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Wege der Forschung nach einer Therapie der Duchenrduskeldystrophie.

Teil 1: Exon-Skipping.

Erste Aktualisierung, veroffentlicht am 10. Dezembe2009.

Dies ist der im November/Dezember 2@ ualisierte
Berichtiber Exon-Skipping — die am weitesten vorange-
schrittene genetische Technik fur eine wirksamerdgie
der Duchenne-Muskeldystrophie —, den ich Ende Aquril
erst auf Englisch und im Juli 2009 auf Deutsch fferit-
licht habe. Er ist der erste Teil eines umfassesrd@ex-
tes, den ichDr. Glnter ScheuerbrandBiochemiker aus
Deutschland, fiir Euch schreibe, die Duchenne-Jungdn
jungen Duchenne-Mé&nner, fir Eure Familien und Betre
er, die wissen mdchten, wie weit die Wissensolafthd
Kliniker mit ihren Forschungsarbeiten vorangekommen
sind. Wie alle meine Berichte ist auch dieser keitssen-
schaftliche Veroffentlichung mit vielen schwierigéror-
ten, denn ich habe versucht, ihn so zu schreikenjtdhr
versteht, was fir Euch in den Laboratorien gese¢hieh
selbst wenn lhr nicht moderne Biochemie und Gergsik
lernt habt.

Im zweiten Teil des Berichtes, der im AprillZ0fertig
sein wird, werde ich die neuesten Ergebnisse mehaer
derer therapeutischer Wege zusammenfassen: digrétber
gung des Dystrophin-Gens in die Muskelzellen, dée-V
wendung von Stammzellen, das Hochregulieren von
Utrophin, und eine Reihe von pharmakologischen Mgeth
den.

Da ich Biochemiker bin und kein Arzt, enthdikser
wie alle anderen meiner Berichte nur Informatiofiber
die therapeutische Forschung, aber nicht Gber dieaBd-
lung und Betreuung der Duchenne-Patienten.

Ich habe diesen Text, wie alle meine frihderichte,

zuerst auf Englisch geschrieben und ihn jetzt iestBche
Ubersetzt. Es gibt ihn auch auf Spanisch, UbergeteRi-
cardo Rojasn Mexiko, der selbst eine Becker-Muskel-
dystrophie hat. Ihr kénnt alle meine neueren Begicind
Interviews auf Deutsch, Englisch und Spanisch agifien
Internet-Seiten sehen und von dort herunterladen:
www.duchenne-information.elbersetzungen in andere
Sprachen, z.B. ins Japanische, gibt es auch.

Verglichen mit der ersten Version, enthalsdieaktua-
lisierte Text vor allem die Ergebnisse der lokdbeiti-
schen und der systemischen hollandischen klinisGten
dien zum Skippen von Exon 51, der positiven Tiesuer
che mit einem modifizierten Antisense-Medikameotyie
eine Reihe von Korrekturen und Verbesserungen.

In den Zusammenfassungen nenne ich nur dieeNam
der Leiter der Laboratorien, obgleich sie Kollegea
Studenten haben, die in einem Team an den Projekten
beiten, tber die ich hier berichte. Aber es ist aglch,
sie alle aufzuzahlen. Ich schreibe die Namen dessevi-
schaftler ohne ihre akademischen Titel, die meisted
Professoren und alle haben einen medizinischenrader
turwissenschatftlichen Doktortitel.

Zahlen in Klammern, z.B. (12), weisen auf géivich-
tige Verdoffentlichungen hin, die ich am Ende desi&gs
aufgelistet habe.

Wenn lhr Fragen zum Exon-Skipping oder andBrer
chenne-Forschung habt, schickt mir bitte ein e-Mail
gscheuerbrandt@t-online.deh werde versuchen, sie alle
zu beantworten, aber nur auf Deutsch oder Englisch.

Wie Gene die Herstellung der Proteine dirigieren.

Genesind funktionelle Einheiten des genetischen Mate-
rials Desoxyribonukleinsdurg englisch und auch hier
abgekirzDNA.

Die DNA sieht wie eine umeinandergedrehtedreit
aus, dieDoppelhelix die 1953 vordames Watsoand
Francis Crickbeschrieben wurde (siehe nachste Seite).

Jede Stufe dieser Leiter enthalt zwei der wisr
schiedenen kleinen Molekiile, die Bagedenin Gua-
nin, ThyminundCytosin(A, G, T, C). Wir kdnnen sie
die genetischen Buchstabenennen. In jeder Stufe ist
nur Platz fir zwei Basenkombinationen, Bi@senpaa-
re A-T oder G-C. Dies ist die Struktur der vier Basen
und ihre englischen Namen:
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Wenn z.B. -GGCTTAATCGT- digequenz die
Reihenfolge, der Basen auf einem der Strdnge dek DN
ist, muR3 die Sequenz dieser Basen auf dem anderen
Strang der DNAomplementadazu sein, also —
CCGAATTAGCA—, so dal3 A immer gegenuiber von T
steht und G gegeniber von C, weil diese Basenpaare
dann immer genau zwischen die beiden Strange passen



-GGCTTAATCGT-

[T
-CCGAATTAGCA-

Diese Sequenz der Basen, der
genetischen Buchstaben, ist die
genetische Informationfur die
Entwicklung und Erhaltung
eines lebenden Organismus, sie
wird von einer Generation an
die ndchste weitergegeben.

Die meisten Gene enthalten
die Information fur die Biosyn-
these vorProteinen, auch Ei-
weile genannt. Im Zellkern
wird diese genetische Informa-
tion exprimiert sie wirdtrans-
kribiert , d.h. in Form einer
anderen genetischen Substanz
abgeschrieben, die auf Englisch
premature messenger ribo-

nucleic acidheil3t, abgekirzire-mRNA. Die deutsche
Ubersetzung ware ,vorlaufige Boten-Ribonuklein-
saure”. Aber oft wird auch im Deutschen die engléesc
Bezeichnung verwendet, wie hier auch.

Die meisten Gene bestehen aus aktiven odeekod
renden Abschnitten, deéfxons die die Information fur
die Proteine enthalten, und aus den oft sehr &aje-
renintrons, die nicht nur, wie man friiher meinte, gene-
tischer Abfall sind, sondern auch die Aktivitat d&ene
kontrollieren. Die Ribonukleinséduren, digNAs, ver-
wenden die Base Wracil, anstelle der ahnlichen Base
T der DNA.

Nach der Transkription und noch innerhalb del-
kerns werden die Introns aus der pre-mRNA entfernt
und alle Exons miteinander verbundeasammen-
gespleildtEs entsteht dimessenger RNAMRNA, die
nur die Exons enthélt, die genetische Information f
die Biosynthese eines Proteins.

Splei3stellensind bestimmte Sequenzen innerhalb
der Exons und an den Grenzen zwischen Exons und In-
trons, die fur die korrekte Entfernung der Intrewns
der pre-mRNA notwendig sind. Das Spleil3en selbst
wird von SpleiRosomerdurchgefihrt, einem Komplex
aus vielen Proteinen und kleinen RNAs.

Um Euch zu zeigen, wie weit die wissenschafdi
Forschung jetzt Funktionen lebender Zellen versteht
zeige ich hier Stereobilder von einer der 5 Stredy
aus denen die SpleiRosomen in menschlichem Gewebe
bestehen. Die molekulare Struktur dieses Komplexes,
genanntJ1 snRNPR small nuclear ribonucleoprotein,
wurde in der ZeitschrifNatuream 26. Marz 2009 ver-
offentlicht (1).

Allein dieser U1-Komplex ist aus 10 Proteingm
einer RNA zusammengesetzt. Ihr kdnnt die Struktur
dreidimensional sehen, wenn lhr das linke Augedagf
linke Bild und des rechte Auge auf das rechte Bdd-
tet. Das geht nach einiger Ubung ohne ein Instramen
Ihr seht dann drei Bilder, das mittlere sehr eiolgwoll
raumlich in drei Dimensionen. Die orangefarbened.in
U1C-70 K ist das wichtigste Protein, das die Exon-|
tron-Grenzen erkennt und den eigentlichen SpleH3vor

gang durchfiuhrt.

Diese Bilder sind sehr abstrakt. In Wirklichkgbt
es dort keine Farben, denn alles sieht aus wigrainer
Brei. Ich erwahne diese neuen Forschungsergebnisse
nicht nur, weil sie zeigen, wie moderne Wissengchaf
dargestellt werden kann, sondern weil ein &hnlicher
Komplex, eine U1l-snRNA und eine modifizierte U7
snRNA, bereits fiir die Kombination von Exon-Skip-
ping und Gentransfer verwendet werden (siehe Seite
11).

Nach dem SpleiRen der Exons zur mRNA verlaft
diese Nukleinsaure, die wesentlich kirzer als das G
ist, den Zellkern und wandert zu deibosomenim
Zytoplasma aul3erhalb des Kerns, in denen die Peotei
zusammengebaut werden

Der genetische CodeUm die Sprache der Gene in die
Sprache der Proteine zu Ubersetzen, ist die Infioma
auf der DNA der Gene und auf der mRNA in geneti-
schen Worten geschrieben, die jeweils aus drei Buch
staben, drei aufeinanderfolgenden Basen, bestdfen,
Codonsgenannt werden. Sie spezifizieren, sie bedeu-
ten, mit drei Ausnahmen, immer eine von 20 verschie
denenAminoséauren, den Bausteinen der Proteine, ge-
malk degenetischen Cods. Es gibt 64 verschiedene
Codewdrter. Hier sind einige Beispiele der RNA-
Worter:

GUU = Valin, AGC = Serin, AUG = Methionin,
CCA = Prolin, UUU = Phenylalanin, GCA = Alanin,
GCG = Alanin, usw.

Die meisten Aminosauren haben mehr als eire€od
wort. Zwischen den Wértern sind keine Zwischenrau-
me. Deswegen bestimmt das erste Codewort am Anfang
eines Gens und seiner MRNA — es istimmer ATG bzw.
AUG - einLeseraster Wenn dieses Raster um ein oder
zwei Buchstaben verschoben ist, verandert siclBdie
deutung der Codewdrtdbies ist wichtig, um zu verste-
hen, wie Exon-Skipping funktioniert



In den Ribosomen werden die genetischen Codewd
ter der mRNA abgelesen und in die Sprache der iProte
ne Ubersetzfranslation. Die Proteine werden aus vie-
len, oft Tausenden von Aminosauren zusammengesetzt.

Die drei erwdhnten Ausnahmen sind die RNA-Wor-
ter UAA, UAG und UGA, dieStopp-Codonssind, an
denen das Aneinanderreihen der Aminosauren in den
Ribosomen angehalten wird. Das geschieht normaler-
weise, wenn das Protein fertig ist.

Wenn Euer Computer mit dem Internet verbunden
ist, kdnnt Ihr einen Film sehen, der zeigt, wie auem
Gen durch Kopieren die RNA entsteht, die zu einem
Ribosom wandert, wo ihre Information zum Zusam-
mensetzten des Proteins benutzt wird und zwarrin de
natirlichen sehr hohen Geschwindigkeit.

Klickt bitte gleichzeitig auf die Strg-Tastaduauf

www.youtube.com/watch?v=D3fOXt4MrOM&feature=
related und dann rechts neben dem HQ-Button auf das
rote Rechteck. lhr seht dann den Film auf dem ganze
Bildschirm, und wenn Ihr gleichzeitig Euren Lautspr
cher einschaltet, kdnnt Ihr die Erklarung dazutand-
lisch horen.

Die Geschwindigkeit, mit der die Ribosomen gie
netische Information der mRNA lesen und die Amino-
sauren zur Kette eines Proteins aneinanderreisewi
kurzem gemessen wordér6). Im Durchschnitt wird
alle 2,9 Sekunden eine weitere Aminosaure an die
wachsende Kette angehéngt. Da das Dystrophin-Pro-
tein, das die Muskelzellen stabilisiert, aus 3.88%no-
sauren besteht, dauert es etwa drei Stundeniebiged
samte Kette dieses sehr langen Proteins fertig ist

Das Dystrophin-Gen und sein Protein.

Duchenne-Muskeldystrophietrifft nur Jungen — etwa je-
den 3.500. Neugeborenen —, weil Frauen, wenn sietge
sche Ubertragerinnen sind, die Krankheit im Durbhgtt

auf die Halfte ihrer S6hne vererben. Manchmal sit

auch ganz neu in einer Familie auf. Dieseh unheilbare
Erbkrankheitwird durch Mutationen des bei weitem gréR3-
ten unserer 20.488 Gene verursacht,@esrophin-

Gens. Die Abbildung unten zeigt die Lage des Gens auf
dem Abschnitt Xp21 des kurzen Arms des X-Chromo-
soms. Seine DNA besteht aus 2.220.223 genetischen
Buchstaben, die ifi9 Exonsangeordnet sind, den aktiven
Genabschnitten. Gezeigt sind auch die 7 Promotaiien,
Startstellen fir die Produktion des normal langed der 6
kiirzeren Versionen des Proteins. Nach dem Splafien
halt die mRNA nur 11,058 genetische Buchstaben, nur
0,5% der Buchstaben des ganzen Gens. In den Rileomsom
wird das Proteimystrophin gemaR der genetischen In-
formation der mRNA aus 3.685 Aminoséuren zusammen-
gebaut, die zur Synthesestelle von einer weitecgteS

RNA gebracht werden, den Transfer-RNAs oder tRNAs.

Das Dystrophin hat eine stabférmige Struktug 24
wiederholten Aminosaure-Sequenzen, die an 4 Steten
Gelenkregionen unterbrochen sind. Die beiden Endan
den N-Terminus und C-Terminus genannt, und es gibt
auch eine Region mit vielen Cystein-Aminosaurea, di
Schwefel-Atome enthalten. Rechts unten ist ein Quer

schnitt durch Muskelgewebe gezeigt mit Dystrophidén
Zellmembranen, das mit fluoreszierenden Antikérpern
sichtbar gemacht ist.

Die GroR3e des Dystrophin-Gens und -ProteindDie
Doppelhelix-Struktur des Dystrophin-Gens ist 0, 7% m
lang. Zusammen mit den anderen etwa 20.000 mensch-
lichen Genen paldt es in den Zellkern mit nur 0,61 m
Durchmesser, weil das genetische Material extrexntdi
gepackt ist. Ein Molekul des normal langen Dystinph
ist viel kiirzer als sein Gen, es ist 125 nm, Narteme
=0,000125 mm lang, 8.000 von ihnen hintereinander
gelegt passen auf einen Millimeter. Und in einem
Gramm Muskelgewebe gibt es 114 Milliarden Dys-
trophin-Molekiile.

Der Dystrophin-Glykoprotein-Komplex.

Die Aufgaben des DystrophinsDystrophin wird fur
die mechanische Stabilitat der Muskelzellen gelitauc
Es befindet sich auf der Innenseite der Muskelzattm
branen. Eines seiner Enden, @efferminusist durch
eine Gruppe anderer Proteine, durch Bgatrophin-
Glykoprotein-Komplex, in der Zellmembran veran-
kert, und das andere Ende, 8emerminusist mit den
Actin-Strukturen innerhalb der Muskelzellen verbun-
den. Der Mittelteil des Dystrophins besteht ausinme
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andergedrehten und mehrfach in sich selbst gefaltet
Aminosaureketten.

Wenn die Kontraktion der Muskelzelle das Dgstr
phin-Protein zwingt, seine Lange zu verandern, lesn
sich wegen seiner gefalteten Struktur wie eine Fede
oder einStoRdampfeverhalten. Das Dystrophin tber-
tragt dadurch die mechanische Energie, die von dem
Actin-Myosin-Kontratktionssysterarzeugt wird, auf
die Muskelzellmembranen und die auRen darlberlie-
genden Strukturen, das Bindegewebe und die Selmen,
einer ausgeglichenen Art, die die Membranen nicht
Uberdehnt.

Dystrophin hat noch mehr Aufgaben: Es orgartsi
die komplizierte Struktur des Dystrophin-Glykpraotei
Komplexes und die Anordnung vieler anderer Proteine
Es sorgt auch z.B. fiir die korrekte Kalzium-Konzant
tion in den Zellen und reguliert das Muskelwachstum
Viele Einzelheiten dieser komplizierten Zusammenar-
beit zwischen den zahlreichen Einzelteilen einkeie
den Zelle sind noch nicht bekannt.

Duchenne-Jungen haben kein oder nur sehr wenig
Dystrophin in ihren MuskelfaserllVenn seine schiit-
zende und organisierende Wirkung ausgefallenést, z
reil3t die Muskelkontraktion die Zellmembranen, s d
zuviel Kalzium in die Fasern eindringen kann. Das

Uberschissige Kalzium aktiviert dann Enzyme Maéd-
painund andere Proteasen, die die Muskelproteine zer-
stéren und zum Absterben der Zellen fihren,Aqop-
tose Die Konsequenzen sind weitere Vorgange wie
Entziindungen und die Aktivierung der Fibroblastmn,
daf es zuFibrose kommt, der Entwicklung von Nar-
bengewebe, das die Muskelregeneration verlangsamt
und die typischen Symptome alterer Duchenne-Patien-
ten verursacht.

Jungen mit der langsamer verlaufenBenker-Dys-
trophie haben weniger als normale Mengen von Dys-
trophin, das auch meistens kurzer ist. Es kann awar
mer noch seine Aufgaben erfillen, jedoch nichtp g
wie das normale Protein.

Nicht nur die Skelettmuskeln sind vom Fehles d
Dystrophins betroffen, sondern auch die glattendied
Herzmuskeln. Schadigungen der Herzmuskeln verursa-
chen ein&kardiomyopathieund die Schwéache der glat-
ten Muskulatur hat weitere Konsequenzen, z.B., die
Blutgefalie geben weniger leicht nach, wenn der-Blut
durchflul3 zunimmt, was zu Atmungs- und anderen Pro-
blemen fihren kann. Und auch das Verdauungssystem
wird betroffen, wenn die Darmbewegungen schwécher
werden. Die Veranderungen eines einzigen Gens kon-
nen also den ganzen Kérper in Mitleidenschaft ziehe

Exon Skipping

Die Aufgabe der ForschungEin gesunder 5 Jahre alter
Junge, der 30 kg wiegt, hat etwa 12 kg Muskeln1che
Billiarden (1.5 x 1&°) Dystrophin-Molekiile enthalten. Ein
5jahriger Duchenne-Junge hat nur noch 6 kg seines-M
keln, die praktisch kein Dystrophin mehr haben,| dis
Information des geschadigten Gens bei der Biosgethe
des Proteins nicht mehr korrekt gelesen werden.kdm
seine noch Ubriggebliebenen Muskeln wieder einigerm
Ben funktionsfahig zu machen, miissen etwa 30%ater n
malen Menge Dystrophin wieder entstehen und dasegan
Leben lang bleibe(?), das waren 200 Billionen Molekile
(200 x 16?) in seinen 6 kg Muskeln. Das neue Dystrophin
muf3 nicht genau die gleiche Lange und Form des &orm
len Dystrophins haben, es kann kirzer sein, abetufs
noch einigermaf3en funktionieren.

Exon-Skipping, eine genetische Duchenne-Therapie.
Bei einer Diskussion in der Mitte der 90er Jahiddete
mir Gertjan van Ommervon der Universitét Leiden in
den Niederlanden wie eine genetische Therapie diabe
gabe Uber lange Zeit und ohne ernste Nebenwirkuagen
fullen kénnte. Sie wird jetZExon-Skipping genannt und
wurde wahrend der letzten 15 Jahre von seiner ndd-a
ren Forschungsgruppen vor allem in Japan, Australie
England und den Vereinigten Staaten soweit entuticke
daf} sie nicht nur an kranken Mausen und Hundemlesan
jetzt schon an Duchenne-Patienten getestet wird.
Lokaleund systemisché&linische Studien — an einem
einzigen oder allen Muskeln — zum Skippen von Exbn
der pre-mRNA in Duchenne-Jungen wurden und werden
mit Hilfe und der teilweisen Finanzierung der hoté
schen Firma&rosensabereits durchgefiihrt in Leiden, Lo-
wen und Goéteborg, und in London und Newcastle unter

der Leitung des MDEX-Konsortiums durch die amerikan
sche FirmaAVI BioPharma, jetzt in Bothell bei Seattle

im US-Staat Washington. Neben van Ommen sind héer d
Arbeitsgruppen uniudith van Deutekonund Annemieke
Aartsma-Rusin den Niederlanden und uifate Bushby
andFranceso Muntoniin England zu nennen.

Exon-Skipping sind zwei englische Worte, die “Uber-
springen von Exons” bedeuten. Sie werden allge e
in deutschen Texten nicht Gbersetzt, deswegen veleve
ich sie auch hier so und benutze sogar verdeutgaige
driicke wie ,skippen“ und ,geskippt".

Exons sind die aktiven Regionen eines Gendys:
trophin-Gen der meisten Duchenne-Jungen fehleodsn
mehrere Exons, oder sie sind dupliziert oder hatedrer
in ihrer SequenDiesunterbrichtden Leseprozeld der ge-
netischen Informatiofiir die Proteinbiosynthese, so daf3
kein Dystrophin mehr hergestellt werden kann, \eik
nach der Mutation durch die Leserasterverschielsimg
vorzeitiges Stoppcodorauftritt. Im Englischen sagt man,
die mRNA ist nach einer solchen Mutaticouj of fra-
me®.

Diese Fehler kdnnen korrigiert werden, dde, Prote-
insynthese kann wieder méglich gemacht werdemn
man ein oder mehrere der noch vorhandenen benaehbar
Exons so blockiert, daf3 der SpleiBmechanismugider
Exons aneinanderreiht, ein oder mehrere von ihben-u
springt, so daR3 sie nicht mehr benutzt werden kB
Damit kann man erreichen, dalR das Leseraster reach d
Mutation wieder normalisiert ist, es ist,frame*“, so dal3
kein vorzeitiges Stoppcodon auftritt. Die molekalaEin-
zelheiten dieses Prozesses habe ich auf der |e&3ziémn
dieses Berichtes erklart.



Fur diese Exon-Blockade braucht martisense-
Oligoribonukleotide, AOs, die auckntisense-Oligoge-
nannt werden. Dies sind kurze Abschnitte genetisdha-
terials, etwa 20 bis 30 genetische Buchstaben laitggi-
ner speziellen Sequenz, damit sie sich an die kemgph-
tére genau passende Sequenz des Exons anlagemkdnne
das ubersprungegeskippt werden muf3. AOs sind inzwi-
schen, hauptsachlich vé@ieve Wiltorin Perth in Austra-
lien, fur alle 79 Exon$4) hergestellt worden und von
Annemieke Aartsma-Rui Leiden in den Niederlanden
fur 39 Exons, jedes mit einer anderen Struktuda® sie
nur das eine gewiinschte Exon in der mRNA des Dystro
phin-Gens Uberspringen kénnen aber keines in den
mMRNAs der vielen Tausend anderen menschlichen Gene

Es gibt inzwischen finf verschiedene Arten yds,
die auf den Seiten 10 bis 12 ausfihrlich beschnedird.

Die beiden wichtigsten sind d20O-Methyl-AOs, die vor
allem die hollandischen Forscher verwenden, und die
Morpholino-AOs, mit denen besonders die Wissenschaft-
ler in Grof3britannien arbeiten.

Duchenne- wird in Becker-Dystrophie verwandeltWeil
nach dem Skippen jetzt Exons fehlen — die durchvilie
tation entfernten und die zusétzlich geskipptererden

die Aminosaure-Bausteine, die durch die fehlendemmg
determiniert wurden, im wieder neu gebildeten Dysiin
fehlen. Das heil3t, das neue Dystrophin wird kiseén als
das normale, aber es wird oft die Muskelzellmeménan
noch einigermafen schitzen kénnen. Deshalb wenden i
vielen Fallen die Symptome der Krankheit abgemtlder
sein, die Muskeldegeneration wird langsamer veelauf
und die Lebenserwartung sollte deutlich steigen bis
manchmal zu normalen Werten. Die schnelle Duchenne-
Dystrophie hatte sich dann zur milden Form diesemK-
heit, zurBecker-Muskeldystrophie, verlangsamt.

Eine Therapie aber noch keine HeilungWeil die Pati-
enten immer noch behindert sein werden, allerdéeys-
lich weniger als vor der Behandlung, kann Exon-8kig
keine Heilungdieser Krankheit sein, sondern raime
wirksame TherapieMit dieser gentechnischen Methode
wird das geschadigte Gen selbst weder ersetzt repeh
riert, sondern nur das ,falsche” Lesen seiner imfation
wird normalisiert.

Tierversuche.Exon-Skipping wurde bereits erfolgreich an
dystrophischen M&ausen und Hunden getestet, sdakéll
durch die Injektion der AOs in einen einzelnen Malskls
auchsystemiscldurch die Injektion in die Blutbahn, so
daR alle Muskeln erreicht werden, auch die deséterz
und der Lungenfunktion. In den meisten der systehnas
Experimente konnten die Muskelfunktionen deutliein-v
bessert werden. Eines der wichtigsten dieser wasdhen
Experimente mit der systemischen Injektion der ADs
die Blutzirkulation dystrophischer mdx-Mause wug95
von Terence Partridgeund seinen Kollegen verdoffentlicht

(5).

Die Mutationen des Dystrophin-Gensln der wissen-

schaftlichen Literatur gibt es viele Berichte Gden pro-
zentualen Anteil der verschiedenen Dystrophin-Maotat
nen unter allen Duchenne-Patienten. Die Verotffelmting

im Jahr 2006 vor\nnemieke Aartsma-Ruand ihren Kol-
legen(6) sttzt sich auf mehr als 4.700 Mutationen, die in
der Leidener Duchenne-Datenbank eingetragen simd, s
scheint deshalb die zuverlassigste zu sein.

Aufgrund dieser Veroffentlichung sin@% aller Du-
chenne-MutationeBeletioneneines oder mehrerer
Exons.Duplikationen von einem oder mehreren Exons
werden in7% aller Patienten gefundef0% haben
Punktmutationen, d.h., sehr kleine Deletionen oder Inser-
tionen, Einfligungen, eines oder weniger genetischer
Buchstaben, und die letztéfo habenseltene Mutatio-
nenwie solche, die SpleiRsequenzen inaktivieren oder
grolRe Teile der Genstruktur umbauen.

Die Autoren schliel3en daraus, daR fir 91% iien-
ten dieLeseraster-Regepilt, d.h., dafout-of-frameMu-
tationen, bei denen das Leseraster verschobebuist,
chenne-Dystrophie verursachen, und thaffameMuta-
tionen, bei denen es normal geblieben ist, zu Beeker-
Dystrophie fiihren.

Die Autoren betonen aber, dal3 bei den meR#tien-
ten, deren Mutationen im Gen diese Regel nichtefalb
gen scheinen, fur die Struktur ihrer mRNA diese éteg
trotzdem gilt. Vor dem Beginn einer Exon-Skipping-B
handlung wird es deshalb nétig sein, in jedem iRadi-
nem Zellkultur-Experiment zu bestéatigen, dal3 digse
handlung tatsachlich eine mRNA produziert, deren Le
seraster nicht verschoben ist.

In letzte Zeit hat man auch erkannt, daf3 hgliRatio-
nen das zweite Exon oder die zweite Serie von Erarig
immer unmittelbar an die originalen Exons anschjiel3
sondern an anderen Stellen der Gensequenz eingshaut
die man nur mit einer vollstandigen Sequenzieruegy d
Gens identifizieren kénnte. Deswegen a3t sicilhgili-
kationen nicht zuverlassig voraussagen, ob dagastes
verschoben ist oder nicht.

Anwendbarkeit des Exon-SkippingsObgleich alle Du-
chenne-Patienten mehr oder weniger ahnliche kieisc
Symptome haben, hat ihre Krankheit doch viele \eesc
dene Ursachen, weil die Mutationen des sehr gréi}sn
trophin-Gens an vielen verschiedenen Stellen vangek
men sein kénnen. Deshalb ist Exon-Skippimgtations-
spezifisch Es wird eingoersonalisierte Therapiesein.
Jeder Patient wird ein spezielles AO brauchen, peuks
AO wird oft fir eine Gruppe von Patienten mit vérige
denen Mutationen angewendet werden kénnen, diglafle
Skippen von einem oder mehrerer ganz bestimmten&xo
brauchen.

Annemieke Aartsma-Rusnd ihre Kollegen haben die
Anwendbarkeit des Exon-Skippens ermittelt fir Raga
mit Deletionen, Duplikationen und Punktmutationeie,
am 11. Mérz 2008 in der Leidener Duchenne-Datenbank
registriert waren. Sie analysierten die genetisalrahkli-
nischen Daten von 4.770 Patienten und listetenQr2(-
pen von Patienten auf, die das Skippen von ein pder
bestimmten Exons brauchen, gemalf ihres Anteilean d
Gesamtzahl aller Duchenne-Patienten mit allen Avtam
Mutationen. Hier ist eine Liste der Prozentsatzeadt
gréRten Gruppen. Die vollstandige Liste ist im Maa09
veroffentlicht worder{7). Wer sie haben moéchte, der
schreibe mir bitte ein e-Mail.



Reihen- Exon % aller Patienten
folge zu skippen

1 51 13.0

2 45 8.1

3 53 7.7

4 44 6.2

5 46 4.3

6 52 4.1

7 50 4.0

8 43 3.8
1-8 51.2%

Wie lhr in dieser kurzen Liste seht, werden 13,084 a
Patienten das Skippen ihres Exons 51 brauchemtas
51-A0 ist deshalb das potentielle Exon-Skipping-Mad
ment fur die gréRte Gruppe aller Duchenne-Patierdes-
halb versuchen die hollandischen und britischers@fis
schaftler mit ihren ersten klinischen Studien gerdigses
Exon 51 zu skippen, um so vielen Patienten wie robigl
bald helfen zu kénnen. Die hollédndische FirRtasensa
wird das Skippen auch der Exons fiur die Grupper82 —
entwickeln, falls die Studien zum Skippen von E%dn
erfolgreich sein sollten. Mit den AOs gegen die BExin
dieser Prioritéatenliste konnten mehr als die Hélfter Pa-
tienten mit Duchenne behandelt werden.

Doppel- und Multi-Exon-Skipping. Bei vielen der Du-
chenne-Patienten mit Deletionen, Duplikationen und
Punktmutationen, mif3ten zwei oder mehr Exons gpskip
werden, um das Leseraster zu normalisieren. Nadreh
tischen Berechnungen wurde sogar vorausgesagtjatail
gleichzeitige Skippen der 11 Exons 45 bis 55 eiaekBr-
Dystrophie mit sehr milden Symptomen in bis zu 63%
ler Duchenne-Jungen produzieren wifée

Annemieke Aartsma-Rugnd ihr Team haben ver-
sucht, in Zellkultur diese 11 Exons aus Myoblasternt-
fernen, die von gesunden Personen und zwei Duchenne
Patienten mit den Deletionen der Exons 48-50 ur8Qi6
isoliert worden waren. Cocktails von 2'0-Methyl-AQs-
gen die menschlichen Sequenzen jedes dieser 1lExon
wurden in verschiedenen Kombinationen einschliéflic
einer Mischung aller 11 AOs ausprobiert. Verschiede
teilweise geskippte mMRNAs und gelegentlich mRNA, be
der alle 11 Exons geskippt waren, wurden in niesrig
Mengen erhalten. UnregelméRige Spleil3prozesseiend d
ziemlich kurzen Exons in der Nachbarschaft von $shw
gen Introns kénnten der Grund fiir die Schwierigheit
gewesen sein, die 11 Exons geordnet hintereinander
skippen.

Die Autoren schlie3en daraus, dal3 dieser Roregs-
ansatz wohl richtig ist, um eine milde Becker-Dgptrie
zu erhalten, dal3 aber die jetzigen Techniken el nimtt
erlauben, mit einer klinischen Entwicklung einesltidi5-
55-Exon-Skippings zu beginnga).

Weil dystrophische Hunde das gleichzeitigepB&in
von zwei Exons brauchen, wiirden Experimente miihn
den Weg zur Entwicklung eines Multi-Exon-Skippeis f
Duchenne-Jungen ebnen. Die Ergebnisse des erbdm er
reichen Skippens von drei Exons in Hunden wurden im
Méarz 2009 verodffentlich(10), sie sind im nachsten Ab-

schnitt zusammengefal3t. Sie verursachten vieldager

und Aufmerksamkeit bei Eltern und Patienten. Sidele
ten aber nur, dalR das Skippen von zwei, drei oéaigv
mehr Exons durchfiihrbar sein wird, nicht aber ddp-S
pen der 11 Exons 45-55, wie ich eben erklart habe.

Multi-Exon-Skipping in dystrophischen Hunden. Eric
Hoffman und Terence Partridgeam Children's National
Medical Center in Washingtohin'ichi Takedaan der
General Animal Research Facility in Tokio, und K-
legen entwickelten einen Cocktail von Morpholino-&\0
fur Multi-Exon-Skipping in dystrophischen CXMD
Beagle-Hunder(10).Im Gegensatz zu den mdx-Mausen
mit ihren milden dystrophischen Symptomen sindealies
Hunde korperlich stark behindert, und sie sind atieh
gréRer als Mause. Deshalb werden Ergebnisse an gme
ahnlich sein wie in klinischen Studien mit Duchenne
Jungen. AuRBerdem kdnnen Experimente an Hunden Uber
mehrere Jahre durchgefiihrt werden, denn sie leieén v
langer als Mause.

Diese Hunde haben eine Mutation an der Spgiin
des Exons 7 ihres Dystrophin-Gens, das zum Vertust,
Deletion, des Exons 7 in der mRNA fihrt. Dadurch ha
sich das Leseraster verschoben und ein vorzeifiggsp-
codon ist kurz danach in Exon 8 aufgetreten. Skipes
beiden flankierenden Exons 6 und 8 wirde das Let®&ra
wieder normalisieren.

Bevor die Experimente mit lebenden Hunden fosgy
konnten, wurden Tests an ihren isolierten Myoblagte
Gewebekulturen im Labor durchgefiihrt. Aus Myoblaste
und anderen Vorlauferzellen entwickeln sich die kéls
zellen. Vier AOs mit Sequenzen von 24 und 25 Bagen
gen Sequenzen innerhalb der Exons 6 und 8 and ghgen
Grenzen des Exons 6 zum Intron 6 und des Exons8 zu
Intron 8 wurden konstruiert. Sie muf3ten 2'O-MetAyds
sein, die elektrisch geladen sind und deshalb besséie
elektrisch neutralen Morpholinos in die Muskelzelkei
diesen Zellkulturen wandern kénnen. Diese AOs wuarde
alleine oder als Cocktail einer Mischung aller \aege-
wendet.

Die Ergebnisse der Cocktail-Experimente zeigtald
nach vier Tagen die Myoblasten zu Myotuben, zuhnac
sten Stufe der Muskelentwicklung geworden wared, un
dafR in der mMRNA-Sequenz das Ende des Exons 5 direkt
mit dem Anfang des Exons 10 verbunden war. Dasbede
tete, dal3 zusétzlich zum deletierten Exon 7 undydes
wiinschten Skippings der Exons 6 un&8ch das Exon 9
geskippt worden war, obgleich gegen dieses Exolkejar
AO verwendet wurde. Man versteht noch nicht, wadas
passiert. Aber das Skippen von Exon 9 alleine Veebt
das Leseraster nicht, dieses zusatzliche Skippeinthe3t
also nicht die therapeutische Wirkung dieses Mkibn-
Skippings. Es konnte auch nachgewiesen werdendgigald
isolierten Myotuben tatsachlich neues Dystrophimdpr
zierten. In den Experimenten mit einzelnen AOséhsitth
gezeigt, dal3 das AO gegen die Grenze von Exon 8 zum
Intron 9 das Skippen nicht beeinflu3te, deshalbderei
den Studien an lebenden Hunden ein Cocktail ausimir
AOs verwendet, Ex6A, Ex6B und Ex8A.

Der néachste Schritt war die Injektion von Orsl 1,2
mg des Cocktails aus gleichen Mengen der drei AOs i
einen Schienbeinmusk&lbialis anterioreines 6 Monate

6



und eines 5 Jahre alten lebenden Hundes. Dabeewurd
beide AO-Typen verwendet, die 2’0O-Methyls und die
Morpholinos. Zwei Wochen danach wurde durch Biopsie
an den Injektionsstellen Muskelgewebe gewonnedem
nachgewiesen werden konnte, dal3 in 61% bis 83% der
mRNA aus den Muskelfasern die Exons 6, 7, 8 uneh8 f
ten. Bei der Dosis von 1,2 mg Morpholinos war pisaitt
die normale Menge an neuem Dystrophin entstandeh, u
die Ergebnisse mit den 2’0O-Methyls waren ahnlicke D
Muskelstruktur in den Dystrophin-positiven Zelleamw
deutlich verbessert, dabei waren die Ergebnissa figi-
geren Hund besser als die beim alteren.

Die Qualitat der Muskeln hat also einen Eifauf die
Menge des Dystrophins, das neu gebildet werden,kann
dies ist wieder ein Hinweis darauf, daf3 eine Ex&ip-S
ping-Behandlung, wenn sie einmal zur Verfligungesteh
wird, so friih wie mdgliclbbegonnen werden sollte.

Es stellte sich auRerdem heraus, da? maraafdir-
gebnisse an Zellkulturen im Laboratorium nicht gaers
lassen kann, um z.B. nachzuweisen, welche Exorchdur
ein bestimmtes AO geskippt wird. Im Labor hatte man
einem einzelnen AO gegen Exon 6 alle vier Exon$6 —
skippen kdénnen. Das passierte aber nicht, wengldahe
Morpholino-AO in die Muskeln eines Hundes injiziert
wurde, dort wurde die vollstandige Cocktail-Miscluta-
fur bendétigt.

InShin'ichi Takedagnimal Research Facility in Tokio
wurden danrsystemisch8ehandlungen durchgefihrt.
Drei 2 Monate alte Hunde erhielten Injektionen Gesk-
tails aus drei Morpholino-AOs in ihre Beinvenenr@e
ste Hund erhielt eine Dosis von 120 mg/kg einmal pr
Woche 5 Wochen lang, der zweite die gleiche Degig j
zweite Woche 11mal Uber 5% Monate und der dritt 20
mg/kg einmal pro Woche 7 Wochen lang. Zwei Wochen
nach der letzten Injektion wurden viele ihrer Muskana-
lysiert.

In allen untersuchten Muskeln jedes Hundesleur
neues Dystrophin bis zu 50% der normalen Mengengefu
den, aber einige Muskeln, besonders die Herzmuskelf
sern, hatten nur Spuren von neuem Dystrophin. Dis-M
keln des Hundes, der die grofdte Dosis erhieltehath
Durchschnitt 26% der normalen Menge neues Dystrophi
Aus friitheren Untersuchungen weil3 man, daf3 diesifigr
normale Funktion der Muskeln ausreicht. Im neues-Dy
trophin fehlten die Aminoséauren, die von den mRI\b&-
quenzen der Exons 6, 7, 8 und 9 codiert werders Dae
wies, dal3 zusétzlich zu dem fehlenden Exon 7 diebe
Exons 6 und 8 und, aus unbekanntem Grund, aucBxdas
on 9 entfernt worden waren.

Verschiedene Muskelfunktionstests zeigten, a3
korperliche Zustand der Hunde sich auf dem gleidiien
veau stabilisierte wie er vor der Behandlung waihrend
unbehandelte Hunde wahrend der gleichen Zeit déutli
degenerierten. Das heil3t, die systemische Behagdlun
scheint die Muskeldegeneration angehalten zu haben.
Kernresonanztests (NMR) wurden fur die Analyse der
Muskelstruktur angewendet. Diese nicht-invasivenhdc
zeigte sich als genauso aussagekréftig wie Tests na
Muskelbiopsien. Dies wird bei klinischen Versuclan
Duchenne-Jungen wichtig sein, weil dann viel wenje
opsien notwendig sind, um die Anderungen der Muskel
struktur wahrend Behandlungen zu dokumentieren.

Diese Experimente haben gezeigt, daf’ die Mudirpd:
AOs in einem grof3en Tier mit einer &hnlichen Kérper
struktur wie ein Mensch gut wirksam sind. Sie siicht
toxisch und verursachen keine Immunabwehr. Undiaig
nur wirksam in Muskelgewebe, wo die Transkripti@sd
Dystrophin-Gens stattfindet. Sie werden allerdinigs-
derholt angewendet werden missen, weil ihre Wirkung
nicht permanent ist, aber dies wiirde auch erlautien,
Behandlung zu unterbrechen, wenn Probleme auftreten
oder einmal bessere Medikamente zur Verfiigung stehe

Ihr konnt auf meinen Internetseiten einentdignde in
zwei kurzen Filmen vor und nach der Behandlungsehe
http://www.duchenne-information.eu/home-en.hkalls
Ihr nicht versteht, was die Leute sagen, die siohden
Hund kiimmern, dann sprecht lhr eben nicht Japanisch

Exon-Skipping zur Reparatur von Duplikationen.
Duplikationen von einem oder mehreren Exons, die ei
Leserasterverschiebung verursachen, kommen in [&% al
Duchenne-Patienten vor. Sie kénnen im Prinzip dixch
on-Skipping repariert werden, wenn es moglichdit,zu-
satzlichen Exons zu entfernen, ohne die origin&bemns
zu beeintrachtigen. Solch eine Exon-Skipping-Behargl
wirde dann nicht nur eine Therapie sein, sonder ei
wirkliche Heilung weil nach der Entfernung der zuséatzli-
chen Exons die mRNA wieder ihre normale Struktutend
in der alle Exons nur einmal vorkommen, so daf} néag
Dystrophin normal lang sein wirde.

Das ist aber keine einfache Aufgabe, weiliebtrein-
fach sein wird, ein AO nur an eine von zwei idestien
Sequenzen anzulagermnemieke Aartsma-Ruand ihre
Kollegen haben Laborexperimente mit Muskelzellkdtu
von Duchenne-Patienten durchgefiihrt, die Duplikedio
haben(11).

Sie konnten eine Exon-45-Duplikation durch 8éaip-
pen von einem der beiden Exons 45 korrigieren. Zheei
ge nach der in-vitro Behandlung, im Labor, entkiel80%
der Muskelfasern normales Dystrophin. Andererseits
es unmdglich, nur eines der beiden Exons 44 iieideh
Muskelfasern zweier Duchenne-Brider zu entferren. |
diesem Fall wiirde jedoch das Skippen der beidem&xo
44 und auch des Exons 43 das Leseraster wiedehenst
Ein Versuch, die gréRere Duplikation der Exons 52—
zu korrigieren blieb erfolglos.

Fir eine Duplikation der Exons 8 — 11 best¢hAa-
nemieke die Schwierigkeiten: ,Wir wirden eine Ko
tion, ein Cocktail von AOs gegen alle vier Exons 81
bendtigen. Aber diese AOs kdnnen nicht zwischen den
originalen und den duplizierten Exons unterscheifles
Ergebnis wird daher sein, daf3 entweder das origiBabn
8 geskippt wird, das duplizierte Exon 8 oder be@dder
das originale Exon 9 wird geskippt, das duplizi&i®n 9
oder eine Kombination der Exons 8 und 9, usw. Bt gi
also viele Mdglichkeiten und nur eine davon, daipn
der duplizierten Exons 8, 9, 10 und 11, aber nilntori-
ginalen Exons 8, 9, 10 und 11, kann das Leseragter
derherstellen. Einfach die Mengen der AOs im Cdtkta
erhohen, wiirde die Situation nicht andern. Wir uvehen,
eine Losung dieser Probleme zu finden, aber hiedlss
nicht so Ubersichtlich wie bei den Deletionen. Wissen
nicht, ob oder wann Exon-Skipping fir grof3e Dupiia
nen maoglich sein wird."



Exon-Skipping zur Reparatur von Punktmutationen.
Punktmutationen sind kleine Anderungen eines odgr-m
rere genetischer Buchstaben im Gen selbst. Wenkldie
tation einen einzigen Buchstaben hinzugefligt odesils-
genommen hat, wird das Leseraster verschoben. \&lann
Buchstabe nur gegen einen anderen ausgetauscte,wurd
dann verschiebt sich das Leseraster nicht, abeCdds-
wort kann jetzt eine andere Aminoséaure bedeutemnNe
dieser Austausch die Struktur des Dystrophins nieht
andert, dann passiert nichts. Wenn aber einerréér d
Stoppcodons, TGA, TAG, oder TAA, entstanden ishrda
wird zwar das Leseraster nicht verschoben, diecRreyn-
these aber stoppt an solch einemzeitigen Stoppzei-
chen und die Folge ist Duchenne-Dystrophie.

Es kénnte in der Zukunft mdglich sein, solaiee
Stoppmutation mit dem Medikament Ataluren (= PTQ124
zu unterdriicken, das schon klinisch geprift wirdeCsie
kann repariert werden durch das Skippen des Exons,
dem sich das Stoppzeichen befindet, falls das Egera-
de“ Grenzen hat, die das Leseraster nicht versehieb
Wenn es das aber tut, mi3te nochzusatzlich eirchbaa
tes Exon geskippt werdém?).

Exon-Skipping zur Reparatur seltener Mutationen.
Selbst ein Leseraster, das von seltenen Mutationden
Grenzregionen zwischen Exons und benachbartemiytro
an den sog. Splei3stellen, verschoben wurde, kéhurteh
Exon-Skipping normalisiert werden. Als Beispieleaiée
ich wiederAnnemieke Aartsma-Ruyawie sie erklart, dafd
die Anderung der Base A in die Base T am Anfanglales
trons46 ziemlich milde Duchenne-Symptome in Tomas,
einem argentinischen Jungen, verursacht haben &jnnt
.Diese Mutation wird wahrscheinlich — ohne Agmw
dung eines Exon-Skipping-Medikamentes — zum teHwei
sen oder vollstandigen Skippen des Exons 46 in der
mMRNA fuhren, die jedoch auf dem Niveau der DNA durc
einen genetischen Test nicht erkannt werden kamseD
Splei3stelle ist normalerweise ziemlich aktiv, ddetich
diese Mutation gibt es eine ziemlich starke Inaktimng
dieser Stelle. Ich kann mir vorstellen, dafl} Exorirdéer
mMRNA dieses Patienten geskippt wird. Das ist aber n
eine Annahme. Wir kdnnen Uberprifen, ob Exon 4&gan
oder teilweise geskippt ist, wenn wir die mRNA d&gs-
kels analysieren. Falls das Skippen von Exon 46tnic
vollstéandig ist, wird Tomas etwas Dystrophin haharg
das kann der Grund fir die milde Form seiner Dunken
Dystrophie sein. Wenn eine mRNA-Analyse zeigt, dal3
Exon 46 nicht vorhanden ist — das wirde das Let=ras
verschieben —, dann kénnte es durch Skippen von Exo
wiederhergestellt werden.

Wird Exon-Skipping eine Therapie fur meinen Sohn
sein?Viele Duchenne-Familien von Uberall in der Welt
stellen mir diese Frage und hier ist meine Antwort;
Weil Exon-Skipping eine mutationsspezifischexfnik
ist, muRt Ihr zuerst die genaue Mutation im Dydfiop
Gen Eures kranken Sohnes kennen. Dazu sollten ki i
nem genetischen Labor z.B. einen MLPA-Test (mudtipl
ligation-dependent probe amplification) durchfiihtas:
sen, mit dem sich alle 79 Dystrophin-Exons in Duniee
Jungen und ihren Mittern und anderen weiblichen Ver
wandten analysieren lassen. Zur Bestimmung vontPunk

mutationen missen aber oft Sequenzierungen dutidingef
werden.

Wenn die Mutation bekannt ist — eine Deletion, Dupl
kation oder Punktmutation —, dann kénnt Ihr Euch $ié-
guenz aller 13.990 Basen oder genetischen Buchstidre
kombinierten 79 Dystrophin-Exons, in der sog. cDMNAf
den Leidener Muskeldystrophie-Seiten mit der Adzess
www.dmd.nl/segs/murefDMD.htmim Internet ansehen
und von dort auch herunterladen. An dieser Seqkénat
Ihr erkennen, ob eine bestimmte Mutation das Leasera
verschiebt oder nicht, das heil3t, ob die MutatiomEuer
Kind eine Duchenne- oder Becker-Muskeldystrophie vo
aussagt, die aber — wie ich spéater erklare — 1iéf®oig
zuverlassig ist.

Wen lhr Euch die Grenzregionen der Exons aaggh
konnt Ihr selbst bestimmen, welches Exon oder veelch
Exons geskippt werden miiRten, um das Leserastierefa
durch die Mutation verschoben ist, wieder zu norsiex
ren.

Ihr braucht aber etwas Erfahrung dazu, und dgew
hatAnnemieke Aartsma-Rui ihrer Doktorarbeit mehre-
re Listen eingefugt, in denen lhr direkt sehen ktpwel-
che Exons geskippt werden mufdten, wenn lhr diewgena
Mutation kennt. Hier sind die Internetadresseneati¢s
sten:

Deletionenwww.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20deletions.pdf

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

Punktmutationemvww.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20point%20mutations.pdf

Hier ist eine Auswahl von 12 Deletionen mit den &x0
die geskippt werden mif3ten:

Deletierte Exons Zu skippende Exons

40 - 43 44

43 - 45 46

43 -50 51

43 - 52 53

44 43 or 45
44 - 50 43+51
46 — 47 45

46 — 52 45+53 or 53+54
48 - 50 51
51-53 50
5-6 7+8
8-9 6+7

Es gibt aber eine andere ziemlich einfachehivlde,
das Exon oder die Exons zu finden, die geskipptiemr
muften, wenn lhr die Mutation im Dystrophin-Gen kien
— Deletion, Duplikation oder vorzeitiges StoppzeichDie
Anordnung der 79 Exons kénnte lhr auf dem folgenden
Bild sehen, das ich von einem der Power-Point-Didpe@
kopiert habe, die Annemieke beim PPMD-Treffen imiJu
2009 in Atlanta zeigte.

Wenn in diesem Bild der Zwischenraum zwischegi
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Exons nach links zeigt, liegt die Grenze zwischieseh
beiden Exons zwischen zwei ganzen Codewdrtern. Wenn
er nach rechts zeigt, liegt die Grenze zwischen eesten
und zweiten Buchstaben eines Codewortes. Und wenn e
senkrecht ist, liegt die Grenze zwischen dem zwaited
dritten Buchstaben des Codons.

Um herauszufinden, welches Exon geskippt werde
muf3, streicht das deletierte Exon (bzw. die Exoudigx
das mit einem Stoppcodon aus oder fugt das dupbzie
(bzw. die duplizierten) hinzu und schaut nach, ab Bxon
vor oder nach der Mutation herausgenommen werdd$) mu
- oder beide oder sogar weitere —, so daf? die eibdriden
Exons ohne Probleme zueinanderpassen. Zum Beispiel
die Konsequenz einer Deletion der 8 Exons 45 -€8R,
die beiden Exons 44 und 53 vor und hinter der Diet

nicht zusammenpassen. Aber nach dem Skippen vom Exo
53 wirde das Ende von Exon 44 und der Anfang vamEx
54 ohne Problem passen. lhr werdet auch sofornsela
die Deletion der Exons 44 — 50 durch ein Skipparbeéé
den flankierenden Exons 43 und 51 repariert wekdem-
te, weil die Exons 42 und 52 zueinanderpassen. it
auch gleich, daf3 eine Deletion des Exons 44 zut-nich
passenden Grenzen fihrt, und das bedeutet einehiers
bung des Leserasters und Duchenne-Dystrophie, wéhre
die Deletion von zum Beispiel der Exons 48 — 51ldas
seraster nicht verschiebt und deshalb Becker-Dykieo
verursachen mufite.

Annemieke hat auf ihren Internetseiten in Eiheiten
erklart, wie Exon-Skipping und auch PTC124 funkigoh
www.humgen.nl/lab-aartsma-rus/index%20for%parents

Auf der letzten Seite dieses Berichts zei@peHach die
molekularen Einzelheiten des Skippens von Exonus1 z
Reparatur der Leserasterverschiebung nach einer Gen
Deletion von Exon 50.

In diesem Zusammenhang ist es interessanisaem;
daR das Gen Mutatiortsst spotdhat, also Stellen, an de-
nen besonders haufig Mutationen entstehen: 50% alle
Mutationen sind Deletionen von einem oder mehré&en
ons in der Region von 45 bis 53, und 20% von 2Bis

Wenn lhr mit Hilfe dieser Listen und Erklar@mgher-
ausgefunden habt, welches Exon oder welche Exodsrin
Dystrophin-mRNA eines Duchenne-Jungen geskippt- wer
den missen, ist es wichtig zu verstehen, dafnités ga-
rantiert, daf3 die schweren Duchenne-Symptome eines DU
chenne-Jungen in die Symptome einer milden BeckerD
trophie verandert werden, wenn er mit seinem ,pdisd
chen” Exon-Skipping-Medikament behandelt wird. Alle
was gesagt werden kann, ist, daf3 ein bestimmtep&ki
das Leseraster der genetischen Information aufndRiMA
von out-of-framewieder zun-framenormalisieren wird.

Es kann nicht gesagt werden, dal3 die in-frame-hnddion
in jedem Fall zu einem Becker-Dystrophin fihrendyir
denn die Leseraster-Regel hat Ausnahmen, wie sieln
en Veroffentlichungen vomerence Partridge13) und

Eric Hoffman (14) diskutiert wurde.

Die Grunde fur die Ausnahmen werden nichtliena
Fallen verstanden. Z.B., die Grenzen der Deletiamen
Dystrophin-Gen stimmen nicht unbedingt mit den Gesm
der Exons Uberein, sondern kénnen irgendwo im mner
der oft sehr groRen Introns zwischen den Exongtieg
Diese genauen Deletionsgrenzen werden nicht duech d
normalen genetischen Testmethoden erkannt, undriPati
ten mit den gleichen Exon-Deletionen kénnen durshau
verschiedene Deletionsgrenzen im Innern von Inthais
ben. Weil Introns Sequenzen enthalten kdnnen,ididié
Regulation von Genen notwendig sind, konnten Sahéde
an solchen Kontrollsequenzen oder ihr vollstandkgs
len verschiedene Krankheitssymptome verursachen. Au
Rerdem enthalt das Dystrophin-Protein Abschniite, d
nicht alle gleich wichtig sind. Einige Deletionensam-
men mit den geskippten Exons kénnen veranderteiarot
strukturen erzeugen, die die Funktion des verkirbtgs-
trophins beeintrachtigen.

Exon-Skipping wird zwar in vielen Fallen eirokein
erzeugen, das die dystrophischen Symptome vernminder
kann, es kann aber durchaus Uberraschungen geben, d
erst bei einer tatséchlichen Behandlung auftreten.

Verschiedene Arten von Antisense-Oligos, AOfRie
AOs, die von den hollandischen Forschern verweneet
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den, wurden zunachst als AONs abgekirzt, weil sie g
schitzte Oligonukleotide sind. Die Morpholinos habe
zwar eine ahnliche Struktur, sie sind aber keimehtigen”
Nukleotide, deshalb wird die Abkirzung AO fiir Anti-
sense-0ligo jetzt allgemein fiir alle Antisense-\fiedioin-
gen gebraucht, auch in diesem Bericht.

Fir die Tierversuche und die ersten klinisc¥ersu-
che zum Exon-Skipping werden zwei Sorten von chelmis
geschitzten AOs verwendet. Sie missen geschitzt sei
weil sie dann in den Muskelzellen nicht langsanstet
werden durch Enzyme, die Nukleinsduren abbauen.

Die hollandischen Wissenschaftler verwendén
Methyl-Phosphorothioate, auchMethyl-thioateoder
2'0-Methylsgenannt. Sie haben ein Sauerstoffatom am
zweiten Kohlenstoffatom der Ribose-Einheit, da® dite-
thylgruppe tragt, die aus einem Kohlenstoffatom dred
Wasserstoffatomen besteht, sowie ein Schwefelatem a
stelle eines der Sauerstoffatome der Phosphatgruppe

DieMorpholinos, die die britischen Forscher verwen-
den, haben eines der Sauerstoffatome der Phosphpigr
durch eine Dimethylamidgruppe ersetzt, einem Stixfks
atom, das zwei Methylgruppen tragt. Und die ganibeR
se-Einheit ist durch einen Morpholino-Ring erset#r;, aus
vier Kohlenstoffatomen, einem Sauerstoff- und einem
Stickstoffatom besteht mit Wasserstoffatomen anklen
ken der Struktur. Ich zeige Euch hier die chemisgtiak-
tur dieser beiden AO-Typen mit nur zwei ihrer géstdten
Buchstaben:

2'0-Methyl-AO Morpholino-AO

Das 2'0-Methyl-AO, das in den hollandischendsn
benutzt wirdPRO051, hat 20 genetische Buchstaben mit
der folgenden Sequenz:

UCUUUACGGUAGAAGGAACU

Das Morpholino-AO, das in den britischen Vetsen
verwendet wird AVI-4658, hat 30 Buchstaben, die die 20
Buchstaben der hollandischen AO einschlie3en (sinter
chen):

GAUCUUUACGGUAGAAGGAACUACAACCUC

Beide AOs lagern sich an digonic-splicing-enhancer
sequenceESE, an, die exonische SpleiRverstarker-Se-
quenz, innerhalb des Exons 51. Diese Sequenzdstigi

fir den normalen Spleil3prozel3, fur den Einbau diése
ons in die Dystrophin-mRNA. Wenn sie vom AO blockie
wird, wird das Exon geskippt, es ist dann nicht melder
MRNA enthalten.

Die Molekile dieser AOs haben ziemlich grofld u
komplizierte chemische Strukturen. Das 2'0O-Methyl
PROO051 z.B. besteht aus 699 Atomen und das Mormholi
AVI-4658 aus mehr als eintausend. Dies bedeut@t dik
se potentiellen Medikamente fur unsere Duchenngelun
verschieden von ,normalen“ Medikamenten sind, Bid s
auch schwierig herzustellen und sie werden seler t&in.

Die hollandischen Forscher haben vor kurzes?dD-
Methyls mit den Morpholino-AOs fir das Skippen @es
ons 23 in lebenden Mausen verglictigh). Nach lokalen
und systemischen Injektionen der AOs fanden si@tInt
schiede in der Wirkung, wie sie vorher schon basblen
wurden, wenn mdx-Mause behandelt wurden. Diese Un-
terschiede waren jedoch weniger ausgepragt odar sog
nicht nachweisbar, wenn AOs gegen menschliche Exons
hDMD-Mause injiziert wurden, die normale menschdich
Dystrophin-Gene hatten.

Was man aus diesen Studien folgern kannaft,nddg-
licherweise einige Exons besser von Morpholinokipes
werden, andere aber von 2'0-Methyls, und wiedeeend
von beiden Typen gleich gut. Diese Tierversuchd aiver
noch kein Beweis dafir, dal in Kindern das glejghssie-
ren wird.

Jetzt sollt Ihr einige der

Wissenschaftler ken-

nenlernen, die flr unse-

re Kinder arbeiten. Ich

denke, es ist jetzt an der

Zeit, Euch Bilder einiger

unserer Forscher zu zei-

gen, die zusammen mit

ihren Mitarbeitern an den

Exon-Skipping-Behand-

lungen arbeiten, Gber die

ich hier berichte. Ane-

miekesBild ist das erste.

Ihr habt gelesen, wie oft

ich sie nenne. Wir schrei- Annemieke Aartsma;RlD
ben uns viele e-Malils, sie Universitaiden

hilft mir immer, wenn ich

Hilfe brauche und dann sehr schnell innerhalb wamemn
paar Stunden. Ein besonderes Dankeschdn gehtrhie.a

Drei neue AO-Arten. Drei weitere Arten von AOs sind
entwickelt worden, die zum Teil wirksamer zu seihes-
nen als die beiden ersten, die jetzt an Duchentier®en
ausprobiert werden. An die erste dieser AOs deitewe
Generation sind Peptide angehéangt, kurze Kettern®voin
nosauren, die zweite hat eine Kettenstruktur didiéttn
wie Proteine aufgebaut ist, und die dritte hatrea Mor-
pholino-Struktur stark verzweigte Ketten angehadug,
das Durchqueren der Zellmembranen erleichtert.

Exon-Skipping mit Peptid-konjugierten Morpholinos,
PMOs. Da die Morpholino-AOs Schwierigkeiten haben, in
die Muskeln des Herzens hineinzukommen, habet

thew Woodund seine Kollegen an der Universitat Oxford
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in Zusammenarbeit mit der Firndd/| BioPharmain

Bothell bei Seattle an das Morpholino-AO zum Skippe
von Exon 23 in mdx-Mausen kurze Peptide, Aminoséure
ketten, angehangt, um diese Probleme zu beheben.

Nach Experimenten mit vielen verschiedenen Kiem
nationen von Peptiden, entwickelten die ForscheP&ilO
aus 25 Basen gegen Exon 23 der Maus mit zwei linter
ander angeordneten Peptiden. Die mdx-Maus hatagin v
zeitiges Stoppcodon in ihrem Exon 23, deswegesibat
kein Dystrophin in ihren Muskeln. Skippen diese®ix
setzt die Dystrophin-Produktion wieder in Gang.

Eines der beiden angehangten Peptide isBdeptid
das schon friher von AVI Biopharma entwickelt wurde
Es hilft dem AO, die Zellmembranen zu durchque2as
andere ist damuskelspezifische Peptid MSielches das
AO spezifisch in das Muskelgewebe dirigiert. DaP &p-
tid besteht aus 14 Aminoséauren und das MSP aus 7, s
sind zu einer einzigen Peptidkette aus 21 Amin@saau-
sammengefigt. In der abgekurzten Schrift der Wissen
schatftler sieht die Reihe der 46 Komponenten dids®s
Medikamentes fir dystrophische Mause so aus:

RXRRBRRXRRBRXB — ASSLNIA —
GGCCAAACCUCGGCUUACCUGASAU

Drei wochentliche Injektionen von 6 mg/kg dis®p-
timierten AOs in mdx-M&ause verursachten, daf3 Dystro
phin in vielen Muskeln, auch in denen des Herzemsger
produziert wurde, daf3 der Dystrophin-assoziiertaen-
komplex wieder an den Muskelzellmembranen erschien,
daf sich die CK-Aktivitat normalisierte und die Nab
funktionen sich deutlich verbesserigr®).

Exon-Skipping mit Peptid-Nukleinsauren, PNAs sind
eine weitere Gruppe von AOs, die ebenfalls untérsuc
werden, ob sie als Exon-Skipping-Medikamente zu ge-
brauchen wéren. Anstelle der Zucker-Phosphat-Ketézn
DNA und RNA, haben sie eine Kettenstruktur aus Pept
den. Sie sind wasserléslich, sehr stabil, und [elA-
oder RNA-Basensequenz kann in der richtigen radmatic
Anordnung in sie eingebaut werden, so daf? sievgieh
andere AOs verhalteiatthew Woodund Kollegen in
Oxford zeigten zunéchst, dafl3 eine PNA zum Skipjpen v
Exon 23 nach lokaler, intramuskularer, Injektiommdx-
Mé&use deutlich aktiv wg28). In weiteren Experimenten
erhielten sie auch nach der systemischen Injelstdm gu-
te Ergebnissé?9).

Matthew Wood arbeitet jetzt zusammen Mithael
Gaitund seinen Kollegen am MRC-Laboratorium fir Mo-
lekularbiologie in Cambridge in England. Sie vertbam
eine ganze Reihe von Peptiden sowohl mit einer RNA
auch mit einer PMO gegen Exon 23 der mdx-Mause. Das
wirksamste Peptid, Pib2b, hatte die folgende abgelge-
schriebene Struktur:

RAhXRRAhXRRAhXRIHILFQNdRRMKWHKRAIaC

Nach der Injektion von nur 5 Mikrogramm dieses
Pip2b-PNA-AOs in einen Muskel von 8 Wochen alten
mdx Mausen entstand eine gro3e Zahl von Fasernauit
em Dystrophin17). Eine verbesserte Version des Peptids,
genannt PiP5e, das an ein PMO aus 25 Einheitenr ange

hangt wurde, fihrte nach einer intravendsen Injektion
einer einzigen Dosis von 25 mg/kg, zu einer sedrksn
Produktion von Dystrophin in allen Muskeltypen deatx-
Maus, zum ersten Mal auch in denen des HerzenkeBis
war es schwierig, Peptide zu finden, die mit eifO
verbunden eine hohe Aktivitat auch im Herzen zeigen
Aber mit Pip5e, das ein verkirztes und vereinfesftep-
tid im Vergleich zu Pip2b ist, ist ein Fortschettreicht
worden, der durch weitere vorklinische Experimeyeée-
stigt werden muf3.

Exon-Skipping mit Octa-Guanidin-Morpholinos.

Qi Long Lu und seine Mitarbeiter im Carolinas Medical
Center in Charlotte, North Carolina, haben ein aref
modifiziertes AO entwickelt, das die Muskelzellmeaab
nen wirkungsvoll durchqueren und Dystrophin auch im
Herzen produzieren kann.

Sie hangten an ein normales Morpholino-AO dine-
plizierte und stark verzweigte Kettenstruktur ae, ah ih-
ren acht Enden jeweils eine Guanidin-Gruppe tragen
(Octa-Guanidin). Diese Endgruppen, die zwar Teil de
Aminosaure Arginin sind, die auch in den beidenaruv
beschriebenen AO-Arten enthalten sind, haben atiaek
normale Peptidstruktur, weil die Aminoséuren niobit-
stéandig sind. Deswegen wird das ganze Octa-Guanidin
Morpholino-AO, das auckivo-Morpholinoheif3t, vom
Immunsystem nicht erkannt und auch nicht zerstért.

Mit dem Vivo-Morpholino gegen das Exon 23 der
mdx-Mause wurden Experimente an lebenden Mausen
durchgefihrt. Die systemische Behandlung tiber 10 Wo
chen mit allen zwei Wochen wiederholten intravendse
Injektionen von nur 6 mg/kg AO fuhrte zur Bildungrv
bis zu 50% neuem Dystrophin in fast allen Fasder al
Skelettmuskeln, bis zu 10% Dystrophin im Herzmuskel
und auch in den glatten Muskeln der Blutgefa3edesl
Verdauungstraktes. Es gab deutlich verbesserte dltusk
funktionen ohne Nebenwirkungen und ohne Immunabsto-
Bung. Diese neuen AOs hieten daher die realisti&cise
sicht fir eine wirksame Duchenne-Therafiig).

Peptid-konjugierte AOs als mdgliche Therapie der Du
chenne-Dystrophie Aurélie Goyenvalleund ihr Team im
Laboratorium vorKay Daviesn Oxford haben stark dys-
trophische Mause mit einer friiheren Version dettilep
konjugierten AOs behandelt. Diesen Mausen fehttbtni
nur das Dystrophin, sondern auch das &hnliche iRrote
Utrophin. Im Gegensatz zu den ,normalen“ mdx-Mausen
haben dies®oppel-KO-Maus®uchenne-ahnliche Sym-
ptome. Nach 6 wéchentlichen intraperitonealen én d
Bauchraum) Injektionen von 25 mg/kg AO entstandest f
normale Mengen von Dystrophin in allen untersuchten
Skelettmuskeln mit einer wesentlichen Verbessederg
Muskelfunktionen und der dystrophischen Muskeldtitk

Die durchschnittliche Lebensdauer dieser dghtro-
phischen Mause betréagt nur 8 bis 9 Wochen. Diermiia
ten Mause leben nach 10 Monaten immer noch unchsehe
sehr gesund aus. Diese Mause bekamen nach demglnfan
chen 6 Injektionen nur noch eine Injektion pro Mio{2).

AVI Biopharma hat inzwischen diese Version Bep-
tid-konjugierten AOs gegen das menschliche Exorggo,
nannt AVI-5038, hergestellt als Vorbereitung flinidche
Versuche in den Vereinigten Staaten.
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Exon-Skipping mit Gentransfer.

Die Antisense-Oligos als Medikamente zum Exon-Skip-
ping werden wahrscheinlich den Duchenne-Patiengém w
rend ihrer verlangerten Lebenszeit wiederholt iajiz
werden missen. Um dies zu vermeiden und, wenn mdg-
lich, mit einer einzigen Behandlung auszukommeingl i
mehreren Laboratorien versuchion-Skippen mit Gen-
therapiezu kombinieren. Dabei werden die Muskelzellen
veranlaft, die AOs dauerhaft selbst herzustellées Kann
man erreichen, wenn man die Gene fiir die RNA von
Splei3faktoren so modifiziert, daf3 sie die genbtsin-
formation fiir die AOs zum Skippen enthalten, un8 da
man sie dann durch Viren in die Muskelzellen tramsp
tiert. Diese small-nuclear RNAs, snRNA, der Splakkb-
ren haben namlich auch eigene Gene. Auf Seite & itab
Euch die Struktur eines solchen Spleil3faktors, hRNP,
gezeigt, der aus RNA und vielen Proteinen besteht.

Ich berichte im Folgenden lber zwei verwaidé&tho-
den, die von franzésischen und englischen Forscgsn
gearbeitet wurden, Uber eine spezielle und eigeéine,
und danach Uber eine dritte Mdglichkeit, an dermplrau
séchlich italienische Wissenschaftler arbeiten. éxdBm
berichte ich Uber eine internationale ZusammentlB&i
zur Priifung dieser Methoden in gemeinsamen kligisch
Studien.

Genetisches U7-Skippen von Exon 23 der mdx-Maus.
Luis Garciaam Institut de Myologie in Parisnd Aurélie
Goyenvallean der Universitat Oxford und ihre Mitarbeiter
modifizierten das Gen fur die kurze RNA-snRNA des
Spleil3faktors U7, so dal3 sie die Antisense-Sequemz
Skippen des Exons 23 der mdx-Maus enthalt.

Die Forscher konstruierten dieses modifizi&n
durch Anhéngen von komplementaren DNA-Sequenzen
fur zwei AQs, die fiir das Skippen von Exon 23 deixm
Méause notwendig sind. Dieses modifizierte U7-Gen, U
SD23/BP22, wurde zusammen mit Kontrollsequenzen in
die DNA von Typ-2 adeno-assoziierten Viren, AAVh€i
gebaut. Diese Transport-Vektoren wurden dann zlgerst
kalin einen einzigen Muskel der mdx-Mause injizierdun
dann auclsystemisclin ihren Blutkreislauf.

Nachdem die modifizierten Gene in den Kernen d
Muskelzellen waren, wurden diese eingeflihrten DNA-
Sequenzen von den Enzymen dort auf die entspreehend
RNAs Ubertragen, transkribiert, die dann den noemal
Exon-Skipping-Prozel3 durchfiihrten, der das Leserate
wiederherstellte und den Weg freimachte fiir dietSgse
von Dystrophin ohne die vom Exon 23 determinierten
Aminoséauren. Dieses neue verkirzte Dystrophin amdst
in bis zu 80% der Fasern in den behandelten Muskein
wanderte auch an seine normale Position unter dem-M
branen und war Uber ein Jahr lang stabil, ohne Inmeak-
tionen zu veranlassen.

Die dystrophischen Prozesse in den mdx-Muskem
ihre beschleunigte Degeneration und Regeneratiargnw
vollstandig zum Stillstand gekommen. Die systemiseh
handelten Mause wurden in einem Laufrad kérpebieh
lastet, sie bekamen nicht die Ublichen Muskelschadie
sich bei unbehandelten mdx-Mausen entwick&).

Mit dieser U7-Gentransfer-Technik wurden dé&fin

nisch dystrophische GRMD-Hunde behandelt. Diese-Hun
de haben eine Mutation an der Spleil3stelle des £Xpn

die durch Skippen der Exons 6 und 8 repariert werde
kann. Mit einem hundespezifischen modifizierten U7-
Vektor, der Antisense-Sequenzen gegen die Exomsl@u
enthielt, entstand verkurztes Dystrophin in faghmaen
Mengen zwei Monate nach einer einzigen lokalerkiije

on in einen Muskel. Eine regionagstemischéjektion

in ein Bein mit blockiertem Blutkreislauf fiihrte zguol3en
Mengen von neuem Dystrophin, das auch nach 6 Monate
noch vorhanden war.

Genetisches U7-Exon-
Skipping, universelle
Methode. Aurélie
Goyenvallehat danach
eine allgemeinere Ver-
sion dieser genetischen
Methode entwickelt.
Dabei wird das Exon-
Skipping von einem fast
universellen bifunktio-
nalen U7snRNA-Vector
veranlal3t, der zusétzlich
zu der komplementéren
Sequenz gegen das zu
skippende Exon auch noch
eine freie DNA-Kette ent-
halt mit Bindungsstellen fir ddmeterogene nukleare Ribo-
nukleoproteinAl (hnRNPA1).

Die von den Virus-Vektoren eingebrachten kampl
mentaren DNA-Sequenzen der bifunktionalen U7-Gene
werden in die kleinen RNAs transkribiert und di&gern
sich an das zu skippende Exon an. Weil sie dann die
hnRNP-Proteine zu den Splei3stellen ,ziehen®, stdtie-
se die Funktion der SpleiRosome, die an den Enden d
Exons sitzen, mit dem Ergebnis, dal? das betrefféExde
geskippt wird. Diese Art von Exon-Skipping wird htc
von den Ublichen AOs verursacht, sondern von diesen
Luniversellen“ Proteinen, die fur das Splei3enralgons
gleich sind. Dadurch kénnte das lange Genehmiguargsv
fahren deutlich abgekirzt werden, denn fir dieapeuti-
sche Wirksamkeit aller Exon-Skipping-Medikamente is
nur die diese eineniversellezusatzliche DNA-Kette ver-
antwortlich, wahrend ihre komplementaren DNA-Sequen
zen nur die Medikamente zu den Exons bringen, elie g
skippt werden sollen.

Diese Methode ist bereits mit Erfolg im Laktoraum
zum Skippen von Exon 51 in isolierten Myoblastegean
wendet worden, die von einem Duchenne-Patienten mit
der Deletion des Exons 49 und 50 stammten. Diesairk
ste U7snRNA hatte die zusatzliche DNA-Kette Al
(U7ex51-AON-A1), durch sie konnte in den Myoblasten
wieder fast normale Mengen Dystrophin erzeigt werde

Mit in-vivo-Experimenten konnte nach der lakaln-
jektion dieser bifunktionalen Struktur in die Mukehu-
manisierter" mdx-Mause, die menschliches Dystrophin
enthielten, bis zu 54% des menschlichen Exons 51 ge
skippt werden.

Aurélie Goyé&nvahD
Universitat Oxford
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Es wird erwartet, daf3 mit dieser Technik aactere
Exons geskippt werden kdnnen, auch solche, die beim
normalen Exon-Skipping Schwierigkeiten machen.dds s
te durch die Anwendung von zwei oder mehr U7snRNAs
auch Multi-Exon-Skipping méglich se{20).

Genetisches U1-Exon-Skippinglrene Bozzoniund ihre
Mitarbeiter an der Universitdta Sapienzéan Rom haben
eine dhnliche genetische Exon-Skipping-Methode eéusg
arbeitet, bei der sie aber das Gen fir die ShRNA de
Spleil3faktors U1 benutz€@?2), der fir den ersten Schritt
der SpleiRreaktion notwendig ist.

An die Sequenz dieser snRNA wurden die Stie
schen Buchstaben lange Antisense-Sequenz gegéeidie
den Grenzregionen des Exons 23 des Dystrophin-Gems
mdx-Maus angehangt. Diese
ganze Struktur wurde dann in
adeno-assoziierte Viren vom
Typ 2/1, AAV2/1, eingebaut.
Drei bis 4 Billionen (3-4 x
10" dieser Virus-Vektoren
wurden in die Schwanzvene
von elf 6 Wochen alten mdx-
Mausen injiziert. Zwolf Wo-
chen danach konnte in mehre-
ren Skelett-Muskeln und

auch in den Muskeés Her-

zens und des Lhslls kor-

relesiippte mMRNA und
auch neues Dystrophin in mehr als 20% der normalen
Menge nachgewiesen werden. Die Mause hatten auch
deutlich verbesserte Muskelfunktionen.

Prof. Irene Bozzoni
Univ ersitatRom

In einem weiteren Experiment wurden die Muskedn

2 Mausen erst im Alter von 80 Wochen, d.h. 18 Menat
nach der einmaligen Injektion der Viren, untersuéih-
rend dieser ganzen Zeit bis praktisch zu ihremrfialién
Tod enthielten die Skelett-, Herz- und Zwerchfellidkeln
der senilen Mause die korrigierte mMRNA ohne dasnExo
23 und gentigend etwas verkiirztes Dystrophin, dds ni
nur den normalen Degenerations-Regenerations-Prozel
aufrechterhielt, sondern auch die Muskelfunktionbne
Immunprobleme deutlich verbesserte. Diese genetisch
Technik kann daher fur eine Langzeitbehandlungon
chenne-Patienten wichtig werden.

Fir diese U1-Exon-Skipping-Technik hat inzviiso
die niederlandische Firmfamsterdam Molecular Thera-
peutics (AMTkine Lizenz erworben zur Durchfihrung
von vorklinischen und klinischen Studien.

Internationale Zusammenarbeit ICE. Die Organisation
International Collaborative Effort for DMDICE, ist ein
Zusammenschlul3 von 12 Institutionen in Frankreizth;
en, Gro3britannien und den USA, der unter der bejtu
vonJean-Claude Kaplar(Frankreich),Terry Partridge
(USA), Adrian Thrascher(UK), Luis Garcia(Frankreich)
undBerch Griggs(USA) alle Einzelheiten fir gemeinsa-
me klinische Studien ausarbeiten wird zur weitdfatx
wicklung der genetischen Exon-Skipping-Methoden. IC
wurde 2008 gegriindet und wird vaduichenne Parent
Project Franceund derAssociation Monégasque contre
les Myopathiesnit 1,7 Millionen Euro finanziert. Vier-
zehn der 105 Wissenschatftler und Arzte, die zugkdio-
ren, trafen sich am 6. Juni 2009 in Monaco, um itrer
Ergebnisse im ersten Jahr der Zusammenarbeit eu spr
chen. Ein Bericht dartiber in englischer Sprachenkeam
mir angefordert werden.

Personalisierte Therapien und die Genehmigungsbehden.

Die Federal Drug AdministrationFDA, in den Vereinig-
ten Staaten, diEuropean Medicines AgendgyMEA , und
andere Genehmigungsbehdrden verlangen, daf} di@norm
le Entwicklung eines klassischen Medikamentes ddieh
folgenden Phasen laufen muf3:

Diepre-clinical phase(vorklinische Phase) mit Labo-
ratoriums- und Tierstudien zur Bestimmung der Sicé,
der biologischen Aktivitat und der Anwendungsmetryd

dieclinical phase-I(klinische Phase-I), Versuche mit
20 — 100 gesunden Freiwilligen zur Bestimmung der S
cherheit in Menschen;

dieclinical phase-II (klinische Phase-Il), Versuche mit
100 — 500 Patienten zur Bestimung der optimalerid)os
der Sicherheit und Wirksamkeit; und

dieclinical phase-Ill (klinische Phase Ill), Versuche
an 1.000 — 5.000 Patienten, um die Sicherheit tarjt
zeit-Wirksamkeit des neuen Medikaments zu bestétige

Die Kosten aller vorgeschriebenen Studien kdrinis
zu 500 Millionen US$ fir ein Medikament betragendu
es kann bis zu 15 Jahre dauern von der ersterbldear
Verkaufsgenehmigung.

Diese Genehmigungsvorschriften stammen a@s ein
Zeit, als man noch gar nicht an ,personalisiertedika-
mente dachte, die nur wie Exon-Skipping auf einzeln

oder wenige Patienten abgestimmt sind. Um ein paiso

siertes Duchenne-Medikament durch die vier Phagen z
bringen, missen sich die Forscher mit Problemeeiaus
andersetzen, die auch fur die Behdrden neu sirdidien
geldst werden mussen, bevor ein solches Medikagesnt
nehmigt werden und die Patienten erreichen kann.

Zum Beispiel kdnnten Phase-I-Sicherheitsstudié
AOs das Leseraster der normalen Dystrophin-mRNA ver
schieben und, wenn das Medikament gut wirksanmist,
einem gesunden Freiwilligen Duchenne-Dystrophieirer
sachen, ein gefahrlicher Nebeneffekt, der mit néema
Toxizitat gar nichts zu tun hat. Es kénnten aoffftarget
Effekte auftreten, wenn Exons in anderen Genedeais
Dystrophin-Gen geskippt werden und dadurch andere
Krankheiten auftreten.

Ein anderes Problem, das es bei der Entwigkhor-
maler Medikamente gar nicht gibt, ist spezifischDi-
chenne-Dystrophie: Weil das Dystrophin fehlt, haben
Membranen der Duchenne-Muskelzellen Risse und L6-
cher, durch die die Exon-Skipping-Medikamente leioh
das Zytoplasma der Zellen kommen kénnen und dacim au
in die Zellkerne, wo sie fiir ihre therapeutischeiitét
gebraucht werden. Deshalb kénnten bestimmte togisch
Effekte nur in Patienten auftreten, nicht aber iengchen
ohne Duchenne. Normale Sicherheitsstudien mit gsun
Menschen wirden solche Effekte gar nicht finden.

13



Die Arbeitsgruppe voEric Hoffman am Children’s
Medical Center in Washington hat vor kurzem 2,5libHl
nen US-Dollar vom amerikanischen Verteidigungsnb@iis
rium bekommen, damit man mit dem Anti-Exon-51-A0
der Firma AVI Biopharma, das in England schon klii
getestet wird, diese Toxizitatsprobleme an Mauseh u
Affen untersucht kann.

Ein anderes Problem bei der Genehmigung denEx
Skipping-Medikamente sind die Kosten von mehreren
Hundert Millionen Dollar und die Zeit fur die vi&tudien-
Phasen bei der Entwicklung vieler verschiedener3e-
quenzen zur Behandlung der Patienten mit verschesde
Mutationen. Die meisten der individuellen AO-Secgem
werden nur fur eine geringe Zahl von Patienten rotlig
sein. In vielen Fallen werden daher nicht genldeaiiken-
ten fir die geforderten Uiblichen klinischen Studien
Verfligung stehen.

Wenn die jetzt laufenden Exon-Skipping-Studien-
terhin keine Nebenwirkungen zeigen — und das sthein
zu sein —, dann kénnen hoffentlich die Genehmighegs
hdrden davon tUiberzeugt werden, ganze Gruppen van AO
eines chemischen Typs als Einzelmedikament zu behan
deln und deswegen den Genehmigungsprozel} deutlich z
verkirzen.

Es mufl3 aber ein Schritt nach dem anderen dgmac

werden. Obgleich der Fortschritt beim Exon-Skippireg
eindruckend ist, wird der Weg zu einer sicheren wire
kungsvollen Behandlung fiurr die Patienten noch zigml
lang sein. Sobald das erste Medikament zum Skigpen
Exon 51 fertig entwickelt und zugelassen ist, vdiel Ent-
wicklung der Medikamente fur die anderen Exons imme
wichtiger werden. Aber man muf3 alles tun, um magitic
vielen Patienten so schnell wie mdglich zu heltdme die
Sicherheit der Jungen zu gefédhrden oder unerlaite
kiirzungen zu machen.

Bei den ersten Gesprachen von TREAT-NMD mit de
europaischen Zulassungsbehdrde EMEA in London am 25
September 2009 begannen 98 Duchenne-Experten,-darun
ter auch die, die an den jetzt laufenden kliniscBamien
beteiligt sind, die Wege zu erkunden, die eingesydt
werden missen, um mit die Probleme zu l6sen, die he
vorgerufen werden, weil die vielen Gruppen von Du-
chenne-Patienten Medikamente brauchen werdenatie g
persénlich auf ihre eigene Mutationen abgestimnmt se
missen. Beim Treffen mit der EMEA wurde begonnés, d
Wege zu finden, die zu wirksamen aber auch sichigien
dikamenten in einer angemessenen Zeit fihren werden

Teile dieser Zusammenfassung stutzen sicleiaaf
Verdffentlichung vonEric Hoffman und seinen Kollegen
(13) und eine Pressemitteilung von TREAT-NMD.

Klinische Studien zum Skippen von Exon 51

In diesem wichtigsten Kapitel meines Berichts. besibe
ich vier klinische Studiemit Duchenne-Jungezum
Skippen von Exon 51. In zwei der Studien, die ligrah-
geschlossen und deren Ergebnisse verdffentlictt sin
wurde nur ein einziger unwichtiger Muskel behandgi¢
warenlokale Studien, bei denen es zu keinem klinischen
Nutzen fur die Teilnehmer kommen konnte. Die beiden
anderen noch nicht abgeschlossenen und auch ngtth ni
veroffentlichten Studien singlystemischbei denen die po-
tentiellen Medikamente, die AOs, in die Blutbahjiziert
wurden, damit sie alle Muskeln erreichen. Dabeirkéres
schon zu kleinen Verbesserungen der Muskelfunktione
gekommen sein.

Aber die wichtigste Frage, die diese Studieariwor-
ten sollen, istSind die Medikamente sicheBeghliel3lich
werden die Duchenne-Jungen sie wahrscheinlich vigdhe
re lang Uber ihre gesamte hoffentlich deutlich &eglerte
Lebenszeit bekommen missen.

Diese notwendigen Schritte zur vollen Entwitlg ei-
ner Therapie sindur Experimentenit Kindern, die auch
erfolglos sein kénnten. Die Teilnahme einer genidgen
Zahl von Jungen, die Exon-51-Skipping brauchen, ist
wichtig, aber es ist ihren Familien kaum zuzumutange
und wiederholte Reisen zu den Studienzentren zrunt
nehmenKate Bushbyhat dies in ihrem Interview erklart,
das ich im Méarz 2009 mit ihr gefiihrt habe:

sch denke, dal3 es nicht praktisch ist, mit #éndern
von weither zu kommen, um an einer klinischen Sudi
teilzunehmen, weil die Kinder in jeder Woche deh&ed-
lungen zu den Injektionen kommen miissen. Es miissen
eine Menge Blutproben genommen werden. Die Familien
mussen in der Nahe der klinischen Zentren wohnén. D
Familien missen ihr ganzes Leben umstellen, selesn

sie in der Nahe wohnen. Und auch fir diese istkwig-
rig teilzunehmen. Sie sollten aber auch verstetiefd, Stu-
dien nur Studien sind. Es kénnte auch unvorhergaseh
Nebeneffekte geben. Bei den spateren Wirksamkedtsst
en konnte ihr Kind sogar auch ein Placebo bekomuhes,
wirde ihm gar nicht helfen. Klinische Studien simidk-
lich harte Arbeit!

Ich wirde sogar sagen, daf3 die Familien inkdiei
schen Studien fast sogar im Nachteil sind, weiksi@iele
Muhen auf sich nehmen mussen, um das zu bekommen,
was alle anderen dann kaum spater auch bekommen wer
den, falls es wirklich funktioniert. Wir sind derafilien
und den Jungens so dankbar fir all die Zeit undhdie
strengungen die sie auf sich nehmen, um sich aedie
Studien zu beteiligen, die, wie wir hoffen, unsegihe-
rapie naherbringen werden.”

Ihr kénnt das ganze Interview mit Kate Bushing
auch das mit Hans Schikan und Judith van Deutekdm a
Deutsch auf meinen Internetseiten selvamw.duchenne-
information.eu/home-d.htm

Erste lokale klinische Exon-Skipping Studie in derNie-
derlanden. Die weltweiterste klinische Studimit der Ex-
on-Skipping-Technik an Menschen wurde unter Leitung
von Judith van DeutekomJan Verschuurenund anderen
von der FirmaProsensa Therapeutics BWund dem Me-
dizinischen Zentrum deyniversitat Leiden in den Nie-
derlanden zwischen Januar 2006 und Marz 2007 defchg
fuhrt. Ihre Aufgabe war es, nur eingrundlegenden wis-
senschaftlichen Bewejsroof of principle) fur die An-
wendbarkeit dieser neuen Methode auf Menscheniau br
gen, nicht aber einen therapeutischen Vorteil férell-
nehmenden Kinder. Es war nur elokale Studie an einer
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kleinen Stelle eines einzigen Muskels, dEitmalis-ante-
rior-Muskel des Schienbeins, die mit einem 2'0-Methyl-
AO, genannPRO051 gegen Exon 51 behandelt wurde.

Mit dieser Art chemisch modifizierter AOs tattdie
niederlandischen Forscher bereits viele Jahre rikling
schen Experimenten gearbeitet. Sie konnten dak®i Dy
trophin-Exons nicht nur in Muskel-Zellkulturen véu-
chenne-Patienten mit verschiedenen Mutationengerfol
reich skippen, sondern auch in lebenden mdx- undbb
Mé&usen nach lokalen und auch subkutanen und intéave
sen systemischen Injektionen.

Hans Schikan, PharmD. Judith van Deutekor®, Ph
Préasident Leitedier Forschung
Prosensa Therapeutics BV, Leiden

Vier hollandische Jungen nahmen an dieseneffe
Studie teil. Sie waren zwischen 10 und 13 Jahrerait
hatten nachgewiesene Deletionen der Dystrophin-&xon
50, 52, 48-50, und 49-50. Sie wurden hintereinabéer
handelt, das bedeutete, daf’ ein Junge erst damelsgk-
tion bekam, nachdem beim davor behandelten poditive
gebnisse erhalten wurden und keine ernsten Nebleumwvir
gen aufgetreten waren. Jeder Junge erhielt eiizéggein
Dosis von 0,8 mg PROO051 in 0,9% Kochsalzlésungrunte
lokaler Anasthesie in eine kleine Region von etygacin
Lange seines Schienbeinmuskels.

Nach 4 Wochen wurde in einer Biopsie Muskelgeaveb
von der Injektionsstelle entnommen und auf die eteta
geskippte mRNA und auf neues Dystrophin-Proteimint
sucht. Fast alle Muskelfasern, bis zu 94%, im Bieges-
webe hatten neues Dystrophin an den Muskelzellmambr
nen in 33%, 35%, 17% und 25% der Mengen in gesunder
Muskelgewebe. Das behandelte Muskelvolumen war zu
klein, um den Jungen irgendeinen klinischen Nutzgém-
gen zu kénnerDies war erwartet worden, und die Jungen
und ihre Familien wuf3ten es.

Diese Ergebnisse zeigten zum ersten Mal Eoal®-
Skipping nicht nur in Mausen und Hunden, sondechau
in menschlichen Muskeln, in Duchenne-Jungen, fankti
niert. Die Ergebnisse bedeuten auch, daf3 eine Bk
ping-Behandlung, wenn sie einmal zur Verfligungtsth
frih wie moéglichhegonnen werden muf3, solange die mei-
sten Muskeln noch intakt sind, d.h. sofort nachier
gnose und der Bestimmung der exakten Mutation irs-Dy
trophin-Gen.

Die Ergebnisse dieser ersten Anwendung den£xo

=

Skipping-Technik in Duchenne-Jungen wurde am 2%7. De

zember 2007 im New England Journal of Medicine mit
einem Kommentar voaric Hoffman veroffentlicht(18).

Erste lokale klinische Studie in EnglandDiese zweite
klinische Studie wurde in England zwischen Herl@i72
und Ende 2008 voIDEX Consortiununter der Leitung
von Francesco Muntonivom Imperial College in London
undKate Bushbyon der Universitat Newcastle upon Ty-
ne durchgefiuhrt. Zum MDEX-Konsortium, das vom briti
schen Gesundheitsministerium finanziert wird, gehor
neun Wissenschaftler und die Elterngruppen Muscular
Dystrophy Campaign, ActionDuchenne, und Duchenne
Parents Support Group.

Prof. Francesco Muntoni
Imperial College London

Prof. Kate Bush
Universitat Newdast.T.

Von den niederlandischen und britischen Farsgk-
gruppen wurden acht verschiedene Morpholino-AOs in
Zellkulturen von menschlichen normalen und Duchenne
Muskeln getestet und auch in lebenden hDMD-Mausen,
die menschliches Dystrophin in ihren Muskeln eritaie
Die besten Ergebnisse wurden mit dem veve Wilton
in Perth in Australien entwickelteviorpholino AOH51A
erhaltenDominic Wellsin London bestatigte, daf? es ge-
nigend stabil fur eine klinische Langzeit-Behandlist.
Dieses Morpholino-AO wird in klinischer Qualitat waler
FirmaAVI BioPharmalnc. in Bothell bei Seattle, im US-
Staat Washington, hergestellt, es heif3t AVI-4653.

Diese Studie war ein lokaler Versuch, um d@h&heit
und biochemisch&Virksamkeit dieses Morpholino-Medi-
kamentes zum Skippen von Exon-51 zu priifen nacr ein
einmaligen Injektion in einen kleinen und unwicletig
Muskel, derextensor digitorum brevi€EDB) an der Au-
Renseite eines FuRRes. Sieben 11-16 Jahre alte inehe
Jungen nahmen teil, einige von ihnen waren schon im
Rollstuhl. Sie hatten Mutationen, die das Skippen Ex-
on 51 brauchen, um das normale Leseraster wiederher
stellen. Zwei Jungen hatten eine Deletion der EX@350,
zwei Deletionen der Exons 45-50, einer die Deletien
Exons 49 und 50, einer die Deletion des Exon &@,ai-
ner hatte eine kleine Deletion iimtron 49, die eine Dele-
tion von Exon 50 verursacht hatte.

Vor Beginn der Behandlung wurden Zellen angei
Hautbiopsie jedes Jungen in einer Zellkultur getesim
sicherzustellen, daR das AVI-4658-Medikament tditséc
lich das Exon 51 aus der Dystrophin-mRNA jedes dang
entfernt und dadurch das erwartete verkirzte mRNe\ u
auch das verkirzte Protein in diesem Laboratoriums-
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Experiment entsteht.

Jeder der 7 Jungen hatte weniger als 5% ,jieve"
Fasern in seinen Muskeln, wie es in einer BiopsieZzit
der Diagnose gefunden wurde. Viele Duchenne-Jungen
haben eine kleine Zahl dieser Muskelfasern, dengstrb-
phin durch spontanes Exon-Skipping entstandeist.
Menge dieses ,revertierten” Dystrophins, das incete-
Kontrolltest gefunden wurde, muf3te natirlich von de
Dystrophin-Menge, abgezogen werden, die nach der Be
handlung gefunden wurde.

AuRerdem wurden viele andere Untersuchungecheu
gefiihrt, um sicherzustellen, daf3 die Ergebnisssanis
schaftlich einwandfrei waren und von der Behandlahg
lein verursacht wurden. Die Techniker, die die Malpko-
ben untersuchten, wul3ten zum Beispiel nicht, volr we

chem FulR das Muskelgewebe kam, vom behandelten Mu

kel oder vom Kontrollmuskel des anderen FuRes. Man
sagt, die Untersuchung war ,einfach blind“.

Da es sich um eine Dosis-Eskalations-Studieléite,
erhielten die ersten beiden Jungen eine niedrigesDmn
0,09 mg Morpholino-AO in 0,9 ml physiologischer Koc
salzlésung in 9 Injektionen von jeweils 0,01 ml utg
direkt in den EDB-Muskel. Der Muskel des anderefiézu
erhielt &hnliche Injektionen nur der Salzldsung kKan-
trolle und zur Messung des revertierten DystropHbis 5
anderen Jungen erhielten eine 10mal héhere Dogif @
mg AO in der gleichen Injektionsanordnung. Fastgdia-
zen behandelten EDB-Muskeln wurden in Biopsien drei
bis vier Wochen nach den Injektionen fiir die Uniers
chungen entfernt.

Die héhere AO-Dosis fihrte zur Produktion \iys-
trophin in allen behandelten Muskeln. In dem Mugkel
webe, das von der Injektionsstelle stammte, hattei9%
der Muskelzellen erhdhte Mengen von Dystrophin. Die
durchschnittliche Intensitét des Dystrophins insegiede-
nen Querschnitten des gesamten Biopsiemateriaisgoet
22-32% der Intensitat in Muskeln gesunder Persomeah,
sie war um 11-21% hdoher als die durch das reveetier
Dystrophin im Kontrolimuskel des anderen FulResiagize
Intensitat. In einigen einzelnen Dystrophin-postia-

sern wurden Dystrophin-Mengen bis zu 42% der Mengen

in gesundem Muskel gefunden. In weiteren Tests teonn
bewiesen werden, dal’ das neue Dystrophin tatshaldis
kleinere Molekulargewicht des erwarteten Dystrophin
vom Becker-Typ hatte.

Das Ziel dieser Studie war es, die lokale &ibbit und
biochemische Wirksamkeit nach der Injektion eines-M
pholino-AOs in einen einzigen Muskel zu prufen. Wes
allen lokalen Behandlungen dieser Art, konnte kbera-
peutischer Nutzen fiir die beteiligten Jungen emvaver-
den, da nur der einzige kleine EDB-Muskel einesesuld
behandelt wurde. Deshalb wurde auch die Muskelfankt
vor und nach der Behandlung nicht untersucht. Diyén
und ihre Familien wurden entsprechend informiert.

Diese in-vivo-Studie zeigte, dalR das Antisevisglika-
ment AVI-4658 das Exon 51 skippen kann und dal3 da-
durch neues Dystrophin entsteht, das an seinenatenm
Platz auf der Innenseite der Muskelzellmembran wend
und sich dort korrekt mit den Proteinen des Dydinop
Glykoprotein-Komplexes verbindet. Bei dieser Behand
lung gab es weder lokale noch systemische negiltive
benwirkungen und auch keine Immunreaktionen.

)

Im Muskelgewebe der Patienten, die die seduige
Dosis des Medikamentes erhalten hatten, wurdedtie k
rekt geskippte mRNA nachgewiesen, jedoch konnteekei
Erhéhung der Dystrophin-Menge Uber die revertibitie
aus gefunden werden, weil der Protein-Test ,wednotf
nicht geniigend empfindlich ist, um sehr kleine @iratif-
ferenzen nachzuweisen.

Diese lokale klinische Studie hatte das gleigkel wie
die bereits im Dezember 2007 im New England Jouwhal
Medicine verdffentlichte niederlandische Studid, der
ein AO des Typs 2'0-Methyl verwendet wurde. Beide
Studien waren so organisiert, daf3 sie ejpref-of-
principle, einen grundsétzlichen Beweis dafur liefern, daf3
Exon-Skipping nicht nur in Versuchstieren wie dgpti-
sche Mause und Hunde funktioniert, sondern auch in
menschlichen Patienten. Mit beiden Studien wurdsef
Ziel erreicht.

Der wichtigste Unterschied zwischen den begrli-
en war, daf3 es den hollandischen Wissenschaftlerara
laubt war, eine einzige Biopsie am behandelten Miusk
nach der Behandlung durchzufuihren. In der hollatin
Studie konnte deswegen nicht die Menge des voBder
handlung bereits vorhandenen revertierten Dystrephi
von Menge des nach der Behandlung gefundenen Dystro
phins abgezogen werden. Es gab aber noch weitdsz-Un
schiede zwischen den beiden Studien. Das bedeatgt,
ihre Ergebnisse nicht in allen Einzelheiten vetgtic wer-
den kénnen.

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

In der Veroffentlichung der britischen Ergedwd, die
am 26. August 2009 vardaria Kinali,Virginia Arechava-
la-Gomeza, Francesco Muntonind 23 anderen Wissen-
schaftlern zuerst online veroffentlicht wurd@3), schrei-
ben die Autoren: ,In beiden Studien wurde eindeggg
zeigt, dalR Dystrophin in &hnlichen Mengen neu antin
ist.“ In ihrem Kommentar dazu stelldmnemieke Aarts-
ma-Rusund Gertjan B. van Ommer{24) fest, dafd im
,hachsten Schritt, den beide Gruppen jetzt machem w
den, die Antisense-Oligonukleotide systemisch amgew
det werden, deswegen ist der Vergleich der intrdurés
ren Ergebnisse an einzelnen Muskelfasern nichttigich
Nur die systemischen Studien werden die wirkliclee B
deutung dieser Technik zeigen, und weitere Stusligsh
noétig, um den klinischen Nutzen oder wenigstens ein
Verlangsamung des Krankheitsverlaufs zu erkennen.”
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Erste systemische klinische Studie in Belgien und
SchwedenNachdem in der lokalen Studie bewiesen wor-
den war, daf? die Exon-Skipping-Technik ohne Nebenwi
kungen auf den Menschen anwendbar ist, muf3te als na
ster Schritt nachgewiesen werden, daf3 das Antisdese
dikament gegen Exon 51 auch systemisch angewendet
werden kann, durch eine Injektion in die Blutbatmdalrd
alle Muskeln, auch die des Herzens und der Lungatifu
on, erreicht werden.

Zwischen Juli 2008 und Januar 2009 fuhrte-ilima
Prosensa eine systemische Studie mit zwolf 5-16Jah
ten Duchenne-Jungen durch, bei der das PRO051-A0 ge
gen Exon 5kubkutanunter die Haut, injiziert wurde.

Subkutane Injektionen haben den Vorteil, daidek
haufigen Besuche in einer Arztpraxis oder einenmKra
kenhaus nétig sein werden, falls die Behandlundtar 6
wiederholt werden mussen. Die Injektionen kénnten z
Hause vorgenommen werden, wie es fir die Insujjekin
tionen bei Diabetes ublich ist.

Die Injektionen wahrend der Studie und die izied
sche Uberwachung erfolgten unter der Leitung Maiha-
lie M. Goemandn der Abteilung fir Kinderneurologie der
Universitat Léwen in Belgien und unter der Leituran
Mar Tulinius am Kdnigin-Silvia-Kinderkrankenhaus in
Goteborg in Schweden.

Die vorlaufigen Ergebnisse dieser Studie wanden
Nathalie Goemans am 12. September 2009 auf dem inte
nationalen Kongrel3 der World Muscle Society in Genf
mitgeteilt.

Jeder Junge erhielt 5 Injektionen, eine zuieder
Behandlung und dann 4 weitere einmal pro Woche 4 Wo
chen lang. Es handelte sich um edesis-Eskalations-
Studie bei der die AO-Dosis fir die erste Gruppe von dre
Jungen 0,5 mg/kg in jeder der 5 Injektionen betfugdie
zweite 2 mg/kg, fur die dritte 4 mg/kg und fur thézten
drei Jungen 6 mg/kg.

Bei den ersten beiden Patienten wurden Mugkedb
en vor und zwei Wochen nach den Behandlungen darchg
fuhrt, und bei allen anderen zwei und sieben Woctzerh
der letzten Injektion. In allen Biopsie-Proben waidie
Struktur der mRNA analysiert und die Menge des et
standenen Dystrophin-Protein bestimmt.

Mit diesen Analysen wurde zum ersten Mal beere
daf das Antisense-Oligonukleotid PRO051 nach sabkut
ner Injektion das Exon 51 spezifisch skippt undealosis-
abhangige Produktion von heuem Dystrophin veranlaf3t
d.h., die gré3te Dosis fuhrt zur gré3ten Menge eurem
Dystrophin.

Auch das Ziel dieser ersten systemischenddhen
Duchenne-Studie mit einem Exon-Skipping-Medikament
war es, die Frage zu beantwortgst diese genetische
Behandlung sicher?Die Antwort war positiv. Es gab kei-
ne Immunreaktion gegen das neue Protein und keide-a
ren klinisch signifikanten Probleme. Das heif3tsdierste
Ganzkorper-Therapie durch Exon-Skipping wurde Ven a
len 12 Duchenne-Patienten in der Studie gut vestrag

Alle 12 Jungen erhalten jetzt nach dem offiereEnde
der Studie weiterhin das Medikament, wobei es HiteM
November nach den ersten 12 Wochen der Verlangerun
auch keine Probleme gab. Es ist geplant, diesa®fe-
handlung zwei Jahre oder sogar noch langer fortzese
Es kommt dadurch zu einer offenen Langzeitbehamgllun

die ohne groRen Aufwand wertvolle Hinweise aufttie-
rapeutische Wirksamkeit der Behandlung geben wird.

Das positive Ergebnis dieser Studie ermutigfiebe-
teiligten Wissenschaftler und Arzte, die nachste giloRe
Phase-IlI-Studie mit dem PROO051 vorzubereiten Agtie
fang 2010 beginnen wird und an der mehr als 150 Du-
chenne-Jungen teilnehmen werden, die das Skippen vo
Exon 51 brauchen.

Aus den Duchenne-Patienten, deren Daten itva¢do
Duchenne-Register von TREAT-NMD registriert sindt h
Prosensa bereits tber 300 Jungen in 21 Landertifiden
ziert, die die Aufnahmebedingungen fir diese Stedi@l-
len kénnten. Es sind auch noch nicht-registriegtgeten
bekannt, die teilnehmen durften. Und es ist nochtrent-
schieden, welchen klinischen Zentren fiir die Behangl
und klinische Betreuung der Patienten verantwdrtiein
werden.

Bei dieser Studie wird es vor allem um diegérgehen,
ob das Erscheinen von neuem Dystrophin tatséchlich
einer Verbesserung der Muskelfunktionen und auchizu
nem langsameren Verlauf der Krankheit fihren wirdzu
werden viele biochemische und klinische Tests notlige
sein, darunter vor allem der standardisierte 6-Kéinu
Geh-Test, bei dem die Strecke in Metern gemesseh wi
die ein noch gehfahiger Duchenne-Junge in 6 Mingten
hen kann. Die technischen Einzelheiten dieses Teasts
den am 25. November 2009 v@naig McDonaldund
Mitarbeitern in der Zeitschrift Muscle and Nerve inter-
net online veroffentlicht.

Erste systemische Studie in EnglancEines der entschei-
densten vorklinischen Experimente zur Vorbereitdisg
ser vierten klinischen Studie waren 7 wdchentlidige
Injektionen in die Schwanzvene von mdx-Mausen ddie
nach mehr als 50% neues Dystrophin in den meikren i
Muskeln hatten im Vergleich zum Dystrophingehalt-no
maler Mause. Dieses neue Dystrophin blieb mindestén
Wochen lang stab{R1).

Nachdem zwischen August und November 2008 von
den drei britischen Behérden MHRA, GTAC und GOSH
diese systemische Studie genehmigt worden waelezhi
die ersten beiden Jungen Anfang 2009 ihre intrasemo
Injektionen von AVI-4658 in den Blutkreislauf. Insgamt
bekamen 12 noch gehfahige Duchenne-Jungen, die das
Skippen von Exon 51 brauchen, in 4 Gruppen von je 3
Jungen wdchentliche Injektionen 12 Wochen lang.1Bie
jektionen erfolgten hintereinander, so daf} ein¢espdBe-
handlung gestoppt werden kann, falls bei einerdréh
Probleme auftreten sollten.

Diese Studie ist wieder ein Dosis-Eskalativiessuch,
bei der die ersten Jungen eine sehr niedrige osi®H,5
mg/kg AO jede Woche bekamen, die bis 4,0 mg/kglfér
Jungen in der 4. Gruppe erhéht wurde. Fir einefiahte
alten Jungen, der 30 kg wiegt, bedeutete das, db/d4
Gramm des Medikamentes wahrend der ganzen Studie er
hielt. In friiheren Studien fur anderen Krankheitgarden
AO-Dosen bis zu 300 mg/kg/Tag gut vertragen. Da$ Zi
der Studie war es, die Sicherheit und Vertragliatie
bestimmen und auch mdgliche Anderungen der Muskel-
funktion und Muskelkraft zu finden. Die Behérderbba
inzwischen die Erlaubnis erteilt, zwei weitere Grap von
je 3 Jungen mit erhéhten AO-Dosen von 10 und 2kgig/
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Tag zu behandeln.

Obgleich eigentlich Biopsien an mehreren Mirske
notwendig waren, um zu beweisen, daf3 das in die Blu
bahn injizierte AO-Medikament in allen Muskeln Dys-
trophin produziert, wurde von den Behdrden nur &ie
opsie nach der Behandlung erlaubt. Diese Biopsielevu
bzw. wird am Bizeps der Jungen durchgefihrt.

Die Injektionen in dieser Studie erfolgten@reat
Ormond Street Hospital in London und in der Roydilr
mery in Newcastle upon Tyn&tephen B. Shrewsbuyy
Medizinischer Leiter von AVI Biopharma berichtetieei
die vorlaufigen Ergebnisse am 12. September 2009 au
dem Treffen der World Muscle Society in Genf. Egtsa
dal3 AVI-4658 von den behandelten Kindern gut vgera
wurde und daR keine von dem Medikament verursachten
Nebenwirkungen oder andere Probleme aufgetreten sin

AVI BioPharma hat einen grof3en Teil der Koslez
ser Studie Ubernommen, uRdancesco Muntonihat au-
Rerdem noch 1,3 Millionen US$ vom britischen Metica
Research Council dafiir bekommen.

Wie geht es weiterDie Firma Prosensa bereitet jetzt eine
systemische Studie zum Skippen von Exon 44 voe ein
lokale Studie wird dafir nicht gebraucht. Mit dehsgro-
Ren Pharmafirma GlaxoSmithKline (GSK) wird es eine
Zusammenarbeit geben. Die Pressemitteilung dartiber
konnt Thr im Internet sehenhttp://www.gsk.com/media/
pressreleases/2009/2009 pressrelease 10109.htm

GSK wird eine Vorauszahlung von 25 MillioneSU
Dollar leisten und in den nachsten Jahren 655 dfién
US-Dollar fiirs Exon-Skipping zur Verfligung stell&a-
mit wird die Entwicklung der AOs zum Skippen deroBz
51 und 44 bis zur Markteinfuhrung und alle Zusaszg
ben bezahlt und auch noch das Skippen zwei weitecer
ons. Dafiir bekommt GSK eine exklusive Lizenz fig di
Entwicklung und die weltweite Vermarktung diesegrvi
Exon-Skipping-Medikamente.

GSK bezahlt mit diesem Geld auch die nachsiBey
internationale Studie mit 150 Patienten zum Exon-51
Skippen. Wie bereits erwahnt, werden daran auctsdee
Kinder teilnehmen kénnen, die wahrscheinlich anidik

schen Zentren in Deutschland betreut werden. Irtd2bu

land gibt es, ganz UberschlagsmaRig gerechnet, ¥io/a
Duchenne-Jungen, fir die das Skippen von Exon 51 in
Frage kamen. Das sind die mit den Deletionen 23430,
50, 45-50, 47-50, 48-50, 49-50, 50, 52-63, und alieh
mit einem vorzeitigen Stopp in Exon 51. Wer also ei
Kind mit einer dieser Mutationen hat und bereiteyés

an der Studie teilnehmen zu lassen, der sollteesstdllen,
daf es in der deutschen TREAT-NMD-Datenbank regi-
striert ist,www.dmd-reqister.deDie Behandlung in dieser
grofRen Studie dauert fast ein ganzes Jahr. Bidale
Kinder behandelt sind, werden etwa anderthalb Jedre
gehen. Die Teilnahme erfordert einen grof3en Eindaitz
ganzen Familie, bitte lest noch einmal auf Seitevad
Kate Bushbydazu in meinem Interview mit ihr gesagt hat.

Sobald feststeht, dal3 das Skippen der Exonm&144
nicht nur neues Dystrophin in gentigender Mengedrerv
bringt, also mindestens 20 — 30% der normalen Menge
sondern dal3 auch die Muskelfunktionen sich eindeuti
verbessern, wird die Firma GSK zusammen mit Pr@sens
entscheiden, welche die beiden nachsten Exonsvagin
den, deren Skipping auch voll entwickelt wird.

Wie es dann weitergeht, welche Exons dannkdran
men, héngt von der weiteren Finanzierung ab und dae
von, dal’ Zulassungsvorschriften deutlich erlei¢hier-
den. Die Verhandlungen mit der EMEA, der europé&sch
Zulassungsbehorde, haben gut angefangen, Entsoheidu
gen werden aber auch hier erst mdglich sein, wénme
ternationale Studie ein Erfolg ist. Das alles with eini-
ge Jahre dauern, dariiber sollten wir uns alle areki
sein!

Die Studien mit den Morpholinos werden auclitave
gehen. Nach einem erfolgreichen Abschlul? der kives
Studien in England zum Skippen von Exon 51 wird AVI
Biopharma als nachstes das Skippen von Exon 50lentw
keln. Aber auch das vohurélie Goyenvallégn Oxford mit
sehr guten Ergebnissen getestete neue poteiete
kament PPMO, das eine Weiterentwicklung der Morphol
nos ist, ist eine Entwicklung von AVI. Das PPMO zum
Skippen von Exon 50 muf3, wie schon erwahnt, erstuda
gepruft werden, ob es wirklich ungefahrlich istsBrvenn
man weil3, daf} das so ist, kdnnen klinische Prifungé
Duchenne-Jungen durchgefiihrt werden.

Einige abschlielRende personliche Gedanken.

Liebe Freunde: Wie ich am Anfang sagte, habe ich diesen
Forschungsbericht und alle fritheren fir Euch gésbhn,
die Jungen und jungen Manner mit Duchenne-Muskel-
dystrophie und fir Eure Familien und Betreuer, al thr
besser versteht was getan wird, um diese Krankheit
stoppen. Ich hoffe, meine Worte waren nicht zu kibmp
ziert fur Euch. Aber ich weil3, dal3 Ihr wissen wolas
die Forscher fur Euch tun, deshalb werdet Ihr saimer
viele wissenschaftliche Tatsachen Bescheid wissierich
in diesem Bericht und in meinen friiheren erwahbeha
Wenn es damit Schwierigkeiten gibt, habt Ihr viehg
Freunde, die Medizin oder Biologie studiert hatmer
andere, die Euch helfen kénnen. lhr kénnt mich aloeh
direkt fragen auf Deutsch, Englisch, Franzdsisath 8pa-
nisch. Ich werde alle e-Mails und Briefe beantworge

gut ich kann, aber nicht immer gleich und nur agftidch

oder Englisch, ich kann die beiden anderen Spraotor
ohne zu viele Fehler schreiben.

Wissenschaftliche ForschungWenn lhr den ganzen Be-
richt gelesen habt, werdet Ihr feststellen, widevi&issen-
schaftler und ihre Teams alles tun, was sie kénnenso
schnell wie mdglich eine Therapie zu finden. AI8&8B7
das Dystrophin-Gen gefunden wurde und sein Protein,
dachten wir alle, daf3 jetzt endlich der Weg fréiféeeine
Behandlung, die sehr bald die Krankheit heilen wird
Doch jetzt, mehr als 20 Jahre spater, warten winém
noch auf diese Heilung oder wenigstens auf eineaftie,
die den Abbau der Muskeln verlangsamen kénnte.
Aber es zeigte sich, daf3 nicht nur der Kansgfeg die-
se Krankheit viel schwieriger war als wir es unsgestellt
hatten, auch der Fortschritt bei andern genetiséank-
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heiten, wie Mukoviszidose oder die vielen Formes de
Krebses, ist auch sehr langsam.

Lunsere” Krankheit, Duchenne-Muskeldystrophie
kénnte sogar die erste der haufigeren Erbkrankisin,
die eine genetische Therapie in der nicht zu fedugunft
haben wird.

Annemieke Aartsma-Rusagte einmal, ,die Duchenne-
Dystrophie hilft uns, sich selbst zu heilen”. Dh itiese
Worte in unserer Duchenne-Gemeinschaft verbreitalf w
te, meinte sie, sie hatte sie eigentlich wart-Jan van
Ommen“gestohlen”, der gesagt hatte ,die Krankheit will
geheilt werden“. Das scheint tatséchlich so zu,siEnn

die Duchenne-Muskelzellmembranen haben Risse und L{

cher, durch die die AOs leicht in die Zellen hideimmen
kénnen, um dort ihre heilende Arbeit zu vollbring&ie in
gesunde Muskeln hineinzubekommen, ist viel schgyari

Mutationsdiagnose.Wie lhr gesehen habt, ist Exon-Skip-
ping einemutationsspezifischBechnik. Das heif3t, die ge-
naue Mutation des Patienten muf3 bekannt sein, vor
eine solche Therapie bekommen kann. Am meisten wird
jetzt die MLPA-Methode angewendet zur Bestimmung
von Deletionen und Duplikationen nicht nur in Duche-
Patienten, sondern auch in Ubertragerinnen. Seiesh

die Mutation des Patienten in der Familie nichtdrek ist
oder nicht mehr bestimmt werden kann, findet matnde
MLPA-Methode Deletionen und Duplikationen in den
Muttern oder anderen Frauen, die mit ihnen verwamit.
Dies ist wichtig fiir eine rechtzeitige genetiscterd8ung,
die die Geburt von weiteren Duchenne-Jungen in der
GroRfamilie vermeiden kann. Aber wenn einer Frael, d
ein Risiko hat, gesagt werden kann, darksiaeUbertra-
gerin ist, kann sie ermutigt werden, Kinder zu bakeen,
ohne eine Wiederholung der Krankheit zu furchtearib
das allgemeine Risiko hinaus.

Registration. Alle Jungen und jungen Manner mit Du-
chenne sollten ihre persénlichen Daten in einerti2noe-
Datenbank ihres Landes registrieren lassen, dieiater
nationalen Register-Netz gehért, das von TREAT-NMD
(www.treat-nmd.eu/registjyangeboten wird. Dies wiirde
es erlauben, Teilnehmer an klinischen Studienrmefn

fur Therapien von Patienten mit ungewdhnlichen Mota
nen. Und es wirde auch sicherstellen, dal3 dierRatie
und ihre Familien Zugang zu den neuesten Informatio
Uber Forschungsergebnisse und die medizinische®Betr
ung haben. Das Duchenne-Register in Deutschlana kan
unterwww.dmd-register.dém Internet erreicht werden.

Vorsicht mit Wundermitteln und -behandlungen. Eine
Behandlung, die fur lange Zeit sicher und wirksam i
kann nur nach sorgfaltigen Forschungen mit wisdeaftc
lichen Methoden entwickelt werden. Wenn Ihr Wunder-
Medikamente im Internet seht, oder Wunder-Behandlun
gen angeboten bekommt, die Tausende von Dollans ode
Euros kosten, und Ihr meint, darauf eingehen zusenijs
dann fragt bitte zuerst die Wunder-Verkaufer, wéési
Duchenne-Jungen sie schon geheilt haben, wieesidizsi
gnostiziert haben und was dabei herausgekommen ist,
wieviel neues Dystrophin sie in ihren Muskeln gefen
haben, ob ihre Muskelfunktionen verbessert wurdehin
welcher wichtigen medizinischen Zeitschrift sie Hie

gebnisse veroffentlicht haben. Wenn das, was arngebo
wird, wirklich einen Wert haben sollte, dann fr&gtch,
warum nicht Tausende von Familien mit ihren kranken
Kindern zu diesen Wunderheilern gehen. Seid vatigich
sonst werdet Ihr sehr viel Geld verlieren, einel3gré&nt-
tduschung erleben und moglicherweise Eurem Kind
schweren Schaden zufiigen.

Anerkennung fur meine Berichte.Unser Bundesprasi-
dent,Horst Kohler, hat mir das Bundesverdienstkreuz fur
das Schreiben meiner Forschungsberichte verliehen.
Staatssekretdsundolf Fleischervom Baden-Wurttem-
bergischen Finanzministerium hat es mir in eineirpe
druckenden Feierstunde am 5. Februar in der S@&itke
lehof in Hinterzarten Gibergeben. Ich nutzte diee@eh-
heit, den etwa 120 Zuhdrern die Lage der Familign m
Duchenne-Kindern in Deutschland zu erklaren. laelng
danach eine Korrespondenz mit 12 Bundespolitikeim,
schlieRlich des Bundesprasidenten und seiner [Evau
Luise Kohler, die sich um Menschen mit seltenen Krank-
heiten kimmert. Ich werde diese Kontakte mit deei Zi
weiterverfolgen, um darauf aufmerksam zu machet, we
che finanziellen Probleme es gibt, um die mehi &
weiteren Exon-Skipping-Medikamente zu entwickele, d
notig waren, um etwa 80% aller Duchenne-Patieniesed
genetische Technik als wirksame Therapie anbiaien z
kdnnen.

Und am 21. Mé&rz gab mir digaetano-Conte-Akade-
miein Neapel ihren diesjahrigen Preis fiir Sozialesnbei
Treffen deMediterranean Society of Myology Nicosia
auf Zypern. Ich bedankte mich mit einem Vortraggdém
ich zeigte, wie ich den Duchenne-Patienten unchilfia-
milien das Skippen von Exon 51 erkléare. Wer didDi-
positive meines englischen Vortrags haben méclete, d
schreibe mir bittegscheuerbrandt@t-online.deie Dias
gehen ziemlich in Einzelheiten und haben auch Aele
mationen, Ihr werdet sie also verstehen, auch atgiaen
Vortrag dazu héren zu mussen.

Dieser Bericht hat Bilder. Dieser Bericht ist der erste mit
Bildern, die Euch helfen werden, meine Erklarungen
verstehen. Er enthalt auch Bilder von einigen Wisse
schaftlern, die mit ihren Mitarbeitern daran arbejteine
Exon-Skipping-Therapie fur unsere Jungen zu finden.
Hier ist noch ein wei-

teres Bild, das einer

ganz besonderen Dame

zusammen mit drei

Kindern. Dies isPat

Furlong, die Prasiden-

tin des amerikanischen

Parent Project Muscu-

lar Dystrophy PPMD,

auf einem Bild, das ich

letztes Jahr beim Tref-

fen des PPMD in Phila-

delphia aufgenommen

habe. Manche von

Euch werden sie per-

sonlich kennen und die

meisten werden wissen, was sie getan hat und imowr
tut, um die Forschung nach einer wirksamen Duchenne
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Therapie zu beschleunigen, damit sie hoffentlictvémi-
gen Jahren zur Verfligung steht. Wir kdnnen ihr ingeh
nug dankbar sein fur das, was sie tut!

Zum Schlufd méchte ich Euch noch meine Gedanken zu
einer Frage schreiben, die ich immer wieder zu tve@m
ten habe:

Warum muf3 mein Sohn diese schreckliche Krankheit
haben?Diese Frage lese ich oft in e-Mails von tberall in
der Welt vor allem von den Muttern mit Duchenne-Kin
dern. Obgleich ich es in meinem Beruf nicht geléadte,
mit dieser Frage professionell umzugehen, versiathsie
hier mit meinen eigenen Worten zu beantworten:
Duchenne-Muskeldystrophie ist nicht neu wi®8]
weil sie auch in Mausen, Ratten, Katzen, Hunden und
Pferden gefunden wurde und weil sie deswegen wahr-
scheinlich in allen Tieren mit Muskeln vorkommte Svar
also schon lange da, bevor wir uns von unserrstieen
Vorfahren unterschieden. Sie ist ein Unfall der Iation.
Ohne Mutationen, die zufalligen Anderungen der giene
schen Information, waren wir gar nicht hier und Rest
des Lebens auch nicht. Einige der Mutationen sind*,
weil sie das Leben verbessern und voranbringem,dibe
meisten sind ,schlecht” und gefahrlich, weil siedTund
Krankheit vor und nach der Geburt mit sich bringen.
Die Mutationen, die Duchenne-Muskeldystroplee-

ursachen, bestrafen Euch nicht, die kranken Juragar,
Eure Mutter, die das geschadigte Gen an Euch weiger-
ben haben. Die Mutationen passieren einfach, whbise
lich meistens bei Fehlern, wenn das Gen bei détetel
lung verdoppelt wird.

Ich méchte keine religidsen Fragen bespredtiengi-
nem hier leicht in den Sinn kommen, sondern nuerein
Gedanken sagen: Die Natur scheint blind zu hanolete
Rucksicht auf diejenigen, denen sie wehtut. Ancheries
hat eine lange Reihe ihrer guten Mutationen unseuGe-
hirn gegeben, die komplizierteste Struktur im Wegltas
viele Probleme I6sen kann, auch wie man diese lénfal
repariert, die Duchenne-Dystrophie verursacht habes
ser Bericht zeigt Euch, dal’ genau das gerade passie

Ich schicke Euch allen herzliche GriiRe von meinen A
beitsplatz in Breithau im Schwarzwald.

Dr. rer. natGiinter Scheuerbrandt

Im Talgrund 2, 79874 Breithau

E-Mail: gscheuerbrandt@t-online.de
Internet:www.duchenne-information.eu

Wissenschaftliche Originalarbeiten

Wenn lhr eine oder die andere wissenschaftlicheibitm
englischen Original lesen méchtet, geht im Intemet
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entramd schreibt in das
Kéastchen ,search® mit kleinen Buchstaben die Naman
einem oder zwei Autoren, z.B. van deutekom jct.kiimnt
dann die Zusammenfassung der Arbeit ohne Bezahlung
lesen und ausdrucken und in manchen Fallen auch die
ganze Arbeit. Das Herunterladen der neueren Anbéibe
stet allerdings etwa 10 bis 30 USS$.
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Danke! Ich danke allen, die ich gebeten hatte, mir beim
Schreiben dieses Berichtes zu helfen, indem siaamai-
sammenfassungen ihrer Arbeit liberpriften und Anderu
gen und Verbesserungen vorschlugen, wo sie nétigriva
Annemieke Aartsma-Rus, Aurélie Goyenvalle, Judih v
Deutekom, Kate Bushby und Terry Partridge. Ich @éank
auch TREAT-NMD und PPMD fir ihre finanzielle Unter
stutzung. Hier sind ihre vollstandigen Adressen Kind-
taktinformationen:

TREAT-NMD. Prof. Kate Bushby

Institute of Human Genetics

University of Newcastle upon Tyne, NE1 3BZ, UK
*44-191-241-8621, Internetvww.treat-nmd.eu

Parent Project Muscular Dystrophy, Patricia Furlong
1012 North University Blvd.

Middletown, OH 45042, USA

*1-513-424-0696, Internetvww.parentprojectmd.org

Dieser Bericht wird von Zeit zu Zeit aktualisiert wer-
den. Ihr kénnt die jeweils neueste Version auf Englisc
Deutsch und Spanisch auf meinen Internetseitemsehe
www.duchenne-information.eort stehen auch altere
Berichte Uber die PPMD-Treffen in Cincinnati 200&lu
Philadelphia 2007 und Gber das ActionDuchenne-&nreff
in London 2006, sowie einige Interviews. Wer meine
kiinftigen Berichte per e-Mail erhalten méchte, d0tsie
fertig sind, der schicke mir bitte seine e-Mail-Adse an
gscheuerbrandt@t-online.de

Unser Poster-Kind.

Dies ist der 5 Jahre alte Christian, den wir 1985umse-
rem CK-Friiherkennungstest auf Duchenne-Muskel-
dystrophie fanden, als er 4 Wochen alt war.

Er ist einer der etwa halben Million Duchenne-Junged

jungen Méanner in der Welt, fiir die alle unsere Arge-
tan wird.
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Molekulare Einzelheiten des Skippens von Exon 51

Bei den klinischen Versuchen in Holland und Englamal Exon 51 geskippt. Hier erklare ich die molklten Einzelheiten
dieses Skippings bei einem Patienten mit der Bedaton Exon 50. Das Ziel dieses Skippens ist es] daeraster in der
mRNA wiederherzustellen, das durch die Deletion Egon 50 im Dystrophin-Gen verschoben worden war.

Zunéchst zeige ich Teile der BasensequenzenAmfang und Ende der Exons 50 und 51 der mRNAndesalenDystro-
phin-Gens und auch vom Ende von Exon 49 und derarfgnon Exon 52. Im Exon 50 sind 29 Codons nicfgefiihrt und
auch nicht 52 Codons im Exon 51. Unter jedem Cadeht der abgekiirzte Name der Aminosaure im DysineProtein, die
von dem Codon determiniert wird. (Die Aminosaurasraen in den Ribosomen aneinandergereiht, wobePdaein Dystro-
phin entsteht. Sie sind nicht mit den Codons vedeur) Die Codons folgen aufeinander ohne Zwischanei die Bindestri-
che zeigen nur das Leseraster an und die senkreStriehe die Grenzen der Exons. Die drei BaserveeseckterStoppsi-
gnals UGA sind rot markiert. Exon 50 hért nach eiesten Base des letzten Codons auf, das dann zurklCdén ersten bei-
den Basen von Exon 51 komplettiert wird (blau etk

Ende Exon 49 | Start Exon 50 Ende Exon 50 | Start Exon 51

---CAG-CCA-GUG-AAG | AGG-AAG-UUA-GAA---AUU-GGA- GCCU | CUCCU-ACU-CAG-ACU-

gln pro val lys | arg lys leu glu ile gly ala ser| pro thr gin thr

verstecktesgptcodon

---GUU-ACU-CUG-G = UG-ACA-CAA---AAA-CUA-GAA-AUG-CCA-UCU-UCC-UUG-AUG-UUG-GA5---

val thr leu val thr gin lys leu glu met pr o ser ser leu met leu glu

Ende Exon 51 | Start Exon 52
---AUG-AUC-AUC-AAG-CAG-AAG | GCA-ACA-A UG-CAG-GAU-UUG---
met ile ile lys gin lys | ala thr m etgln asp leu

Wenn Exon 50 im Gen und also auch in der mRNA @atast, folgt auf Exon 49 direkt das Exon 51. ®ieerschiebt das Le-
seraster im Exon 51 um eine Base nach rechts mKalesequenz, daf3 in den Ribosomen acht falschendséuren in die
wachsende Dystrophinkette eingebaut werden, bigefdtich das zuvor versteckte, aber jetzt akti@grorzeitige Stoppsignal
UGA erreicht wird. Die verschobenen Basensequennérdie falschen Aminosauren sind rot markiert. yathese des Pro-
teins Dystrophin wird vorzeitig abgebrochen, esiitlanfertig und wird zerstort. Dadurch entwicksitth Duchenne-Muskel-
dystrophie.

Ende Exon 49 | Start Exon 51
---CAG-CCA-GUG-AAG | CUC-CUA-CUC-AGA-CUG-UUA-
gin pro val lys | leu leu leu arg leu leu
aktives Stoppcodon Antisense-Oligoribonuklebti

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

Ende Exon 51 | Start Exon 52
AU-GAU-CAU-CAA-GCA-GAA-G | GC-AAC-AAU-GCA-GGA-UUU---

Das von den hollandischen Forschern verwendete-skippende Antisense-Oligoribonukleotid PRO051r biau markiert,
bindet sich durch Watson-Crick-Paarung an 20 Basdaxon 51. Es blockiert dort die ESE-Sequenz zdim Spleif3en not-
wendig ist, und verursacht das Skippen von Exom%fer mRNA desnutiertenGens, die in diesem Beispiel die Sequenz des
Exons 50 nicht enthélt.

Wenn zusétzlich zum deletierten Exon 50 damnE durch Skippen entfernt wurde, dann folgtiaxdn 49 direkt Exon
52. Das Leseraster ist nicht mehr gestort, weilrE4® mit einem vollstdndigen Codon aufhdrt und Exg@rmit einem voll-
standigen Codon von drei Basen anfangt.

Ende Exon 49 | Start Exon 52
---CAG-CCA-GUG-AAG | GCA-ACA-AUG -CAG-GAU-UUG---
gln pro val lys | ala thr met gln asp leu

Jetzt gibt es kein vorzeitiges Stoppsignal mehExan 52 oder spéter, aber 77 Aminosauren fehlerdeon3.685 des norma-
len Proteins, diejenigen, deren Information in @equenzen der Exons 50 und 51 enthalten war. Blienfén mittleren Teil
des verkurzten Dystrophins, dessen Funktion ablrsgheinlich wenig beeintrachtigt ist, so dal’ diengeren Symptome der
Duchenne- in die weniger schweren der Becker-Musistiophie abgeschwacht werden.
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