mdx-M#&usen ausge-
zeichnet, wenn die 2°O-Merhyl- und Morpholino-AONs
gegen Exon 23 systemisch wiederholt in ihre Blutbahn ge-
spritzt werden, wo sie neues Dystrophin in einigen Mus-
keln bis zu 50% der normalen Menge produzieren. Aber
die Morpholinos wandern nicht in die Herzmuskeln und
man weill noch nicht warum das so ist. Dominic Wells
vom Imperial College in London berichtete bei der PPUK-
Konferenz in London 2006 iiber erste Experimente, mit
denen gezeigt werden konnte, dafl Morpholinos nach einer
Ultraschallbehandlung ins Herz wandern koénnen. Dr.
Partridge und seine Kollegen arbeiten auch an diesem
Problem.

Obgleich die mdx-Miuse kein Dystrophin in ihren
Muskeln haben, sind ihre dystrophischen Symptome sehr
mild, sie sind deshalb kein ideales Versuchstier zum Stu-
dium der menschlichen Duchenne-Muskeldystrophie. Und
weil sie nur etwa zwei Jahre leben, konnen Langzeitexpe-
rimente tiber mehrere Jahre mit ihnen nicht durchgefiihrt
werden. Hunde jedoch leben viel linger als Méuse, und die
dystrophischen golden retriever dogs GRMD (Apportier-
hunde) sind auch korperlich behindert. Deshalb werden
Experimente mit diesen Hunden wahrscheinlich Ergebnis-
se liefern, die dhnlich sind wie die, die man bei klinischen
Studien an Duchenne-Patienten erwarten kann.

Versuche mit GRMD-Hunden bringen noch einen an-
deren Vorteil: Die beiden klinischen Studien in Holland
und in England zum Skippen von Exon 51 in Duchenne-
Jungen haben schon und werden noch beweisen, daf3
Exon-Skipping wirklich in Patienten funktioniert. Bei die-
sen Studien wird nur ein einziges Exon geskippt. Aber et-
wa 50% aller Duchenne-Dystrophien, die in der Du-
chenne-Datenbank der Universitit Leiden registriert sind,
werden von Mutationen (Deletionen, Duplikationen und

10

Punktmutationen) verursacht, die es erfordern, zwei oder
mehr Exons zu skippen, um das Leseraster zu normalisie-
ren. Und einige der Multiexon-Skippings wiirden eine
Therapie fiir ziemlich grole Gruppen von Patienten sein.
Wie bereits erwihnt, kénnte man nach theoretischen Uber-
legungen z.B. durch das Skippen der 11 Exons 45 bis 55
eine Becker-Dystrophie mit sehr milden Symptomen in
63% aller Duchenne-Jungen mit Deletionen erzeugen. Und
weil die dystrophischen Hunde ein Doppelexon-Skipping
brauchen, wiirden Experimente mit ihnen den Weg zu ei-
ner Behandlung dieser Duchenne-Jungen mit den schwie-
rigen Mutationen ebnen.

Die dystrophischen Hunde haben eine Mutation an der
SpleiBstelle von Exon 7 im Dystrophin-Gen, die eine Dele-
tion von Exon 7 in der mRNA verursacht mit einer Le-
seraster-Verschiebung und einem vorzeitigen Stopp-Codon
gleich danach. Ein Skippen der beiden flankierenden
Exons 6 und 8 wiirde das Leseraster wieder normalisieren.

Verschiedene Mengen eines Cocktails aus drei Mor-
pholino-AONs — zwei verschiedene gegen Exon 6 und ei-
nes gegen Exon 8 — wurden lokal in den Tibialis-anterior-
Muskel von jungen erwachsenen GRMD-Hunden injiziert.
Zwei Wochen danach wurden Biopsien durchgefiihrt und
in dem dabei erhaltenen Muskelgewebe konnte neues
Dystrophin in allen Muskelfasern um die Injektionsstelle
herum nachgewiesen werden konnte. Und die Muskel-
struktur sah fast ganz normal aus.

Dr. Partridge und seine Mitarbeiter arbeiten mit Shin 'i-
chi Takeda in der General Animal Research Facility (All-
gemeines Tierforschungsinstitut) in Tokio zusammen, wo
sie systemische Injektionen in die Blutbahn der Hunde mit
sehr guten Ergebnissen durchfiihren konnten. Die Einzel-
heiten dieser Experimente sind noch nicht verdffentlicht,
deswegen kann iiber sie hier noch nicht berichtet werden.

Exon-Skipping mit Morpholino-AONSs hat eine Reihe
von Vorteilen: (1) Sie erreichen alle Muskeln des Korpers,
aber immer noch mit Ausnahme des Herzens; (2) sie sind
sehr aktiv wirksam; (3) sie scheinen nicht gefihrlich zu
sein; (4) sie werden im Korper nicht abgebaut, sondern im
Urin ausgeschieden; (5) sie wirken nur kurzzeitig, deshalb
werden wiederholte Behandlungen notwendig sein, aber es
wire deshalb auch moglich, die Behandlung zu beenden,
falls eine bessere Therapie zur Verfiigung steht; und (6),
sie bringen keine Immunprobleme mit sich, denn sie ent-
halten kein fremdes Protein, und das neue Dystrophin-
Protein wird nur innerhalb der Muskeln gebildet.

Zwar funktionieren Morpholino-AONs gut in einem
groBBen Sdugetier wie dem Hund mit einer dem Menschen
dhnlichen Korperstruktur, doch dies ist keine Garantie da-
fiir, daf diese potentiellen Medikamente genauso gut und
tiber eine gentigend lange Zeit in Duchenne-Jungen wirk-
sam sein werden. Die meisten Forschungsarbeiten der letz-
ten Jahre sind mit den Morpholino- und den 2’O-Methyl-
AONSs durchgefiihrt worden. Eine zukiinftige und endgiil-
tige Therapie kann sehr wohl eine Mischung beider AON-
Typen erfordern, um den Skipping-Effekt zu optimieren
und um gleichzeitig toxische Nebenwirkungen so niedrig
wie moglich zu halten. Aber es konnen auch noch unbe-
kannte Probleme auftreten, die man vielleicht mit anderen
AON-Cocktails oder sogar nur mit anderen Typen von
AONS losen kann.



Aber wann wird Exon-Skipping fiir die Duchenne-
Jungen fertig sein? Ich fragte Gertjan van Ommen von
der Universitit Leiden genau dies in einem Interview im
Januar 2004. Seine ziemlich lange Antwort, auf 7 Worte
gekiirzt, war: ,,Sie werden in 10 Jahren fertig sein.” Die
zehn Jahre waren nicht als wissenschaftlich genaue Zeit-
angabe gemeint. Das war nur eine Schitzung eines sehr
bekannten Wissenschaftlers, der mit dieser neuen Technik
arbeitet und der ganz genau weil}, wie wenig und langsam
man mit jedem Forschungsschritt vorankommt und was
alles schieflaufen kann. Jetzt, Anfang 2008, konntet Ihr,
die Eltern, und Eure kranken Kinder annehmen, daf3 noch
6 Jahre der anfanglichen 10 tibrig sind, wenn Ihr die 10
Jahre wirklich wortlich nehmt. Das diirft Ihr aber nicht!
Die Zahl der iibriggebliebenen Jahre konnte sehr wohl 8,
9, selbst wieder 10 Jahre sein, oder wenn alles gut geht,
auch nur 4 oder 3.

Und mir wurde dann manchmal gesagt, daf ich keine
Zeitschitzung machen sollte, denn Thr wiirdet diese Zahlen
wirklich wortlich nehmen und die Monate und Tage riick-
warts zdahlen. Andererseits wissen viele von Euch, wie das
reale Leben aussieht und auch wie es in der Wissenschaft
vor sich geht. Deshalb werdet Thr das alles verstehen und
sicher auch die folgende Stellungnahme schitzen, die mir
Francesco Muntoni nach Absprache mit seinem Kollegen
Gertjan van Ommen geschickt hat:

,Ich weill ganz genau, wie wichtig es ist, den Eltern
die Wahrheit zu sagen. Sie konnen tatsichlich erwarten,
daB die Forscher wihrend der néchsten 6 Jahre — nachdem
sie Exon 51 geskippt haben — weitere systemische Studien
zum Skippen mehrerer anderer Exons durchfithren werden.
Sie miissen aber auch verstehen, daf3 die Suche nach einer
Therapie niemals aufhéren wird. Es werden z.B. auch im-
mer wieder neue Antibiotika entwickelt. Ich denke nicht,
dal} wir 6 Jahre warten miissen, bevor wir die ersten thera-
peutischen Erfolge sehen, aber andererseits bin ich auch
ziemlich sicher, daf3 die Strukturen der AONs und die Art
ihrer Anwendung, wie wir sie jetzt haben, dann als veraltet
angesehen werden. Deswegen ist es wahrscheinlich, dafl
wihrend der nédchsten 6 Jahre wirksame und zuverlédssige
Methoden zur wiederholten Injektion von mehreren AON's
ausgearbeitet werden, und das wird hoffentlich positive
klinische Konsequenzen haben. Ich bin also iiberzeugt, daf3
wir, die Wissenschaftler, bessere chemische Strukturen
und therapeutische Methoden untersuchen werden, daher
sollten wir nicht iiberrascht sein, wenn wir in weiteren 6
Jahren neue und verbesserte AONs anwenden mochten.

Das was ich betonen mochte ist, dall es ganz breite We-
ge gibt, nicht nur einen einzigen Pfad, mit einem einzigen
Ziel. Und wenn alles in der richtigen Richtung vorangeht,
wird auf diesen Wegen viel passieren. Manchmal passiert
etwas viel schneller als wir es erwartet haben, und solche
explosiven Ideen sind immer sehr willkommen aber voll-
kommen unvorhersehbar. Wir werden sehr viel von den
jetzigen ersten AON-Studien lernen, und das wird positive
Auswirkungen haben auf die Anwendung, den Transport
der AONSs in die Muskeln und ihre therapeutische Wir-
kung, so dal die Wartezeit deutlich kiirzer wird fiir alle,
die so darauf hoffen®.

Transfer des Dystrophin-Gens, erster klinischer
Versuch mit einem Virus-Vektor. Der folgende Text
folgt z.T. Informationen aus den Vortrdgen von Scott
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McPhee von der Firma Asklepios Biopharmaceuticals
und Xiao Xiao von der University of North Carolina,
beide in Chapel Hill im Staat North Carolina, die bereits
in meinen Berichten iiber die Treffen in Cincinnati und
London 2006 enthalten sind. Diese fritheren Informatio-
nen sind hier mit neuen Daten aktualisiert worden, die
Christopher Shilling vom Zentrum fiir Muskel-Gen-
therapie im Children's Research Institute in Columbus/
Ohio auf der Konferenz in Philadelphia mitgeteilt hat.

Der Transfer (die Ubertragung) eines modifizierten
Dystrophin-Gens mit einem Virus-Vektor (Transporter-
Virus) in die Muskelzellen ist eine der Strategien fiir
eine Therapie der Duchenne-Muskeldystrophie. Die
adeno-assoziierten Viren, AAV, sind Vektoren mit
wichtigen Vorteilen. Sie haben eine starke Wirkung in
Muskeln und im Herzen, und sie konnen wahrscheinlich
zur Behandlung von allen Duchenne-Patienten unab-
héngig von ihren Mutationen verwendet werden. Vor-
klinische proof-of-principle-Studien mit dystrophischen
Miusen und Hunden haben zur Entwicklung eines Vek-
tors mit einem Minidystrophin-Gen fiir den ersten klini-
schen Versuch dieser Gentherapiemethode beigetragen.
Der hierzu verwendete Vektor ist ein AAV des Serum-
typs 2.5, ein Biostrophin™ biological nano particle
(biologisches Nano-Teilchen), das von der Firma
Asklepios entwickelt wurde. Diese Viren konnen von
den Zellen, die sie infizieren, nicht vermehrt werden,
weil die meisten ihrer eigenen Gene entfernt wurden.
Diese Modifikation schaffte Raum fiir die kodierenden
(Informationen iibertragenden) Sequenzen eines thera-
peutischen Gens, das transportiert werden soll.

Die AAV-Vektoren sind jedoch ziemlich klein, sie kon-
nen nur fremdes genetischen Material einbauen, das nicht
langer als etwa 5.000 Basenpaare ist. Deswegen mufite die
cDNA des normalen Dystrophins, die aneinandergehéng-
ten 79 Exons ohne die Introns, die etwa 14.000 Basenpaare
lang ist, stark verkiirzt werden, damit sie in den kleinen
Vektor paBt. Die Ubertragung einer solchen Minigen-
cDNA wiirde deshalb die Duchenne-Muskeldystrophie
nicht heilen sondern sie nur in die viel langsamer voran-
schreitende Becker-Dystrophie abindern.

Aus diesen Griinden wurde in die Vektoren, die in die-
ser ersten Studie verwendet werden, die Minidystrophin-
Genkonstruktion Delta-3990, eingebaut, die Teile des
Exons 17 und alle Exons von 18 bis 59 und von 70 bis 79
des normalen Gens nicht mehr enthilt. Das bedeutet, daf3
das erwartete Becker-Dystrophin etwa nur ein Drittel so
lang sein wird wie das normale Protein. Im Jahr 1990 wur-
de ein 61 Jahre alter Becker-Patient diagnostiziert, der
noch gehen konnte und der dieses verkiirzte Dystrophin-
Gen in seinen Muskeln hatte.

Diese Phase-Ia klinische Studie wird jetzt unter der Lei-
tung von Dr. Jerry Mendell an der Kinderklinik der Ohio
State University in Columbus durchgefiihrt. Sie wurde von
der Federal Drug Agency FDA genehmigt, nachdem der
AAV-Minidystrophin-Vektor an Versuchstieren auf Si-
cherheit und Toxizitét (Giftigkeit) getestet wurde. Die Stu-
die begann am 26. Mirz 2006, als der erste Patient seine
ersten Injektion des Biostrophins an drei 10,5 cm vonein-
ander entfernten Stellen des Bizepsmuskels eines Armes
bekam, wihrend in den Bizeps des anderen Armes nur
physiologische Salzlosung gespritzt wurde. Die Studie
wird doppelblind durchgefiihrt, d.h., alle Beteiligten, die



Patienten, die Wissenschaftler, Arzte und Betreuer, erfah-
ren erst nach dem Ende der ganzen Studie, in welchen Bi-
zepsmuskel die Vektoren gespritzt wurden.

Es wird nicht erwartet, daf3 es fiir die Jungen in dieser
ersten Studie bereits eine therapeutische Wirkung gibt,
denn es soll nur prinzipiell festgestellt werden, ob diese
Art der Gentherapie nicht nur in den Skelettmuskeln von
Maiusen und Hunden wirksam ist, sondern auch in mensch-
lichen Muskeln, es ist also wieder ein proof of principle.
AuBerdem werden Sicherheitsdaten erhalten und die Dosis
bestimmt, die zu einer Produktion von Minidystrophin im
Muskel fiihrt, sowie gepriift, ob sich gegen das neue Dys-
trophin oder das Vektormaterial eine Immunabwehr ent-
wikkelt.

An der Studie nehmen sechs Duchenne-Jungen teil, die
mindestens fiinf Jahre alt sind und deren Mutation im Dys-
trophin-Gen genau bekannt ist. Alle sechs haben bereits
ihre Injektionen erhalten. Zwei verschiedene Dosen wur-
den fiir jede der beiden Gruppen aus drei Patienten gege-
ben. Nach vier Wochen wurden von vier der Patienten
Muskelproben nach Biopsien aus der Injektionsstelle er-
halten, von den zwei anderen nach 12 Wochen.

Es sind keine Nebenwirkungen aufgetreten, die auf die
Gentherapie zuriickgefiihrt werden konnten, d.h., die Me-
thode wird gut vertragen. Da die Studie doppelblind durch-
gefiihrt wird, werden die Biopsieproben bis zum Ende des
ganzen Versuchs eingefroren gelagert, dann erst werden
die sie auf neu gebildetes aber verkiirztes Dystrophin ge-
testet. Sobald alle Ergebnisse vorliegen und ausgewertet
sind, werden sie voraussichtlich Anfang 2008 verdffent-
licht.

AuBerdem wurde begonnen, diese Methode auch an
Hunden und Affen anzuwenden. Dabei wurden bereits er-
mutigende Ergebnisse des Gentransfers und der Neubil-
dung von Dystrophin erhalten. Eine ,,Briicken‘-Phase-Ia-
Studie mit Duchenne-Jungen soll 2008 und 2009 durchge-
fiihrt werden, bei der ganze Gliedmaflen eine regionale In-
fusion der Vektoren in die voriibergehend blockierte Blut-
zirkulation bekommen. Diese regionale Anwendung wird
moglicherweise bei den Patienten schon eine therapeuti-
sche Wirkung zeigen und ihnen eine Verbesserung ihrer
Lebensqualitét bringen. Und schlieBlich ist eine Phase-
II/ITI-Studie mit einer systemischen Ganzkorperbehand-
lung vorgesehen, die mit einer groleren Zahl von Patien-
ten 2009 und 2010 durchgefiihrt werden konnte.

Gentransfer mit Perizyten, adulten Muskelstamm-
zellen: Giulio Cossu vom Stammzellen-Institut am Hospi-
tal San Raffaele in Mailand beschrieb seine und seiner
Kollegen aussichtsreichen Arbeiten an einer Duchenne-
Therapie mit Stammzellen.

Fiir eine wirksame Stammzelltherapie der Duchenne-
Dystrophie braucht man eine sichere und ethisch akzep-
table Quelle groBBerer Mengen von adulten (ausgewachse-
nen) Muskelstammzellen, die nur neue Muskelzellen er-
zeugen und keine anderen unerwiinschten Zellen oder gar
Tumoren. Und es sollte moglich sein, diese Stammzellen
systemisch in den Blutkreislauf zu injizieren, von wo sie
aus alle Muskeln erreichen wiirden. Dann haben sie die
Wiinde der Blutgefi3e der Muskelzellen zu durchqueren
und miissen in den Muskeln bleiben, ohne dort Probleme
anzurichten. Diese Bedingungen scheinen die Mesoangi-
oblasten zu erfiillen. Dies sind adulte Stammzellen, die
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sich an der AuBlenseite von kleinen Blutgeféflen innerhalb
des Muskelgewebes befinden und auch daraus isoliert wer-
den konnen.

Die italienischen Forscher arbeiteten zunéchst mit einer
Maus, die eine Form der Gliedergiirtel-Muskeldystrophie
hat, in denen ein Protein des Dystrophin-assoziierten Kom-
plexes fehlt. Nach Injektionen von Mesoangioblasten aus
normalen Miusen, wanderten diese gesunden Stammzellen
in alle Skelettmuskeln der lebenden Miuse und bewirkten,
dafl mehr als 80% der normalen Menge des fehlenden Pro-
teins alpha-Sarkoglykan wieder gebildet wurde.

Fiir eine mogliche Duchenne-Therapie durch diese neue
Technik miiite das intakte Dystrophin-Gen aus dem Mus-
kelgewebe eines gesunden Spenders in die Mesoangiobla-
sten eines Patienten ex-vivo (im Laboratorium) mit be-
kannten Vektoren iibertragen werden. Einige dieser trans-
duzierten Zellen, die dann das normale Dystrophin-Gen
enthalten, miiSten vermehrt und schlief8lich in die Blutzir-
kulation des Patienten zuriickinjiziert werden. Solch eine
autologe Behandlung wiirde immunologische Probleme
vermeiden. Man konnte aber auch Mesoangioblasten von
einem gesunden Verwandten verwenden. Doch bei einer
solchen heterologen Behandlung miifte man dauernd im-
mununterdriickende Medikamente geben.

Die Mesoangioblasten, die fiir diese Experimente ver-
wendet wurden, waren aus den BlutgefaBwinden von
Miusen und Hunden isoliert worden. Fiir den nichsten
Schritt zur Entwicklung einer therapeutischen Methode fiir
Duchenne-Patienten mufite man diese Stammzellen aus
menschlichem Gewebe isolieren, um sie dann in den Tier-
versuchen einzusetzen. Dr. Cossu und seine Mitarbeiter
haben das mit Erfolg getan und ihre neuen Ergebnisse im
Februar 2007, in der Zeitschrift Nature Cell Biology, Band
9, Seiten 255-257, veroffentlicht.

Danach suchten die Forscher nach @hnlichen Stammzel-
len in den Winden der kleinen Blutgefiafle aus menschli-
chem Muskelgewebe, das aus diagnostischen Biopsien
stammte. Sie fanden dort solche Zellen, aber ihre Eigen-
schaften waren etwas von denen der Mesoangioblasten
verschieden. Diese jetzt Perizyten genannten Zellen hatten
genau die Eigenschaften, die Stammzellen haben sollten,
die fiir eine Duchenne-Therapie bestimmt sind:

(1) Sie lassen sich einfach aus menschlichem biologi-
schem Material wie Muskelgewebe isolieren; (2) sie kon-
nen im Laboratorium stark vermehrt werden bis zu Men-
gen, die fiir eine systemische Behandlung von Kindern
notwendig wiren; (3) es ist moglich, in sie normale Dys-
trophin-Sequenzen mit Virenvektoren hineinzubringen;

(4) sie konnen aus der Blutzirkulation in die Muskeln wan-
dern, und (5), sie entwickeln sich zu funktionierenden
Muskelzellen im lebenden Muskelgewebe.

Die wichtigsten Ergebnisse wurden in Experimenten
mit mdx-Miusen erhalten, die also kein Dystrophin in ih-
ren Muskeln haben, denen aber zusétzlich noch ihr Im-
munsystem durch eine genetische Manipulation zerstort
worden war. Einen Monat nach drei systemischen Injekti-
onen von normalen, d.h. nicht-dystrophischen, Perizyten in
die Beinarterien von fiinf dieser Mduse wurden 200 bis
450 neue dystrophinhaltige Muskelfasern pro Standard-
querschnitt gefunden. Wenn menschliche Perizyten von
Duchenne-Patienten, also mit mutierten Dystrophin-
Genen, zuerst mit Virusvektoren behandelt wurden, die
Minidystrophin-Gene enthielten, und dann ebenso in diese



Mause injiziert wurden, konnten 190 bis 320 Muskelfasern
mit Minidystrophin in den untersuchten Muskeln nachge-
wiesen werden. Die Funktion der Muskeln in den behan-
delten Méusen hatte sich dadurch deutlich verbessert.

Im néchsten Schritt zu einer Anwendung beim Men-
schen isolierte Dr. Cossus Team Mesoangioblasten von
normalen und dystrophischen Hunden, vermehrte sie in
Zellkultur und injizierte sie in die Hinterbein-Arterie
dystrophischer Hunde. Die Zellen aus den Hunden konnten
nicht genau charakterisiert werden, so da3 man nicht wuf3-
te, ob sie genau die gleichen Eigenschaften besallen wie
die menschlichen Perizyten. Deswegen werden sie hier
wieder Mesoangioblasten genannt.

Vier Hunde wurden mit fiinf monatlichen systemischen
Injektionen von autologen Zellen behandelt, die von jedem
der vier Hunde stammten, und in die das Gen, die cDNA,
eines Mikrodystrophins mit einem Virusvektor im Labora-
torium iibertragen worden war. In diesem Fall war keine
Immununterdriickung notwendig. Doch entgegen der Er-
wartung war diese Behandlung erfolglos. Moglicherweise
war das transferierte Dystrophin zu kurz, um in einem gro-
Ben Tier wie einem Hund die Muskelfunktion zu erhalten.

In einer heterologen Behandlung bekamen sechs andere
Hunde in dhnlicher Weise Injektionen mit Spenderzellen
von gesunden Hunden aber zusammen mit Cyclosporin zur
Unterdriickung einer Immunabwehr. Diese Behandlung
fiihrte zu neuem normalem Dystrophin-Protein in vielen
Muskeln der dystrophischen Hunde und zu einer Verbesse-
rung der Muskelfunktion. Bei einem der Tiere wurden die
Zellen iiber ein Katheter (ein relativ langes Kunststoff-
rohrchen) in die Aorta (die Halsschlagader) injiziert. Dies
fiihrte zu einer weiten Verteilung der Mesoangioblasten in
alle Muskeln.

Das Ergebnis dieser Stammzellinfusionen war drama-
tisch: Dieser letztgenannte Hund zeigte eine deutliche Ver-
besserung seiner Dystrophie, und er konnte fiinf Monate
nach der letzten Injektion gut laufen, wihrend die anderen
behandelten Tiere sich weniger gut regenerierten.

Die Forscher wollen diese Experimente mit autologen
Zellen wiederholen, wobei in diese Zellen Minidystrophin-
Gene iibertragen werden anstelle der kiirzeren Mikrogene.

Geplant ist auch, die genetische Exon-Skipping-Methode
anzuwenden, die in Frankreich von Luis Garcia entwickelt
wurde.

Dr. Cossu beendete seinen Vortrag mit folgender Stel-
lungnahme: ,,Wir schlagen jetzt eine klinische Studie mit
Duchenne-Patienten vor. Doch zunichst miissen wir Lang-
zeitstudien mit den Hunden durchfiihren, die Toxizitit der
Zellen priifen und auch die menschlichen Zellen unter Be-
dingungen isolieren, die fiir klinische Anwendungen vor-
geschrieben sind. Diese Arbeiten haben schon begonnen
und werden etwa ein Jahr dauern. In der geplanten klini-
schen Studie werden drei Patienten lokale Injektionen in
einen einzigen Muskel bekommen, um zu sehen, ob diese
menschlichen Stammzellen wirklich menschliches Dys-
trophin in einem menschlichen Muskel produzieren. Da-
nach werden drei weitere Patienten systemische Injektio-
nen von Spenderzellen bekommen zusammen mit Medi-
kamenten gegen eine Immunabwehr gegen die fremden
Zellen.

Die erste und wichtigste Frage, die beantwortet werden
mub, ist die nach der Langzeitsicherheit der Behandlung.
Wir wissen bereits, dafl nichts mit den Mausen und Hun-
den passiert ist, aber wir wissen nicht, was mit den Jungen
geschehen wird, wenn wir sie in der klinischen Studie
wirklich behandeln. Die zweite Frage ist die, ob die Mus-
kelkraft erhalten bleibt oder vielleicht sogar erhoht wird.
Wir haben inzwischen eine neue Methode entwickelt, mit
der wir die Kraft von einzelnen Muskelfasern messen kon-
nen. Und wir werden natiirlich alle Empfehlungen fiir kli-
nische Studien befolgen, die vom TREAT-NMD-Pro-
gramm ausgearbeitet werden.

Diese Stammzellbehandlung steckt noch in ihren Kin-
derschuhen. Wir wissen nicht, wie wirksam sie sein wird
und wir kennen nicht ihre Risiken. Schlielich werden wir
grof3e Mengen von Zellen in die Kinder injizieren, da
konnten ernste Probleme auftreten. Die Behandlung selbst
ist kompliziert, sie fertig zu entwickeln wird einige Jahre
dauern, und das wird viel kosten. Aber sie bietet eine Aus-
sicht auf Erfolg und wir sind begeistert von ihren Mog-
lichkeiten. Wir werden sie an Kindern ausprobieren, denn
sie wird zu einer richtigen Heilung fithren.*

Die pharmakologischen Wege.

Hochregulieren von Utrophin als Ersatz von Dystro-
phin. Es gibt vier groBe Herausforderungen, denen sich
jeder stellen muB3, der versucht, eine Therapie fiir die Du-
chenne-Dystrophie zu finden: (1) Dystrophin ist ein riesi-
ges Protein, dessen Funktion wiederhergestellt werden
muB; (2) um die Muskeln wieder funktionsfahig zu ma-
chen, miissen wenigstens 20% der normalen Menge neues
Dystrophin entstehen, oder wenn nicht dieses Protein,
dann ein anders wie Utrophin, das es ersetzen kann;
(3) dies muB in allen Skelettmuskeln passieren, auch in
denen der Lungen und des Herzens; und (4); eine Immun-
reaktion gegen das neue Protein muf3 vermieden werden.
Als Kay Davies, die jetzt an der Universitdt Oxford ar-
beitet, vor mehr als 20 Jahren versuchte, das Duchenne-
Gen zu finden, fanden sie an seiner Stelle das Protein
Utrophin und sein Gen. Utrophin ist ein Protein mit einer
Struktur und einer Funktion, die dem Dystrophin sehr dhn-
lich sind. Beim Menschen liegt sein Gen auf dem Chromo-
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som 6, es hat 75 Exons und ist etwa eine Million Basen-
paare lang. Wie das Dystrophin verbindet es die F-Aktin-
Struktur der Zellen mit einem Proteinkomplex in den
Membranen, der auch so dhnlich aussieht, wie der Dystro-
phin-assoziierte Komplex. Utrophin findet sich in vielen
Korpergeweben, auch in Muskeln, aber hier ist es auf die
Regionen konzentriert, an denen die motorischen Nerven
die Muskelmembranen kontaktieren, an den motorischen
Endplatten.

In Duchenne-Patienten verteilt sich das Utrophin von
den motorischen Endplatten aus iiber die Muskelmembra-
nen. Je mehr Utrophin ein Patient hat, desto spiter braucht
er einen Rollstuhl. Das bedeutet, daf} ein groere Menge
Utrophin die Duchenne-Dystrophie ertriglicher machen
wiirde. Wihrend der Entwicklung in der 12. Schwanger-
schaftswoche enthalten die Muskeln sowohl Utrophin als
auch Dystrophin. Danach verschwindet das Utrophin von
den Zellmembranen, und bei der Geburt haben die Mus-



kelmembranen nur noch Dystrophin. Utrophin ist also die
fotale (vorgeburtliche) Form des Dystrophins. Das bedeu-
tet, dal man eine Duchenne-Therapie hitte, wenn es ge-
lange, das Entwicklungsprogramm fiir Utrophin wiederzu-
beleben.

Mdx-Miuse, deren Utrophin-Gen experimentell zerstort
wurde, die also weder Dystrophin noch Utrophin in ihren
Muskeln haben, zeigen Duchenne-artige Symptome, sie
sterben frith im Gegensatz zu ,,normalen* mdx-M4iusen,
deren Muskeln viel weniger geschidigt sind als bei Du-
chenne-Jungen, obgleich sie kein Dystrophin haben.

In anderen Experimenten mit transgenen mdx-M4iusen,
die Utrophin-Minigene in ihren Keimzellen hatten, die mit
einer Technik dort eingebaut wurden, die man nicht beim
Menschen anwenden kann, wurde gezeigt, dal Utrophin,
wenn es in groeren Mengen vorhanden ist, Dystrophin
ersetzen kann. Wenn die Menge von Utrophin um das
Drei- bis Vierfache erhoht wurde, konnte die Entwicklung
der relativ leichten Duchenne-Symptome der mdx-Méiuse
ganz vermieden werden.

Daher sollte man fiir eine mogliche Duchenne-Therapie
versuchen, die geringe Menge Utrophin durch Hochregu-
lieren seines Gens zu erhohen. Das Gen hat zwei Startstel-
len, zwei Promoter-Sequenzen, an denen sich Signal-Ver-
bindungen anlagern, wenn die Synthese des Utrophin-
Proteins beginnen soll. Der eine Promoter startet die Pro-
duktion der haufigeren der beiden dhnlichen Formen des
Utrophins, des A-Utrophins, das dann nur in relativ kleinen
Mengen an den neuromuskulidren Endplatten aller Muskeln
vorkommt. Der andere Promoter startet die andere Form,
das B-Utrophin in den Blutkapillaren.

Die Forscher versuchten dann, diesen Signalprozef3 so
zu beeinflussen, dal mehr A-Utrophin entsteht, das dann
zu den Muskelzellmembranen der Duchenne-Jungen gelei-
tet wird, wo es hoffentlich die vom Dystrophin verlassenen
Stellen einnimmt.

Es stellte sich aber bald heraus, daf} es eine schwierige
und teure Aufgabe war, eine Substanz zu finden, die Utro-
phin hochregulieren kann und sie dann zu einem wirksa-
men Medikament fiir eine Duchenne-Therapie zu entwik-
keln, eine Aufgabe, die sich nicht in einem Universititsla-
boratorium l9sen 14Bt. Deswegen griindete Dr. Davies mit
anderen zusammen die Firma VASTox plc in Abington bei
Oxford, die jetzt Summit plc heifit.

In dieser Firma sind bis Ende 2007 iiber 30.000 chemi-
sche Substanzen auf ihre Fahigkeit getestet worden, die
Aktivitdt des Utrophin-Gens in Zellkulturen von mdx-
Maiusen hochzuregulieren.

Verwendet wurde dazu das Licht-erzeugende Enzym
Luziferase aus Glithwiirmchen in einem neu entwickelten
Reagenziensystem, mit dem sich die Menge des Utrophin-
Proteins messen 146t. Bis Juli 2007 sind 31 aussichtsreiche
Substanzen gefunden worden, die die Menge des Luzife-
rins um ein Mehrfaches vergroflern konnen. Diese Sub-
stanzen werden jetzt optimiert und in lebenden mdx-Miu-
sen getestet mit dem Ziel, ihre Wirkung weiter zu erhdhen
und sicherzustellen, dal das Utrophin in allen Muskeln der
Tiere geniigend hochreguliert wird. Es werden auch zu-
sdtzliche Tests mit dystrophischen Zebrafischen durchge-
fiihrt, durch die moglicherweise noch andere potentielle
Medikamente zur Behandlung von Duchenne-Dystrophie
identifiziert werden konnen.

Zwei der frith gefundenen aktiven Substanzen, VOX A
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und VOX B, sind schon systemisch durch intraperetoneale
Injektionen (in den Unterleib) von Miusen getestet wor-
den. Nach 12 Wochen wochentlicher Injektionen war das
Utrophin in den untersuchten Skelettmuskeln der Mause
hochreguliert worden mit Anzeichen einer Funktionsver-
besserung. Nach weiterer Optimierung zeigte eine fiir die
klinische Entwicklung ausgewéhlte Verbindung, SMT
C1100, daB sich mit ihr die Muskeldegeneration reduzie-
ren lie} und auch die Fibrose, die Fettablagerung und die
chronische Entziindung, so daf} die Tiere ihre Muskelfunk-
tion deutlich regenerieren konnten. Nach 28 Tagen tégli-
cher Behandlung sind keine Nebenwirkungen aufgetreten,
d.h., SMT C1100 scheint sicher zu sein. Falls weitere vor-
klinische toxikologische Untersuchungen erfolgreich ver-
laufen und die Synthesemethoden sich verbessern lassen,
konnten die ersten Sicherheitsstudien mit gesunden Frei-
willigen Mitte 2008 beginnen und mit Duchenne-Patien-
ten wahrscheinlich Anfang 2009.

Biglykan kann Utrophin hochregulieren. Beim Treffen
in Cincinnati 2006 beschrieb Justin Fallon von der Brown
University in Providence im Staat Rhode Island, Arbeiten
in seinem Laboratorium iiber das Protein Biglykan. Ein
Jahr spiter, 2007 in Philadelphia, présentierte er neue Er-
gebnisse, die zeigten, da Biglykan Utrophin dramatisch
hochreguliert.

Biglykan kommt wihrend der Entwicklung an der Au-
Benseite der Skelett- und Herzmuskelmembranen vor, wo
es mit seinen beiden Enden die Proteine Alpha- und Gam-
ma-Sarkoglykan miteinander verbindet, die beide Kompo-
nenten des Dystrophin-Proteinkomplexes sind. Biglykan
ist wichtig fiir die Regulation vieler Signal- und Struktur-
proteine in den Muskelzellmembranen.

In Experimenten mit nicht-dystrophischen Miusen, de-
ren Gen fiir Biglykan inaktiviert war, wurde gefunden, da3
ohne Biglykan viele Proteine des Dystrophin-Komplexes
verschwinden. Eine Behandlung dieser Mause mit lokalen
und systemischen Injektionen von rekombinantem (durch
Gentechnik kiinstlich hergestelltem) menschlichem Bigly-
kan fiihrte zum Wiedererscheinen des Proteins Beta-
Syntrophin, das zum Dystrophin-Komplex gehort. Dies ist
ein Zeichen dafiir, daf} dieser Proteinkomplex wieder voll-
standig war.

Die lokale und systemische Behandlung von mdx-Miu-
sen mit menschlichem Biglykan verbesserte viele Sym-
ptome der nur leicht dystrophischen Tiere, die kein Dys-
trophin in ihren Muskeln haben. Das tiberraschendste Er-
gebnis war jedoch, daf zwei bis drei Wochen nach einer
einzigen systemischen Injektion die normale geringe Men-
ge von Utrophin in den behandelten Muskeln um etwa 2,5-
fach hochreguliert war.

Der nichste Schritt war zu priifen, ob eine Behandlung
mit Biglykan die Muskelfunktion von mdx-Médusen ver-
bessert. Nach drei Monaten wiederholter systemischer In-
jektionen von menschlichem Biglykan waren die Muskeln
der Miuse ohne Dystrophin viel widerstandsfihiger gegen
Schiden, die durch forcierte (erzwungene) Kontraktionen
und Verldngerungen der Muskeln verursacht wurden.

Da Biglykan beim Menschen wihrend der Entwicklung
vorkommt, wiirde seine Verwendung als Medikament
kaum immunologische Abwehrreaktionen auslosen. Da es
auBlerhalb der Muskelzellen aktiv ist, muf es dafiir nicht
die Muskelzellmembranen durchqueren. Die Alpha- und



Gamma-Sarkoglykane, die beiden Proteine, and die sich
das Biglykan bindet, kommen nur auflen an den Skelett-
und Herzmuskeln vor. Das bedeutet, dafl Biglykan vor al-
lem in diesen beiden Muskeltypen aktiv sein wird und
deshalb nur wenige Nebeneffekte verursachen kann.

Die Experimente mit Tieren werden fortgesetzt, um die
Behandlungsbedingungen zu optimieren. Es wird etwa 12
bis 18 Monate dauern, bis geniigend Biglykan in klinischer
Reinheit hergestellt ist, so da mit diesem potentiellen Du-
chenne-Medikament in etwa zwei Jahren eine Phase-I-
Studie an Duchenne-Jungen durchgefiihrt werden kann.

Durchlesen durch vorzeitige Stoppcodons mit PTC124:
Langdon Miller von der Firma PTC Therapeutics in South
Plainfield, New Jersey, aktualisierte mit neuen Informatio-
nen iiber die Phase-II klinische Studie von PTC124 die Er-
gebnisse, die ich bereits in meinen Berichten iiber die
2006-Konferenzen in Cincinnati und London zusammen-
gefal3t hatte.

Etwa 13 bis 15% der Duchenne-Jungen haben eine
Punktmutation in ihrem Dystrophin-Gen, die ein einzelnes
Aminosiure-Codon in eines der drei Stoppcodons, TGA,
TAG oder TAA abgeindert hat. In der mRNA werden die-
se Codons zu UGA, UAG und UAA, die die Proteinsyn-
these vorzeitig abbrechen, bevor das Protein fertig ist. Die-
se Mutationen heiflen Nonsense-Mutationen, weil nach ih-
nen die Proteinsynthese nicht weitergeht.

Sie werden auch Stoppmutationen genannt oder vorzei-
tige Stoppcodons. Wenn eine solche Mutation im Dystro-
phin-Gen entstanden ist, wird nach ihm ein abgebrochenes
Dystrophin-Protein produziert, das zu kurz fiir seine nor-
male Funktion ist. Es wird abgebaut und verschwindet.
PTC124 ist eine niedermolekulare Substanz, das es dem
Protein-synthetisierenden System in den Ribosomen er-
laubt, durch das vorzeitige Stoppzeichen hindurchzulesen,
so daf ein Protein von normaler Linge entsteht. PTC124
wird aber einem Duchenne-Jungen nur helfen konnen,
wenn seine Mutation ganz genau bekannt ist und feststeht,
daB es eine Nonsense-Mutation ist. Das heift, die Gense-
quenz um die Mutationsstelle herum muf in allen Einzel-
heiten bestimmt werden. Nur wenn eines der Stoppcodons
TGA, TAG oder TAA entstanden ist, kann PTC124 wir-
ken, kann es den Zellvorgédngen helfen, eine der geneti-
schen Ursachen der Duchenne-Dystrophie zu umgehen,
aber es ist nicht Teil einer Gentherapie und es veranlaf3t
auch kein Exon-Skipping.

PTC124 ist ein vollstindig neues Medikament, das
Erste seiner Art. Um es zu finden, wurden etwa 800.000
niedermolekulare chemische Substanzen automatisch auf
ihre Fahigkeit getestet, die Konsequenzen eines vorzeiti-
gen Stoppcodons zu ignorieren. Die dabei identifizierten
aktiven Substanzen wurden dann in mehrjdhriger Labora-
toriumsarbeit chemisch optimiert. Obgleich das Antibioti-
kum Gentamicin die erste Verbindung war, bei der man
das Durchlesen durch Stoppcodons nachweisen konnte, ist
PTC124 nicht mit Gentamicin verwandt, und es ist auch
kein Antibiotikum. Alle Einzelheiten iiber PTC124 ein-
schlieBlich seiner molekularen Struktur und der umfang-
reichen vorklinischen Untersuchungen wurden am 3. Mai
2007 in der Zeitschrift Nature, Band 447, Seiten 87-91,
veroffentlicht zusammen mit einem Kommentar "Ignore
the nonsense" (Ignoriere den Unsinn) auf Seite 42.

PTC124 ist noch nicht im Handel, denn es wird in Tier-
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versuchen und klinischen Studien mit Patienten noch wei-
terentwickelt. Es ist ein orales Medikament, das also durch
den Mund verabfolgt wird, ein weilles kristallines Pulver
mit leichtem Vanillegeschmack, das in kleinen Kunststoff-
beuteln zur Verfiigung steht. Es wird vor der Anwendung
mit Wasser, Milch oder Saft zu einer Suspension aufge-
schwemmt.

Weil PTC124 Nonsense-Mutationen in jeder mRNA
ignorieren kann, ist es auch ein mogliches Medikament fiir
andere genetische Krankheiten, die von solchen Mutatio-
nen verursacht werden, z.B. fiir Mukoviszidose. PTC The-
rapeutics hat schon mehrere klinische Studien mit PTC124
durchgefiihrt und hofft, bald auch Langzeitstudien mit
Mukoviszidose und Duchenne Patienten beginnen zu kon-
nen.

Um sicherzustellen, dafl PTC124 ein Duchenne-Medi-
kament sein kann, wurden priklinische Experimente an
Versuchstieren durchgefiihrt. Nach der oralen Gabe an le-
bende mdx-Maiuse erschien Dystrophin normaler Linge in
ihren Skelett- und Herzmuskeln und auch im Zwerchfell,
das dann auch an seine normale Stelle an der Innenseite
der Muskelzellmembran wanderte. Die Muskeln waren
danach wesentlich widerstandsfihiger gegen erzwungene
Verldngerungen und die CK-Aktivitdten im Serum verrin-
gerten sich. Toxizitédtsstudien mit hohen Dosen des Medi-
kamentes an Ratten und Hunden fiihrten im allgemeinen
zu keinen ernsten oder akuten Nebenwirkungen. Entziin-
dungen der Nieren wurden bei Miusen beobachtet und
auch der Nebennierendriise von Hunden. In Ratten wurden
in einer Studie auch Tumoren im braunen Fett gesehen,
das lieB sich aber bei einer Wiederholung der Studie nicht
bestitigen. Uberzeugende Hinweise auf dhnliche Nieren-
und Nebennieren-Probleme bei Menschen traten nicht auf.
Menschen haben kaum braunes Fett, es ist deshalb un-
wahrscheinlich, da} dieser Effekt fiir Menschen Bedeu-
tung hat. In den klinischen Studien wird deshalb besonders
sorgfiltig auf diese Probleme geachtet.

Bei der ersten klinischen Erprobung von PTC124 wur-
de eine offene Phase-I Studie durchgefiihrt mit 61 gesun-
den 18 bis 30 Jahre alten erwachsenen Freiwilligen. Diese
Altersgruppe wurde gewdhlt, weil sie der von jungen er-
wachsenen Duchenne-Patienten entspricht. Sie erhielten
das Medikament dreimal pro Tag bis zu zwei Wochen
lang. Die Absorption (die Aufnahme) des Medikaments
wurde mit und ohne gleichzeitiger Nahrungsaufnahme ge-
testet. Das Medikament wurde vom Korper gut absorbiert,
und es war moglich, eine Konzentration im Blutplasma
von 2 bis 10 Mikrogramm/ml einzuhalten, die in mdx-
Maiusen als besonders wirksam gefunden wurde. Mit
PTC124 gab es nur wenige Nebenwirklungen wie Ubel-
keit, Durchfall und Kopfschmerzen bei sehr hohen Dosie-
rungen von mehr als 150 mg/kg. Manchmal wurden dabei
auch geringe Erhohungen der Leberenzyme gesehen. Do-
sierungen bis zu 100 mg/kg/Tag wurden von den gesunden
Erwachsenen gut vertragen, dies ist eine gro3ere Dosis als
sie Duchenne-Patienten bekommen wiirden.

Diese Ergebnisse erlaubten es, mit einer Phase-IIa-Stu-
die zu beginnen. Der erste Teil dieser offenen klinischen
Studie mit 26 fiinf bis 13 Jahre alten Duchenne-Patienten
ist abgeschlossen. Sechs Jungen erhielten eine Dosis von
16 mg/kg/Tag und 20 Jungen 40 mg/kg/Tag des Medika-
mentes in drei Portionen pro Tag. Sie hatten verschiedene
Stoppmutationen: 15 hatten das Stoppcodon TGA, 6 TAG



und 5 TAA, die auf die Exons 6 bis 70 verteilt waren.

Die Patienten wurden bis zu 21 Tagen vor der Behand-
lung klinisch getestet, dann erhielten sie 28 Tage lang tig-
lich das Medikament, und schlieBlich wurden sie nach
weiteren 28 Tagen abschlieend intensiv untersucht. Mus-
kelbiopsien wurden vor und nach der Behandlung am Ful3-
muskel Extensor digitorum brevis, EDB, durchgefiihrt, um
auf die Wiederherstellung der Produktion von Dystrophin
normaler Linge zu testen. Andere chemische und Funkti-
onstests wurden ebenfalls vorgenommen, um den thera-
peutischen Effekt zu messen und die Sicherheit zu iiber-
priifen.

Bevor die Patienten der ersten beiden Gruppen das Me-
dikament erhielten, wurde Muskelgewebe aus ihrer ersten
Biopsie im Laboratorium mit PTC124 behandelt. In diesen
Laborexperimenten wurde die erwartete Dosis-abhidngige
Erhohung der Menge des normal langen Dystrophins bei
allen Jungen gefunden.

Das Ergebnis dieser klinischen Studie war, daf} nach 28
Tagen Behandlung mit dem Medikament in 3 von 6 Jun-
gen der Gruppe mit der niedrigen Dosis und in 11 von 20
der Gruppe mit der hoheren Dosis, d.h., in etwa 50% aller
26 Jungen, eine relativ geringe Menge Dystrophin im
Muskelgewebe der nach der Behandlung durchgefiihrten
Biopsie nachgewiesen werden konnte.

Eine der Griinde, warum nicht in allen Jungen neues
Dystrophin gefunden wurde, konnte sein, dafl die PTC124-
Konzentration im Blut unterhalb des angestrebten Kon-
zentrationsbereiches von 2 bis 10 Mikrogramm/ml Plasma
war, moglicherweise verursacht durch den im Vergleich
mit Erwachsenen schnelleren Abbau des Medikamentes in
Kindern. Doch bei allen Kindern waren die CK-Aktivité-
ten wihrend der Behandlung zuriickgegangen. Sie stiegen
aber wihrend den Nachuntersuchungen im Anschluf} an
die Behandlung wieder an, so wie es fiir ein Medikament
zu erwarten war, das eigentlich ununterbrochen angewen-
det werden miifite. Einige milden bis méBigen aber selten
auftretenden Nebenwirkungen wurden beobachtet wie
Durchfall, Ubelkeit und Kopfschmerzen, aber es gab keine
erheblichen Anderungen der Laborwerte.

Aber einige Eltern und Lehrer berichteten, daf3 die Jun-
gen nach der Behandlung mehr Ausdauer hatten und akti-
ver und weniger miide waren als vorher. Dies sind keine
richtigen wissenschaftlichen Ergebnisse, sie miissen des-
halb im Detail iiberpriift werden.

Diese Ergebnisse lieBen vermuten, da3 man mit einer
hoheren PTC124-Dosis geniigend Dystrophin fiir eine the-
rapeutische Wirkung erhalten wiirde. Deshalb wurde die
Phase-IIa-Studie modifiziert, indem 12 weitere Duchenne-
Jungen aufgenommen wurden, die 80 mg/kg/Tag PTC124
in drei Portionen pro Tag an 28 Tagen erhielten. Diese Do-
sis sollte dann geniigen, um eine Blutkonzentration von
mindestens 2 bis 10 Mikrogramm/ml Plasma zu erreichen.
Diese zusitzliche Behandlung ist bereits abgeschlossen,
die Daten werden analysiert und in kiirze mitgeteilt.

Am Ende seines Vortrags erwihnte Dr. Miller drei Fra-
gen, die beantwortet werden miissen, bevor PTC124 ein
Medikament fiir Duchenne-Jungen sein kann: (1) Werden
die kurzzeitigen positiven Wirkungen von PTC124 zu den
gewlinschten Langzeiteffekten fithren, wie eine Verbesse-
rung der Muskelfunktion, der Muskelkraft und der Aus-
dauer als auch zu einer besseren Lebensqualitéit? (2) Wel-
che PTC124-Dosis wird die besten klinischen Wirkungen
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ohne Sicherheitsprobleme liefern? (3) Wie lange wird es
dauern, bis die kurzzeitigen pharmakologischen Wirkun-
gen zu einem dauernden klinischen Nutzen werden?

Nur eine iiber eine ldngere Zeit durchgefiihrte kontrol-
lierte klinische Studie kann diese Fragen beantworten. Die
nédchsten Schritte, die PTC Therapeutics unternehmen
wird, sind deshalb, die Ergebnisse der fertigen Phase-Ila-
Studien abschlieBend auszuwerten und dann die Antrége
fiir eine klinische Langzeitstudie an die amerikanische
FDA und die europdische EMEA (European Medicines
Agency) bis Ende 2007 vorzubereiten und einzureichen.
Es wird erwartet, daf diese Studie in den nidchsten Mona-
ten beginnen kann. Auflerdem sollen die Jungen, die an der
Phase-IIa-Studie teilgenommnen hatten, die Gelegenheit
bekommen, in einer offenen Verldngerung der Studie wei-
terbehandelt zu werden.

Projekt Katalyse: Vier neue Duchenne-Medikamente
werden entwickelt. Die Firma PTC Therapeutics in South
Plainfield, NJ, sieht es als ihre Aufgabe an, niedermoleku-
lare Medikamente zu finden und weiterzuentwickeln, die
die Ubertragung der genetischen Information vom Gen zur
mRNA modifizieren. Der Name PTC ist die Abkiirzung
der englischen Beschreibung dieser Aufgabe: Post-Trans-
criptional Control (Kontrolle nach der Transkription, des
»Weiterschreibens®).

Ellen Welch, eine Abteilungsleiterin von PTC, stellte
dieses, englisch Project Catalyst genannte Programm vor,
mit dem zusétzlich zum PTC124 weitere potentielle Medi-
kamente zur Therapie der Duchenne-Muskeldystrophie
gefunden werden sollen. Projekt Katalyse wurde im Mai
2004 mit dem Ziel begonnen, mit automatische Testver-
fahren unter mehreren hunderttausend niedermolekularen
Verbindungen diejenigen zu finden, die in der Lage wéren,
in den Muskelzellen die Produktion (die Expression) von
vier Proteinen zu modifizieren, die eine Rolle bei einer
Therapie der Duchenne-Dystrophie spielen konnen. Diese
vier Proteine wurden ausgewihlt, weil die Forschung ge-
zeigt hatte, daf3 das Hoch- oder Herunterregulieren ihrer
Expression die Muskelstruktur und -funktion in Duchenne-
Patienten verbessern wiirde: Das Herunterregulieren von
Myostatin und das Hochregulieren des Muskel-spezifi-
schen Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktors, IGF-1, jedoch
nicht der Leber-spezifischen Form, wiirden das Wachstum
und die Regeneration der Muskeln fordern; und das Hoch-
regulieren von Utrophin und von Alpha7-Integrin wiirden
die Muskelzellmembranen stabilisieren und dadurch die
Muskelfunktionen verbessern.

Die automatischen Testverfahren zur Identifizierung
der potentiellen Duchenne-Medikamente verwenden eine
neu entwickelte Methode zur Aktivititsmessung mit einem
biologischen Mef3system: Die mRNA der vier Proteine
wurde mit dem Gen fiir das Enzym Luziferase der Gliih-
wiirmchen verbunden. In Gegenwart einer aktiven PTC-
Verbindung wird dann die Menge der Luziferase verdndert
und das Licht, das sie produziert, wird entweder verstirkt
oder geschwiicht. Das genaue und automatische Messen
von Lichtintensititen ist sehr viel einfacher als das Analy-
sieren von Wirkungen biologischer Aktivititen.

Relativ wenige Substanzen mit wenigstens einigen der
gewiinschten Eigenschaften wurden bei diesem Suchpro-
gramm gefunden und werden jetzt durch Variation ihrer
chemischen Struktur optimiert. Dies fiihrt zu Anderungen



ihrer biologischen, pharmakologischen und medizinischen
Eigenschaften, wie der Aktivitit, der Wirksamkeit, der
Loslichkeit, des Wanderungsvermogens (Permeabilitit),
des biologischen Um- und Abbaus (Metabolismus), der
Giftigkeit (Toxizitdt), der Nebenwirkungen, der oralen
Verfiigbarkeit (da3 man sie schlucken kann), und von an-
deren Eigenschaften. Mit diesen Optimierungsprozessen
sind viele Chemiker viele Jahre lang beschéftigt. Schlie$3-
lich miissen fiir die aussichtsreichsten Verbindungen die
Methoden zur Synthese auf grolere Mengen adaptiert
werden, damit geniigende Mengen fiir das vorklinische
Testen an isoliertem Muskelgewebe und in lebenden Ver-
suchstieren wie den mdx-M4iusen zur Verfiigung stehen.

PTC Therapeutics hat jetzt schon mehrere potentielle
Medikamente zur Verfiigung, die Myostatin zu sehr klei-
nen Konzentrationen herunterregeln, die die Muskelform
von IGF-1, aber nicht die Leberform, hochregulieren, und
die Utrophin und Alpha7-Intergrin auf das Zweifache
hochregulieren konnen. Diese sehr aussichtsreichen Medi-
kamente werden weiter optimiert, so dal mit ihnen etwa
20009 die ersten Phase-I klinischen Studien zur Toxizitits-
priifung mit Duchenne-Jungen beginnen konnen.

Die genetische Information des Dystrophin-Gens ein-
schlieBlich seiner Mutationen wird durch diese Medika-
mente nicht verdndert werden. Sie miissen wahrscheinlich
wihrend der ganzen Lebenszeit des Patienten genommen
werden. Unter Umstédnden konnten sie spéter mit anderen
Medikamenten und auch genetischen Techniken wie Exon-
Skipping kombiniert werden, und so Teil einer sehr effek-
tiven Duchenne-Therapie werden.

PPMD unterstiitzt das Projekt Katalyse von PTC The-
rapeutics finanziell und stellt dadurch sicher, dafl dadurch
Therapien entwickelt werden, fiir die sich sonst pharma-
zeutische Firmen kaum interessieren wiirden. Diese positi-
ve Zusammenarbeit ist von A.-L. Winkler und D. Finegold
im Januar 2008 in der Zeitschrift Nature Biotechnology,
Band 26, Seiten 23-26 unter dem Titel ,,Giving patients a
say: how to work with patient advocacy groups* (Den Pa-
tienten das Sagen lassen: wie man mit Interessengruppen
der Patienten arbeiten kann) als beispielhaftes Zusammen-
arbeiten sehr ausfiihrlich beschrieben worden.

Die Hemmung von NFkB verbessert die Muskelstruk-
tur und Muskelfunktion. Als George Carlson und seine
Forschungsgruppe an der Still University in Kirksville,
Missouri, sich vor einigen Jahren vornahmen, ganz gezielt
eine Therapie fiir Duchenne-Dystrophie zu entwickeln,
versuchten sie erst einmal zu verstehen, warum die mdx-
Maus eine, wenn auch nur milde, Muskeldystrophie hat,
wenn ihr das Dystrophin fehlt. Damals nahm man an, daf
das EinflieBen von groBeren Mengen von Kalzium-Ionen
(elektrisch geladenen Atomen) fiir die dystrophischen
Symptome verantwortlich war. Aber als man in Dr. Carl-
sons Laboratorium dieses EinflieBen von Kalzium in iso-
lierte stark dystrophische Muskelfasern des Atmungsmus-
kels Triangularis sterni (TS) der mdx-Méiuse maB, stellte
man fest, dal dieses EinflieBen in die gestreBten Fasern
gegeniiber dem Einflieen in normale Fasern unter den
gleichen Bedingungen kaum erhoht war. Demnach war ein
erhohtes Einstromen von Kalzium gar nicht fiir die Mus-
keldegeneration verantwortlich. Aber der TS-Muskel wird
jedesmal, wenn das Tier ausatmet, passiv gedehnt, und das
bedeutet, da3 dieses passive Dehnen der dystrophischen
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Fasern einen Mechanismus auslost, der die Muskeldegene-
ration begiinstigt. Andere Wissenschaftler konnten dann
zeigen, dall das passive Dehnen den Signalmechanismus
NF«B (NFkappaB) im Muskel aktiviert. Dr. Carlson und
seine Kollegen begannen danach, die Hypothese (die An-
nahme) zu testen, daf} die Aktivierung dieses Mechanis-
mus die Ursache fiir die Schidigung des gedehnten dys-
trophischen TS-Muskels ist.

Das Protein NFkB war 1986 gefunden worden, im glei-
chen Jahr wie das Dystrophin-Gen. Es kommt im Zyto-
plasma aller Zellen vor, aber meistens hat es sich dort mit
einem anderen Protein zusammengelagert, mit dem Protein
kB oder IkB (inhibitory kB), wodurch es inaktiviert wurde.
Wenn durch ziemlich komplizierte Regulierungsprozesse
eine Entziindung ausgeldst wird, um einen viralen oder
bakteriellen Infekt zu bekdmpfen, fiigt der enzymatische
IkB-Kinase-Komplex, IKK, zwei Phosphatgruppen an das
NF«B-Protein an und befreit es so von seinem Hemmstoff.
Das jetzt aktivierte NFkB wandert vom Zytoplasma in den
Zellkern und dann, weil es sich an die Promoter- und en-
hancer sequences (Aktivierungs-Sequenzen) vieler Gene
anlagert, werden diese Gene hochreguliert. Mehrere hun-
dert Gene sind bekannt, die an verschiedenen Reaktions-
ketten, sog. Kaskaden, beteiligt sind, die auf diese Weise
vom aktivierten NFxB im Zellkern ausgelost werden. So-
bald die Entziindung nicht mehr gebraucht wird, wird die
Aktivierung des NF«kB von Anti-Entziindungsfaktoren be-
endet. Wenn genetische Mutationen, andere pathogene
(krankheitsauslosende) oder Stre3-Vorginge die Deakti-
vierung des NFxB durch diese Faktoren verhindern, kon-
nen sich einige chronische Krankheiten entwickeln, wie
Arteriosklerose, Lungenfibrose, Asthma, rheumatische
Arthritis und wahrscheinlich auch Duchenne-Muskeldys-
trophie.

Dr. Carlson begann dann, eine Reihe von bekannten
Medikamenten zu untersuchen, die die Aktivierung von
NF«kB hemmen, um zu sehen, ob sie eine Wirkung auf den
chronisch gedehnten TS-Muskel haben. Eines dieser Me-
dikamente ist Pyrrolidin-Dithiocarbamat, von dem be-
kannt war, da} es die Aufspaltung des inaktiven NF«xB-
IkB-Komplexes verhindert, so dafl das NF«kB nicht mehr in
den Zellkern wandern kann. Dr. Carlson konnte dann zei-
gen, daf dieses Medikament die Struktur und die Funktion
von dystrophischen Muskeln in mdx-Mdusen wirksam
verbessern konnte. Einige der NFkB-hemmenden Medi-
kamente sind bereits fiir die Behandlung anderer Krank-
heiten zugelassen. Eines davon ist auch Sulfasalazin, das
fiir die Behandlung rheumatischer Arthritis bei Kindern
verwendet wird.

Dr. Carlson und seine Kollegen haben schon diese bei-
den Medikamente an ihren isolierten TS-Muskelfasern aus
mdx-Maiusen getestet und gefunden, dafl der Durchmesser
der Fasern deutlich gro3er geworden war und daB sich ihre
Funktion verbessert hatte.

Dr. Carlson sagte am Ende seines Vortrags: ,,Wir iiber-
legen uns jetzt, ob wir nicht einige dieser NFxB-hemmen-
den Medikamente, die bei anderen Krankheiten angewen-
det werden, an Duchenne-Jungen klinisch testen sollten.*

Beta-Agonisten, mogliche Medikamente fiir Duchenne-
Dystrophie. Gordon Lynch von der University of Mel-
bourne in Australien besprach Forschungsarbeiten seines
Laboratoriums zur moglichen Anwendung von Medika-



menten, die als Bera-Agonisten bekannt sind, fiir die Erhal-
tung und Verstiarkung der Muskeln von Duchenne-Patien-
ten. Beta-Agonisten sind Hormon-dhnliche Substanzen,
die sich an spezifische Rezeptor-Proteine in den Zellmem-
branen binden und dann von dort aus Signalketten inner-
halb der Zelle auslosen. Dadurch werden in einer Kette
von miteinander reagierenden Proteinen chemische Signa-
le zu biologischen Zielstrukturen in den Zellen gesendet,
die aktiviert, gechemmt oder verdndert werden miissen,
damit die Zelle unter sich dndernden Lebensbedingungen
angemessen funktioniert. Dieser Weg, die Reaktionskas-
kade, die von Beta-Agonisten beeinflult und modifiziert
wird, ist die sog. Beta-adrenergische Signalkette, mit der
neben anderen biologischen Wirkungen vor allem die Pro-
teinsynthese und der Proteinabbau kontrolliert werden.

Einige der Beta-Agonisten sind Medikamente, mit de-
nen man durch Inhalation die glatten Muskeln der At-
mungswege von Asthma-Patienten entspannen kann, sie
sind Bronchodilatadoren. Andere haben starke anabolische
(aufbauende) Wirkungen auf Skelettmuskeln, besonders
wenn sie in einer hoheren Dosis in den Blutkreislauf ge-
spritzt werden. Sie werden auch manchmal von Sportlern
illegal zur Unterstiitzung des Muskelwachstums und Ver-
ringerung des Korperfetts angewendet, also zum Doping.

Da die Beta-Agonisten auch dem Muskelabbau in élte-
ren Menschen entgegenwirken konnen, testete Dr. Lynch
und seine Kollegen diese anabolische Wirkung in Experi-
menten an 28 Monate alten Ratten, die also fast ihre nor-
mal Lebenserwartung von etwa 30 bis 32 Monaten erreicht
hatten. Im Jahr 2004 zeigten die Forscher, dafl durch die
tidgliche Behandlung dieser alten Ratten wihrend vier Wo-
chen mit 1,4 mg/kg Fenoterol durch intraperetoneale In-
jektion (in den Bauchraum) den altersabhéngigen Muskel-
schwund ins Gegenteil dnderte: Im Vergleich mit 16 Mo-
nate alten erwachsenen Ratten war die Muskelmasse der
alten Ratten deutlich groBer, die Muskelfasern hatten einen
grofleren Durchmesser, die Muskelkraft hatte zugenom-
men, und viele der langsamen Muskelfasern waren schnel-
le Fasern geworden, was schnellere und kriftigere Mus-
kelkontraktionen erméglichte. Diese Ergebnisse zeigten,
daB die Beta-Agonisten wahrscheinlich verwendet werden
konnten, um Sarkopenia zu behandeln, den Muskelabbau
und andere Schwichen des immer groer werdenden An-
teils dlterer Menschen in der Bevolkerung. Fenoterol ist
ein Beta-Agonist der élteren Generation. In den folgenden
Experimenten untersuchten Dr. Lynch und seine Kollegen
daher die Wirkung von stirkeren Beta-Agonisten der neue-
ren Generation wie Formoterol und Salmeterol, die beide
schon zur Behandlung von Asthma fiir Menschen zugelas-
sen sind.

Wenn der Muskelschwund von &lteren Menschen mit
Beta-Agonisten behandelt werden kann, dann darf man
annehmen, daf sie auch gegen Muskelschwundkrankheiten
wie Duchenne-Muskeldystrophie eingesetzt werden konn-
ten.

Tatsédchlich ist eine klinische Studie schon mit Du-
chenne- und Becker-Patienten durchgefiihrt worden. Da
Fenoterol nicht verwendet werden durfte, wurden die Pati-
enten 28 Wochen lang mit 8 mg/Tag Albuterol behandelt,
einem bereits als Medikament zugelassenen Beta-Agonist.
Diese niedrige Dosis wurde gewéhlt, nachdem in einem
ein Jahr dauernden klinischen Versuch mit erwachsenen
FSH-Dystrophie-Patienten (Fazio-skapulo-humerale Mus-
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keldystrophie) eine Dosis von 16 und 32 mg/Tag Albuterol
zu nicht akzeptablen Herzproblemen fiihrte. Die wesent-
lich niedrigere Dosis in der Duchenne-Studie verursachte
zwar keine Nebenwirkungen, doch brachte sie nur eine ge-
ringe Erhohung der Muskelkraft, die therapeutisch bedeu-
tungslos war.

Deshalb fragten sich Dr. Lynch und seine Kollegen, ob
vielleicht der stirkere Beta-Agonist Formoterol in mdx-
Miusen wirksamer sein wiirde. Sehr niedrige Dosen For-
moterol, 25 Mikrogramm/kg, vergrolerten die Muskelfa-
sern und verbesserten die Funktion in den beiden unter-
suchten Skelettmuskeln dieser dystrophischen Méuse.
Wichtig war dabei, dafl diese Verbesserung der Muskel-
kraft keine negativern Folgen fiir die Ermiidbarkeit der
Muskeln mit sich brachte.

Fiir die weitere Entwicklung einer Duchenne-Therapie
sind jetzt zusétzliche vorklinische Experimente geplant,
vor allem, um die positiven Effekte der Beta-Agonisten
auf die Skelettmuskeln von ihren moglichen schédlichen
Wirkungen auf das Herz zu trennen. Da diese Beta-Ago-
nisten iiber die gleichen Rezeptoren in den Skelettmuskeln
und dem Herzen wirken, ist eine Trennung dieser Effekte
eine grofle Herausforderung. SchlieBlich brauchen Du-
chenne-Patienten keine VergroBerung ihres Herzens. Au-
Berdem sollte eine andere Nebenwirkung, nimlich die
Verminderung der Beta-Rezeptoren vermieden werden,
um Beta-Agonisten zu erhalten, die fiir eine Langzeitbe-
handlung geeignet sind. Sobald diese Probleme mit Mau-
sen und Hunden geldst sind, kann man daran denken, kli-
nische Studien mit Duchenne-Jungen durchzufiihren.

Behandlung von Entziindungen: Der Abbau und das Ab-
sterben von Muskelzellen verursacht Entziindungsvor-
ginge, die die Zelltriimmer beseitigen. Steroide kdnnen
Entziindungen unterdriicken, und das ist wahrscheinlich
der Grund, warum das Medikament Prednison, dessen ak-
tive Form Prednisolon und das mit ihm verwandte De-
flazacort in der Lage sind, die Muskelmasse und Muskel-
kraft zu erhohen sowie die Immunantwort zu unterdriik-
ken, allerdings oft mit unangenehmen Nebenwirkungen.
Sie werden in groBem Maf3e bei Duchenne-Jungen ange-
wendet, um die Muskelfunktionen wenigstens einige Jahre
zu erhalten. Doch der genaue Mechanismus ihrer Wirkung
ist immer noch nicht genau bekannt.

Melissa Spencer von der University of California in
Los Angeles berichtete iiber Experimente, die das Ziel ha-
ben, neue Medikamente zu finden, um ganz spezifisch die
Entziindungen und Immunreaktionen in den Muskeln zu
bekdmpfen, um damit eventuell die Steroide ersetzen zu
konnen. Der folgende Text wiederholt zum Teil die Zu-
sammenfassung des dhnlichen Vortrags beim Treffen
2006 in Cincinnati von Sylvia Lopez, einer Doktorandin in
Dr. Spencers Laboratorium

Es konnte gezeigt werden, daf3 erhohte Mengen von
CD4- und CD8-T-Zellen und noch wichtiger von myeloi-
den (Knochenmark-dhnlichen) Zellen des Immunsystems
den Fortschritt der Krankheit beschleunigen. Diese Zellen
produzieren Zytokine, Molekiile, die Entziindungen und
die Entwicklung von Fibrose in mdx- und Duchenne-
Muskeln begiinstigen. In gesunden Menschen ist dies ein
normaler Vorgang der Wundheilung, die schwaches Ge-
webe stabilisiert und die Heilung fordert. In Duchenne-
Jungen kann dieser Vorgang nicht mehr kontrolliert wer-



den und wird chronisch wie eine dauernd heilende Wunde.
Deshalb wiirde die Hemmung oder Entfernung von Im-
munzellen und auch eine Anderung der aktiven Zytokine
wahrscheinlich den Abbau der dystrophischen Muskeln
und die Bildung der Fibrose verlangsamen. Es gibt bereits
eine Reihe von zugelassenen entziindungshemmenden Me-
dikamenten. Wenn man nachweisen konnte, daf sie die
Duchenne-Dystrophie positiv beeinflussen, wiirde die Er-
laubnis der FDA schneller zu erreichen sein, als fiir die
Zulassung eines vollstindig neuen Medikamentes.

Mit drei dieser Medikamente wird jetzt in Dr. Spencers
Laboratorium an mdx-Méusen gearbeitet. Sie werden be-
reits in klinischen Studien gegen andere Krankheiten ge-
testet: CTLA-4Ig gegen rheumatische Arthritis, Galectin-1
ebenfalls gegen Arthritis, es verbessert auch die Muskelre-
generation, und Anti-asialo GM1, ein Antikorper gegen die
Parkinson-Krankheit.

Zwei weitere bekannte Medikamente werden folgen:
Remicade® und Enbrel®, die beide gegen rheumatische
Arthritis und andere Krankheiten zugelassen sind. Ein wei-
teres Ziel fiir ein entzilndungshemmendes Medikament ist
das Protein NFkappaB, das bereits von Dr. Carlson in Phi-
ladelphia diskutiert wurde.

Am Ende ihres Vortrags, teilte Dr. Spencer wichtige
neue Ergebnisse mit. Osteopontin ist ein Protein, das im
Blut vorkommt und viele Funktionen in der Knochenbio-
logie hat, sowie bei der Immunregulation, den Entziindun-
gen und Krebsmetastasen. Es konnte gezeigt werden, daf
seine Konzentration im Blut und in den Muskeln von mdx-
Mausen und Duchenne-Patienten erhoht ist. Mdx-Méause
ohne Osteopontin haben eine bessere Muskelkraft, niedri-
gere CK-Werte und weniger Fibrose. D.h., wenn etwas ge-
funden werden konnte, die Osteopontin in Duchenne-Pa-
tienten hemmt, hitte man vielleicht ein potentielles Medi-
kament, das die Muskelregeneration und die Muskelfunk-
tion verbessern und die Fibrose verringern konnte.

Studien zur Langzeitbehandlung werden nétig sein, um
festzustellen, ob diese Medikamente fiir eine Therapie der
Duchenne-Muskeldystrophie geeignet wéren und vielleicht
auch die Steroide ersetzen konnten. Moglicherweise konn-
ten sie aber auch mit einer genetischen Methode wie das
Exon-Skipping kombiniert werden und dann die Lebens-
erwartung und die Lebensqualitit der kranken Kinder posi-
tiv beeinflussen.

Klinische Studie mit MYQ0-029 zur Hemmung von
Myostatin: Myostatin ist ein Protein, das in den Muskeln
gebildet wird und aus einer Kette von 375 Aminosiuren
besteht. Nach mehreren molekularen Umlagerungen wird
es biologisch aktiv and verursacht dann eine Reihe von
chemischen Reaktionen, die fiir das Wachstum der Mus-
keln notwendig sind. Durch eine Hemmung von Myostatin
konnte deshalb wahrscheinlich die Regeneration von Mus-
kelfasern der Duchenne-Jungen stimuliert werden, so da3
sie nicht mehr so schnell zerstort werden, sie konnten so-
gar groBBer werden.

Nicht-dystrophische Miuse, deren Myostatin-Gen mit
genetischen Methoden deaktiviert wurde, haben bis zu
dreifach vergroBere Skelettmuskeln mit deutlich mehr und
dickeren Fasern. Es gibt Rinder, die belgische blaue Rasse,
die sehr muskulds sind, weil ihr Myostatin-Gen vor eini-
gen Jahrhunderten durch eine Mutation inaktiviert wurde.
Vor kurzem wurde festgestellt, dal Bully Whippets (engli-
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sche Windhunde) extrem vergroferte Muskeln haben, weil
sie kein Myostatin enthalten. Und in Berlin wurde ein jetzt
8 Jahre alter Junge gefunden, dessen Skelettmuskeln etwa
doppelt so grofl wie die eines normalen Kindes sind. Dies
sind Hinweise darauf, daf3 ein Herunterregulieren oder
Hemmen des Myostatins zu einem verstarkten Muskel-
wachstum auch in Duchenne-Jungen fiihren konnte.

Eine Myostatin-Therapie wiirde zwar die genetische
Ursache der Krankheit nicht beeinflussen, sie konnte aber
wahrscheinlich durch die Kombination mit genetischen
Behandlungen wie Dystrophin-Gentransfer oder Exon-
Skipping deren therapeutische Wirkungen verstirken.

Kathryn Wagner vom Wellstone-Muskeldystrophie-
Zentrum der Johns Hopkins Universitit in Baltimore be-
richtete, daf ihr Forscherteam mdx-Méiuse geziichtet hat,
die nicht nur kein Dystrophin haben, sondern auch kein
Myostatin bilden konnen. Erwachsene Miuse dieser Myo-
statin-knock-out-Tiere hatten mehr normale Muskeln, we-
niger Fibrose (Narbengewebe), und sie regenerierten ihre
Muskeln schneller als "normale" mdx-Méuse.

Die Frage war jetzt, ob das Fehlen von Myostatin auch
dhnliche Wirkungen auf das Herz haben konnte. Neue Un-
tersuchungen an mdx-M3iusen zeigten, da3 die Blockade
von Myostatin keine Wirkung auf das Herz hat. Dies be-
deutet, daf die Aktivitit von Myostatin auf die Skelett-
muskeln allein beschrinkt ist.

In Zusammenarbeit mit der Firma Wyeth Pharmaceuti-
cals, in Collegeville bei Philadelphia wurde eine klinische
Studie mit Myo 029 begonnen, einem spezifischen Anti-
korper (einem Immunprotein), der sich an Myostatin bin-
det und dessen Aktivitit blockiert. Er verursacht keine
Immunabwehr, weil er eine menschliche Struktur hat, er ist
"humanisiert". Er kann in den Blutkreislauf oder unter die
Haut injiziert werden.

In einer Phase-I/II klinischen Studie werden drei Grup-
pen von je 36 erwachsenen Muskeldystrophie-Patienten,
darunter einige Becker-Patienten, intravends mit 1, 3 und
10 mg/kg MYO-029 alle zwei Wochen iiber einen Zeit-
raum von 24 Wochen behandelt. Danach folgen 12 Wo-
chen klinische Uberwachung.

Das Ziel dieser Studie ist es, die Sicherheit zu priifen
und eine mogliche Wirkung festzustellen. Vorliufige Er-
gebnisse zeigen, dal MYO-029 gut vertragen wird und
daB es zumindest iiber kurze Zeit sehr sicher ist. Sobald
die Studie abgeschlossen ist und die Ergebnisse vollstin-
dig analysiert und ausgewertet sind, werden sie in allen
Einzelheiten verdffentlicht werden.

Da es wichtig ist, die Langzeitwirkung dieses potentiel-
len Medikamentes zu kennen, sind Studien mit Hunden
geplant. Wyeth ist nicht die einzige Firma, die auf diesem
Gebiet arbeitet. Andere Firmen entwickeln andere Metho-
den, um Myostatin zu blockieren, nicht nur zur Behand-
lung von Muskeldystrophien, sondern auch wegen anderer,
o0konomisch viel wichtigerer Probleme wie die Muskelde-
generation bei édlteren Menschen.

Dr. Wagner beendete ihren Vortrag in Cincinnati mit
einer Warnung, die hier wiederholt wird: Die Eltern sollten
auf keinen Fall jetzt sog. Myostatin-Hemmstoffe iiber das
Internet kaufen. Diese Substanzen sind nicht klinisch ge-
priift und deswegen unwirksam oder sogar gefihrlich.

BBIC hemmt Proteasen, doch Myodur (C101) tut es
nicht. Lee Sweeney von der University of Pennsylvania in



Philadelphia besprach neue Forschungsarbeiten zur Hem-
mung von Proteasen.

Der Abbau von Muskelproteinen bei der Duchenne-
Dystrophie wird von mehreren verschiedenen Proteasen
verursacht. Unter diesen Protein-zerstorenden Enzymen,
ist das Enzym Calpain, das durch Kalzium aktivieret wird,
und ein groBer Proteinkomplex, der Proteasom genannt
wird. Wenn Zellmembranen durchldssig werden, wie es
bei der Duchenne-Dystrophie geschieht, flieBen grofie
Mengen Kalzium-Ionen in die Zellen und aktivieren das
Calpain und indirekt auch die Proteasomen. Die erhohte
enzymatische Aktivitit fithrt zu einer ausgedehnten Zersto-
rung wichtiger Proteine, die fiir die Muskelfunktion und
iiberhaupt fiir das Uberleben der Muskelzellen notwendig
sind. Die Forscher versuchen, die Aktivitit von Calpain
und anderer Proteasen zu hemmen, um so die Zerstorung
der Muskelzellen zumindest zu verzogern.

Einer der dafiir in Frage kommenden Hemmstoffe ist
BBIC, das Bowman-Birk inhibitor concentrate, (das
Bowman-Birk Hemmstoff-Konzentrat), ein natiirliches
Protein, das aus 71 Aminoséduren besteht und aus Sojaboh-
nen isoliert werden kann. Es ist eine wasserlosliche Sub-
stanz, die iiber den Mund verabfolgt werden kann. Da
BBIC aber zu grof ist, um in die Muskelzellen hineinzu-
kommen, blockiert es mehrere Proteasen wie z.B. die Ver-
dauungsenzyme Trypsin und Chymotrypsin auf3erhalb der
Zellen und unterbricht die Signalketten, die Entziindungs-
prozesse bei der Duchenne-Dystrophie hervorrufen. In
mdx-Miusen hemmt BBIC dadurch den dystrophischen
Prozess in mdx-Maiusen dhnlich wie es Prednison tut. Eine
Langzeitbehandlung von mdx-Méusen mit BBIC vergro-
Bert ihre Muskelmasse und Muskelkraft. Die CK-Aktivita-
ten werden deutlich reduziert und ebenfalls die Fibrose.
Von anderen Anwendungen, z.B. bei Krebspatienten, weil3
man, daf} es ein sehr sicheres Medikament ist.

Eine klinische Phase-I-Studie wird jetzt zusammen mit
Dr. Kenneth Fishbeck an den National Institutes of Health,
NIH, (an den sehr groen nationalen Medizin-Instituten) in
Bethesda bei Washington vorbereitet. Sie wird begonnen,
sobald die Erlaubnis der FDA vorliegt. Falls die klinischen
Studien dhnliche Ergebnisse mit Duchenne-Jungen liefern,
wie sie mit mdx-Maiusen erhalten wurden, konnte dieses
ziemlich ,,gutartige* Medikament moglicherweise die Du-
chenne-Muskeldegradation verlangsamen, obgleich es
nicht die fundamentale genetische Ursache der Krankheit
beheben kann. Sojabohnen enthalten auch andere Protea-
sen, deswegen mufl BBIC, das aus ihnen isoliert wird,
auch gereinigt werden. Sojabohnen einfach zu essen, hat
keinen Effekt.

Das Tripeptid Leupeptin war der erste Proteasen-
Hemmstoff, den man gefunden hatte und von dem man
glaubte, er konne die Aktivitit des Enzyms Calpain in
mdx-Mdiusen reduzieren. Leupeptin besteht aus drei Ami-
nosduren und hat eine chemisch aktive Aldehydgruppe, die
fiir die Hemmaktivitit notwendig ist. Myodur, auch als
C101 bezeichnet, ist eine Kombination von Leupeptin und
Carnitin. Sie wurde von der Firma CepTor in Baltimore
entwickelt, weil man annahm, daf} sie Calpain stirker als
Leupeptin hemmen kann. Dr. Theresa Michele von Cep-
Tor hatte auf der PPMD-Konferenz 2006 in Cincinnati
dariiber berichtet.

Im Laboratorium von Dr. Sweeney wurden zusétzliche
vorklinische Versuche zur Wirkung sowohl von Leupeptin
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als auch von Myodur durchgefiihrt, bevor klinische Stu-
dien durchgefiihrt werden konnten. Die Ergebnisse waren
enttduschend: In Experimenten mit mdx-Miusen wurde
gezeigt, daf nach einer Behandlung von 8 Wochen mit
Myodur oder nach 6 Monaten mit Leupeptin die Muskel-
masse nicht zugenommen hatte, dal die Muskelfunktion
sich nicht verbesserte und die Schiadigungen der Muskeln
gleichgeblieben waren. Calpain wurde durch diese Sub-
stanzen sogar hochreguliert, und das Calpastatin, ein natiir-
licher Hemmstoff des Calpains, wurde herunterreguliert.
Es scheint demnach, dal man mit einem potentiellen Du-
chenne-Medikament nicht versuchen sollte, Calpain zu be-
einflussen. Die von CepTor geplante klinische Studie wird
nicht stattfinden.

Internationale klinische Studien mit pharmazeutischen
Substanzen: Die Cooperative International Neuromuscu-
lar Research Group, CINRG, (Internationale Arbeitsgrup-
pe fiir neuromuskulédre Forschung), eine Zusammenarbeit
von 22 Kliniken in den USA, in Kanada, Belgien, Italien,
Schweden, Argentinien, Australien und Indien, fiihrt klini-
sche Studien mit Duchenne-Jungen durch. Diana Escolar,
vom Children's National Medical Center (dem Nationalen
Kinderzentrum) in Washington, DC, von dem diese Stu-
dien organisiert und geleitet werden, diskutierte die neues-
ten, bereits abgeschlossenen und die noch laufenden Stu-
dien. Zur Dokumentation dieser Studien sind standardisier-
te Testmethoden ausgearbeitet worden, mit denen nicht nur
die Muskelfunktionen, sondern auch viele andere Daten
bestimmt werden, einschlieBlich der Lebensqualitét.

Nicht diskutiert wurden von Dr. Escolar die Ergebnisse
der beiden vor kurzem abgeschlossenen Studien, die be-
reits publiziert sind. Das sind die Studien mit Kreatin und
Glutamin, verdffentlicht in den Annals of Neurology,
58:151-155 (2005), bei denen eine geringe, aber nicht sig-
nifikante (deutliche) Wirkung auf die Muskelfunktion
nachgewiesen wurde, und die Studie mit Oxatomid, verof-
fentlicht im European Journal of Pediatric Neurology, 23.
April 2007, aus der auch keine signifikante Verbesserung
der Muskelfunktion hervorging.

Dr. Escolar zeigte dann die ersten Ergebnisse einer of-
fenen Phase-I/II-Pilotstudie mit Pentoxifyllin in Duchenne-
Jungen, die mindesten ein Jahr lang vor der Studie nicht
mit Steroiden behandelt wurden. An dieser Studie nehmen
17 Patienten im Alter von 4 bis 7 Jahren teil. Sie begann
im Mirz 2002 und wurde im Juli 2006 abgeschlossen. Je-
der Junge wurde zuerst drei Monate lang klinisch kontrol-
liert und dann 12 Monate lang behandelt. Mit einer Reihe
von Tests, darunter quantitativen Muskelfunktionstests,
wurde die Wirkung der Behandlung gepriift. Acht Jungen
sind aus der Studie vorzeitig ausgeschieden, einige davon
wegen Nebenwirkungen wie Leukopenie, einer Verminde-
rung der Zahl der weillen Blutkorperchen.

Das wichtigste, allerdings negative Ergebnis war, daf}
eine einjdhrige Behandlung mit Pentoxifyllin die Muskel-
kraft und Muskelfunktion nicht signifikant erhohen konn-
te. Aber obgleich die Jungen keine Steroide bekommen
hatten, gab es keine Verschlechterung ihrer Muskelkraft.
Ob dies wirklich zutrifft, sollte in einer groeren und kon-
trollierten Studie gepriift werden.

Eine solche doppelblinde Studie mit 64 Patienten, die
alter als 7 Jahre waren und noch mindestens 10 Meter ge-
hen konnten, hat im September 2005 begonnen und sollte



im Dezember 2007 abgeschlossen sein. Jeder Junge bekam
das Medikament oder ein Placebo (ein unwirksames
Scheinmedikament) tiglich 12 Monate lang. Die Patienten
durften eine vorher begonnene Behandlung mit Steroiden
oder anderen Substanzen wie Kreatin, Glutamin, Coenzym
Q10 usw. weiterfiihren, sie durften sie nur wihrend der
Studie nicht verindern. Die Ergebnisse sind noch nicht
veroffentlicht worden.

Eine offene Phase-II-Pilotstudie mit Coenzym Q10 mit
13 Duchenne-Jungen, die 7 bis 11 Jahre alt waren und wei-
ter mit Steroiden behandelt wurden, wurde zwischen Sep-
tember 2001 und Januar 2005 durchgefiihrt. Die Anfangs-
dosis von 90 mg/Tag wurde spiter auf 400 mg/Tag erhoht,
wodurch die angestrebte Konzentration von mindestens
2,5 Mikrogramm/ml Serum erreicht wurde. Die einzige
Nebenwirkung war Migréne bei einem Jungen, der die ho-
he Dosis bekam, was aber durch Herabsetzung der Dosis
vermieden werden konnte. Die Jungen wurden sechs Mo-
nate lang tiglich behandelt, danach konnten die Familien
entscheiden, ob das Medikament bis zum Ende der ganzen
Studie weiterhin gegeben werden sollte.

Diese Behandlung mit Coenzym Q10 verbesserte die
Muskelfunktion im Durchschnitt um 7.3% in diesen auch
mit Steroiden behandelten Duchenne-Patienten. Die ge-
samte Muskelfunktion wurde mit quantitativen Tests ge-
messen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Mirz 2006 eine
randomisierte (nach dem Zufall organisierte) klinische
Studie begonnnen, an der 120 nicht mehr gehfdhige 10 bis
15 Jahre alte Patienten teilnehmen und die voraussichtlich
im Dezember 2008 abgeschlossen werden kann. Die Pati-
enten erhalten 12 Monate lang téglich entweder 0,75
mg/kg/Tag Prednison oder Coenzym Q10 in einer Dosis,
die zu einer Konzentration von 2,5 Mikrogramm/ml Se-
rum, fiihrt. Einige Patienten erhalten beide Medikamente
gleichzeitig. Die Ergebnisse der Behandlung werden mit
Patienten verglichen, die eine optimale standardisierte
Betreuung erhalten, ein Placebo wird nicht verwendet.

Die Ergebnisse aller klinischen Studien werden verof-
fentlicht, sobald sie vollstindig ausgewertet sind. Weitere

Informationen iiber diese und andere Duchenne-Studien
stehen im Internet unter www.clnicaltrials.gov.

Zum Abschluf} ihres Vortrags besprach Dr. Escolar,
was sie als Direktorin der Abteilung fiir neuromuskulire
Krankheiten am Children’s National Medical Center den
Eltern sagt, wenn sie gefragt wird, was sie ihren kranken
Kindern geben sollten:

Eine Behandlung mit 0,75 mg/kg/Tag Prednison sollte
sofort nach der Diagnose beginnen. Wenn der Patient und/
oder die Familie stark iibergewichtig sind, kann anstelle
von Prednison 0,9 mg/kg/Tag Deflazacort, gegeben wer-
den, jedoch erst nach einer Erndhrungsberatung. Eine
strikte Didt muf} eingehalten werden mit viel Protein aber
wenig Fett und Kohlehydraten, z.B. mit magerem Fleisch,
frischen Friichten und frischem Gemiise. Weiterhin kann
gegeben werden: Vitamin D und Kalzium, Kreatin 5 g/Tag,
Glutamin 0,3 g/kg zweimal tiglich; und Coenzym Q10
200-400 mg/Tag. Akzeptiert, aber nicht empfohlen sind
auch, wenn die Eltern es wiinschen, z.B., Griintee-Extrakt,
Arginin und Antioxidantien wie Protandim. Wenn die Ste-
roidbehandlung mit zwei bis vier Jahren begonnen wird,
gibt es weniger Probleme mit der Gewichtszunahme, als
wenn man erst spiter damit anfiangt. Ein langsameres
Wachstum als Nebeneffekt ist unabhéngig vom Behand-
lungsbeginn. Verhaltensidnderungen sind geringer oder nur
voriibergehend, wenn die Steroidbehandlung frith begon-
nen wird.

Hierzu mochte ich als Berichtserstatter anfiigen, dafl
dies die Behandlungsempfehlungen einer in den Vereinig-
ten Staaten bekannten Spezialistin fiir Muskelkrankheiten
bei Kindern sind. Es handelt sich nicht um eine von einer
Arztekommission oder einem anderem Gremium erarbeite-
te nationale oder internationale Empfehlung. Solche Emp-
fehlungen oder Richtlinien, ein standard of care, wird im
Rahmen des neuen europédischen TREAT-NMD-Pro-
gramms ausgearbeitet werden. Thr als Eltern konnt diese
Informationen mit Eurem Arzt besprechen und dann ge-
meinsam entscheiden, welche Behandlungen und welche
Medikamente fiir Euren Sohn die richtigen sind.

Wie genehmigt die FDA ein Duchenne-Medikament?

Tan Nguyen vom FDA Office of Orphan Products Deve-
lopment (der Abteilung fiir die Entwicklung von Produkten
fiir seltene Krankheiten — “Waisen-Produkte” — der Admi-
nistration fiir Lebensmittel und Medikamente) in Washing-
ton erklérte in einem sehr engagierten und optimistischen
Vortrag, daBl die Food and Drug Administration, FDA,
nicht dazu da ist, die Entwicklung von sehr notwendigen
Medikamenten zu verzogern oder gar zu stoppen, sondern
daB die Sorgen und Angste einer Familie mit einem Kind,
das eine unheilbare Krankheit hat, von der FDA sehr wohl
verstanden werden. Es ist bereits viel getan worden, um
den Genehmigungsprozef fiir Medikamente fiir eine selte-
ne Krankheit, orphan disease, wie die Duchenne-Muskel-
dystrophie zu beschleunigen und die Kosten ihrer Ent-
wicklung zu verringern.

Der erste Federal Food, Drug, and Cosmetic Act (das
nationale Gesetz zur Regelung von Lebensmitteln, Medi-
kamenten und Kosmetika) wurde 1938 erlassen, nachdem
bei der sog. Sulfanilamid-Katastrophe 107 Patienten in den
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USA gestorben waren. Aber erst seit 1962 konnte die FDA
die Hersteller zwingen, die Sicherheit ihrer Medikamente
zu beweisen. Nachdem in Deutschland wegen Thalidomid
(Contergan) mehr als 10.000 schwer behinderte Kinder ge-
boren wurden, konnte eine noch groflere Katastrophe in
den USA gerade noch verhindert werden, weil die Geneh-
migung von Contergan wegen ungeniigender Sicherheits-
nachweise verzogert worden war. Der Genehmigungspro-
zef} durch die FDA wurde im Oktober 1962 durch die Ke-
fauer-Harris-Zusétze zum Gesetz radikal verschirft. Seit
dieser Zeit miissen die Hersteller nicht nur nachweisen,
daB ein Medikament sicher, sondern daf} es auch wirksam
ist, bevor die FDA seine Vermarktung zulassen kann.

Eine Entwicklung eines Medikamentes, das nicht fiir
eine seltene Krankheit bestimmt ist, muf} die folgenden
Phasen durchlaufen: (1) Die vorklinische Phase mit Stu-
dien im Laboratorium und an Tieren, die im Durchschnitt
6,5 Jahre dauert und 1-12 Millionen Dollar kostet, und bei
der die Sicherheit, die biologische Aktivitit und chemische



Zusammensetzung gepriift werden; (2) die Phase-I klini-
sche Studie an 20-100 gesunden Freiwilligen (durch-
schnittliche Dauer 1,5 Jahre) zur Bestimmung der Sicher-
heit bei Menschen; (3) die Phase-II klinische Studie an
100-500 Patienten (durchschnittliche Dauer 2 Jahre) zur
Erarbeitung der optimalen Dosierung und dem Nachweis
der Sicherheit und Wirksamkeit; (4) die Phase-III klini-
sche Studie an 1.000-5.000 Patienten (durchschnittliche
Dauer 3,5 Jahre) zur Bestitigung der Sicherheit und Wir-
kung bei einer Langzeitbehandlung. Die Kosten fiir alle
drei Phasen der klinischen Studien belaufen sich auf etwa
15-300 Millionen Dollar. Es kdnnen bis zu 15 Jahre fiir die
gesamte Entwicklung notig sein mit Gesamtkosten von
etwa 360 Millionen Dollar. Im allgemeinen wird von 5.000
untersuchten Substanzen schlieflich nur eine zur Vermark-
tung zugelassen.

Fiir die Entwicklung eines Medikaments gegen eine sel-
tene und ernste Krankheit wie die Duchenne-Muskeldys-
trophie mit einer begrenzten Zahl von Patienten miissen
nicht unbedingt alle Zulassungsvorschriften angewendet
werden. Sie konnen innerhalb eines festen Regelwerkes
angemessen abgedndert werden.

Sobald die vorklinischen Studien abgeschlossen sind,
reicht der Hersteller eine Investigational New Drug Appli-
cation, IND, bei der FDA ein (einen Antrag zur Priifung
eines neuen Medikaments), um die Erlaubnis fiir die
Durchfiithrung von klinischen Studien zu erhalten. Nach
dem Ende aller klinischen Studien, wird eine New Drug
Application, NDA, (ein Antrag fiir ein neues Medikament)
gestellt, um den endgiiltigen Genehmigungsprozess fiir
die Vermarktung in Gang zu setzen. Bei diesem FDA-
Verfahren werden alle vorklinischen und klinischen Daten
zum Beweis der Sicherheit und Wirksamkeit des Medika-
ments {iberpriift. Das dauert in den meisten Féllen ein Jahr,
manchmal auch weniger, und kostet mehr als eine Million
Dollar an Gebiihren.

Ein Medikament wird orphan drug (Waisen-Medika-
ment) genannt, wenn es neben anderen Definitionen, fiir
die Behandlung einer seltenen Krankheit bestimmt ist, an
der in den Vereinigten Staaten weniger als 200.000 Perso-
nen leiden. Mit etwa 10.000 Duchenne-Jungen in den Ver-
einigten Staaten wird Duchenne-Dystrophie als seltene
Krankheit angesehen, und ein Medikament, das fiir ihre
Behandlung entwickelt wird, kann die Bezeichnung
Orphan Drug erhalten. (Ich verwende jetzt diese beiden
englischern Worter wie deutsche Worter.) Sechs potentiel-
le Duchenne-Medikamente sind schon zu Orphan Drugs
erkliart worden: Mazindol, Oxandrolon, PTC124, 2°O-
Methyl-AONs fiir Exon-Skipping, Leupeptin und Idebe-
none. Leider werden einige dieser Medikamente nicht
mehr weiterentwickelt. Die FDA hat bisher iiber 300 Or-
phan Drugs fiir mehr als 180 Krankheiten genehmigt.

Wenn eine Firma ein einen solches Orphan Drug ent-
wickelt, bekommt sie eine Reihe von finanziellen Hilfen:
(1) 50% der Kosten fiir die klinische Entwicklung werden
auf die US-Einkommensteuer angerechnet; (2) die norma-
len Gebiihren fiir den Marketingantrag von iiber einer Mil-
lion Dollar werden erlassen; und (3), die Firma kann das
Medikament sieben Jahre lang exklusiv vermarkten. Die
Firma kann sich auch um Orphan-Drug-Zuschiisse von bis
zu jéhrlich 400.000 Dollar fiir vier Jahre bewerben. Das
sind insgesamt 1,6 Millionen Dollar hauptséchlich fiir die
Kosten der klinischen Studien. Es sollte auch erwihnt
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werden, daf} in manchen Fillen die Zeit fiir die Genehmi-
gung um bis zu drei Jahren durch den sog. Subpart E Ap-
proval verkiirzt werden kann. Dies geschieht, wenn die
Daten einer Phase-II klinischen Studie bereits fiir die Ge-
nehmigung ausreichend sind.

Fiir ein noch nicht genehmigtes Medikament, das aber
bereits aktiv gepriift wird und sicher und wirksam zu sein
verspricht, kann man die Erlaubnis bekommen, es unter
einem compassionate use program (einer Hirtefall-Rege-
lung) Patienten zu geben, die eine ernste und lebensbedro-
hende Krankheit haben, fiir die es noch keine andere zu-
friedenstellende Therapie gibt.

Dr. Nguyen teilte auch Einzelheiten mit, wie die FDA
den ganzen Entwicklungsproze8 iiberpriift, um die Sicher-
heit der Patienten in klinischen Studien zu garantieren und
die Wirksamkeit des Medikaments nachzuweisen.

Orphan Drugs miissen auch sicher und wirksam sein.
Unter den vielen Antworten, die Dr. Nguyen nach seinem
Vortrag auf Fragen der Eltern gegeben hat, waren die bei-
den folgenden besonders wichtig:

,.Bs ist zurzeit noch nicht moglich, mit einiger Sicher-
heit vorauszusagen, ob jedes einzelne der vielen AONs mit
verschiedenen Sequenzen den ganzen Genehmigungspro-
zef eines normalen Medikamentes durchlaufen muf3. Es
wire gut, wenn nur das erste jeder Sorte das durchzuma-
chen hitte, und daB fiir die folgenden dieser Prozef} abge-
kiirzt werden konnte. Es wire deswegen eine gute Idee,
wenn die Duchenne-Gemeinschaft vorausdenken und ent-
sprechende Vorschlige und Empfehlungen in irgendeiner
offentlichen Form machen wiirde.*

,,Die FDA besteht darauf, dal ein Orphan Drug mit
dem gleichen hohen Standard wie bei einem normalen Me-
dikament auf Sicherheit und Wirksamkeit gepriift wird.
Aber die FDA versteht sehr wohl, daf} einige Eltern mei-
nen, die Krankheit sei so ernst, daf3 sie ihren kranken Kin-
dern lieber ein noch nicht genehmigtes aber aussichtsrei-
ches Medikament geben mochten, als noch viele Jahre
warten zu miissen, selbst wenn dies das Risiko deutlich
erhoht, dafl etwas Negatives passiert.*

Kate Bushby sagte dazu, und ich zitiere praktisch alle
ihre Worte hier: ,,Wir wissen, da3 wir den Patienten
schnell etwas geben miissen, das funktioniert. Aber wir
miissen die Risiken so klein wie méglich halten. Ich will
einem 6jihrigen Jungen nicht etwas geben, das vielleicht
nicht wirkt, denn ein 6jdhriger Junge wird von Duchenne
nicht morgen umgebracht. Man lernt einfach nicht genug
von einer Phase-I Studie, um vorauszusagen, was bei einer
Langzeitbehandlung passieren wird. Jeder Schritt einer
solchen Studie sagt einem etwas anderes. Bei jedem
Schritt kann es einen Fehlschlag geben, wir wollen das
nicht, aber es kann vorkommen. Selbst Todesfille kann es
geben! Wenn ein Arzt ein Medikament schon nach einer
Phase-I Studie gibt, und es kommt spiter bei der Phase-11
Studie heraus, daf es geféhrlich ist, dann wird er juristi-
sche Probleme bekommen. Wenn ein Medikament fiir vie-
le Menschen bestimmt ist, dann muf} es durch den Geneh-
migungsprozell gehen. Nur dann wird es wirklich zur Ver-
figung stehen und fiir alle, die es brauchen, auch zu bezah-
len sein. Wenn man Abkiirzungen macht und den falschen
Weg einschlégt, verzogert man nur die Losung der Prob-
leme. Man muB sich die Zeit nehmen und alle notwendi-
gen Daten sammeln. Es wire sehr schlimm, wenn ein Me-



dikament nach einer schnell durchgefiihrten Studie bei ei-
ner Langzeitbehandlung sich als unsicher erweist, so daf3
es zuriickgezogen werden muf3. Und die Eltern konnen
nicht die Verantwortung iibernehmen und einfach eine ent-

sprechende Erkldrung unterschreiben. Das wire unethisch.
Und was passiert, wenn das Kind stirbt? Wir haben die
Verantwortung fiir die Patienten und fiir die Eltern auch.*

TREAT-NMD, ein “Network of Excellence” der Européiischen Union.

Serge Braun, der wissenschaftliche Direktor der franzo-
sischen Muskeldystrophiegesellschaft Association Fran-
caise contre les Myopaties, AFM, beschrieb zuerst diese
sehr aktive nationale Patientenorganisation. Sie wurde
1985 gegriindet, hat jetzt 75 klinische Zentren in Frank-
reich und ist im ganzen Land durch ihr Téléthon bekannt,
einem 30stiindigen Fernsehprogramm am ersten Dezem-
ber-Wochenende jeden Jahres. Nachdem es 1987 mit der
Hilfe von Jerry Lewis begonnen und dhnlich wie das ame-
rikanische Telethon organisiert wurde, bringt dieses Pro-
gramm im Durchschnitt 140 Millionen Dollar jedes Jahr an
Spenden. Das gesamte Budget der Gesellschaft betrug
2006 170 Millionen Dollar, von denen 88 Millionen zur
Finanzierung von 400 Forschungsprojekten nach einer
Therapie von neuromuskulidren Krankheiten verwendet
wurden, darunter waren etwa 100 Projekte von aulerhalb
Frankreich einschlieBlich den USA.

Dr. Braun erklirte dann, dafl die AFM und andere eu-
ropdische Eltern-Organisationen erkannten, wie wenig die
Aktivititen fiir Behandlungen, Diagnosen und Patienten-
betreuung in den verschiedenen Léndern der Europdischen
Union koordiniert waren. Dies war im Hinblick auf die
ernsten Folgen dieser seltenen Krankheiten nicht akzepta-
bel. Francoise Salama von der AFM, die einen Sohn mit
Duchenne-Muskeldystrophie hat, und viele ihrer europii-
schen Kollegen begannen deshalb, die Europdische Kom-
mission darauf hinzuweisen und zu veranlassen, finanziel-
le Hilfen fiir eine Zusammenarbeit auf diesem Gebiet zur
Verfiigung zu stellen. Damit hatten sie Erfolg, denn es
kam 2004 zu einer Einladung, am neuen Programm Net-
work of Excellence teilzunehmen. Das Ziel dieses Pro-
gramms ist es, ,,die wissenschaftliche und technologische
Qualitit eines bestimmten Forschungsfeldes zu stirken,
indem auf europdischem Niveau die Mittel (Ressourcen)
und das Koénnen zusammengefiihrt werden, damit die For-
schungskapazititen der Partner dieses Netzes fortschritt-
lich und dauerhaft gemeinsam genutzt werden.“ Nach ei-
nem langen Antragsprozess wurde das Programm TREAT-
NMD (Behandle neuromuskulidre Krankheiten) im De-
zember 2006 mit einem Budget von 10 Millionen Euro fiir
5 Jahre genehmigt. Die aktive Arbeit daran begann bereits
im Januar 2007.

TREAT-NMD gehort jetzt zum Network of Excellence,
in dem das Konnen von Grundlagenforschern und Klini-
kern mit industriellen Partnern vereint wird, um die Tech-
nologie und die Methoden voranzubringen mit dem Ziel,
neue Therapien fiir neuromuskulédre Krankheiten zu ent-
wickeln.

TREAT-NMD wird von der Universitit von Newcastle
in England aus verwaltet. Es wird koordiniert von Kate
Bushby und Volker Straub, hat einen wissenschaftlichen
und technologischen Beirat unter der Leitung von Marian-
ne de Visser von der Universitit Amsterdam, und eine
Website: www.treat-nmd.eu, die sehr viel Informationen
enthilt und auch ein oft erscheinendes Rundschreiben, das
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bereits an mehr als 1.000 e-Mail-Adressen verschickt wird.

Auf diese Einfiihrung von Dr. Braun folgte der Vortrag
von Kate Bushby mit dem Titel TREAT-NMD in Aktion,
die ersten sechs Monate. Die wichtigsten Ziele von
TREAT-NMD sind: (1) Die internationale Zusammenar-
beit zu unterstiitzen fiir die Entwicklung von Therapien fiir
Duchenne und kongenitale Muskeldystrophien sowie fiir
spinale Muskelatrophie; (2) viele verschiedene therapeuti-
sche Ansitze zu fordern, indem klinische Studien vorge-
schlagen und koordiniert werden; (3) Patienten fiir die
Teilnahme an diesen Studien zu finden durch die Etablie-
rung einer internationalen Datenbank; (4) Richtlinien fiir
die klinischen Studien zu entwickeln, damit die Ergebnisse
mit anderen, dhnlichen Studien verglichen werden konnen;
(5) international akzeptierte Richtlinien fiir die Diagnose
und Betreuung zu entwickeln, und (6) aktualisierte Berich-
te liber Forschung, Diagnose und Betreuung zu erstellen
und allen Patienten, ihren Familien und den Behandlungs-
zentren, vor allem in den weniger privilegierten Landern,
anzubieten.

TREAT-NMD hat zurzeit 21 Partner iiberall in Europa:
Universititen, Patientengruppen, Behorden, Biotechnische
Firmen und Einzelpersonen, die fiir das Erreichen der Zie-
le dieses Programms verantwortlich sein konnen. Es wird
mit Gruppen von iiberall in der Welt zusammenarbeitet,
und neue Partner, die auf diesem wichtigen Gebiet arbei-
ten, sind immer willkommen.

Dr. Bushby zihlte dann vier Beispiele der jetzigen und
zukiinftigen Aktivitdten auf:

(1) Eine internationales Patientenregister in Partner-
schaft mit bereits existierenden Registern wird eingerich-
tet, so daf} es standardisierte Informationen iiber die wich-
tigsten klinischen und diagnostischen Patientendaten ge-
ben wird, die spiter fiir Entwicklung und das Management
einer iibernationalen Datenbank wichtig sein werden. Dies
wird es erlauben, geeignete Patienten fiir klinische Studien
zu identifizieren und auch die Sammlung, die Uberwa-
chung und den Vergleich von Langzeit-klinischen Daten
der Patienten, die verschieden behandelt werden. Dann
wird es auch moglich sein, einzelne Familien tiber die fiir
sie wichtigen Fortschritte der Forschung und Betreuung
individuell zu informieren.

(2) In Zusammenarbeit mit dem Center of Disease Con-
trol and Prevention (Zentrum fiir Krankheitskontrolle und
Vorsorge), CDC, in Atlanta in den USA werden der aktu-
ellsten Richtlinien fiir die Betreuung entwickelt. Die Ar-
beiten an diesem Projekt haben bereits begonnen, sie wer-
den alle Aspekte der medizinischen und sozialen Betreu-
ung der Patienten umfassen. Es muf ein Weg gefunden
werden, um sicherzustellen, daf} alle Behandlungszentren
die Empfehlungen auch befolgen, und die Partnerschaft
mit Patientenorganisationen wird notwendig sein, damit
dies wirklich geschieht.

(3) Die MeBmethoden fiir die Ergebnisse von klini-
schen Studien werden standardisiert, d.h., der Art und



Weise, wie klinische Verdnderungen nachgewiesen wer-
den. Zwei Arbeitstreffen hat es dafiir bereits im Mai und
im Juni 2007 gegeben.

(4) Ein Koordinationszentrum fiir klinische Studien,
CTCC, eingerichtet an der Universitit Freiburg im Breis-
gau in Deutschland wird Empfehlungen fiir die Planung
von klinischen Studien fiir seltene Krankheiten ausarbeiten
in Zusammenarbeit mit pharmazeutischen Firmen und Ge-

nehmigungsbehorden.

Am Ende ihres Vortrags sagte Dr. Bushby, daf} das
TREAT-NMD Programm eine grofle Gelegenheit fiir die
gesamte Duchenne-Gemeinschaft ist, um voranzukommen,
und dal TREAT-NMD schon arbeitet. Die Verwaltung in
Newcastle kann mit Fragen und Kommentaren immer un-
ter der Adresse info @treat-nmd.eu per e-Mail erreicht
werden.

Warum miissen wir die Mutation genau kennen?

Robert Weiss von der University of Utah in Salt Lake City
beantwortete diese Frage, dhnlich wie es Kevin Flanigan
beim Treffen 2006 in Cincinnati getan hatte.

Die exakte Mutation im Dystrophin-Gen eines Jungen,
der Duchenne-Dystrophie zu haben scheint, sollte bekannt
sein, um zu bestétigen, daf} er wirklich Duchenne-Dystro-
phie hat und nicht eine der anderen Muskelkrankheiten,
wie z.B. eine der vielen Gliedergiirtel-Dystrophien, die
dhnliche Symptome haben kénnen. Wenn das Leseraster
verschoben ist, ist eine Duchenne-Muskeldystrophie im-
mer sehr wahrscheinlich, wihrend eine Mutation, bei der
das Leseraster intakt bleibt, in den meisten Fillen eine
Becker-Muskeldystrophie voraussagen 146t.

AufBlerdem erlaubt die Kenntnis der genauen Mutation
eine zuverldssige genetische Beratung der Familie des
kranken Jungen und seinen iiber die Mutter verwandten
weiteren Familien, in denen Duchenne-Ubertriigerinnen
gefunden werden koénnen. SchlieBlich werden die zukiinf-
tigen Therapien, wie das Exon-Skipping oder das Durch-
lesen durch Stoppcodons, es erfordern, daf} die exakte Mu-
tation im Dystrophin-Gen des Patienten bekannt ist, sie
sind mutations-spezifisch.

Um Deletionen und Duplikationen zu finden, verwen-
det man jetzt meistens die MLPA Methode, die auf Eng-
lisch multiplex ligation-dependent probe amplification
heift und von Dr. Jan Schouten von der Firma MRC-
Holland in Amsterdam entwickelt wurde.

Fiir diese, wie fiir andere genetischen Tests, sind nur 5
bis 10 ml mit EDTA ungerinnbar gemachtes Vollblut not-
wendig, aus dessen weillen Blutkdrperchen das genetische
Material isoliert werden kann. Der Patient muf3 nicht selbst
zum Laboratorium kommen, die Blutprobe kann per Post
eingeschickt werden.

Eine sehr kurze Beschreibung dieser Methode wire:
158 Oligonukleotide mit speziell konstruierten Basen-
sequenzen werden verwendet, die sich an zwei Regionen
eines jeden der 79 Dystrophin-Exons anlagern. Wenn ein
Exon im Gen des Patienten vorhanden ist, binden sich die
beiden fiir dieses Exon bestimmten Oligonukleotide an die
beiden Stellen des Exons mit der Komplementérsequenz
und werden danach durch ein Enzym miteinander che-
misch verbunden. Die verbundenen Nukleotide dienen
dann als template (als Schablone) fiir die Multiplikation
durch die polymerase chain reaction, PCR (die Polymera-
se-Kettenreaktion), mit der geringe Mengen genetischen
Materials stark vermehrt werden konnen. Die verschieden
langen Produkte dieser Reaktion kann man dann nach ei-
ner elektrophoretischen Trennung als peaks (als graphisch
dargestellte Hochstwerte) auf einem Computerausdruck
sehen. Wenn ein bestimmtes Exon nicht vorhanden ist,
weil es deletiert ist, konnen die beiden Nukleotide fiir die-

24

ses Exon sich nicht an seine Sequenzen anlagern und auch
nicht miteinander verbunden werden. Der entsprechende
peak fehlt dann in dem Ausdruck.

Mit dieser Technik findet man die Deletionen und Du-
plikationen aller 79 Exons des Dystrophin-Gens in Du-
chenne-Patienten, nicht jedoch die Punktmutationen. Und
weil es sich um eine quantitative Methode handelt, konnen
auch Deletionen und Duplikationen in einem der beiden
Dystrophin-Gene einer Duchenne-Ubertriigerin zuverliR-
lich gefunden werden, selbst wenn die Deletion oder Du-
plikation des mit ihr verwandten Patienten nicht bekannt
ist. Dies ist einer der wichtigsten Vorteile dieser Methode.

Doch falsch-positive Ergebnisse konnen vorkommen,
die eine Deletion eines einzigen Exons anzeigen, wenn sie
tatsdchlich nicht vorhanden ist. Dies kann geschehen,
wenn in seltenen Fillen in der Sequenz, an die die MLPA-
Reagenzien binden, ein Polymorphismus aufgetreten ist.
Ein Polymorphismus ist eine Anderung eines einzigen Ba-
senpaares in der DNA, die aber keine Krankheit verur-
sacht. Falls die MLPA-Methode die Deletion eines einzi-
gen Exons anzeigt, muf} dieses Ergebnis mit einer anderen
Methode iiberpriift werden.

Wenn mit der MLPA-Methode keine Mutation gefun-
den wird, hat der Patient wahrscheinlich eine Punktmuta-
tion. Mit der SCAIP-Technik, englisch single condition
amplifiation/internal primer sequencing, die in Dr. Flani-
gans Laboratorium entwickelt wurde, ist es moglich, alle
Punktmutationen zuverldssig zu finden und im einzelnen
zu charakterisieren, sowie auch alle vorzeitigen Stoppco-
dons, kleine Deletionen und Einfiigungen, und auch Mu-
tationen in den Sequenzen der Spleil3stellen. Mit dieser
Zweistufen-Methode kann die vollstindige Basensequenz
aller Exons des Dystrophin-Gens bestimmt werden als
auch aller Intron-Exon-Grenzregionen mit den Spleif3-
signalen und auch aller Promotoren. Alle diese getrennten
Genregionen werden zuerst mit einer einzigen Polymerase-
Kettenreaktion vervielfiltigt, und dann sequenziert mit ei-
ner der automatischen Gen-Sequenzierungsmethoden, um
Punkt- und andere Mutationen zu finden.

Die neueste Methode fiir eine effektive und zuverliBli-
che genetische Analyse des Dystrophin-Gens ist die Gen-
Chip-Technologie, die ein sog. Mikro-Array benutzt. Wie
im néichsten Kapitel tiber das CETT-Programm beschrie-
ben, wird ein solcher Gen-Chip-Test zur Bestimmung von
Exon-Deletionen und -Duplikationen als auch von Punkt-
mutationen bereits von der Emory-Universitit in Atlanta
angeboten. Es ist vorgesehen, daf} solche Gen-Chip-Me-
thoden von vielen klinischen Laboratorien durchgefiihrt
werden konnen, die sich zu einem internationalen Netz zu-
sammenschlieen werden.

Mit diesen Testmethoden, MLPA, SCAIP, und Gen-



Chip-Tests konnen 95-98% aller Mutationen entdeckt wer-
den. Die restlichen 2-5% konnen mit ihnen jedoch nicht
gefunden werden. Wenn der Patient eindeutige Duchenne-
oder Becker-Symptome hat, aber keine Mutation in seiner
Blutprobe gefunden wird, dann wird eine Muskelbiopsie
notwendig, so dal mit Protein-Nachweismethoden be-
stimmt werden kann, ob das Dystrophin-Protein in den
Muskelfasern vorhanden ist oder nicht. Die Western-Blot-
Methode hat den Vorteil, daf} sich mit ihr die Menge und
die GroBe des Dystrophin-Proteins bestimmen 146t, doch
die Immunfluoreszenz-Methode wird meistens angewendet,
weil man damit das Dystrophin, wenn es vorhanden ist,
unter dem Mikroskop deutlich sichtbar machen kann. Die
Zellmembranen der quergeschnittenen Muskelfasern aus
einer Muskelbiopsie-Probe von einem Duchenne-Patienten
bleiben dunkel, wihrend in einer Probe eines muskelge-
sunden Menschen die Grenzen der Muskelzellen als unun-
terbrochene helle Linien von Fluoreszenzlicht erscheinen.
In der Muskelprobe eines Becker-Patienten sieht man nur
einige Segmente von hellem Fluoreszenzlicht an den Zell-
membranen.

Johan den Dunnen vom Medical Center der Universi-
tidt Leiden in Holland schickte einen Kommentar, in dem
er sagt, da} die DNA-Daten nicht gentigen, um mit Si-
cherheit festzustellen, was wirklich auf dem Niveau der
mRNA vor sich geht, und daf es deshalb nicht moglich ist
sicher zu entscheiden, welches AON fiir eine Exon-Skip-

ping-Therapie verwendet werden muf3. Veroffentlichte Er-
gebnisse zeigen, dal bei 5 — 10% der Duchenne-Patienten
mit Deletionen oder Duplikationen die mRNA-Sequenzen
nicht mit den von der DNA-Analyse erwarteten iiberein-
stimmen. Bevor mit einer Exon-Skipping-Therapie begon-
nen wird, sollte deshalb die mRNA nach einer Muskel-
oder Hautbiopsie isoliert und um die Deletions- oder Dup-
likationsbruchpunkte herum sequenziert werden, um zu
bestitigen, was von einem DNA-Test vorausgesagt wurde.
Solche zusitzlichen Untersuchungen sind fiir alle Du-
chenne-Jungen, die an der ersten klinischen Exon-Skip-
ping-Studie in Holland teilnahmen, durchgefiihrt worden.
Sie miissen auch spiter, wenn Exon-Skipping routinema-
Big angewendet wird, in allen Fillen vor der Behandlung
durchgefiihrt werden.

In der holldndischen Studie wurde auflerdem als zusitz-
liche Sicherheitsmafinahme vor der Behandlung an Zell-
kulturen iiberpriift, ob das Ergebnis des Exon-Skippings
mit dem erwarteten tibereinstimmen wird, d.h., ob das letz-
te Nukleotid vor dem deletierten Exon — oder vor den dele-
tierten Exons — tatsdchlich mit dem ersten Nukleotid nach
dem geskippten Exon ohne eine Verschiebung des Lese-
rasters verbunden ist.

Die mRNA kann auch verwendet werden, um die selte-
nen Mutationen zu finden, die den Einbau eines Bruch-
stiicks aus einem Intron in die gespleiliten Exons der Dys-
trophin-mRNA verursacht hat.

Das CETT-Programm und der neue Gen-Chip-Test fiir Duchenne-Muskeldystrophie.

CETT-Programm fiir Zusammenarbeit, Fortbildung
und Anwendung von genetischen Tests (Collaboration,
Education and Test Translation). Dieses neue Programm
wurde von Madhuri Hegde von der medizinischen Fakul-
tiat der Emory-Universitit in Atlanta im Staat Georgia in
den USA vorgestellt. Es wurde gemeinsam entwickelt vom
CDC, dem Zentrum fiir Krankheitskontrolle und Vorsorge
in Atlanta, von den NIH, den Nationalen Gesundheitsinsti-
tuten in Bethesda bei Washington, der amerikanischen Ge-
sellschaft fiir Humangenetik, der Abteilung fiir seltene
Krankheiten der Emory-Universitit in Atlanta, des ameri-
kanischen Kollegiums fiir medizinische Genetik, der Ge-
sellschaft fiir metabolische Krankheiten und der geneti-
schen Allianz. Dieses Projekt wurde 2006 mit dem Ziel
begonnen, die Entwicklung von genetischen Tests zu for-
dern und sie in die klinischen Laboratorien fiir seltene
Krankheiten zu bringen. Dies wird erreicht, (1) durch die
Unterstiitzung der Zusammenarbeit von Forschung und
Klinik zur Entwicklung von genetischen Tests von hoher
Qualitit, (2) durch Forderung der Registrierung von gene-
tischen und klinischen Daten in 6ffentlichen Datenbanken
zur Unterstiitzung der therapeutischen Forschung, (3)
durch Entwicklung von Richtlinien fiir Laboratoriumstests,
und (4) durch die Herstellung und Verteilung von aktuel-
lem Informationsmaterial fiir die Patienten, ihre Familien,
ihre Arzte und Betreuer. Einzelheiten des CETT-Pro-
gramms stehen im Internet unter www.cettprogram.org.
Duchenne-Muskeldystrophie gehort zu den ersten
Krankheiten, fiir die das CETT-Programm eine Zusam-
menarbeit von Klinik, Forschung und Patienten-Vertre-
tungen aktiv fordert. Durch den ganz besonderen Einsatz
von herausragenden Personlichkeiten wie frither Jerry Le-
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wis mit der amerikanischen Muskeldystrophiegesellschaft
MDA und jetzt Patricia Furlong mit dem Parent Project
PPMD sind die Probleme und Anliegen der etwa 10.000
Duchenne-Patienten in den USA nicht nur der allgemeinen
Offentlichkeit bekannt, sondern auch den Politikern in
Washington und in den Hauptstddten der Einzelstaaten.
Die Zusammenarbeit von CETT und PPMD hat bereits ihr
erstes wichtiges Ziel erreicht, nimlich die Uberpriifung
und Einfiihrung an der Emory-Universitit von Duchenne-
Testverfahren fiir die Bestimmung der Mutationen im
Dystrophin-Gen. Diese Tests benutzen die Mikro-Array-
Technik mit sog. Gen-Chips. Diese Technik ist au3eror-
dentlich empfindlich und liefert ihre Ergebnisse sehr
schnell in nur wenigen Tagen. In diesem Zusammenhang
bedeutet Uberpriifung, daB die Ergebnisse der Gen-Chip-
Methoden an vielen Proben von Duchenne-Patienten und
Ubertrigerinnen mit verschiedenen Mutationen verglichen
werden mit den Ergebnissen, die an den gleichen Proben
mit anderen, bereits eingefiithrten Methoden erhalten wur-
den. In allen Féllen wurden bisher die gleichen Mutationen
gefunden.

Der neue Gen-Chip genetische Test. In ihrem zweiten
Vortrag beschrieb Dr. Hedge diesen Test, der in einem
oder zwei Schritten durchgefiihrt werden kann. Im ersten
Schritt wird ein Comparative Genome Hybridization
(CGH)-Array (eine Genom-Hybridisierungs-Vergleichs-
anordnung) mit der Dystrophin-Gensequenz von 2,2 Milli-
onen Basenpaaren verwendet. Mit diesem ersten Schritt
werden Exon-Deletionen und -Duplikationen aufgefunden.
Der zweite Schritt ist notwendig, wenn keine Deletionen
oder Duplikationen beim ersten Schritt gefunden wurden.



Schritt 1: Die Gen-Chip-Arrays werden von der Firma
Roche-NimbleGen Systems Inc. in Madison, Wisconsin,
hergestellt. Auf einem 25 x 76 mm groflen gldasernen Ob-
jekttrager werden fast 400.000 DNA-Oligonukleotide, die
hier Test-Oligos genannt werden, mit einer patentierten
Technik, die Maskless Array Synthesizer heifit, direkt syn-
thetisiert und in einem regelmifBigen Muster (einem Array)
auf dem Glas verankert. Die Test-Oligos haben eine Linge
zwischen 45 bis 60 Basen und enthalten zusammen mehr
als zweifach die Sequenz aller 2,2 Millionen Basenpaare
des Dystrophin-Gens.

Die DNA aus der Blutprobe eines Patienten wird zuerst
in kleine Stiicke von ungeféhr der gleichen Grofle wie die
Test-Oligos geschnitten und jedes dieser Probe-Oligos mit
einem Molekiil eines fluoreszierenden Farbstoffs verbun-
den. Wenn diese Probe-Oligo-Mischung gleichméBig tiber
den Array mit den Test-Oligos verteilt wird, konnen sich
die Probe-Oligos des Patienten spezifisch mit den kom-
plementédren Sequenzen der Test-Oligos auf dem Array
zusammenlagern (sie hybridisieren). Die Test-Oligos, die
sich mit ihren komplementédren Partnern unter den Probe-
Oligos des Patienten verbunden haben, kénnen gesehen
und dokumentiert werden, weil nach Bestrahlung mit ultra-
violettem Licht der Farbstoff an ihren Probe-Oligo-Part-
nern sichtbar fluoresziert und ihre Lage auf dem Objekt-
trager bekannt ist.

Wenn das Gen des Patienten eine Deletion hat, bleiben
die Test-Oligos mit den Sequenzen aus dem oder den feh-
lenden Exons ohne Partner, sie hybridisieren nicht und
senden deswegen kein Fluoreszenzlicht aus. Wenn einige
Exons im Gen dupliziert sind, werden doppelt so viele
Test-Oligos als normal mit den entsprechenden Probe-
Oligos der duplizierten Exons hybridisiert sein, so daf das
von ihnen produzierte Fluoreszenzlicht doppelt so stark als
normal ist.

Da die Sequenzen und die Positionen der nicht und
doppelt hybridisierten Test-Oligos in dem Array bekannt
sind, konnen die Grenzen der Deletionen und Duplikatio-
nen identifiziert werden.

Diese Methode liefert quantitative Ergebnisse, deshalb
konnen Deletionen und Duplikationen nicht nur in dem
einen Dystrophin-Gen der Duchenne-Patienten bestimmt
werden, sondern auch diese Mutationen in einem der bei-
den Dystrophin-Gene der Frauen. Mit dem Gen-Chip-Test
kann man daher feststellen, ob eine mit dem Patienten
verwandte Frau eine Duchenne-Ubertriigerin ist oder — was
manchmal noch viel wichtiger ist — ob sie es nicht ist und
daher kein erhohtes Risiko fiir eine Wiederholung der
Krankheit hat. Dies ist sehr wichtig fiir die genetische Be-
ratung der Familie.

Da mit dieser Methode die Mutationen im Gen selbst
gefunden werden, kann man mit ihr die ungefihre Lage
der Bruchpunkte einer Deletion oder Duplikation feststel-
len, d.h., ihren Anfang und ihr Ende, die beide in den
meisten Fillen innerhalb der Introns liegen. Dies kann fiir
zukiinftige Forschungen wichtig werden, mit denen man
die manchmal verschiedenen Symptome erklédren konnte,
die Patienten mit der gleichen Mutation haben. Man ver-
steht immer mehr, dal die Introns nicht nur genetic junk
(genetischen Abfall) enthalten, sondern auch Kontrollse-
quenzen, die unter anderem auch fiir das Auftreten von
klinischen Zeichen der Krankheit verantwortlich sein kon-
nen. Wenn diese Sequenzen in manchen Patienten durch
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Deletionen oder Duplikationen gestort sind, in anderen
aber nicht, konnte dies der Grund fiir das Auftreten ver-
schiedener Symptome sein.

Schritt 2: Wenn keine Deletionen oder Duplikationen
mit Schritt 1 gefunden werden, muf3 Schritt 2 durchgefiihrt
werden, mit dem Punktmutationen identifiziert werden
konnen, also wenn einzelne oder nur wenige Basen ausge-
tauscht, entfernt oder zusitzlich eingebaut sind. Fiir diesen
zweiten Teil der Analyse wird ein Resequencing Array
(Array zur wiederholten Sequenzierung) verwendet, mit
dem Punktmutationen gesucht werden (1) in den Sequen-
zen der 14.000 Basenpaare aller Dystrophin-Exons, (2) in
den 8 Promotoren des Dystrophin-Gens, (3) in den Intron-
Sequenzen von ca. 100 Basenpaaren Linge in den Grenz-
regionen aller 79 Exons, und (4), in den Sequenzen der
Nachbarschaft der fiinf sehr seltenen Mutationen, die weit
im Innern von Introns bereits vorgekommen sind. Mit die-
ser Sequenzierung wird jede Nukleotid-Position in den zu
analysierenden Regionen des Dystrophin-Gens iiberpriift,
um festzustellen, ob die normale Base vorhanden ist, ob
sie durch eine der drei anderen Basen ersetzt wurde, ob sie
entfernt oder neu eingefiigt wurde.

Die Punktmutationen, kleinen Deletionen und Einfii-
gungen (Insertionen) konnen die Ursachen sein (1) fiir die
Verschiebung des Leserasters in der mRNA, die zur Du-
chenne-Dystrophie fiihrt (frameshift mutation), (2) fiir den
Austausch einer Aminosiure gegen eine andere (missense
mutation), die Duchenne- oder Becker-Dystrophie verur-
sachen kann, wenn die neue Aminosaure die Struktur des
Dystrophins deutlich verindert, (3) fiir das Auftreten eines
vorzeitigen Stoppcodons, an dem die Synthese des Dystro-
phins abgebrochen wird (nonsense mutation), (4) fiir die
Beeintrachtigung des Spleimechanismus, wodurch Dele-
tionen in der mRNA hervorgerufen werden kdnnen (splice
site mutation), oder (5) fiir die Schidigung eines Promo-
ters, die die Dystrophin-Synthese vollstindig unterbinden
und so auch zu Duchenne-Dystrophie fithren kann.

Seltene Ausnahmen. Wie bei allen genetischen Test-
verfahren, kann es auch vorkommen, daf dieser Gen-Chip-
Test fiir einen Jungen mit Duchenne-Symptomen keine
Mutation findet. Dann kann eine Mutation auf3erhalb der
untersuchten Genregionen liegen. Um hier weiterzukom-
men, soll ein Gen-Chip mit 2,1 Millionen Test-Oligos in
einer extrem dichten Anordnung entwickelt werden. In
Entwicklung sind bereits Gen-Chips fiir andere neuro-
muskulire Erkrankungen und auch fiir die Analyse an
DNA aus Speichelproben und aus trockenen Blutflecken,
die in Screeningprogrammen fiir Neugeborene erhalten
werden. Einige dieser Gen-Chip-Methoden werden bereits
mit konventionellen Tests verglichen.

Die Vorteile: Auler den genannten Eigenschaften des
neuen Testverfahrens, wie hohe Empfindlichkeit, Zuver-
lassigkeit und Nachweis fast aller Dystrophin-Mutationen
in Patienten und Ubertriigerinnen, ist als besonderer Vor-
teil zu erwihnen, daB} nur etwa 7 Arbeitstage fiir Schritt 1
notig sind, um die Deletionen in 60% und die Duplikatio-
nen in 5% der Duchenne-Jungen zu finden, und daf fiir
Schritt 2 nur /4 weitere Tage gebraucht werden, um auch
die Punktmutationen und sehr seltenen Mutationen in den
verbleibenden 35% der Patienten zu entdecken.

Der neue genetische Test wird bereits angeboten.
Wer den neuen Gen-Chip-Test fiir seinen Sohn oder weib-
liche Verwandte durchfiihren lassen mochte, der sollte das



Emory Genetics Laboratory in Atlanta tiber das Internet
oder telefonisch kontaktieren: www.geneticslab.emory.edu
Tel. 001-404-778-8500. Dort bekommt man auch Informa-
tionen iiber Versand des Probematerials und iiber Kosten
und Versicherungsleistungen. Wenn keine Mutation ge-
funden werden sollte, kann eine Sequenzierung der cDNA,
also aller aneinandergereihten Exons, durchgefiihrt wer-
den, fiir die mRNA als Ausgangsmaterial gebraucht wird,
das aus durch Biopsie gewonnenem Muskelgewebe isoliert
werden muf3. Blutproben fiir Schritte 1 und 2 des Tests und
Biopsiematerial fiir die cDNA-Sequenzierung werden auch
von auflerhalb der USA akzeptiert.

Das CETT-Programm wird weiter ausgebaut. Inner-
halb der nichsten Jahre wird die CETT-Organisation ein
Netz von klinischen Laboratorien zunichst in den Verei-
nigten Staaten und dann auch in anderen Lindern etablie-
ren, in denen dieser neue schnelle und zuverlissige Test
fiir alle Duchenne-Patienten und ihre weiblichen Verwand-
ten durchgefiihrt werden kann. Uber das amerikanische
Parent Project PPMD mit seiner neuen DuchenneConnect-
Initiative kann man Zugang zum CETT-Programm be-
kommen und zu allem Informationsmaterial, das fiir die
ganze Duchenne-Gemeinschaft erstellt wird.

DuchenneConnect wird die Zusammenarbeit und genetische Tests
fiir Duchenne-Muskeldystrophie fordern.

DuchenneConnect ist ein vollkommen neues Internet-
Informationszentrum, das die ganze Duchenne/Becker-
Gemeinschaft zusammenhalten wird: die Patienten und
ihre Familien, die Arzte und Wissenschaftler, und die
pharmazeutische Industrie. Dieses Zentrum wird eine ein-
zige Quelle sein fiir den Austausch von Daten, Ideen, Be-
handlungsvorschlidgen und die aktuellsten Informationen
iiber Forschung und Behandlungsmafinahmen.

Kyle Brown von der Firma Innolyst Inc. in San Mateo
in Kalifornien, deren Ziel es ist, ,,die gemeinniitzigen For-
schungsgesellschaften zusammenzufiihren®, beschrieb das
neue DuchenneConnect-Programm des PPMD, seine Ver-
bindung zum CETT-Programm und die Notwendigkeit,
alle klinischen und genetischen Daten von moglichst vie-
len Duchenne- und Becker-Patienten zu registrieren.

Kyle Brown sprach die Familien, die ihm zuhérten,
ganz personlich an:

,» Wir wollen Eure kranken Kinder und Euch, die Fami-
lien, kennenlernen. Wir wollen, daf3 Ihr Eure Informatio-
nen in die DuchenneConnect- und CETT-Programme ein-
gebt. Wir brauchen die klinischen und genetischen Daten
Eures Kindes und wollen wissen, wo Thr wohnt, aber wir
werden diese Daten getrennt speichern, um Eure Privat-
sphire zu bewahren, wenn wir den Forschern und den
pharmazeutischen Firmen und anderen Datenbanken Eure
Daten mit Eurer Erlaubnis anbieten. Die Liste mit den Fra-
gen, die wir beantwortet haben mochten, ist bereits lang:
Wie wurde Euer Sohn diagnostiziert? Was waren die Er-
gebnisse seiner genetischen und anderen Tests? Wie gut
kann er gehen? Wurden bei ihm orthopédische Operatio-
nen wegen Kontrakturen oder einer Skoliose durchgefiihrt?
Welche technischen Hilfsmittel benutzt er? Braucht er
Atmungshilfen und, wenn ja, mit welchem Gerit? Hat er
Herzprobleme? Gibt es andere Mitglieder Eurer Familie
mit der gleichen Krankheit?

Diese Liste ist nicht vollstindig, es gibt noch mehr Fra-
gen auf unseren Fragebogen, und weitere werden noch da-

zukommen. Dieser Informationstransferprozefl wird eine
dauernde Frage-und-Antwort-Angelegenheit sein, weil wir
fiir lange Zeit mit Euch in Kontakt bleiben miissen.

Durch DuchenneConnect werdet Ihr sehen konnen, wie
sich die Krankheit Thres Sohnes im Vergleich mit anderen
Jungen entwickelt. Und wir werden Euch zeigen, wo die
besten genetischen Berater sind, dort wo Thr wohnt. Und
um unsere Arbeit fiir Euch immer wertvoller zu machen,
brauchen wir Eure Vorschldge und Ideen, die Thr uns zu
jeder Zeit sagen solltet.

Eure Daten in anonymer Form, das heif3t, ohne Euren
Namen und Eure Adresse, die Euch identifizieren konnten,
werden wir den Duchenne-Wissenschaftlern, wo auch im-
mer sie arbeiten, anbieten, falls sie sie fiir ihre Forschung
nach einer Therapie brauchen. Und wir werden mit ande-
ren Datenbanken iiberall in der Welt zusammenarbeiten,
vorausgesetzt, sie haben die gleichen Standards und Vor-
schriften wie wir. Auch pharmazeutische Firmen werden
Zugang zu den Daten haben, wenn sie z.B. Patienten mit
besonderen Mutationen fiir ihre klinischen Studien brau-
chen. Aber wenn sie Euch kontaktieren wollen, miissen sie
erst uns fragen, ob Ihr Eure Erlaubnis fiir den Datenaus-
tausch gegeben habt. Thr werdet also immer die Kontrolle
dariiber haben, was mit Euren ganz personlichen Daten
geschieht.

Das Ergebnis dieses Programms wird eine intensive
Zusammenarbeit nicht nur innerhalb der USA, sondern
auch spiter auf internationaler Ebene sein, in der Euer
Sohn und seine ganze Familie die wichtigste Rolle spielen
wird.

Bitte registriert Eure Familie im Internet-Informations-
zentrum des PPMD und werdet Teil dieses umfassenden
Netzes, die Adresse ist: http://www.duchenneconnect.org.
Zurzeit verwenden wir nur die englische Sprache, jedoch
werden unsere Informationen in Kiirze auch in andere
Sprachen zur Verfiigung stehen.*

Was bedeutet “Connect...” im Titel des Treffens in Philadelphia?

AbschlieBende Worte von Patricia Furlong. ,,Das Wort
connect, (auf Deutsch ,,Verbinde! Halte zusammen!”), be-
deutet, daB es auf jeden Jungen und jungen Mann mit Du-
chenne ankommt und ebenso auf seine Familie, seine Arz-
te und Betreuer, die dafiir sorgen, dal3 sie alle ein mog-
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lichst normales Leben fiihren konnen; und dazu gehoren
auch die Wissenschaftler, die alles tun, um eine Therapie
fiir sie zu finden. Connect hei3it auch, da} alle, die ganze
Duchenne-Gemeinschaft, zusammenhalten und zusam-

menarbeiten muf3, damit die Duchenne-Dystrophie nicht



mehr die normalen 70 Jahre oder 25.000 Tage eines
menschlichen Lebens auf 20 Jahre oder 7.300 Tage nach
der Diagnose reduzieren kann. Die immer noch fehlenden
50 Jahre miissen weniger und weniger werden bis sie ganz
verschwinden, wenn es vielleicht nicht eine vollstindige
Heilung geben wird, dann aber wenigstens eine wirksame
Therapie in der nicht zu fernen Zukunft. Meine beiden
Sohne starben, als sie 15 und 17 Jahre alt waren, sie hatten
nicht einmal die 7.300 Tage, aber das war vor mehr als 10
Jahren. Jetzt, in den letzten 10 Jahren, wurden 1.500 Tage
zugefiigt, das ist ein Viertel eines Duchenne-Lebens, und
die Jungen haben jetzt 8.800 Tage, das sind 25 Jahre, mehr
order weniger. Es gibt also Fortschritte, und sie werden
sich beschleunigen auf allen therapeutischen Forschungs-
wegen, auf denen in vielen Laboratorien und Kliniken in
der ganzen Welt ganz aktiv gearbeitet wird.

Die Liste der Forschungsstrategien ist lang. Viele sind
auf diesem Treffen diskutiert worden, und Ihr werdet ver-
stehen, dall wir mit immer mehr werdenden positiven Er-
gebnissen und klinischen Studien vorankommen, und daf3
es eine wirkliche Hoffnung gibt, daf} wenigstens eine oder
auch mehrere der neuen Techniken — Exon-Skipping, und
Stoppcodon-Durchlesen z.B. — in einigen Jahren erfolgrei-
che Therapien sein werden.

Wir machen uns oft Gedanken dariiber, ob unser War-
ten vergeblich sein wird, doch dieses Treffen hat gezeigt,
daB es wirkliche Fortschritte gibt, nicht nur bei der For-
schung, sondern auch bei der medizinischen Betreuung der
Jungen und jungen Ménner, die immer besser wird. Und,
was ganz wichtig ist, die Offentlichkeit und die Regierun-
gen mit ihren Gesundheitsministerien in vielen Landern
beginnen zu verstehen, da3 Duchenne ein weltweites Pro-
blem ist, und da} wir mit vereinten Krdften mit Duchenne
fertig werden miissen. Allméhlich stehen uns jetzt auch
groBBere Mengen Geld zur Verfiigung, und unsere eigenen
Anstrengungen, die weiter intensiviert werden miissen, fii-
gen noch bedeutend mehr hinzu, so dafl neue Forschungs-
projekte moglich werden und bereits weit vorangekomme-
ne Projekte noch beschleunigt werden.

In einigen der klinischen Studien mit Duchenne-Jun-
gen, besonders in den wichtigsten wie Exon-Skipping,
Stoppcodon-Durchlesen, Utrophin-Hochregulieren und
Gen-Transfer, werden neue therapeutische Techniken an-

gewendet. Deshalb miissen diese Versuche sehr sorgfiltig
durchgefiihrt werden, damit sie absolut sicher und erfolg-
reich sind. Es werden noch mehr klinische Studien not-
wendig werden, deswegen brauchen die Forscher Eure
dauernde Mitarbeit an den Studien trotz aller Schwierig-
keiten wie Reisen und die vielen, manchmal anspruchsvol-
len Testprozeduren wie wiederholte Biopsien, selbst wenn
kein therapeutischer Vorteil erwartet werden kann. Die
Teilnahme von immer mehr Threr Jungen ist notwendig.

Duchenne ist keine einfache Krankheit. Es wird wahr-
scheinlich nicht nur eine einzige Therapie geben, die allen
Patienten helfen kann. Wahrscheinlich werden mehrere
verschiedene Techniken in vielen Féllen fiir eine wirksame
Behandlung notwendig sein. Aber niemand wird alleinge-
lassen werden. PTC124 wird jetzt in einer Phase-III Studie
getestet werden. Exon 51 wird als erstes in den klinischen
Versuchen geskippt, und andere Exons werden folgen,
auch die fiir die schwierigen und seltenen Mutationen.
Aber auch die Studien mit den konventionellen Methoden
werden positive Ergebnisse bringen, die zu Behandlungen
fithren, die die Krankheit zwar nicht heilen werden, die
aber ihr Fortschreiten bremsen und die Muskeln aufrecht-
erhalten konnen, wihrend weiter gewartet werden muf} bis
eine wirksamere und langdauernde Therapie fertig ist.

Und bitte versteht, daf viele der zukiinftigen Therapien
mutationsspezifisch sind. Das bedeutet, daB} es wichtig ist,
die genaue Mutation jedes Duchenne-Jungen zu kennen,
damit entschieden werden kann, welche Therapie die rich-
tige fiir ihn sein wird. Es existieren sehr gute Methoden,
mit denen die Mutationen genau analysiert werden kdnnen,
auch die der Miitter und ihrer weiblichen Verwandten, so
daB jetzt sehr zuverlissige genetische Beratungen moglich
sind.

Das ist also unser Standpunkt: Alle Kinder und jungen
Minner, die Duchenne-Dystrophie haben, und wo immer
sie sind, brauchen und verdienen eine genaue und frithzei-
tige Diagnose, zuverlissige genetische Tests, Betreuung
nach den neuesten Methoden, die Gelegenheit, an klini-
schen Studien teilzunehmen, und Zugang zu aussichtsrei-
chen Behandlungen. Um mit Duchenne Schlufl zu machen,
miissen wir zusammenstehen (to connect) und zusammen-
arbeiten, damit die 8.800 Tage eines Duchenne-Lebens
25.000 und mehr werden.*

Diesen Philadelphia-Bericht habe ich auf Englisch in den Monaten September bis November 2007 geschrieben und mit einigen
Aktualisierungen im Dezember 2007 und Januar 2008 ins Deutsche iibersetzt. Ricardo Rojas in Mexiko, ein junger Mann mit
Becker-Dystrophie, hat ihn zur gleichen Zeit ins Spanische iibersetzt. Ubersetzungen ins Japanische und in andere Sprachen
wird es ebenfalls geben. Dieser Bericht und die Berichte iiber das PPMD-Treffen im Juli 2006 in Cincinnati und das Action-
Duchenne-Treffen im Oktober 2006 in London stehen auf Englisch, Deutsch und Spanisch im auf meinen Internetseiten

www.duchenne-forschung.de.

Den Bericht werde ich mit den Informationen vom ActionDuchenne-Treffen im November 2007 in London und aus neuen
Veroffentlichungen im Friihjahr 2008 aktualisieren. Wer alle meine zukiinftigen Berichte per e-Mail erhalten méchte, sobald

sie fertig sind, der schicke mir bitte seine e-Mail-Adresse.

Dr. rer. nat. Guenter Scheuerbrandt, Im Talgrund 2, D-79874 Breitnau, e-mail: gscheuerbrandt@t-online.de



