
 1 

                            
 

Wege der Forschung nach einer Therapie der Duchenne-Muskeldystrophie. 
 

Teil 1: Exon-Skipping. 
 

Erste Aktualisierung, veröffentlicht am 10. Dezember 2009. 
 
Dies ist der im November/Dezember 2009 aktualisierte 
Bericht über Exon-Skipping – die am weitesten vorange-
schrittene genetische Technik für eine wirksame Therapie 
der Duchenne-Muskeldystrophie –, den ich Ende April zu-
erst auf Englisch und im Juli 2009 auf Deutsch veröffent-
licht habe. Er ist der erste Teil eines umfassenderen Tex-
tes, den ich, Dr. Günter Scheuerbrandt, Biochemiker aus 
Deutschland, für Euch schreibe, die Duchenne-Jungen und 
jungen Duchenne-Männer, für Eure Familien und Betreu-
er, die  wissen möchten, wie weit die Wissenschaftler und 
Kliniker mit ihren Forschungsarbeiten vorangekommen 
sind. Wie alle meine Berichte ist auch dieser keine wissen-
schaftliche Veröffentlichung mit vielen schwierigen Wor-
ten, denn ich habe versucht, ihn so zu schreiben, damit Ihr 
versteht, was für Euch in den Laboratorien geschieht, 
selbst wenn Ihr nicht moderne Biochemie und Genetik ge-
lernt habt. 
     Im zweiten Teil des Berichtes, der im April 2010 fertig 
sein wird, werde ich die neuesten Ergebnisse mehrerer an-
derer therapeutischer Wege zusammenfassen: die Übertra-
gung des Dystrophin-Gens in die Muskelzellen, die Ver-
wendung von Stammzellen, das Hochregulieren von 
Utrophin, und eine Reihe von pharmakologischen Metho-
den.   
     Da ich Biochemiker bin und kein Arzt, enthält dieser 
wie alle anderen meiner Berichte nur Informationen über 
die therapeutische Forschung, aber nicht über die Behand-
lung und Betreuung der Duchenne-Patienten.     
     Ich habe diesen Text, wie alle meine früheren Berichte, 

zuerst auf Englisch geschrieben und ihn jetzt ins Deutsche 
übersetzt. Es gibt ihn auch auf Spanisch, übersetzt von Ri-
cardo Rojas in Mexiko, der selbst eine Becker-Muskel-
dystrophie hat. Ihr könnt alle meine neueren Berichte und 
Interviews auf Deutsch, Englisch und Spanisch auf meinen 
Internet-Seiten sehen und von dort herunterladen: 
www.duchenne-information.eu. Übersetzungen in andere 
Sprachen, z.B. ins Japanische, gibt es auch.  
     Verglichen mit der ersten Version, enthält dieser aktua-
lisierte Text vor allem die Ergebnisse der lokalen briti-
schen und der systemischen holländischen klinischen Stu-
dien zum Skippen von Exon 51, der positiven Tierversu-
che mit einem modifizierten Antisense-Medikament, sowie 
eine Reihe von Korrekturen und Verbesserungen.  
     In den Zusammenfassungen nenne ich nur die Namen 
der Leiter der Laboratorien, obgleich sie Kollegen und 
Studenten haben, die in einem Team an den Projekten ar-
beiten, über die ich hier berichte. Aber es ist unmöglich, 
sie alle aufzuzählen. Ich schreibe die Namen der Wissen-
schaftler ohne ihre akademischen Titel, die meisten sind 
Professoren und alle haben einen medizinischen oder na-
turwissenschaftlichen Doktortitel.  
     Zahlen in Klammern, z.B. (12), weisen auf einige wich-
tige Veröffentlichungen hin, die ich am Ende des Berichts 
aufgelistet habe.  
     Wenn Ihr Fragen zum Exon-Skipping oder anderer Du-
chenne-Forschung habt, schickt mir bitte ein e-Mail an 
gscheuerbrandt@t-online.de. Ich werde versuchen, sie alle 
zu beantworten, aber nur auf Deutsch oder Englisch.

 
Wie Gene die Herstellung der Proteine dirigieren. 

 
Gene sind funktionelle Einheiten des genetischen Mate-
rials Desoxyribonukleinsäure, englisch und auch hier 
abgekürzt DNA.   
     Die DNA sieht wie eine umeinandergedrehte Leiter 
aus, die Doppelhelix, die 1953 von James Watson and 
Francis Crick beschrieben wurde (siehe nächste Seite).   
     Jede Stufe dieser Leiter enthält zwei der vier ver-
schiedenen kleinen Moleküle, die Basen Adenin, Gua-
nin, Thymin und Cytosin (A, G, T, C). Wir können sie 
die genetischen Buchstaben nennen. In jeder Stufe  ist 
nur Platz für zwei Basenkombinationen, die Basenpaa-
re A-T oder G-C. Dies ist die Struktur der vier Basen 
und ihre englischen Namen:  

 
 
     Wenn z.B. –GGCTTAATCGT– die Sequenz, die 
Reihenfolge, der Basen auf einem der Stränge der DNA 
ist, muß die Sequenz dieser Basen auf dem anderen 
Strang der DNA komplementär dazu sein, also –
CCGAATTAGCA–, so daß A immer gegenüber von T 
steht und G gegenüber von C, weil diese Basenpaare 
dann immer genau zwischen die beiden Stränge passen: 
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-GGCTTAATCGT- 
|||||||||||  

-CCGAATTAGCA- 
 
Diese Sequenz der Basen, der 
genetischen Buchstaben, ist die 
genetische Information für die 
Entwicklung und Erhaltung 
eines lebenden Organismus, sie 
wird von einer Generation an 
die nächste weitergegeben.  
     Die meisten Gene enthalten 
die Information für die Biosyn-
these von Proteinen, auch Ei-
weiße genannt. Im Zellkern 
wird diese genetische Informa-
tion exprimiert, sie wird trans-
kribiert , d.h. in Form einer 
anderen genetischen Substanz 
abgeschrieben, die auf Englisch 
premature messenger ribo-

nucleic acid heißt, abgekürzt pre-mRNA. Die deutsche 
Übersetzung wäre „vorläufige Boten-Ribonuklein-
säure“. Aber oft wird auch im Deutschen die englische 
Bezeichnung verwendet, wie hier auch.   
     Die meisten Gene bestehen aus aktiven oder kodie-
renden Abschnitten, den Exons, die die Information für 
die Proteine enthalten, und aus den oft sehr viel länge-
ren Introns, die nicht nur, wie man früher meinte, gene-
tischer Abfall sind, sondern auch die Aktivität der Gene 
kontrollieren. Die Ribonukleinsäuren, die RNAs, ver-
wenden die Base U, Uracil, anstelle der ähnlichen Base 
T der DNA.  
     Nach der Transkription und noch innerhalb des Zell-
kerns werden die Introns aus der pre-mRNA entfernt 
und alle Exons miteinander verbunden, zusammen-
gespleißt. Es entsteht die messenger RNA, mRNA, die 
nur die Exons enthält, die genetische Information für 
die Biosynthese eines Proteins.   
     Spleißstellen sind bestimmte Sequenzen innerhalb 
der Exons und an den Grenzen zwischen Exons und In-
trons, die für die korrekte Entfernung der Introns aus 
der pre-mRNA notwendig sind. Das Spleißen selbst 
wird von Spleißosomen durchgeführt, einem Komplex 
aus vielen Proteinen und kleinen RNAs.    
     Um Euch zu zeigen, wie weit die wissenschaftliche 
Forschung jetzt Funktionen lebender Zellen versteht, 
zeige ich hier Stereobilder von einer der 5 Strukturen, 
aus denen die Spleißosomen in menschlichem Gewebe 
bestehen. Die molekulare Struktur dieses Komplexes, 
genannt U1 snRNP,  small nuclear ribonucleoprotein, 
wurde in der Zeitschrift Nature am 26. März 2009 ver-
öffentlicht (1). 
     Allein dieser U1-Komplex ist aus 10 Proteinen und 
einer RNA zusammengesetzt. Ihr könnt die Struktur 
dreidimensional sehen, wenn Ihr das linke Auge auf das 
linke Bild und des rechte Auge auf das rechte Bild rich-
tet. Das geht nach einiger Übung ohne ein Instrument. 
Ihr seht dann drei Bilder, das mittlere sehr eindrucksvoll 
räumlich in drei Dimensionen. Die orangefarbene Linie 
U1C-70 K ist das wichtigste Protein, das die Exon-In-
tron-Grenzen erkennt und den eigentlichen Spleißvor-

gang durchführt. 
     Diese Bilder sind sehr abstrakt. In Wirklichkeit gibt 
es dort keine Farben, denn alles sieht aus wie ein grauer 
Brei. Ich erwähne diese neuen Forschungsergebnisse 
nicht nur, weil sie zeigen, wie moderne Wissenschaft 
dargestellt werden kann, sondern weil ein ähnlicher 
Komplex, eine U1-snRNA und eine modifizierte U7 
snRNA, bereits für die Kombination von Exon-Skip-
ping und Gentransfer verwendet werden (siehe Seite 
11).    
 

 
     Nach dem Spleißen der Exons zur mRNA verläßt 
diese Nukleinsäure, die wesentlich kürzer als das Gen 
ist, den Zellkern und wandert zu den Ribosomen im 
Zytoplasma außerhalb des Kerns, in denen die Proteine 
zusammengebaut werden  
 
Der genetische Code. Um die Sprache der Gene in die 
Sprache der Proteine zu übersetzen, ist die Information 
auf der DNA der Gene und auf der mRNA in geneti-
schen Worten geschrieben, die jeweils aus drei Buch-
staben, drei aufeinanderfolgenden Basen, bestehen, die 
Codons genannt werden. Sie spezifizieren, sie bedeu-
ten, mit drei Ausnahmen, immer eine von 20 verschie-
denen Aminosäuren, den Bausteinen der Proteine, ge-
mäß des genetischen Codes. Es gibt 64 verschiedene 
Codewörter. Hier sind einige Beispiele der RNA-
Wörter:     
 
GUU = Valin, AGC = Serin, AUG = Methionin,  
CCA = Prolin, UUU = Phenylalanin, GCA = Alanin, 
GCG = Alanin, usw.  
 
     Die meisten Aminosäuren haben mehr als ein Code-
wort. Zwischen den Wörtern sind keine Zwischenräu-
me. Deswegen bestimmt das erste Codewort am Anfang 
eines Gens und seiner mRNA – es ist immer ATG bzw. 
AUG – ein Leseraster. Wenn dieses Raster um ein oder 
zwei Buchstaben verschoben ist, verändert sich die Be-
deutung der Codewörter. Dies ist wichtig, um zu verste-
hen, wie Exon-Skipping funktioniert.  
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     In den Ribosomen werden die genetischen Codewör-
ter der mRNA abgelesen und in die Sprache der Protei-
ne übersetzt, Translation. Die Proteine werden aus vie-
len, oft Tausenden von Aminosäuren zusammengesetzt.  
     Die drei erwähnten Ausnahmen sind die RNA-Wör-
ter UAA, UAG und UGA, die Stopp-Codons sind, an 
denen das Aneinanderreihen der Aminosäuren in den 
Ribosomen angehalten wird. Das geschieht normaler-
weise, wenn das Protein fertig ist.   
     Wenn Euer Computer mit dem Internet verbunden 
ist, könnt Ihr einen Film sehen, der zeigt, wie aus einem 
Gen durch Kopieren die RNA entsteht, die zu einem 
Ribosom wandert, wo ihre Information zum Zusam-
mensetzten des Proteins benutzt wird und zwar in der 
natürlichen sehr hohen Geschwindigkeit.  
     Klickt bitte gleichzeitig auf die Strg-Taste und auf 

www.youtube.com/watch?v=D3fOXt4MrOM&feature=
related  und dann rechts neben dem HQ-Button auf das 
rote Rechteck. Ihr seht dann den Film auf dem ganzen  
Bildschirm, und wenn Ihr gleichzeitig Euren Lautspre-
cher einschaltet, könnt Ihr die Erklärung dazu auf Eng-
lisch hören.  
     Die Geschwindigkeit, mit der die Ribosomen die ge-
netische Information der mRNA lesen und die Amino-
säuren zur Kette eines Proteins aneinanderreihen, ist vor 
kurzem gemessen worden (26). Im Durchschnitt wird 
alle 2,9 Sekunden eine weitere Aminosäure an die 
wachsende Kette angehängt. Da das Dystrophin-Pro-
tein, das die Muskelzellen stabilisiert, aus 3.685 Amino-
säuren besteht, dauert es etwa drei  Stunden, bis die ge-
samte Kette dieses sehr langen Proteins fertig  ist.    

 
Das Dystrophin-Gen und sein Protein. 

 
Duchenne-Muskeldystrophie trifft nur Jungen – etwa je-
den 3.500. Neugeborenen –, weil Frauen, wenn sie geneti-
sche Überträgerinnen sind, die Krankheit im Durchschnitt 
auf die Hälfte ihrer Söhne vererben. Manchmal tritt sie 
auch ganz neu in einer Familie auf. Diese noch unheilbare 
Erbkrankheit wird durch Mutationen des bei weitem größ-
ten unserer 20.488 Gene verursacht, des Dystrophin-
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 in 79 Exons angeordnet sind, den aktiven 
Genabschnitten. Gezeigt sind auch die 7 Promotoren, die 
Startstellen für die Produktion des normal langen und der 6 
kürzeren Versionen des Proteins. Nach dem Spleißen ent-
hält die mRNA nur 11,058 genetische Buchstaben, nur 
0,5% der Buchstaben des ganzen Gens. In den Ribosomen 
wird das Protein Dystrophin gemäß der genetischen In-
formation der mRNA aus 3.685 Aminosäuren zusammen-
gebaut, die zur Synthesestelle von einer weiteren Sorte 
RNA gebracht werden, den Transfer-RNAs oder tRNAs.    
 

 
 
     Das Dystrophin hat eine stabförmige Struktur aus 24 
wiederholten Aminosäure-Sequenzen, die an 4 Stellen von 
Gelenkregionen unterbrochen sind. Die beiden Enden wer-
den N-Terminus und C-Terminus genannt, und es gibt 
auch eine Region mit vielen Cystein-Aminosäuren, die 
Schwefel-Atome enthalten. Rechts unten ist ein Quer-

schnitt durch Muskelgewebe gezeigt mit Dystrophin in den 
Zellmembranen, das mit fluoreszierenden Antikörpern 
sichtbar gemacht ist.    
 
Die Größe des Dystrophin-Gens und -Proteins. Die 
Doppelhelix-Struktur des Dystrophin-Gens ist 0,75 mm 
lang. Zusammen mit den anderen etwa 20.000 mensch-
lichen Genen paßt es in den Zellkern mit nur 0,01 mm 
Durchmesser, weil das genetische Material extrem dicht 
gepackt ist. Ein Molekül des normal langen Dystrophins 
ist viel kürzer als sein Gen, es ist 125 nm, Nanometer,  
= 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-Moleküle.  
      

Der Dystrophin-Glykoprotein-Komplex. 
 

 
Die Aufgaben des Dystrophins. Dystrophin wird für 
die mechanische Stabilität der Muskelzellen gebraucht. 
Es befindet sich auf der Innenseite der Muskelzellmem-
branen. Eines seiner Enden, der C-Terminus, ist durch 
eine Gruppe anderer Proteine, durch den Dystrophin-
Glykoprotein-Komplex, in der Zellmembran veran-
kert, und das andere Ende, der N-Terminus, ist mit den 
Actin-Strukturen innerhalb der Muskelzellen verbun-
den. Der Mittelteil des Dystrophins besteht aus umein-
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andergedrehten und mehrfach in sich selbst gefalteten 
Aminosäureketten. 
     Wenn die Kontraktion der Muskelzelle das Dystro-
phin-Protein zwingt, seine Länge zu verändern, kann es 
sich wegen seiner gefalteten Struktur wie eine Feder 
oder ein Stoßdämpfer verhalten. Das Dystrophin über-
trägt dadurch die mechanische Energie, die von dem 
Actin-Myosin-Kontratktionssystem erzeugt wird, auf 
die Muskelzellmembranen und die außen darüberlie-
genden Strukturen, das Bindegewebe und die Sehnen, in 
einer ausgeglichenen Art, die die Membranen nicht 
überdehnt. 
     Dystrophin hat noch mehr Aufgaben: Es organisiert 
die komplizierte Struktur des Dystrophin-Glykprotein-
Komplexes und die Anordnung vieler anderer Proteine. 
Es sorgt auch z.B. für die korrekte Kalzium-Konzentra-
tion in den Zellen und reguliert das Muskelwachstum. 
Viele Einzelheiten dieser komplizierten Zusammenar-
beit zwischen den zahlreichen Einzelteilen einer leben-
den Zelle sind noch nicht bekannt. 
     Duchenne-Jungen haben kein oder nur sehr wenig 
Dystrophin in ihren Muskelfasern. Wenn seine schüt-
zende und organisierende Wirkung ausgefallen ist, zer-
reißt die Muskelkontraktion die Zellmembranen, so daß 
zuviel Kalzium in die Fasern eindringen kann. Das 

überschüssige Kalzium aktiviert dann Enzyme wie Kal-
pain und andere Proteasen, die die Muskelproteine zer-
stören und zum Absterben der Zellen führen, zur Apop-
tose. Die Konsequenzen sind weitere Vorgänge wie 
Entzündungen und die Aktivierung der Fibroblasten, so 
daß es zur Fibrose kommt, der Entwicklung von Nar-
bengewebe, das die Muskelregeneration verlangsamt 
und die typischen Symptome älterer Duchenne-Patien-
ten verursacht. 
     Jungen mit der langsamer verlaufenden Becker-Dys-
trophie haben weniger als normale Mengen von Dys-
trophin, das auch meistens kürzer ist. Es kann zwar im-
mer noch seine Aufgaben erfüllen, jedoch nicht so gut 
wie das normale Protein. 
     Nicht nur die Skelettmuskeln sind vom Fehlen des 
Dystrophins betroffen, sondern auch die glatten und die 
Herzmuskeln. Schädigungen der Herzmuskeln verursa-
chen eine Kardiomyopathie, und die Schwäche der glat-
ten Muskulatur hat weitere Konsequenzen, z.B., die 
Blutgefäße geben weniger leicht nach, wenn der Blut-
durchfluß zunimmt, was zu Atmungs- und anderen Pro-
blemen führen kann. Und auch das Verdauungssystem 
wird betroffen, wenn die Darmbewegungen schwächer 
werden. Die Veränderungen eines einzigen Gens kön-
nen also den ganzen Körper in Mitleidenschaft ziehen. 

 
Exon Skipping 

 
Die Aufgabe der Forschung. Ein gesunder 5 Jahre alter 
Junge, der 30 kg wiegt, hat etwa 12 kg Muskeln, die 1,5 
Billiarden (1.5 x 1015) Dystrophin-Moleküle enthalten. Ein 
5jähriger Duchenne-Junge hat nur noch 6 kg seiner Mus-
keln, die praktisch kein Dystrophin mehr haben, weil die 
Information des geschädigten Gens bei der Biosynthese 
des Proteins nicht mehr korrekt gelesen werden kann. Um 
seine noch übriggebliebenen Muskeln wieder einigerma-
ßen funktionsfähig zu machen, müssen etwa 30% der nor-
malen Menge Dystrophin wieder entstehen und das ganze 
Leben lang bleiben (2), das wären 200 Billionen Moleküle 
(200 x 1012) in seinen 6 kg Muskeln. Das neue Dystrophin 
muß nicht genau die gleiche Länge und Form des norma-
len Dystrophins haben, es kann kürzer sein, aber es muß 
noch einigermaßen funktionieren.   
 
Exon-Skipping, eine genetische Duchenne-Therapie. 
Bei einer Diskussion in der Mitte der 90er Jahre erklärte 
mir Gertjan van Ommen von der Universität Leiden in 
den Niederlanden wie eine genetische Therapie diese Auf-
gabe über lange Zeit und ohne ernste Nebenwirkungen er-
füllen könnte. Sie wird jetzt Exon-Skipping genannt und 
wurde während der letzten 15 Jahre von seiner und ande-
ren Forschungsgruppen vor allem in Japan, Australien, 
England und den Vereinigten Staaten soweit entwickelt, 
daß sie nicht nur an kranken Mäusen und Hunden, sondern 
jetzt schon an Duchenne-Patienten getestet wird.     
     Lokale und systemische klinische Studien – an einem 
einzigen oder allen Muskeln – zum Skippen von Exon 51 
der pre-mRNA in Duchenne-Jungen wurden und werden 
mit Hilfe und der teilweisen Finanzierung der holländi-
schen Firma Prosensa bereits durchgeführt in Leiden, Lö-
wen und Göteborg, und in London und Newcastle unter 

der Leitung des MDEX-Konsortiums durch die amerikani-
sche Firma AVI BioPharma, jetzt in Bothell bei Seattle 
im US-Staat Washington. Neben van Ommen sind hier die 
Arbeitsgruppen um Judith van Deutekom und Annemieke 
Aartsma-Rus in den Niederlanden und um Kate Bushby 
and Franceso Muntoni in England zu nennen.  
 
Exon-Skipping sind zwei englische Worte, die “Über-
springen von Exons” bedeuten. Sie werden allgemein auch 
in deutschen Texten nicht übersetzt, deswegen verwende 
ich sie auch hier so und benutze sogar verdeutschte Aus-
drücke wie „skippen“ und „geskippt“.   
     Exons sind die aktiven Regionen eines Gens. Im Dys-
trophin-Gen der meisten Duchenne-Jungen fehlen ein oder 
mehrere Exons, oder sie sind dupliziert oder haben Fehler 
in ihrer Sequenz. Dies unterbricht den Leseprozeß der ge-
netischen Information für die Proteinbiosynthese, so daß 
kein Dystrophin mehr hergestellt werden kann, weil kurz 
nach der Mutation durch die Leserasterverschiebung ein 
vorzeitiges Stoppcodon auftritt. Im Englischen sagt man, 
die mRNA ist nach einer solchen Mutation „out of fra-
me“.  
     Diese Fehler können korrigiert werden, d.h., die Prote-
insynthese kann wieder möglich gemacht werden, wenn 
man ein oder mehrere der noch vorhandenen benachbarten 
Exons so blockiert, daß der Spleißmechanismus, der die 
Exons aneinanderreiht, ein oder mehrere von ihnen über-
springt, so daß sie nicht mehr benutzt werden können (3). 
Damit kann man erreichen, daß das Leseraster nach der 
Mutation wieder normalisiert ist, es ist „in frame“, so daß  
kein vorzeitiges Stoppcodon auftritt. Die molekularen Ein-
zelheiten dieses Prozesses habe ich auf der letzten Seite 
dieses Berichtes erklärt. 
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     Für diese Exon-Blockade braucht man Antisense-
Oligoribonukleotide, AOs, die auch Antisense-Oligos ge-
nannt werden. Dies sind kurze Abschnitte genetischen Ma-
terials, etwa 20 bis 30 genetische Buchstaben lang, mit ei-
ner speziellen Sequenz, damit sie sich an die komplemen-
täre genau passende Sequenz des Exons anlagen können, 
das übersprungen, geskippt, werden muß. AOs sind inzwi-
schen, hauptsächlich von Steve Wilton in Perth in Austra-
lien, für alle 79 Exons (4) hergestellt worden und von  
Annemieke Aartsma-Rus in Leiden in den Niederlanden 
für 39 Exons, jedes mit einer anderen Struktur, so daß sie 
nur das eine gewünschte Exon in der mRNA des Dystro-
phin-Gens überspringen können aber keines in den 
mRNAs der vielen Tausend anderen menschlichen Gene.  
     Es gibt inzwischen fünf verschiedene Arten von AOs, 
die auf den Seiten 10 bis 12 ausführlich beschrieben sind. 
Die beiden wichtigsten sind die 2’O-Methyl-AOs, die vor 
allem die holländischen Forscher verwenden, und die 
Morpholino-AOs, mit denen besonders die Wissenschaft-
ler in Großbritannien arbeiten.   
 
Duchenne- wird in Becker-Dystrophie verwandelt. Weil 
nach dem Skippen jetzt Exons fehlen – die durch die Mu-
tation entfernten und die zusätzlich geskippten – werden 
die Aminosäure-Bausteine, die durch die fehlenden Exons 
determiniert wurden, im wieder neu gebildeten Dystrophin 
fehlen. Das heißt, das neue Dystrophin wird kürzer sein als 
das normale, aber es wird oft die Muskelzellmembranen 
noch einigermaßen schützen können. Deshalb werden in 
vielen Fällen die Symptome der Krankheit abgemildert 
sein, die Muskeldegeneration wird langsamer verlaufen, 
und die Lebenserwartung sollte deutlich steigen bis 
manchmal zu normalen Werten. Die schnelle Duchenne-
Dystrophie hätte sich dann zur milden Form dieser Krank-
heit, zur Becker-Muskeldystrophie, verlangsamt.   
 
Eine Therapie aber noch keine Heilung. Weil die Pati-
enten immer noch behindert sein werden, allerdings deut-
lich weniger als vor der Behandlung, kann Exon-Skipping 
keine Heilung dieser Krankheit sein, sondern nur eine 
wirksame Therapie. Mit dieser gentechnischen Methode 
wird das geschädigte Gen selbst weder ersetzt noch repa-
riert, sondern nur das „falsche“ Lesen seiner Information 
wird normalisiert.    
 
Tierversuche. Exon-Skipping wurde bereits erfolgreich an 
dystrophischen Mäusen und Hunden getestet, sowohl lokal 
durch die Injektion der AOs in einen einzelnen Muskel, als 
auch systemisch durch die Injektion in die Blutbahn, so 
daß alle Muskeln erreicht werden, auch die des Herzens 
und der Lungenfunktion. In den meisten der systemischen 
Experimente konnten die Muskelfunktionen deutlich ver-
bessert werden. Eines der wichtigsten dieser vorklinischen 
Experimente mit der systemischen Injektion der AOs in 
die Blutzirkulation dystrophischer mdx-Mäuse wurde 2005 
von Terence Partridge und seinen Kollegen veröffentlicht 
(5). 
 
Die Mutationen des Dystrophin-Gens. In der wissen-
schaftlichen Literatur gibt es viele Berichte über den pro-
zentualen Anteil der verschiedenen Dystrophin-Mutatio-
nen unter allen Duchenne-Patienten. Die Veröffentlichung 

im Jahr 2006 von Annemieke Aartsma-Rus und ihren Kol-
legen (6) stützt sich auf mehr als 4.700 Mutationen, die in 
der Leidener Duchenne-Datenbank eingetragen sind, sie 
scheint deshalb die zuverlässigste zu sein.  
     Aufgrund dieser Veröffentlichung sind 72% aller Du-
chenne-Mutationen Deletionen eines oder mehrerer  
Exons. Duplikationen von einem oder mehreren Exons 
werden in 7% aller Patienten gefunden. 20% haben 
Punktmutationen, d.h., sehr kleine Deletionen oder Inser-
tionen, Einfügungen, eines oder weniger genetischer 
Buchstaben, und die letzten 1% haben seltene Mutatio-
nen wie solche, die Spleißsequenzen inaktivieren oder 
große Teile der Genstruktur umbauen.   
     Die Autoren schließen daraus, daß für 91% aller Patien-
ten die Leseraster-Regel gilt, d.h., daß out-of-frame-Mu-
tationen, bei denen das Leseraster verschoben ist, Du-
chenne-Dystrophie verursachen, und daß in-frame-Muta-
tionen, bei denen es normal geblieben ist, zu einer Becker-
Dystrophie führen.  
     Die Autoren betonen aber, daß bei den meisten Patien-
ten, deren Mutationen im Gen diese Regel nicht zu befol-
gen scheinen, für die Struktur ihrer mRNA diese Regel 
trotzdem gilt. Vor dem Beginn einer Exon-Skipping-Be-
handlung wird es deshalb nötig sein, in jedem Fall in ei-
nem Zellkultur-Experiment zu bestätigen, daß diese Be-
handlung tatsächlich eine mRNA produziert, deren Le-
seraster nicht verschoben ist.  
     In letzte Zeit hat man auch erkannt, daß bei Duplikatio-
nen das zweite Exon oder die zweite Serie von Exons nicht 
immer unmittelbar an die originalen Exons anschließt, 
sondern an anderen Stellen der Gensequenz eingebaut ist, 
die man nur mit einer vollständigen Sequenzierung des 
Gens identifizieren könnte. Deswegen läßt sich bei Dupli-
kationen nicht zuverlässig voraussagen, ob das Leseraster 
verschoben ist oder nicht.      
 
Anwendbarkeit des Exon-Skippings. Obgleich alle Du-
chenne-Patienten mehr oder weniger ähnliche klinische 
Symptome haben, hat ihre Krankheit doch viele verschie-
dene Ursachen, weil die Mutationen des sehr großen Dys-
trophin-Gens an vielen verschiedenen Stellen vorgekom-
men sein können. Deshalb ist Exon-Skipping mutations-
spezifisch. Es wird eine personalisierte Therapie sein. 
Jeder Patient wird ein spezielles AO brauchen, aber jedes 
AO wird oft für eine Gruppe von Patienten mit verschie-
denen Mutationen angewendet werden können, die alle das 
Skippen von einem oder mehrerer ganz bestimmter Exons 
brauchen.  
     Annemieke Aartsma-Rus und ihre Kollegen haben die 
Anwendbarkeit des Exon-Skippens ermittelt für Patienten 
mit Deletionen, Duplikationen und Punktmutationen, die 
am 11. März 2008 in der Leidener Duchenne-Datenbank 
registriert waren. Sie analysierten die genetischen und kli-
nischen Daten von 4.770 Patienten und listeten 120 Grup-
pen von Patienten auf, die das Skippen von ein oder zwei 
bestimmten Exons brauchen, gemäß ihres Anteils an der 
Gesamtzahl aller Duchenne-Patienten mit allen Arten von 
Mutationen. Hier ist eine Liste der Prozentsätze der acht 
größten Gruppen. Die vollständige Liste ist im März 2009 
veröffentlicht worden (7). Wer sie haben möchte, der 
schreibe mir bitte ein e-Mail. 
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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 Ihr in dieser kurzen Liste seht, werden 13,0% aller 
Patienten das Skippen ihres Exons 51 brauchen, das Anti-
51-AO ist deshalb das potentielle Exon-Skipping-Medika-
ment für die größte Gruppe aller Duchenne-Patienten. Des-
halb versuchen die holländischen und britischen Wissen-
schaftler mit ihren ersten klinischen Studien gerade dieses 
Exon 51 zu skippen, um so vielen Patienten wie möglich 
bald helfen zu können. Die holländische Firma Prosensa 
wird das Skippen auch der Exons für die Gruppen 2 – 8 
entwickeln, falls die Studien zum Skippen von Exon 51 
erfolgreich sein sollten. Mit den AOs gegen die Exons in 
dieser Prioritätenliste könnten mehr als die Hälfte aller Pa-
tienten mit Duchenne behandelt werden.   
 
Doppel- und  Multi-Exon-Skipping. Bei vielen der Du-
chenne-Patienten mit Deletionen, Duplikationen und 
Punktmutationen, müßten zwei oder mehr Exons geskippt 
werden, um das Leseraster zu normalisieren. Nach theore-
tischen Berechnungen wurde sogar vorausgesagt, daß das 
gleichzeitige Skippen der 11 Exons 45 bis 55 eine Becker-
Dystrophie mit sehr milden Symptomen in bis zu 63% al-
ler Duchenne-Jungen produzieren würde (8).   
     Annemieke Aartsma-Rus und ihr Team haben ver-
sucht, in Zellkultur diese 11 Exons aus Myoblasten zu ent-
fernen, die von gesunden Personen und zwei Duchenne-
Patienten mit den Deletionen der Exons 48-50 und 46-50 
isoliert worden waren. Cocktails von 2’O-Methyl-AOs ge-
gen die menschlichen Sequenzen jedes dieser 11 Exons 
wurden in verschiedenen Kombinationen einschließlich 
einer Mischung aller 11 AOs ausprobiert. Verschiedene 
teilweise geskippte mRNAs und gelegentlich mRNA, bei 
der alle 11 Exons geskippt waren, wurden in niedrigen 
Mengen erhalten. Unregelmäßige Spleißprozesse und die 
ziemlich kurzen Exons in der Nachbarschaft von sehr lan-
gen Introns könnten der Grund für die Schwierigkeiten 
gewesen sein, die 11 Exons geordnet hintereinander zu 
skippen.  
     Die Autoren schließen daraus, daß dieser Forschungs-
ansatz wohl richtig ist, um eine milde Becker-Dystrophie 
zu erhalten, daß aber die jetzigen Techniken es noch nicht 
erlauben, mit einer klinischen Entwicklung eines Multi-45-
55-Exon-Skippings zu beginnen (9). 
     Weil dystrophische Hunde das gleichzeitige Skippen 
von zwei Exons brauchen, würden Experimente mit ihnen 
den Weg zur Entwicklung eines Multi-Exon-Skippens für 
Duchenne-Jungen ebnen. Die Ergebnisse des ersten erfolg-
reichen Skippens von drei Exons in Hunden wurden im 
März 2009 veröffentlicht (10), sie sind im nächsten Ab-

schnitt zusammengefaßt. Sie verursachten viel Interesse 
und Aufmerksamkeit bei Eltern und Patienten. Sie bedeu-
ten aber nur, daß das Skippen von zwei, drei oder wenig 
mehr Exons durchführbar sein wird, nicht aber das Skip-
pen der 11 Exons 45-55, wie ich eben erklärt habe.      
 
Multi-Exon-Skipping in dystrophischen Hunden. Eric 
Hoffman und Terence Partridge am Children's National 
Medical Center in Washington, Shin'ichi Takeda an der  
General Animal Research Facility in Tokio, und ihre Kol-
legen entwickelten einen Cocktail von Morpholino-AOs 
für Multi-Exon-Skipping in dystrophischen CXMD 
Beagle-Hunden (10). Im Gegensatz zu den mdx-Mäusen 
mit ihren milden dystrophischen Symptomen sind diese 
Hunde körperlich stark behindert, und sie sind auch viel 
größer als Mäuse. Deshalb werden Ergebnisse an ihnen so 
ähnlich sein wie in klinischen Studien mit Duchenne-
Jungen. Außerdem können Experimente an Hunden über 
mehrere Jahre durchgeführt werden, denn sie leben viel 
länger als Mäuse.  
     Diese Hunde haben eine Mutation an der Spleißregion 
des Exons 7 ihres Dystrophin-Gens, das zum Verlust, zur 
Deletion, des Exons 7 in der mRNA führt. Dadurch hat 
sich das Leseraster verschoben und ein vorzeitiges Stopp-
codon ist kurz danach in Exon 8 aufgetreten. Skippen der 
beiden flankierenden Exons 6 und 8 würde das Leseraster 
wieder normalisieren.     
     Bevor die Experimente mit lebenden Hunden beginnen 
konnten, wurden Tests an ihren isolierten Myoblasten in 
Gewebekulturen im Labor durchgeführt. Aus Myoblasten 
und anderen Vorläuferzellen entwickeln sich die Muskel-
zellen. Vier AOs mit Sequenzen von 24 und 25 Basen ge-
gen Sequenzen innerhalb der Exons 6 und 8 and gegen die 
Grenzen des Exons 6 zum Intron 6 und des Exons 8 zum 
Intron 8 wurden konstruiert. Sie mußten 2’O-Methyl-AOs 
sein, die elektrisch geladen sind und deshalb besser als die 
elektrisch neutralen Morpholinos in die Muskelzellen bei 
diesen Zellkulturen wandern können. Diese AOs wurden 
alleine oder als Cocktail einer Mischung aller vier ange-
wendet.      
     Die Ergebnisse der Cocktail-Experimente zeigten, daß 
nach vier Tagen die Myoblasten zu Myotuben, zur näch-
sten Stufe der Muskelentwicklung geworden waren, und 
daß in der mRNA-Sequenz das Ende des Exons 5 direkt 
mit dem Anfang des Exons 10 verbunden war. Das bedeu-
tete, daß zusätzlich zum deletierten Exon 7 und des ge-
wünschten Skippings der Exons 6 und 8, auch das Exon 9 
geskippt worden war, obgleich gegen dieses Exon gar kein 
AO verwendet wurde. Man versteht noch nicht, warum das 
passiert. Aber das Skippen von Exon 9 alleine verschiebt 
das Leseraster nicht, dieses zusätzliche Skippen beeinflußt 
also nicht die therapeutische Wirkung dieses Multi-Exon-
Skippings. Es konnte auch nachgewiesen werden, daß die 
isolierten Myotuben tatsächlich neues Dystrophin produ-
zierten. In den Experimenten mit einzelnen AOs hatte sich 
gezeigt, daß das AO gegen die Grenze von Exon 8 zum 
Intron 9 das Skippen nicht beeinflußte, deshalb wurde bei 
den Studien an lebenden Hunden ein Cocktail aus nur drei 
AOs verwendet, Ex6A, Ex6B und Ex8A.  
     Der nächste Schritt war die Injektion von 0,5 und 1,2 
mg des Cocktails aus gleichen Mengen der drei AOs in 
einen Schienbeinmuskel Tibialis anterior eines 6 Monate 
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und eines 5 Jahre alten lebenden Hundes. Dabei wurden 
beide AO-Typen verwendet, die 2’O-Methyls und die 
Morpholinos. Zwei Wochen danach wurde durch Biopsien 
an den Injektionsstellen Muskelgewebe gewonnen, in dem 
nachgewiesen werden konnte, daß in 61% bis 83% der 
mRNA aus den Muskelfasern die Exons 6, 7, 8 und 9 fehl-
ten. Bei der Dosis von 1,2 mg Morpholinos war praktisch 
die normale Menge an neuem Dystrophin entstanden, und 
die Ergebnisse mit den 2’O-Methyls waren ähnlich. Die 
Muskelstruktur in den Dystrophin-positiven Zellen war 
deutlich verbessert, dabei waren die Ergebnisse beim jün-
geren Hund besser als die beim älteren.    
     Die Qualität der Muskeln hat also einen Einfluß auf die 
Menge des Dystrophins, das neu gebildet werden kann, 
dies ist wieder ein Hinweis darauf, daß eine Exon-Skip-
ping-Behandlung, wenn sie einmal zur Verfügung stehen 
wird,  so früh wie möglich begonnen werden sollte.  
     Es stellte sich außerdem heraus, daß man sich auf Er-
gebnisse an Zellkulturen im Laboratorium nicht ganz ver-
lassen kann, um z.B. nachzuweisen, welche Exons durch 
ein bestimmtes AO geskippt wird. Im Labor hatte man mit 
einem einzelnen AO gegen Exon 6 alle vier Exons 6 – 9 
skippen können. Das passierte aber nicht, wenn das gleiche 
Morpholino-AO in die Muskeln eines Hundes injiziert 
wurde, dort wurde die vollständige Cocktail-Mischung da-
für benötigt.  
     In Shin'ichi Takedas Animal Research Facility in Tokio 
wurden dann systemische Behandlungen durchgeführt. 
Drei 2 Monate alte Hunde erhielten Injektionen des Cock-
tails aus drei Morpholino-AOs in ihre Beinvenen. Der er-
ste Hund erhielt eine Dosis von 120 mg/kg einmal pro 
Woche 5 Wochen lang, der zweite die gleiche Dosis jede 
zweite Woche 11mal über 5½ Monate und der dritte 200 
mg/kg einmal pro Woche 7 Wochen lang. Zwei Wochen 
nach der letzten Injektion wurden viele ihrer Muskeln ana-
lysiert.     
     In allen untersuchten Muskeln jedes Hundes wurde 
neues Dystrophin bis zu 50% der normalen Menge gefun-
den, aber einige Muskeln, besonders die Herzmuskelfa-
sern, hatten nur Spuren von neuem Dystrophin. Die Mus-
keln des Hundes, der die größte Dosis erhielt, hatten im 
Durchschnitt 26% der normalen Menge neues Dystrophin. 
Aus früheren Untersuchungen weiß man, daß  dies für eine 
normale Funktion der Muskeln ausreicht. Im neuen Dys-
trophin fehlten die Aminosäuren, die von den mRNA- Se-
quenzen der Exons 6, 7, 8 und 9 codiert werden. Dies be-
wies, daß zusätzlich zu dem fehlenden Exon 7 die beiden 
Exons 6 und 8 und, aus unbekanntem Grund, auch das Ex-
on 9 entfernt worden waren.       
     Verschiedene Muskelfunktionstests zeigten, daß der 
körperliche Zustand der Hunde sich auf dem gleichen Ni-
veau stabilisierte wie er vor der Behandlung war, während 
unbehandelte Hunde während der gleichen Zeit deutlich 
degenerierten. Das heißt, die systemische Behandlung 
scheint die Muskeldegeneration angehalten zu haben. 
Kernresonanztests (NMR) wurden für die Analyse der 
Muskelstruktur angewendet. Diese nicht-invasive Technik 
zeigte sich als genauso aussagekräftig wie Tests nach 
Muskelbiopsien. Dies wird bei klinischen Versuchen an 
Duchenne-Jungen wichtig sein, weil dann viel weniger Bi-
opsien notwendig sind, um die Änderungen der Muskel-
struktur während Behandlungen zu dokumentieren.          

     Diese Experimente haben gezeigt, daß die Morpholino-
AOs in einem großen Tier mit einer ähnlichen Körper-
struktur wie ein Mensch gut wirksam sind. Sie sind nicht 
toxisch und verursachen keine Immunabwehr. Und sie sind 
nur wirksam in Muskelgewebe, wo die Transkription des 
Dystrophin-Gens stattfindet. Sie werden allerdings wie-
derholt angewendet werden müssen, weil ihre Wirkung 
nicht permanent ist, aber dies würde auch erlauben, die 
Behandlung zu unterbrechen, wenn Probleme auftreten 
oder einmal bessere Medikamente zur Verfügung stehen.  
     Ihr könnt auf meinen Internetseiten einen der Hunde in 
zwei kurzen Filmen vor und nach der Behandlung sehen:  
http://www.duchenne-information.eu/home-en.htm. Falls 
Ihr nicht versteht, was die Leute sagen, die sich um den 
Hund kümmern, dann sprecht Ihr eben nicht Japanisch.   
 
Exon-Skipping zur Reparatur von Duplikationen.  
Duplikationen von einem oder mehreren Exons, die eine 
Leserasterverschiebung verursachen, kommen in 7% aller 
Duchenne-Patienten vor. Sie können im Prinzip durch Ex-
on-Skipping repariert werden, wenn es möglich ist, die zu-
sätzlichen Exons zu entfernen, ohne die originalen Exons 
zu beeinträchtigen. Solch eine Exon-Skipping-Behandlung 
würde dann nicht nur eine Therapie sein, sondern eine 
wirkliche Heilung, weil nach der Entfernung der zusätzli-
chen Exons die mRNA wieder ihre normale Struktur hätte 
in der alle Exons nur einmal vorkommen, so daß  das neue 
Dystrophin normal lang sein würde.  
     Das ist aber keine einfache Aufgabe, weil es nicht ein-
fach sein wird, ein AO nur an eine von zwei identischen 
Sequenzen anzulagern. Annemieke Aartsma-Rus und ihre 
Kollegen haben Laborexperimente mit Muskelzellkulturen 
von Duchenne-Patienten durchgeführt, die Duplikationen 
haben (11).   
     Sie konnten eine Exon-45-Duplikation durch das Skip-
pen von einem der beiden Exons 45 korrigieren. Zwei Ta-
ge nach der in-vitro Behandlung, im Labor, enthielten 80% 
der Muskelfasern normales Dystrophin. Andererseits war 
es unmöglich, nur eines der beiden Exons 44 in isolierten 
Muskelfasern zweier Duchenne-Brüder zu entfernen. In 
diesem Fall würde jedoch das Skippen der beiden Exons 
44 und auch des Exons 43 das Leseraster wiederherstellen. 
Ein Versuch, die größere Duplikation der Exons 52 – 62 
zu korrigieren blieb erfolglos.     
     Für eine Duplikation der Exons 8 – 11 beschrieb An-
nemieke die Schwierigkeiten: „Wir würden eine Kombina-
tion, ein Cocktail von AOs  gegen alle vier Exons 8 – 11 
benötigen. Aber diese AOs können nicht zwischen den 
originalen und den duplizierten Exons unterscheiden. Das 
Ergebnis wird daher sein, daß entweder das originale Exon 
8 geskippt wird, das duplizierte Exon 8 oder beide. Oder 
das originale Exon 9 wird geskippt, das duplizierte Exon 9 
oder eine Kombination der Exons 8 und 9, usw. Es gibt 
also viele Möglichkeiten und nur eine davon, das Skippen 
der duplizierten Exons 8, 9, 10 und 11, aber nicht der ori-
ginalen Exons 8, 9, 10 und 11, kann das Leseraster wie-
derherstellen. Einfach die Mengen der AOs im Cocktail zu 
erhöhen, würde die Situation nicht ändern. Wir versuchen, 
eine Lösung dieser Probleme zu finden, aber hier ist alles 
nicht so übersichtlich wie bei den Deletionen. Wir wissen 
nicht, ob oder wann Exon-Skipping für große Duplikatio-
nen möglich sein wird.“    
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Exon-Skipping zur Reparatur von Punktmutationen. 
Punktmutationen sind kleine Änderungen eines oder meh-
rere genetischer Buchstaben im Gen selbst. Wenn die Mu-
tation einen einzigen Buchstaben hinzugefügt oder heraus-
genommen hat, wird das Leseraster verschoben. Wenn ein 
Buchstabe nur gegen einen anderen ausgetauscht wurde, 
dann verschiebt sich das Leseraster nicht, aber das Code-
wort kann jetzt eine andere Aminosäure bedeuten. Wenn 
dieser Austausch die Struktur des Dystrophins nicht ver-
ändert, dann passiert nichts. Wenn aber einer der drei 
Stoppcodons, TGA, TAG, oder TAA, entstanden ist, dann 
wird zwar das Leseraster nicht verschoben, die Proteinsyn-
these aber stoppt an solch einem vorzeitigen Stoppzei-
chen, und die Folge ist Duchenne-Dystrophie. 
     Es könnte in der Zukunft möglich sein, solch eine 
Stoppmutation mit dem Medikament Ataluren (= PTC124) 
zu unterdrücken, das schon klinisch geprüft wird. Oder sie 
kann repariert werden durch das Skippen des Exons, in 
dem sich das Stoppzeichen befindet, falls das Exon „gera-
de“ Grenzen hat, die das Leseraster nicht verschieben. 
Wenn es das aber tut, müßte nochzusätzlich ein benachbar-
tes Exon geskippt werden (12).    
 
Exon-Skipping zur Reparatur seltener Mutationen. 
Selbst ein Leseraster, das von seltenen Mutationen in den 
Grenzregionen zwischen Exons und benachbarten Introns, 
an den sog. Spleißstellen, verschoben wurde, könnte durch 
Exon-Skipping normalisiert werden. Als Beispiel zitiere 
ich wieder Annemieke Aartsma-Rus, wie sie erklärt, daß 
die Änderung der Base A in die Base T am Anfang des In-
trons 46 ziemlich milde Duchenne-Symptome in Tomas, 
einem argentinischen Jungen, verursacht haben könnte:    
     „Diese Mutation wird wahrscheinlich – ohne Anwen-
dung eines Exon-Skipping-Medikamentes – zum teilwei-
sen oder vollständigen Skippen des Exons 46 in der 
mRNA führen, die jedoch auf dem Niveau der DNA durch 
einen genetischen Test nicht erkannt werden kann. Diese 
Spleißstelle ist normalerweise ziemlich aktiv, doch durch 
diese Mutation gibt es eine ziemlich starke Inaktivierung 
dieser Stelle. Ich kann mir vorstellen, daß Exon 46 in der 
mRNA dieses Patienten geskippt wird. Das ist aber nur 
eine Annahme. Wir können überprüfen, ob Exon 46 ganz 
oder teilweise geskippt ist, wenn wir die mRNA des Mus-
kels analysieren. Falls das Skippen von Exon 46 nicht 
vollständig ist, wird Tomas etwas Dystrophin haben, und 
das kann der Grund für die milde Form seiner Duchenne-
Dystrophie sein. Wenn eine mRNA-Analyse zeigt, daß 
Exon 46 nicht vorhanden ist – das würde das Leseraster 
verschieben –, dann könnte es durch Skippen von Exon 45 
wiederhergestellt werden.  
 
Wird Exon-Skipping eine Therapie für meinen Sohn 
sein? Viele Duchenne-Familien von überall in der Welt 
stellen mir diese Frage und hier ist meine Antwort:  
     Weil Exon-Skipping eine mutationsspezifische Technik 
ist, müßt Ihr zuerst die genaue Mutation im Dystrophin-
Gen Eures kranken Sohnes kennen. Dazu solltet Ihr in ei-
nem genetischen Labor z.B. einen MLPA-Test (multiplex 
ligation-dependent probe amplification) durchführen las-
sen, mit dem sich alle 79 Dystrophin-Exons in Duchenne-
Jungen und ihren Müttern und anderen weiblichen Ver-
wandten analysieren lassen. Zur Bestimmung von Punkt-

mutationen müssen aber oft Sequenzierungen durchgeführt 
werden.     
     Wenn die Mutation bekannt ist – eine Deletion, Dupli-
kation oder Punktmutation –, dann könnt Ihr Euch die Se-
quenz aller 13.990 Basen oder genetischen Buchstaben der 
kombinierten 79 Dystrophin-Exons, in der sog. cDNA, auf 
den Leidener Muskeldystrophie-Seiten mit der Adresse:  
www.dmd.nl/seqs/murefDMD.html im Internet ansehen 
und von dort auch herunterladen. An dieser Sequenz könnt 
Ihr erkennen, ob eine bestimmte Mutation das Leseraster 
verschiebt oder nicht, das heißt, ob die Mutation für Euer 
Kind eine Duchenne- oder Becker-Muskeldystrophie vor-
aussagt, die aber – wie ich später erkläre – nicht 100%ig 
zuverlässig ist.  
     Wen Ihr Euch die Grenzregionen der Exons anschaut, 
könnt Ihr selbst bestimmen, welches Exon oder welche 
Exons geskippt werden müßten, um das Leseraster, falls es 
durch die Mutation verschoben ist, wieder zu normalisie-
ren.  
    Ihr braucht aber etwas Erfahrung dazu, und deswegen 
hat Annemieke Aartsma-Rus in ihrer Doktorarbeit mehre-
re Listen eingefügt, in denen Ihr direkt sehen könnt, wel-
che Exons geskippt werden müßten, wenn Ihr die genaue 
Mutation kennt. Hier sind die Internetadressen dieser Li-
sten:  
 
Deletionen: www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20deletions.pdf  
 
Duplikationen: www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20duplications.pdf 
  
Punktmutationen: www.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20point%20mutations.pdf 
 
Hier ist eine Auswahl von 12 Deletionen mit den Exons, 
die geskippt werden müßten:       
 
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 einfache Methode, 
das Exon oder die Exons zu finden, die geskippt werden 
müßten, wenn Ihr die Mutation im Dystrophin-Gen kennt 
– Deletion, Duplikation oder vorzeitiges Stoppzeichen. Die 
Anordnung der 79 Exons könnte Ihr auf dem folgenden 
Bild sehen, das ich von einem der Power-Point-Diapositive 
kopiert habe, die Annemieke beim PPMD-Treffen im Juni 
2009 in Atlanta zeigte.     
     Wenn in diesem Bild der Zwischenraum zwischen zwei 
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Exons nach links zeigt, liegt die Grenze zwischen diesen 
beiden Exons zwischen zwei ganzen Codewörtern. Wenn 
er nach rechts zeigt, liegt die Grenze zwischen dem ersten 
und zweiten Buchstaben eines Codewortes. Und wenn er 
senkrecht ist, liegt die Grenze zwischen dem zweiten und 
dritten Buchstaben des Codons.       
     Um herauszufinden, welches Exon geskippt werden  
muß, streicht das deletierte Exon (bzw. die Exons) oder 
das mit einem Stoppcodon aus oder fügt das duplizierte 
(bzw. die duplizierten) hinzu und schaut nach, ob das Exon 
vor oder nach der Mutation herausgenommen werden muß, 
- oder beide oder sogar weitere –, so daß die verbleibenden 
Exons ohne Probleme zueinanderpassen. Zum Beispiel ist 
die Konsequenz einer Deletion der 8 Exons 45 – 52, daß 
die beiden Exons 44 und 53 vor und hinter der Deletion 

nicht zusammenpassen. Aber nach dem Skippen von Exon 
53 würde das Ende von Exon 44 und der Anfang von Exon 
54 ohne Problem passen. Ihr werdet auch sofort sehen, daß 
die Deletion der Exons 44 – 50 durch ein Skippen der bei-
den flankierenden Exons 43 und 51 repariert werden könn-
te, weil die Exons 42 und 52 zueinanderpassen. Man sieht 
auch gleich, daß eine Deletion des Exons 44 zu nicht-
passenden Grenzen führt, und das bedeutet eine Verschie-
bung des Leserasters und Duchenne-Dystrophie, während 
die Deletion von zum Beispiel der Exons 48 – 51 das Le-
seraster nicht verschiebt und deshalb Becker-Dystrophie 
verursachen müßte.  
     Annemieke hat auf ihren Internetseiten in Einzelheiten 
erklärt, wie Exon-Skipping und auch PTC124 funktioniert: 
www.humgen.nl/lab-aartsma-rus/index%20for%parents.  

 

 
 
     Auf der letzten Seite dieses Berichts zeige ich Euch die 
molekularen Einzelheiten des Skippens von Exon 51 zur 
Reparatur der Leserasterverschiebung nach einer Gen-
Deletion von Exon 50.  
     In diesem Zusammenhang ist es interessant zu wissen, 
daß das Gen Mutations-hot spots hat, also Stellen, an de-
nen besonders häufig Mutationen entstehen: 50% aller 
Mutationen sind Deletionen von einem oder mehreren Ex-
ons in der Region von 45 bis 53, und 20% von 2 bis 20.          
     Wenn Ihr mit Hilfe dieser Listen und Erklärungen her-
ausgefunden habt, welches Exon oder welche Exons in der 
Dystrophin-mRNA eines Duchenne-Jungen geskippt  wer-
den müssen, ist es wichtig zu verstehen, daß dies nicht ga-
rantiert, daß die schweren Duchenne-Symptome eines Du-
chenne-Jungen in die Symptome einer milden Becker-Dys-
trophie verändert werden, wenn er mit seinem „persönli-
chen“ Exon-Skipping-Medikament behandelt wird. Alles, 
was gesagt werden kann, ist, daß ein bestimmtes Skippen 
das Leseraster der genetischen Information auf der mRNA 
von out-of-frame wieder zu in-frame normalisieren wird. 
Es kann nicht gesagt werden, daß die in-frame-Information 
in jedem Fall zu einem Becker-Dystrophin führen wird, 
denn die Leseraster-Regel hat Ausnahmen, wie sie in neu-
en Veröffentlichungen von Terence Partridge (13) und 
Eric Hoffman (14) diskutiert wurde.  

     Die Gründe für die Ausnahmen werden nicht in allen 
Fällen verstanden. Z.B., die Grenzen der Deletionen im 
Dystrophin-Gen stimmen nicht unbedingt mit den Grenzen 
der Exons überein, sondern können irgendwo im Innern 
der oft sehr großen Introns zwischen den Exons liegen. 
Diese genauen Deletionsgrenzen werden nicht durch die 
normalen genetischen Testmethoden erkannt, und Patien-
ten mit den gleichen Exon-Deletionen können durchaus 
verschiedene Deletionsgrenzen im Innern von Introns ha-
ben. Weil Introns Sequenzen enthalten können, die für die 
Regulation von Genen notwendig sind, könnten Schäden 
an solchen Kontrollsequenzen oder ihr vollständiges Feh-
len verschiedene Krankheitssymptome verursachen. Au-
ßerdem enthält das Dystrophin-Protein Abschnitte, die 
nicht alle gleich wichtig sind. Einige Deletionen zusam-
men mit den geskippten Exons können veränderte Protein-
strukturen erzeugen, die die Funktion des verkürzten Dys-
trophins beeinträchtigen.        
     Exon-Skipping wird zwar in vielen Fällen ein Protein 
erzeugen, das die dystrophischen Symptome vermindern 
kann, es kann aber durchaus Überraschungen geben, die 
erst bei einer tatsächlichen Behandlung auftreten.  
 
Verschiedene Arten von Antisense-Oligos, AOs. Die  
AOs, die von den holländischen Forschern verwendet wer-
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den, wurden zunächst als AONs abgekürzt, weil sie ge-
schützte Oligonukleotide sind. Die Morpholinos haben 
zwar eine ähnliche Struktur, sie sind aber keine „richtigen“ 
Nukleotide, deshalb wird die Abkürzung AO für Anti-
sense-Oligo jetzt allgemein für alle Antisense-Verbindun-
gen gebraucht, auch in diesem Bericht.   
     Für die Tierversuche und die ersten klinischen Versu-
che zum Exon-Skipping werden zwei Sorten von chemisch 
geschützten AOs verwendet. Sie müssen geschützt sein, 
weil sie dann in den Muskelzellen nicht langsam zerstört 
werden durch Enzyme, die Nukleinsäuren abbauen.   
     Die holländischen Wissenschaftler verwenden 2'O-
Methyl-Phosphorothioate, auch Methyl-thioate oder   
2’O-Methyls genannt. Sie haben ein Sauerstoffatom am 
zweiten Kohlenstoffatom der Ribose-Einheit, das eine Me-
thylgruppe trägt, die aus einem Kohlenstoffatom und drei 
Wasserstoffatomen besteht, sowie ein Schwefelatom an-
stelle eines der Sauerstoffatome der Phosphatgruppe.    
     Die Morpholinos, die die britischen Forscher verwen-
den, haben eines der Sauerstoffatome der Phosphatgruppe 
durch eine Dimethylamidgruppe ersetzt, einem Stickstoff-
atom, das zwei Methylgruppen trägt. Und die ganze Ribo-
se-Einheit ist durch einen Morpholino-Ring ersetzt, der aus 
vier Kohlenstoffatomen, einem Sauerstoff- und einem 
Stickstoffatom besteht mit Wasserstoffatomen an den Ek-
ken der Struktur. Ich zeige Euch hier die chemische Struk-
tur dieser beiden AO-Typen mit nur zwei ihrer genetischen 
Buchstaben: 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2’O-Methyl-AO                     Morpholino-AO 
 
     Das 2’O-Methyl-AO, das in den holländischen Studien 
benutzt wird, PRO051, hat 20 genetische Buchstaben mit 
der folgenden Sequenz:  
 

UCUUUACGGUAGAAGGAACU 
 
     Das Morpholino-AO, das in den britischen Versuchen 
verwendet wird, AVI-4658, hat 30 Buchstaben, die die 20 
Buchstaben der holländischen AO einschließen (unterstri-
chen):   
 

GAUCUUUACGGUAGAAGGAACUACAACCUC 
 
     Beide AOs lagern sich an die exonic-splicing-enhancer 
sequence, ESE, an, die exonische Spleißverstärker-Se-
quenz, innerhalb des Exons 51. Diese Sequenz ist wichtig 

für den normalen Spleißprozeß, für den Einbau dieses Ex-
ons in die Dystrophin-mRNA. Wenn sie vom AO blockiert 
wird, wird das Exon geskippt, es ist dann nicht mehr in der 
mRNA enthalten.   
     Die Moleküle dieser AOs haben ziemlich große und 
komplizierte chemische Strukturen. Das 2’O-Methyl 
PRO051 z.B. besteht aus 699 Atomen und das Morpholino 
AVI-4658 aus mehr als eintausend. Dies bedeutet, daß die-
se potentiellen Medikamente für unsere Duchenne-Jungen 
verschieden von „normalen“ Medikamenten sind, sie sind 
auch schwierig herzustellen und sie werden sehr teuer sein.    
     Die holländischen Forscher haben vor kurzem die 2’O-
Methyls mit den Morpholino-AOs für das Skippen des Ex-
ons 23 in lebenden Mäusen verglichen (15). Nach lokalen 
und systemischen Injektionen der AOs fanden sie Unter-
schiede in der Wirkung, wie sie vorher schon beschrieben 
wurden, wenn mdx-Mäuse behandelt wurden. Diese Un-
terschiede waren jedoch weniger ausgeprägt oder sogar 
nicht nachweisbar, wenn AOs gegen menschliche Exons in 
hDMD-Mäuse injiziert wurden, die normale menschliche 
Dystrophin-Gene hatten.   
     Was man aus diesen Studien folgern kann ist, daß mög-
licherweise einige Exons besser von Morpholinos geskippt 
werden, andere aber von 2’O-Methyls, und wieder andere 
von beiden Typen gleich gut. Diese Tierversuche sind aber 
noch kein Beweis dafür, daß in Kindern das gleiche passie-
ren wird.  
 
Jetzt sollt Ihr einige der 
Wissenschaftler ken-
nenlernen, die für 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, über die 
ich hier berichte. Anne-
miekes Bild ist das erste. 
Ihr habt gelesen, wie oft 
ich sie nenne. Wir schrei-    Annemieke Aartsma-Rus, PhD 
ben uns viele e-Mails, sie            Universität Leiden 
hilft mir immer, wenn ich  
Hilfe brauche und dann sehr schnell innerhalb von nur ein 
paar Stunden. Ein besonderes Dankeschön geht hier an sie.  
 
Drei neue AO-Arten. Drei weitere Arten von AOs sind 
entwickelt worden, die zum Teil wirksamer zu sein schei-
nen als die beiden ersten, die jetzt an Duchenne-Patienten 
ausprobiert werden. An die erste dieser AOs der zweiten 
Generation sind Peptide angehängt, kurze Ketten von Ami-
nosäuren, die zweite hat eine Kettenstruktur die ähnlich 
wie Proteine aufgebaut ist, und die dritte hat an ihre Mor-
pholino-Struktur stark verzweigte Ketten angehängt, die 
das Durchqueren der Zellmembranen erleichtert.    
 
Exon-Skipping mit Peptid-konjugierten Morpholinos, 
PMOs. Da die Morpholino-AOs Schwierigkeiten haben, in 
die Muskeln des Herzens hineinzukommen, haben Mat-
thew Wood und seine Kollegen an der Universität Oxford 
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in Zusammenarbeit mit der Firma AVI BioPharma in  
Bothell bei Seattle an das Morpholino-AO zum Skippen 
von Exon 23 in mdx-Mäusen kurze Peptide, Aminosäure-
ketten, angehängt, um diese Probleme zu beheben.    
     Nach Experimenten mit vielen verschiedenen Kombi-
nationen von Peptiden, entwickelten die Forscher ein PMO 
aus 25 Basen gegen Exon 23 der Maus mit zwei hinterein-
ander angeordneten Peptiden. Die mdx-Maus hat ein vor-
zeitiges Stoppcodon in ihrem Exon 23, deswegen hat sie 
kein Dystrophin in ihren Muskeln. Skippen dieses Exons 
setzt die Dystrophin-Produktion wieder in Gang.  
     Eines der beiden angehängten Peptide ist das B-Peptid, 
das schon früher von AVI Biopharma entwickelt wurde. 
Es hilft dem AO, die Zellmembranen zu durchqueren. Das 
andere ist das muskelspezifische Peptid MSP, welches das 
AO spezifisch in das Muskelgewebe dirigiert. Das B-Pep-
tid besteht aus 14 Aminosäuren und das MSP aus 7, sie 
sind zu einer einzigen Peptidkette aus 21 Aminosäuren zu-
sammengefügt. In der abgekürzten Schrift der Wissen-
schaftler sieht die Reihe der 46 Komponenten dieses AO-
Medikamentes für dystrophische Mäuse so aus:  
 
RXRRBRRXRRBRXB – ASSLNIA –  
GGCCAAACCUCGGCUUACCUGASAU  
 
     Drei wöchentliche Injektionen von 6 mg/kg dieses op-
timierten AOs in mdx-Mäuse verursachten, daß Dystro-
phin in vielen Muskeln, auch in denen des Herzens, wieder 
produziert wurde, daß der Dystrophin-assoziierte Protein-
komplex wieder an den Muskelzellmembranen erschien, 
daß sich die CK-Aktivität normalisierte und die Muskel-
funktionen sich deutlich verbesserten (16). 
 
Exon-Skipping mit Peptid-Nukleinsäuren, PNAs, sind 
eine weitere Gruppe von AOs, die ebenfalls untersucht 
werden, ob sie als Exon-Skipping-Medikamente zu ge-
brauchen wären. Anstelle der Zucker-Phosphat-Ketten der 
DNA und RNA, haben sie eine Kettenstruktur aus Pepti-
den. Sie sind wasserlöslich, sehr stabil, und jede DNA- 
oder RNA-Basensequenz kann in der richtigen räumlichen 
Anordnung in sie eingebaut werden, so daß sie sich wie 
andere AOs verhalten. Matthew Wood und Kollegen in 
Oxford zeigten zunächst, daß eine PNA zum Skippen von 
Exon 23 nach lokaler, intramuskulärer, Injektion in mdx-
Mäuse deutlich aktiv war (28). In weiteren Experimenten 
erhielten sie auch nach der systemischen Injektion sehr gu-
te Ergebnisse (29).  
     Matthew Wood arbeitet jetzt zusammen mit Michael 
Gait und seinen Kollegen am MRC-Laboratorium für Mo-
lekularbiologie in Cambridge in England. Sie verbanden 
eine ganze Reihe von Peptiden sowohl mit einer PNA als 
auch mit einer PMO gegen Exon 23 der mdx-Mäuse. Das 
wirksamste Peptid, Pib2b, hatte die folgende abgekürzt ge-
schriebene Struktur:  
 
RAhxRRAhxRRAhxRIHILFQNdRRMKWHKßAlaC  
 
     Nach der Injektion von nur 5 Mikrogramm dieses 
Pip2b-PNA-AOs in einen Muskel von 8 Wochen alten 
mdx Mäusen entstand eine große Zahl von Fasern mit neu-
em Dystrophin (17). Eine verbesserte Version des Peptids, 
genannt PiP5e, das an ein PMO aus 25 Einheiten ange-

hängt wurde, führte nach einer intravenösen Injektion von 
einer einzigen Dosis von 25 mg/kg, zu einer sehr starken 
Produktion von Dystrophin in allen Muskeltypen der mdx-
Maus, zum ersten Mal auch in denen des Herzens. Bisher 
war es schwierig, Peptide zu finden, die mit einem PMO 
verbunden eine hohe Aktivität auch im Herzen zeigen. 
Aber mit  Pip5e, das ein verkürztes und vereinfachtes Pep-
tid im Vergleich zu Pip2b ist, ist ein Fortschritt erreicht 
worden, der durch weitere vorklinische Experimente gefe-
stigt werden muß.       
 
Exon-Skipping mit Octa-Guanidin-Morpholinos.  
Qi Long Lu und seine Mitarbeiter im Carolinas Medical 
Center in Charlotte, North Carolina, haben ein weiteres 
modifiziertes AO entwickelt, das die Muskelzellmembra-
nen wirkungsvoll durchqueren und Dystrophin auch im 
Herzen produzieren kann.  
     Sie hängten an ein normales Morpholino-AO eine kom-
plizierte und stark verzweigte Kettenstruktur an, die an ih-
ren acht Enden jeweils eine Guanidin-Gruppe tragen  
(Octa-Guanidin). Diese Endgruppen, die zwar Teil der 
Aminosäure Arginin sind, die auch in den beiden zuvor 
beschriebenen AO-Arten enthalten sind, haben aber keine 
normale Peptidstruktur, weil die Aminosäuren nicht voll-
ständig sind. Deswegen wird das ganze Octa-Guanidin-
Morpholino-AO, das auch Vivo-Morpholino heißt, vom 
Immunsystem nicht erkannt und auch nicht zerstört.  
     Mit dem Vivo-Morpholino gegen das Exon 23 der 
mdx-Mäuse wurden Experimente an lebenden Mäusen 
durchgeführt. Die systemische Behandlung über 10 Wo-
chen mit allen zwei Wochen wiederholten intravenösen 
Injektionen von nur 6 mg/kg AO führte zur Bildung von 
bis zu 50% neuem Dystrophin in fast allen Fasern aller 
Skelettmuskeln, bis zu 10% Dystrophin im Herzmuskel 
und auch in den glatten Muskeln der Blutgefäße und des 
Verdauungstraktes. Es gab deutlich verbesserte Muskel-
funktionen ohne Nebenwirkungen und ohne Immunabsto-
ßung. Diese neuen AOs bieten daher die realistische Aus-
sicht für eine wirksame Duchenne-Therapie (21).   
 
Peptid-konjugierte AOs als mögliche Therapie der Du-
chenne-Dystrophie. Aurélie Goyenvalle und ihr Team im 
Laboratorium von Kay Davies in Oxford haben stark dys-
trophische Mäuse mit einer früheren Version der Peptid-
konjugierten AOs behandelt. Diesen Mäusen fehlte nicht 
nur das Dystrophin, sondern auch das ähnliche Protein 
Utrophin. Im Gegensatz zu den „normalen“ mdx-Mäusen 
haben diese Doppel-KO-Mäuse Duchenne-ähnliche Sym-
ptome. Nach 6 wöchentlichen intraperitonealen (in den 
Bauchraum) Injektionen von 25 mg/kg AO entstanden fast 
normale Mengen von Dystrophin in allen untersuchten 
Skelettmuskeln mit einer wesentlichen Verbesserung der 
Muskelfunktionen und der dystrophischen Muskelstruktur. 
     Die durchschnittliche Lebensdauer dieser sehr dystro-
phischen Mäuse beträgt nur 8 bis 9 Wochen. Die behandel-
ten Mäuse leben nach 10 Monaten immer noch und sehen 
sehr gesund aus. Diese Mäuse bekamen nach den anfängli-
chen 6 Injektionen nur noch eine Injektion pro Monat (26).       
     AVI Biopharma hat inzwischen diese Version des Pep-
tid-konjugierten AOs gegen das menschliche Exon 50, ge-
nannt AVI-5038, hergestellt als Vorbereitung für klinische 
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-Patienten wäh-
rend ihrer verlängerten Lebenszeit wiederholt injiziert 
werden müssen. Um dies zu vermeiden und, wenn mög-
lich, mit einer einzigen Behandlung auszukommen, wird in 
mehreren Laboratorien versucht, Exon-Skippen mit Gen-
therapie zu kombinieren. Dabei werden die Muskelzellen 
veranlaßt, die AOs dauerhaft selbst herzustellen. Dies kann 
man erreichen, wenn man die Gene für die RNA von 
Spleißfaktoren so modifiziert, daß sie die genetische In-
formation für die AOs zum Skippen enthalten, und daß 
man sie dann durch Viren in die Muskelzellen transpor-
tiert. Diese small-nuclear RNAs, snRNA, der Spleißfakto-
ren haben nämlich auch eigene Gene. Auf Seite 2 habe ich 
Euch die Struktur eines solchen Spleißfaktors, U1 snRNP, 
gezeigt, der aus RNA und vielen Proteinen besteht.  
     Ich berichte im Folgenden über zwei verwandte Metho-
den, die von französischen und englischen Forschern aus-
gearbeitet wurden, über eine spezielle und eine allgemeine, 
und danach über eine dritte Möglichkeit, an der haupt-
sächlich italienische Wissenschaftler arbeiten. Außerdem 
berichte ich über eine internationale Zusammenarbeit ICE 
zur Prüfung dieser Methoden in gemeinsamen klinischen 
Studien.  
 
Genetisches U7-Skippen von Exon 23 der mdx-Maus. 
Luis García am Institut de Myologie in Paris, und Aurélie 
Goyenvalle an der Universität Oxford und ihre Mitarbeiter 
modifizierten das Gen für die kurze RNA U7-snRNA des 
Spleißfaktors U7, so daß sie die Antisense-Sequenz zum 
Skippen des Exons 23 der mdx-Maus enthält.  
     Die Forscher konstruierten dieses modifizierte Gen 
durch Anhängen von komplementären DNA-Sequenzen 
für zwei AOs, die für das Skippen von Exon 23 der mdx-
Mäuse notwendig sind. Dieses modifizierte U7-Gen, U7 
SD23/BP22, wurde zusammen mit Kontrollsequenzen in 
die DNA von Typ-2 adeno-assoziierten Viren, AAV, ein-
gebaut. Diese Transport-Vektoren wurden dann zuerst lo-
kal in einen einzigen Muskel der mdx-Mäuse injiziert und 
dann auch systemisch in ihren Blutkreislauf.  
     Nachdem die modifizierten Gene in den Kernen der 
Muskelzellen waren, wurden diese eingeführten DNA-
Sequenzen von den Enzymen dort auf die entsprechenden 
RNAs übertragen, transkribiert, die dann den normalen 
Exon-Skipping-Prozeß durchführten, der das Leserater 
wiederherstellte und den Weg freimachte für die Synthese 
von Dystrophin ohne die vom Exon 23 determinierten 
Aminosäuren. Dieses neue verkürzte Dystrophin entstand 
in bis zu 80% der Fasern in den behandelten Muskeln. Es 
wanderte auch an seine normale Position unter den Mem-
branen und war über ein Jahr lang stabil, ohne Immunreak-
tionen zu veranlassen.  
     Die dystrophischen Prozesse in den mdx-Muskeln, d.h. 
ihre beschleunigte Degeneration und Regeneration, waren 
vollständig zum Stillstand gekommen. Die systemisch be-
handelten Mäuse wurden in einem Laufrad körperlich be-
lastet, sie bekamen nicht die üblichen Muskelschäden, die 
sich bei unbehandelten mdx-Mäusen entwickeln (19).    
     Mit dieser U7-Gentransfer-Technik wurden dann kli-

nisch dystrophische GRMD-Hunde behandelt. Diese Hun-
de haben eine Mutation an der Spleißstelle des Exons 7, 
die durch Skippen der Exons 6 und 8 repariert werden 
kann. Mit einem hundespezifischen modifizierten U7-
Vektor, der Antisense-Sequenzen gegen die Exons 6 und 8 
enthielt, entstand verkürztes Dystrophin in fast normalen 
Mengen zwei Monate nach einer einzigen lokalen Injekti-
on in einen Muskel. Eine regionale systemische Injektion 
in ein Bein mit blockiertem Blutkreislauf führte zu großen 
Mengen von neuem Dystrophin, das auch nach 6 Monaten 
noch vorhanden war.   
    
Genetisches U7-Exon-
Skipping, universelle 
Methode. Aurélie 
Goyenvalle hat danach 
eine allgemeinere Ver-
sion dieser genetischen 
Methode entwickelt. 
Dabei wird das Exon-
Skipping von einem fast 
universellen bifunktio-
nalen U7snRNA-Vector 
veranlaßt, der zusätzlich 
zu der komplementären  
Sequenz gegen das zu               Aurélie Goyenvalle, PhD 
skippende Exon auch noch         Universität Oxford 
eine freie DNA-Kette ent- 
hält mit Bindungsstellen für das heterogene nukleare Ribo-
nukleoprotein A1 (hnRNPA1). 
     Die von den Virus-Vektoren eingebrachten komple-
mentären DNA-Sequenzen der bifunktionalen U7-Gene 
werden in die kleinen RNAs transkribiert und diese lagern 
sich an das zu skippende Exon an. Weil sie dann die 
hnRNP-Proteine zu den Spleißstellen „ziehen“, stören die-
se die Funktion der Spleißosome, die an den Enden des 
Exons sitzen, mit dem Ergebnis, daß das betreffende Exon 
geskippt wird. Diese Art von Exon-Skipping wird nicht 
von den üblichen AOs verursacht, sondern von diesen 
„universellen“ Proteinen, die für das Spleißen aller Exons 
gleich sind. Dadurch könnte das lange Genehmigungsver-
fahren deutlich abgekürzt werden, denn für die therapeuti-
sche Wirksamkeit aller Exon-Skipping-Medikamente ist 
nur die diese eine universelle zusätzliche DNA-Kette ver-
antwortlich, während ihre komplementären DNA-Sequen-
zen nur die Medikamente zu den Exons bringen, die ge-
skippt werden sollen.  
     Diese Methode ist bereits mit Erfolg im Laboratorium 
zum Skippen von Exon 51 in isolierten Myoblasten ange-
wendet worden, die von einem Duchenne-Patienten mit 
der Deletion des Exons 49 und 50 stammten. Die wirksam-
ste U7snRNA hatte die zusätzliche DNA-Kette A1 
(U7ex51-AON-A1), durch sie konnte in den Myoblasten 
wieder fast normale Mengen Dystrophin erzeigt werden.  
     Mit in-vivo-Experimenten konnte nach der lokalen In-
jektion dieser bifunktionalen Struktur in die Muskeln „hu-
manisierter“ mdx-Mäuse, die menschliches Dystrophin 
enthielten, bis zu 54% des menschlichen Exons 51 ge-
skippt werden.   
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     Es wird erwartet, daß mit dieser Technik auch andere 
Exons geskippt werden können, auch solche, die beim 
normalen Exon-Skipping Schwierigkeiten machen. Es soll-
te durch die Anwendung von zwei oder mehr U7snRNAs 
auch Multi-Exon-Skipping möglich sein (20).  
      
Genetisches U1-Exon-Skipping. Irene Bozzoni und ihre 
Mitarbeiter an der Universität La Sapienza in Rom haben 
eine ähnliche genetische Exon-Skipping-Methode ausge-
arbeitet, bei der sie aber das Gen für die snRNA des 
Spleißfaktors U1 benutzen (22), der für den ersten Schritt 
der Spleißreaktion notwendig ist.  
       An die Sequenz dieser snRNA wurden die 54 geneti-
schen Buchstaben lange Antisense-Sequenz gegen die bei-
den Grenzregionen des Exons 23 des Dystrophin-Gens der 

mdx-Maus angehängt. Diese 
ganze Struktur wurde dann in 
adeno-assoziierte Viren vom 
Typ 2/1, AAV2/1, eingebaut. 
Drei bis 4 Billionen (3-4 x 
1012) dieser Virus-Vektoren 
wurden in die Schwanzvene 
von elf 6 Wochen alten mdx-
Mäusen injiziert. Zwölf Wo-
chen danach konnte in mehre-
ren Skelett-Muskeln und 

  Prof. Irene Bozzoni            auch in den Muskeln des Her-  
      Univ ersitätRom             zens und des Zwerchfells kor- 
                                             rekt geskippte mRNA und 
auch neues Dystrophin in mehr als 20% der normalen 
Menge nachgewiesen werden. Die Mäuse hatten auch 
deutlich verbesserte Muskelfunktionen.  
     In einem weiteren Experiment wurden die Muskeln von 

2 Mäusen erst im Alter von 80 Wochen, d.h. 18 Monate 
nach der einmaligen Injektion der Viren, untersucht. Wäh-
rend dieser ganzen Zeit bis praktisch zu ihrem natürlichen 
Tod enthielten die Skelett-, Herz- und Zwerchfell-Muskeln 
der senilen Mäuse die korrigierte mRNA ohne das Exon 
23 und genügend etwas verkürztes Dystrophin, das nicht 
nur den normalen Degenerations-Regenerations-Prozeß 
aufrechterhielt, sondern auch die Muskelfunktionen ohne 
Immunprobleme deutlich verbesserte. Diese genetische 
Technik kann daher für eine Langzeitbehandlung von Du-
chenne-Patienten wichtig werden.  
     Für diese U1-Exon-Skipping-Technik hat inzwischen 
die niederländische Firma Amsterdam Molecular Thera-
peutics (AMT) eine Lizenz erworben zur Durchführung 
von vorklinischen und klinischen Studien.    
 
Internationale Zusammenarbeit ICE. Die Organisation 
International Collaborative Effort for DMD, ICE, ist ein 
Zusammenschluß von 12 Institutionen in Frankreich, Itali-
en, Großbritannien und den USA, der unter der Leitung 
von Jean-Claude Kaplan (Frankreich), Terry Partridge 
(USA), Adrian Thrascher (UK), Luis García (Frankreich) 
und Berch Griggs (USA) alle Einzelheiten für gemeinsa-
me klinische Studien ausarbeiten wird zur weiteren Ent-
wicklung der genetischen Exon-Skipping-Methoden. ICI 
wurde 2008 gegründet und wird vom Duchenne Parent 
Project France und der Association Monégasque contre 
les Myopathies mit 1,7 Millionen Euro finanziert. Vier-
zehn der 105 Wissenschaftler und Ärzte, die zu ICI gehö-
ren, trafen sich am 6. Juni 2009 in Monaco, um über ihre 
Ergebnisse im ersten Jahr der Zusammenarbeit zu spre-
chen. Ein Bericht darüber in englischer Sprache kann von 
mir angefordert werden.     

 
Personalisierte Therapien und die Genehmigungsbehörden. 

 
Die Federal Drug Administration, FDA, in den Vereinig-
ten Staaten, die European Medicines Agency, EMEA , und  
andere Genehmigungsbehörden verlangen, daß die norma-
le Entwicklung eines klassischen Medikamentes durch die 
folgenden Phasen laufen muß:  
     Die pre-clinical phase (vorklinische Phase) mit Labo-
ratoriums- und Tierstudien zur Bestimmung der Sicherheit, 
der biologischen Aktivität und der Anwendungsmethoden;   
     die clinical phase-I (klinische Phase-I), Versuche mit 
20 – 100 gesunden Freiwilligen zur Bestimmung der Si-
cherheit in Menschen;  
     die clinical phase-II (klinische Phase-II), Versuche mit 
100 – 500 Patienten zur Bestimung der optimalen Dosis, 
der Sicherheit und Wirksamkeit; und 
     die clinical phase-III (klinische Phase III), Versuche 
an 1.000 – 5.000 Patienten, um die Sicherheit und Lang-
zeit-Wirksamkeit des neuen Medikaments zu bestätigen.  
     Die Kosten aller vorgeschriebenen Studien können bis 
zu 500 Millionen US$ für ein Medikament betragen, und 
es kann bis zu 15 Jahre dauern von der ersten Idee bis zur 
Verkaufsgenehmigung.  
     Diese Genehmigungsvorschriften stammen aus einer 
Zeit, als man noch gar nicht an „personalisierte“ Medika-
mente dachte, die nur wie Exon-Skipping auf einzelne 
oder wenige Patienten abgestimmt sind. Um ein personali-

siertes Duchenne-Medikament durch die vier Phasen zu 
bringen, müssen sich die Forscher mit Problemen ausein-
andersetzen, die auch für die Behörden neu sind, und die 
gelöst werden müssen, bevor ein solches Medikament ge-
nehmigt werden und die Patienten erreichen kann.  
     Zum Beispiel könnten Phase-I-Sicherheitsstudien mit 
AOs das Leseraster der normalen Dystrophin-mRNA ver-
schieben und, wenn das Medikament gut wirksam ist, in 
einem gesunden Freiwilligen Duchenne-Dystrophie verur-
sachen, ein gefährlicher Nebeneffekt, der mit normaler 
Toxizität gar nichts zu tun hat. Es könnten auch off-target-
Effekte auftreten, wenn Exons in anderen Genen als dem 
Dystrophin-Gen geskippt werden und dadurch andere 
Krankheiten auftreten.            
     Ein anderes Problem, das es bei der Entwicklung nor-
maler Medikamente gar nicht gibt, ist spezifisch für Du-
chenne-Dystrophie: Weil das Dystrophin fehlt, haben die 
Membranen der Duchenne-Muskelzellen Risse und Lö-
cher, durch die die Exon-Skipping-Medikamente leicht in 
das Zytoplasma der Zellen kommen können und dann auch 
in die Zellkerne, wo sie für ihre therapeutische Aktivität 
gebraucht werden. Deshalb könnten bestimmte toxische 
Effekte nur in Patienten auftreten, nicht aber in Menschen 
ohne Duchenne. Normale Sicherheitsstudien mit gesunden 
Menschen würden solche Effekte gar nicht finden.  
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     Die Arbeitsgruppe von Eric Hoffman am Children’s 
Medical Center in Washington hat vor kurzem 2,5 Millio-
nen US-Dollar vom amerikanischen Verteidigungsministe-
rium bekommen, damit man mit dem Anti-Exon-51-AO 
der Firma AVI Biopharma, das in England schon klinisch 
getestet wird, diese Toxizitätsprobleme an Mäusen und 
Affen untersucht kann.   
     Ein anderes Problem bei der Genehmigung der Exon-
Skipping-Medikamente sind die Kosten von mehreren 
Hundert Millionen Dollar und die Zeit für die vier Studien-
Phasen bei der Entwicklung vieler verschiedener AO-Se-
quenzen zur Behandlung der Patienten mit verschiedenen 
Mutationen. Die meisten der individuellen AO-Sequenzen 
werden nur für eine geringe Zahl von Patienten notwendig 
sein. In vielen Fällen werden daher nicht genügend Patien-
ten für die geforderten üblichen klinischen Studien zur 
Verfügung stehen.  
     Wenn die jetzt laufenden Exon-Skipping-Studien wei-
terhin keine Nebenwirkungen zeigen – und das scheint so 
zu sein –, dann können hoffentlich die Genehmigungsbe-
hörden davon überzeugt werden, ganze Gruppen von AOs 
eines chemischen Typs als Einzelmedikament zu behan-
deln und deswegen den Genehmigungsprozeß deutlich zu 
verkürzen.    
     Es muß aber ein Schritt nach dem anderen gemacht 

werden. Obgleich der Fortschritt beim Exon-Skipping be-
eindruckend ist, wird der Weg zu einer sicheren und wir-
kungsvollen Behandlung für die Patienten noch ziemlich 
lang sein. Sobald das erste Medikament zum Skippen von 
Exon 51 fertig entwickelt und zugelassen ist, wird die Ent-
wicklung der Medikamente für die anderen Exons immer 
wichtiger werden. Aber man muß alles tun, um möglichst 
vielen Patienten so schnell wie möglich zu helfen, ohne die 
Sicherheit der Jungen zu gefährden oder unerlaubte Ab-
kürzungen zu machen.    
     Bei den ersten Gesprächen von TREAT-NMD mit der 
europäischen Zulassungsbehörde EMEA in London am 25. 
September 2009 begannen 98 Duchenne-Experten, darun-
ter auch die, die an den jetzt laufenden klinischen Studien 
beteiligt sind, die Wege zu erkunden, die eingeschlagen 
werden müssen, um mit die Probleme zu lösen, die her-
vorgerufen werden, weil die vielen Gruppen von Du-
chenne-Patienten Medikamente brauchen werden, die ganz 
persönlich auf ihre eigene Mutationen abgestimmt sein 
müssen. Beim Treffen mit der EMEA wurde begonnen, die 
Wege zu finden, die zu wirksamen aber auch sicheren Me-
dikamenten in einer angemessenen Zeit führen werden.   
     Teile dieser Zusammenfassung stützen sich auf eine 
Veröffentlichung von  Eric Hoffman und seinen Kollegen 
(13) und eine Pressemitteilung von TREAT-NMD.

 
Klinische Studien zum Skippen von Exon 51 

 
In diesem wichtigsten Kapitel meines Berichts. beschreibe 
ich vier klinische Studien mit Duchenne-Jungen, zum 
Skippen von Exon 51. In zwei der Studien, die bereits ab-
geschlossen und deren Ergebnisse veröffentlicht sind, 
wurde nur ein einziger unwichtiger Muskel behandelt. Sie 
waren lokale Studien, bei denen es zu keinem klinischen 
Nutzen für die Teilnehmer kommen konnte. Die beiden 
anderen noch nicht abgeschlossenen und auch noch nicht 
veröffentlichten Studien sind systemisch, bei denen die po-
tentiellen Medikamente, die AOs, in die Blutbahn injiziert 
wurden, damit sie alle Muskeln erreichen. Dabei könnte es 
schon zu kleinen Verbesserungen der Muskelfunktionen 
gekommen sein.      
     Aber die wichtigste Frage, die diese Studien beantwor-
ten sollen, ist: Sind die Medikamente sicher? Schließlich 
werden die Duchenne-Jungen sie wahrscheinlich viele Jah-
re lang über ihre gesamte hoffentlich deutlich verlängerte 
Lebenszeit bekommen müssen.   
     Diese notwendigen Schritte zur vollen Entwicklung ei-
ner Therapie sind nur Experimente mit Kindern, die auch 
erfolglos sein könnten. Die Teilnahme einer genügenden 
Zahl von Jungen, die Exon-51-Skipping brauchen, ist 
wichtig, aber es ist ihren Familien kaum zuzumuten, lange 
und wiederholte Reisen zu den Studienzentren zu unter-
nehmen. Kate Bushby hat dies in ihrem Interview erklärt, 
das ich im März 2009 mit ihr geführt habe: 
     „Ich denke, daß es nicht praktisch ist, mit den Kindern 
von weither zu kommen, um an einer klinischen Studie 
teilzunehmen, weil die Kinder in jeder Woche der Behand-
lungen zu den Injektionen kommen müssen. Es müssen 
eine Menge Blutproben genommen werden. Die Familien 
müssen in der Nähe der klinischen Zentren wohnen. Die 
Familien müssen ihr ganzes Leben umstellen, selbst wenn 

sie in der Nähe wohnen. Und auch für diese ist es schwie-
rig teilzunehmen. Sie sollten aber auch verstehen, daß Stu-
dien nur Studien sind. Es könnte auch unvorhergesehene 
Nebeneffekte geben. Bei den späteren Wirksamkeitsstudi-
en könnte ihr Kind sogar auch ein Placebo bekommen, das 
würde ihm gar nicht helfen. Klinische Studien sind wirk-
lich harte Arbeit!  
     Ich würde sogar sagen, daß die Familien in den klini-
schen Studien fast sogar im Nachteil sind, weil sie so viele 
Mühen auf sich nehmen müssen, um das zu bekommen, 
was alle anderen dann kaum später auch bekommen wer-
den, falls es wirklich funktioniert. Wir sind den Familien 
und den Jungens so dankbar für all die Zeit und die An-
strengungen die sie auf sich nehmen, um sich an diesen 
Studien zu beteiligen, die, wie wir hoffen, uns einer The-
rapie näherbringen werden.“   
     Ihr könnt das ganze Interview mit Kate Bushby und 
auch das mit Hans Schikan und Judith van Deutekom auf 
Deutsch auf meinen Internetseiten sehen: www.duchenne-
information.eu/home-d.htm.   
 
Erste lokale klinische Exon-Skipping Studie in den Nie-
derlanden. Die weltweit erste klinische Studie mit der Ex-
on-Skipping-Technik an Menschen wurde unter Leitung 
von Judith van Deutekom, Jan Verschuuren und anderen 
von der Firma Prosensa Therapeutics BV und dem Me-
dizinischen Zentrum der Universität Leiden in den Nie-
derlanden zwischen Januar 2006 und März 2007 durchge-
führt. Ihre Aufgabe war es, nur einen grundlegenden wis-
senschaftlichen Beweis (proof of principle) für die An-
wendbarkeit dieser neuen Methode auf Menschen zu brin-
gen, nicht aber einen therapeutischen Vorteil für die teil-
nehmenden Kinder. Es war nur eine lokale Studie an einer 
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kleinen Stelle eines einzigen Muskels, dem Tibialis-ante-
rior -Muskel des Schienbeins, die mit einem 2’O-Methyl-
AO, genannt PRO051, gegen Exon 51 behandelt wurde.  
     Mit dieser Art chemisch modifizierter AOs hatten die 
niederländischen Forscher bereits viele Jahre in vorklini-
schen Experimenten gearbeitet. Sie konnten dabei Dys-
trophin-Exons nicht nur in Muskel-Zellkulturen von Du-
chenne-Patienten mit verschiedenen Mutationen erfolg-
reich skippen, sondern auch in lebenden mdx- und hDMD-
Mäusen nach lokalen und auch subkutanen und intravenö-
sen systemischen Injektionen.  

 

 
     
     Hans Schikan, PharmD.  Judith van Deutekom, PhD. 
               Präsident                    Leiterin der Forschung 
                 Prosensa Therapeutics BV, Leiden 
 
     Vier holländische Jungen nahmen an dieser offenen 
Studie teil. Sie waren zwischen 10 und 13 Jahre alt und 
hatten nachgewiesene Deletionen der Dystrophin-Exons 
50, 52, 48-50, und 49-50. Sie wurden hintereinander be-
handelt, das bedeutete, daß ein Junge erst dann seine Injek-
tion bekam, nachdem beim davor behandelten positive Er-
gebnisse erhalten wurden und keine ernsten Nebenwirkun-
gen aufgetreten waren. Jeder Junge erhielt eine einzige 
Dosis von 0,8 mg PRO051 in 0,9% Kochsalzlösung unter 
lokaler Anästhesie in eine kleine Region von etwa 1,5 cm 
Länge seines Schienbeinmuskels.  
   Nach 4 Wochen wurde in einer Biopsie Muskelgewebe 
von der Injektionsstelle entnommen und auf die erwartete 
geskippte mRNA und auf neues Dystrophin-Protein unter-
sucht. Fast alle Muskelfasern, bis zu 94%, im Biopsiege-
webe hatten neues Dystrophin an den Muskelzellmembra-
nen in 33%, 35%, 17% und 25% der Mengen in gesundem 
Muskelgewebe. Das behandelte Muskelvolumen war zu 
klein, um den Jungen irgendeinen klinischen Nutzen brin-
gen zu können. Dies war erwartet worden, und die Jungen 
und ihre Familien wußten es.  
     Diese Ergebnisse  zeigten zum ersten Mal, daß Exon-
Skipping nicht nur in Mäusen und Hunden, sondern auch 
in menschlichen Muskeln, in Duchenne-Jungen, funktio-
niert. Die Ergebnisse bedeuten auch, daß eine Exon-Skip-
ping-Behandlung, wenn sie einmal zur Verfügung steht, so 
früh wie möglich begonnen werden muß, solange die mei-
sten Muskeln noch intakt sind, d.h. sofort nach der Dia-
gnose und der Bestimmung der exakten Mutation im Dys-
trophin-Gen.  
     Die Ergebnisse dieser ersten Anwendung der Exon-
Skipping-Technik in Duchenne-Jungen wurde am 27. De-

zember 2007 im New England Journal of Medicine mit 
einem Kommentar von Eric Hoffman veröffentlicht (18).  
 
Erste lokale klinische Studie in England. Diese zweite 
klinische Studie wurde in England zwischen Herbst 2007 
und Ende 2008 vom MDEX Consortium unter der Leitung 
von Francesco Muntoni vom Imperial College in London 
und Kate Bushby von der Universität Newcastle upon Ty-
ne durchgeführt. Zum MDEX-Konsortium, das vom briti-
schen Gesundheitsministerium finanziert wird, gehören 
neun Wissenschaftler und die Elterngruppen Muscular  
Dystrophy Campaign, ActionDuchenne, und Duchenne 
Parents Support Group. 
 

 
 
Prof. Francesco Muntoni             Prof. Kate Bushby 
Imperial College London         Universität Newcastle u.T. 
 
     Von den niederländischen und britischen Forschungs-
gruppen wurden acht verschiedene Morpholino-AOs in 
Zellkulturen von menschlichen normalen und Duchenne-
Muskeln getestet und auch in lebenden hDMD-Mäusen, 
die menschliches Dystrophin in ihren Muskeln enthielten. 
Die besten Ergebnisse wurden mit dem von Steve Wilton 
in Perth in Australien entwickelten Morpholino AO H51A 
erhalten. Dominic Wells in London bestätigte, daß es ge-
nügend stabil für eine klinische Langzeit-Behandlung ist. 
Dieses Morpholino-AO wird in klinischer Qualität von der 
Firma AVI BioPharma Inc. in Bothell bei Seattle, im US-
Staat Washington, hergestellt, es heißt AVI-4658 (20). 
     Diese Studie war ein lokaler Versuch, um die Sicherheit 
und biochemische Wirksamkeit dieses Morpholino-Medi-
kamentes zum Skippen von Exon-51 zu prüfen nach einer 
einmaligen Injektion in einen kleinen und unwichtigen 
Muskel, den extensor digitorum brevis (EDB) an der Au-
ßenseite eines Fußes. Sieben 11-16 Jahre alte Duchenne-
Jungen nahmen teil, einige von ihnen waren schon im 
Rollstuhl. Sie hatten Mutationen, die das Skippen von Ex-
on 51 brauchen, um das normale Leseraster wiederherzu-
stellen. Zwei Jungen hatten eine Deletion der Exons 48-50, 
zwei Deletionen der Exons 45-50, einer die Deletion der 
Exons 49 und 50, einer die Deletion des Exon  50, und ei-
ner hatte eine kleine Deletion im Intron 49, die eine Dele-
tion von Exon 50 verursacht hatte.  
     Vor Beginn der Behandlung wurden Zellen aus einer 
Hautbiopsie jedes Jungen in einer Zellkultur getestet, um 
sicherzustellen, daß das AVI-4658-Medikament tatsäch-
lich das Exon 51 aus der Dystrophin-mRNA jedes Jungen 
entfernt und dadurch das erwartete verkürzte mRNA und 
auch das verkürzte Protein in diesem Laboratoriums-
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Experiment entsteht.       
     Jeder der 7 Jungen hatte weniger als 5% „revertierte“ 
Fasern in seinen Muskeln, wie es in einer Biopsie zur Zeit 
der Diagnose gefunden wurde. Viele Duchenne-Jungen 
haben eine kleine Zahl dieser Muskelfasern, deren Dystro-
phin durch spontanes Exon-Skipping entstanden ist. Die 
Menge dieses „revertierten“ Dystrophins, das im Placebo-
Kontrolltest gefunden wurde, mußte natürlich von der  
Dystrophin-Menge, abgezogen werden, die nach der Be-
handlung gefunden wurde.  
     Außerdem wurden viele andere Untersuchungen durch-
geführt, um sicherzustellen, daß die Ergebnisse wissen-
schaftlich einwandfrei waren und von der Behandlung al-
lein verursacht wurden. Die Techniker, die die Muskelpro-
ben untersuchten, wußten zum Beispiel nicht, von wel-
chem Fuß das Muskelgewebe kam, vom behandelten Mus-
kel oder vom Kontrollmuskel des anderen Fußes. Man 
sagt, die Untersuchung war „einfach blind“.  
     Da es sich um eine Dosis-Eskalations-Studie handelte, 
erhielten die ersten beiden Jungen eine niedrige Dosis von 
0,09 mg Morpholino-AO in 0,9 ml physiologischer Koch-
salzlösung in 9 Injektionen von jeweils 0,01 ml Lösung 
direkt in den EDB-Muskel. Der Muskel des anderen Fußes 
erhielt ähnliche Injektionen nur der Salzlösung zur Kon-
trolle und zur Messung des revertierten Dystrophins. Die 5 
anderen Jungen erhielten eine 10mal höhere Dosis von 0,9 
mg AO in der gleichen Injektionsanordnung. Fast die gan-
zen behandelten EDB-Muskeln wurden in Biopsien drei 
bis vier Wochen nach den Injektionen für die Untersu-
chungen entfernt. 
     Die höhere AO-Dosis führte zur Produktion von Dys-
trophin in allen behandelten Muskeln. In dem Muskelge-
webe, das von der Injektionsstelle stammte, hatten 44-79% 
der Muskelzellen erhöhte Mengen von Dystrophin. Die 
durchschnittliche Intensität des Dystrophins in verschiede-
nen Querschnitten des gesamten Biopsiematerials betrug 
22-32% der Intensität in Muskeln gesunder Personen, und 
sie war um 11-21% höher als die durch das revertierte    
Dystrophin im Kontrollmuskel des anderen Fußes erzeugte 
Intensität. In einigen einzelnen Dystrophin-positiven Fa-
sern wurden Dystrophin-Mengen bis zu 42% der Mengen 
in gesundem Muskel gefunden. In weiteren Tests konnte 
bewiesen werden, daß das neue Dystrophin tatsächlich das 
kleinere Molekulargewicht des erwarteten Dystrophins 
vom Becker-Typ hatte.  
     Das Ziel dieser Studie war es, die lokale Sicherheit und 
biochemische Wirksamkeit nach der Injektion eines Mor-
pholino-AOs in einen einzigen Muskel zu prüfen. Wie bei 
allen lokalen Behandlungen dieser Art, konnte kein thera-
peutischer Nutzen für die beteiligten Jungen erwartet wer-
den, da nur der einzige kleine EDB-Muskel eines Fußes 
behandelt wurde. Deshalb wurde auch die Muskelfunktion 
vor und nach der Behandlung nicht untersucht. Die Jungen 
und ihre Familien wurden entsprechend informiert. 
     Diese in-vivo-Studie zeigte, daß das Antisense-Medika-
ment AVI-4658 das Exon 51 skippen kann und daß da-
durch neues Dystrophin entsteht, das an seinen normalen 
Platz auf der Innenseite der Muskelzellmembran wandert 
und sich dort korrekt mit den Proteinen des Dystrophin-
Glykoprotein-Komplexes verbindet. Bei dieser Behand-
lung gab es weder lokale noch systemische negative Ne-
benwirkungen und auch keine Immunreaktionen.  

     Im Muskelgewebe der Patienten, die die sehr niedrige 
Dosis des Medikamentes erhalten hatten, wurde die kor-
rekt geskippte mRNA nachgewiesen, jedoch konnte keine 
Erhöhung der Dystrophin-Menge über die revertierte hin-
aus gefunden werden, weil der Protein-Test „western blot“ 
nicht genügend empfindlich ist, um sehr kleine Proteindif-
ferenzen nachzuweisen.   
     Diese lokale klinische Studie hatte das gleiche Ziel wie 
die bereits im Dezember 2007 im New England Journal of 
Medicine veröffentlichte niederländische Studie, bei der 
ein AO des Typs 2’O-Methyl verwendet wurde. Beide 
Studien waren so organisiert, daß sie einen proof-of-
principle, einen grundsätzlichen Beweis dafür liefern, daß 
Exon-Skipping nicht nur in Versuchstieren wie dystrophi-
sche Mäuse und Hunde funktioniert, sondern auch in 
menschlichen Patienten. Mit beiden Studien wurde dieses 
Ziel erreicht.  
     Der wichtigste Unterschied zwischen den beiden Studi-
en war, daß es den holländischen Wissenschaftlern nur er-
laubt war, eine einzige Biopsie am behandelten Muskel 
nach der Behandlung durchzuführen. In der holländischen 
Studie konnte deswegen nicht die Menge des vor der Be-
handlung bereits vorhandenen revertierten Dystrophins 
von Menge des nach der Behandlung gefundenen Dystro-
phins abgezogen werden. Es gab aber noch weitere Unter-
schiede zwischen den beiden Studien. Das bedeutet, daß 
ihre Ergebnisse nicht in allen Einzelheiten verglichen wer-
den können. 
 

 
 
Virginia Arechavala-Gomeza, PhD.  Maria Kinali, MD 

University College London 
 

     In der Veröffentlichung der britischen Ergebnisse, die 
am 26. August 2009 von Maria Kinali ,Virginia Arechava-
la-Gomeza, Francesco Muntoni und 23 anderen Wissen-
schaftlern zuerst online veröffentlicht wurden (23), schrei-
ben die Autoren: „In beiden Studien wurde eindeutig ge-
zeigt, daß Dystrophin in ähnlichen Mengen neu entstanden 
ist.“ In ihrem Kommentar dazu stellen Annemieke Aarts-
ma-Rus und Gertjan B. van Ommen (24) fest, daß im 
„nächsten Schritt, den beide Gruppen jetzt machen wer-
den, die Antisense-Oligonukleotide systemisch angewen-
det werden, deswegen ist der Vergleich der intramuskulä-
ren Ergebnisse an einzelnen Muskelfasern nicht wichtig. 
Nur die systemischen Studien werden die wirkliche Be-
deutung dieser Technik zeigen, und weitere Studien sind 
nötig, um den klinischen Nutzen oder wenigstens eine 
Verlangsamung des Krankheitsverlaufs zu erkennen.“ 
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Erste systemische klinische Studie in Belgien und 
Schweden. Nachdem in der lokalen Studie bewiesen wor-
den war, daß die Exon-Skipping-Technik ohne Nebenwir-
kungen auf den Menschen anwendbar ist, mußte als näch-
ster Schritt nachgewiesen werden, daß das Antisense-Me-
dikament gegen Exon 51 auch systemisch angewendet 
werden kann, durch eine Injektion in die Blutbahn, so daß 
alle Muskeln, auch die des Herzens und der Lungenfunkti-
on, erreicht werden.    
     Zwischen Juli 2008 und Januar 2009 führte die Firma 
Prosensa eine systemische Studie mit zwölf 5-15 Jahre al-
ten Duchenne-Jungen durch, bei der das PRO051-AO ge-
gen Exon 51 subkutan, unter die Haut, injiziert wurde.  
     Subkutane Injektionen haben den Vorteil, daß keine 
häufigen Besuche in einer Arztpraxis oder einem Kran-
kenhaus nötig sein werden, falls die Behandlungen öfter 
wiederholt werden müssen. Die Injektionen könnten zu 
Hause vorgenommen werden, wie es für die Insulin-Injek-
tionen bei Diabetes üblich ist.  
     Die Injektionen während der Studie und die medizini-
sche Überwachung erfolgten unter der Leitung von Natha-
lie M. Goemans in der Abteilung für Kinderneurologie der 
Universität Löwen in Belgien und unter der Leitung von 
Mar Tulinius am Königin-Silvia-Kinderkrankenhaus in 
Göteborg in Schweden.    
     Die vorläufigen Ergebnisse dieser Studie wurden von 
Nathalie Goemans am 12. September 2009 auf dem inter-
nationalen Kongreß der World Muscle Society in Genf 
mitgeteilt.  
     Jeder Junge erhielt 5 Injektionen, eine zu Beginn der 
Behandlung und dann 4 weitere einmal pro Woche 4 Wo-
chen lang. Es handelte sich um eine Dosis-Eskalations-
Studie, bei der die AO-Dosis für die erste Gruppe von drei 
Jungen 0,5 mg/kg in jeder der 5 Injektionen betrug, für die 
zweite 2 mg/kg, für die dritte 4 mg/kg und für die letzten 
drei Jungen 6 mg/kg.  
     Bei den ersten beiden Patienten wurden Muskelbiopsi-
en vor und zwei Wochen nach den Behandlungen durchge-
führt, und bei allen anderen zwei und sieben Wochen nach 
der letzten Injektion. In allen Biopsie-Proben wurde die 
Struktur der mRNA analysiert und die Menge des neu ent-
standenen Dystrophin-Protein bestimmt.     
     Mit diesen Analysen wurde zum ersten Mal bewiesen, 
daß das Antisense-Oligonukleotid PRO051 nach subkuta-
ner Injektion das Exon 51 spezifisch skippt und eine dosis-
abhängige Produktion von neuem Dystrophin veranlaßt, 
d.h., die größte Dosis führt zur größten Menge an neuem 
Dystrophin.  
     Auch das Ziel dieser ersten systemischen klinischen 
Duchenne-Studie mit einem Exon-Skipping-Medikament 
war es, die Frage zu beantworten: „Ist diese genetische 
Behandlung sicher?“ Die Antwort war positiv. Es gab kei-
ne Immunreaktion gegen das neue Protein und keine ande-
ren klinisch signifikanten Probleme. Das heißt, diese erste 
Ganzkörper-Therapie durch Exon-Skipping wurde von al-
len 12 Duchenne-Patienten in der Studie gut vertragen.  
     Alle 12 Jungen erhalten jetzt nach dem offiziellen Ende 
der Studie weiterhin das Medikament, wobei es bis Mitte 
November nach  den ersten 12 Wochen der Verlängerung 
auch keine Probleme gab. Es ist geplant, diese offene Be-
handlung zwei Jahre oder sogar noch länger fortzusetzen. 
Es kommt dadurch zu einer offenen Langzeitbehandlung, 

die ohne großen Aufwand wertvolle Hinweise auf die the-
rapeutische Wirksamkeit der Behandlung geben wird.  
     Das positive Ergebnis dieser Studie ermutigte alle be-
teiligten Wissenschaftler und Ärzte, die nächste, die große 
Phase-III-Studie mit dem PRO051 vorzubereiten, die An-
fang 2010 beginnen wird und an der mehr als 150 Du-
chenne-Jungen teilnehmen werden, die das Skippen von 
Exon 51 brauchen.  
     Aus den Duchenne-Patienten, deren Daten im globalen 
Duchenne-Register von TREAT-NMD registriert sind, hat 
Prosensa bereits über 300 Jungen in 21 Ländern identifi-
ziert, die die Aufnahmebedingungen für diese Studie erfül-
len könnten. Es sind auch noch nicht-registrierte Patienten 
bekannt, die teilnehmen dürften. Und es ist noch nicht ent-
schieden, welchen klinischen Zentren für die Behandlung 
und klinische Betreuung der Patienten verantwortlich sein 
werden. 
     Bei dieser Studie wird es vor allem um die Frage gehen, 
ob das Erscheinen von neuem Dystrophin tatsächlich zu 
einer Verbesserung der Muskelfunktionen und auch zu ei-
nem langsameren Verlauf der Krankheit führen wird. Dazu 
werden viele biochemische und klinische Tests notwendig 
sein, darunter vor allem der standardisierte 6-Minuten-
Geh-Test, bei dem die Strecke in Metern gemessen wird, 
die ein noch gehfähiger Duchenne-Junge in 6 Minuten ge-
hen kann. Die technischen Einzelheiten dieses Tests wur-
den am 25. November 2009 von Craig McDonald und 
Mitarbeitern in der Zeitschrift Muscle and Nerve im Inter-
net online veröffentlicht.   
 
Erste systemische Studie in England. Eines der entschei-
densten vorklinischen Experimente zur Vorbereitung die-
ser vierten klinischen Studie waren 7 wöchentliche AO-
Injektionen in die Schwanzvene von mdx-Mäusen, die da-
nach mehr als 50% neues Dystrophin in den meisten ihrer 
Muskeln hatten im Vergleich zum Dystrophingehalt nor-
maler Mäuse. Dieses neue Dystrophin blieb mindestens 14 
Wochen lang stabil (21).  
     Nachdem zwischen August und November 2008 von 
den drei britischen Behörden MHRA, GTAC und GOSH  
diese systemische Studie genehmigt worden war, erhielten 
die ersten beiden Jungen Anfang 2009 ihre intravenösen 
Injektionen von AVI-4658 in den Blutkreislauf. Insgesamt 
bekamen 12 noch gehfähige Duchenne-Jungen, die das 
Skippen von Exon 51 brauchen, in 4 Gruppen von je 3 
Jungen wöchentliche Injektionen 12 Wochen lang. Die In-
jektionen erfolgten hintereinander, so daß eine spätere Be-
handlung gestoppt werden kann, falls bei einer früheren 
Probleme auftreten sollten. 
     Diese Studie ist wieder ein Dosis-Eskalations-Versuch, 
bei der die ersten Jungen eine sehr niedrige Dosis von 0,5 
mg/kg AO jede Woche bekamen, die bis 4,0 mg/kg für die 
Jungen in der 4. Gruppe erhöht wurde. Für einen 10 Jahre 
alten Jungen, der 30 kg wiegt, bedeutete das, daß er 1,44 
Gramm des Medikamentes während der ganzen Studie er-
hielt. In früheren Studien für anderen Krankheiten, wurden 
AO-Dosen bis zu 300 mg/kg/Tag gut vertragen. Das Ziel 
der Studie war es, die Sicherheit und Verträglichkeit zu 
bestimmen und auch mögliche Änderungen der Muskel-
funktion und Muskelkraft zu finden. Die Behörden haben 
inzwischen die Erlaubnis erteilt, zwei weitere Gruppen von 
je 3 Jungen mit erhöhten AO-Dosen von 10 und 20 mg/kg/ 
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Tag zu behandeln.     
     Obgleich eigentlich Biopsien an mehreren Muskeln 
notwendig wären, um zu beweisen, daß das in die Blut-
bahn injizierte AO-Medikament in allen Muskeln Dys-
trophin produziert, wurde von den Behörden nur eine Bi-
opsie nach der Behandlung erlaubt. Diese Biopsie wurde 
bzw. wird am Bizeps der Jungen durchgeführt.   
     Die Injektionen in dieser Studie erfolgten im Great  
Ormond Street Hospital in London und in der Royal Infir-
mery in Newcastle upon Tyne. Stephen  B. Shrewsbury, 
Medizinischer Leiter von AVI Biopharma berichtete über 
die vorläufigen Ergebnisse am 12. September 2009 auf 
dem Treffen der World Muscle Society in Genf. Er sagte, 
daß AVI-4658 von den behandelten Kindern gut vertragen 
wurde und daß keine von dem Medikament verursachten 
Nebenwirkungen oder andere Probleme aufgetreten sind. 
     AVI BioPharma hat einen großen Teil der Kosten die-
ser Studie übernommen, und Francesco Muntoni hat au-
ßerdem noch 1,3 Millionen US$ vom britischen Medical 
Research Council dafür bekommen.  
 
Wie geht es weiter? Die Firma Prosensa bereitet jetzt eine 
systemische Studie zum Skippen von Exon 44 vor, eine 
lokale Studie wird dafür nicht gebraucht. Mit der sehr gro-
ßen Pharmafirma GlaxoSmithKline (GSK) wird es eine 
Zusammenarbeit geben. Die Pressemitteilung darüber 
könnt Ihr im Internet sehen: http://www.gsk.com/media/ 
pressreleases/2009/2009_pressrelease_10109.htm  
     GSK wird eine Vorauszahlung von 25 Millionen US-
Dollar leisten und in den nächsten Jahren 655 Millionen 
US-Dollar fürs Exon-Skipping zur Verfügung stellen. Da-
mit wird die Entwicklung der AOs zum Skippen der Exons 
51 und 44 bis zur Markteinführung und alle Zusatzausga-
ben bezahlt und auch noch das Skippen zwei weiterer Ex-
ons. Dafür bekommt GSK eine exklusive Lizenz für die 
Entwicklung und die weltweite Vermarktung dieser vier 
Exon-Skipping-Medikamente.   
     GSK bezahlt mit diesem Geld auch die nächste große 
internationale Studie mit 150 Patienten zum Exon-51-
Skippen. Wie bereits erwähnt, werden daran auch deutsche 
Kinder teilnehmen können, die wahrscheinlich an 4 klini-
schen Zentren in Deutschland betreut werden. In Deutsch-

land gibt es, ganz überschlagsmäßig gerechnet, etwa 100 
Duchenne-Jungen, für die das Skippen von Exon 51 in 
Frage kämen. Das sind die mit den Deletionen 29-50, 43-
50, 45-50, 47-50, 48-50, 49-50, 50, 52-63, und auch die 
mit einem vorzeitigen Stopp in Exon 51. Wer also ein 
Kind mit einer dieser Mutationen hat und bereit wäre, es 
an der Studie teilnehmen zu lassen, der sollte sicherstellen, 
daß es in der deutschen TREAT-NMD-Datenbank regi-
striert ist, www.dmd-register.de. Die Behandlung in dieser 
großen Studie dauert fast ein ganzes Jahr. Bis alle 150 
Kinder behandelt sind, werden etwa anderthalb Jahre ver-
gehen. Die Teilnahme erfordert einen großen Einsatz der 
ganzen Familie, bitte lest noch einmal auf Seite 14 was 
Kate Bushby dazu in meinem Interview mit ihr gesagt hat.  
     Sobald feststeht, daß das Skippen der Exons 51 und 44 
nicht nur neues Dystrophin in genügender Menge hervor-
bringt, also mindestens 20 – 30% der normalen Menge, 
sondern daß auch die Muskelfunktionen sich eindeutig 
verbessern, wird die Firma GSK zusammen mit Prosensa 
entscheiden, welche die beiden nächsten Exons sein wer-
den, deren Skipping auch voll entwickelt wird.  
     Wie es dann weitergeht, welche Exons dann drankom-
men, hängt von der weiteren Finanzierung ab und auch da-
von, daß Zulassungsvorschriften deutlich erleichtert wer-
den. Die Verhandlungen mit der EMEA, der europäischen 
Zulassungsbehörde, haben gut angefangen, Entscheidun-
gen werden aber auch hier erst möglich sein, wenn die in-
ternationale Studie ein Erfolg ist. Das alles wird noch eini-
ge Jahre dauern, darüber sollten wir uns alle im klaren 
sein!  
     Die Studien mit den Morpholinos werden auch weiter-
gehen. Nach einem erfolgreichen Abschluß der klinischen 
Studien in England zum Skippen von Exon 51 wird AVI-
Biopharma als nächstes das Skippen von Exon 50 entwik-
keln. Aber auch das von Aurélie Goyenvalle in Oxford mit 
sehr guten  Ergebnissen getestete neue potentielle Medi-
kament PPMO, das eine Weiterentwicklung der Morpholi-
nos ist, ist eine Entwicklung von AVI. Das PPMO zum 
Skippen von Exon 50 muß, wie schon erwähnt, erst darauf 
geprüft werden, ob es wirklich ungefährlich ist. Erst wenn 
man weiß, daß das so ist, können klinische Prüfungen mit 
Duchenne-Jungen durchgeführt werden. 

Einige abschließende persönliche Gedanken. 
 

Liebe Freunde: Wie ich am Anfang sagte, habe ich diesen 
Forschungsbericht und alle früheren für Euch geschrieben, 
die Jungen und jungen Männer mit Duchenne-Muskel-
dystrophie und für Eure Familien und Betreuer, so daß Ihr 
besser versteht was getan wird, um diese Krankheit zu 
stoppen. Ich hoffe, meine Worte waren nicht zu kompli-
ziert für Euch. Aber ich weiß, daß Ihr wissen wollt, was 
die Forscher für Euch tun, deshalb werdet Ihr schon über 
viele wissenschaftliche Tatsachen Bescheid wissen, die ich 
in diesem Bericht und in meinen früheren erwähnt habe. 
Wenn es damit Schwierigkeiten gibt, habt Ihr vielleicht 
Freunde, die Medizin oder Biologie studiert haben, oder 
andere, die Euch helfen können. Ihr könnt mich aber auch 
direkt fragen auf Deutsch, Englisch, Französisch und Spa-
nisch. Ich werde alle e-Mails und Briefe beantworten so 
gut ich kann, aber nicht immer gleich und nur auf Deutsch 

oder Englisch, ich kann die beiden anderen Sprachen nicht 
ohne zu viele Fehler schreiben.  
 
Wissenschaftliche Forschung. Wenn Ihr den ganzen Be-
richt gelesen habt, werdet Ihr feststellen, wie viele Wissen-
schaftler und ihre Teams alles tun, was sie können, um so 
schnell wie möglich eine Therapie zu finden. Als 1986/87 
das Dystrophin-Gen gefunden wurde und sein Protein, 
dachten wir alle, daß jetzt endlich der Weg frei sei für eine 
Behandlung, die sehr bald die Krankheit heilen würde.  
Doch jetzt, mehr als 20 Jahre später, warten wir immer 
noch auf diese Heilung oder wenigstens auf eine Therapie, 
die den Abbau der Muskeln verlangsamen könnte.  
     Aber es zeigte sich, daß nicht nur der Kampf gegen die-
se Krankheit viel schwieriger war als wir es uns vorgestellt 
hatten, auch der Fortschritt bei andern genetischen Krank-
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heiten, wie Mukoviszidose oder die vielen Formen des 
Krebses, ist auch sehr langsam.  
     „Unsere“ Krankheit, Duchenne-Muskeldystrophie 
könnte sogar die erste der häufigeren Erbkrankheiten sein, 
die eine genetische Therapie in der nicht zu fernen Zukunft 
haben wird.    
     Annemieke Aartsma-Rus sagte einmal, „die Duchenne-
Dystrophie hilft uns, sich selbst zu heilen”. Da ich diese 
Worte in unserer Duchenne-Gemeinschaft verbreiten woll-
te, meinte sie, sie hätte sie eigentlich von Gert-Jan van 
Ommen “gestohlen”, der gesagt hatte „die Krankheit will 
geheilt werden“. Das scheint tatsächlich so zu sein, denn 
die Duchenne-Muskelzellmembranen haben Risse und Lö-
cher, durch die die AOs leicht in die Zellen hineinkommen 
können, um dort ihre heilende Arbeit zu vollbringen. Sie in 
gesunde Muskeln hineinzubekommen, ist viel schwieriger.      
 
Mutationsdiagnose. Wie Ihr gesehen habt, ist Exon-Skip-
ping eine mutationsspezifische Technik. Das heißt, die ge-
naue Mutation des Patienten muß bekannt sein, bevor er 
eine solche Therapie bekommen kann. Am meisten wird 
jetzt die MLPA-Methode angewendet zur Bestimmung 
von Deletionen und Duplikationen nicht nur in Duchenne-
Patienten, sondern auch in Überträgerinnen. Selbst wenn  
die Mutation des Patienten in der Familie nicht bekannt ist 
oder nicht mehr bestimmt werden kann, findet man mit der 
MLPA-Methode Deletionen und Duplikationen in den 
Müttern oder anderen Frauen, die mit ihnen verwandt sind. 
Dies ist wichtig für eine rechtzeitige genetische Beratung, 
die die Geburt von weiteren Duchenne-Jungen in der 
Großfamilie vermeiden kann. Aber wenn einer Frau, die 
ein Risiko hat, gesagt werden kann, daß sie keine Überträ-
gerin ist, kann sie ermutigt werden, Kinder zu bekommen, 
ohne eine Wiederholung der Krankheit zu fürchten über 
das allgemeine Risiko hinaus.     
 
Registration. Alle Jungen und jungen Männer mit Du-
chenne sollten ihre persönlichen Daten in einer Duchenne-
Datenbank ihres Landes registrieren lassen, die zum inter-
nationalen Register-Netz gehört, das von TREAT-NMD  
(www.treat-nmd.eu/registry) angeboten wird. Dies würde 
es erlauben, Teilnehmer an klinischen Studien zu finden 
für Therapien von Patienten mit ungewöhnlichen Mutatio-
nen. Und es würde auch sicherstellen, daß die Patienten 
und ihre Familien Zugang zu den neuesten Informationen 
über Forschungsergebnisse und die medizinische Betreu-
ung haben. Das Duchenne-Register in Deutschland kann 
unter www.dmd-register.de im Internet erreicht werden.    
 
Vorsicht mit Wundermitteln und -behandlungen. Eine 
Behandlung, die für lange Zeit sicher und wirksam ist, 
kann nur nach sorgfältigen Forschungen mit wissenschaft-
lichen Methoden entwickelt werden. Wenn Ihr Wunder-
Medikamente im Internet seht, oder Wunder-Behandlun-
gen angeboten bekommt, die Tausende von Dollars oder 
Euros kosten, und Ihr meint, darauf eingehen zu müssen, 
dann fragt bitte zuerst die Wunder-Verkäufer, wieviele 
Duchenne-Jungen sie schon geheilt haben, wie sie sie dia-
gnostiziert haben und was dabei herausgekommen ist, 
wieviel neues Dystrophin sie in ihren Muskeln gefunden 
haben, ob ihre Muskelfunktionen verbessert wurden und in 
welcher wichtigen medizinischen Zeitschrift sie die Er-

gebnisse veröffentlicht haben. Wenn das, was angeboten 
wird, wirklich einen Wert haben sollte, dann fragt Euch, 
warum nicht Tausende von Familien mit ihren kranken 
Kindern zu diesen Wunderheilern gehen. Seid vorsichtig, 
sonst werdet Ihr sehr viel Geld verlieren, eine große Ent-
täuschung erleben und möglicherweise Eurem Kind 
schweren Schaden zufügen.  

 
Anerkennung für meine Berichte. Unser Bundespräsi-
dent, Horst Köhler, hat mir das Bundesverdienstkreuz für 
das Schreiben meiner Forschungsberichte verliehen. 
Staatssekretär Gundolf Fleischer vom Baden-Württem-
bergischen Finanzministerium hat es mir in einer beein-
druckenden Feierstunde am 5. Februar in der Schule Birk-
lehof in Hinterzarten übergeben. Ich nutzte die Gelegen-
heit, den etwa 120 Zuhörern die Lage der Familien mit 
Duchenne-Kindern in Deutschland zu erklären. Ich begann 
danach eine Korrespondenz mit 12 Bundespolitikern, ein-
schließlich des Bundespräsidenten und seiner Frau Eva 
Luise Köhler, die sich um Menschen mit seltenen Krank-
heiten kümmert. Ich werde diese Kontakte mit dem Ziel 
weiterverfolgen, um darauf aufmerksam zu machen, wel-
che finanziellen Probleme es gibt, um die mehr als 100 
weiteren Exon-Skipping-Medikamente zu entwickeln, die 
nötig wären, um etwa 80% aller Duchenne-Patienten diese 
genetische Technik als wirksame Therapie anbieten zu 
können.    
     Und am 21. März gab mir die Gaetano-Conte-Akade-
mie in Neapel ihren diesjährigen Preis für Soziales beim 
Treffen der Mediterranean Society of Myology in Nicosia 
auf Zypern. Ich bedankte mich mit einem Vortrag, in dem 
ich zeigte, wie ich den Duchenne-Patienten und ihren Fa-
milien das Skippen von Exon 51 erkläre. Wer die 55 Dia-
positive meines englischen Vortrags haben möchte, der 
schreibe mir bitte, gscheuerbrandt@t-online.de. Die Dias 
gehen ziemlich in Einzelheiten und haben auch viele Ani-
mationen, Ihr werdet sie also verstehen, auch ohne meinen 
Vortrag dazu hören zu müssen.   
 
Dieser Bericht hat Bilder. Dieser Bericht ist der erste mit 
Bildern, die Euch helfen werden, meine Erklärungen zu 
verstehen. Er enthält auch Bilder von einigen Wissen-
schaftlern, die mit ihren Mitarbeitern daran arbeiten, eine 
Exon-Skipping-Therapie für unsere Jungen zu finden.  
Hier ist noch ein wei-
teres Bild, das einer  
ganz besonderen Dame 
zusammen mit drei 
Kindern. Dies ist Pat 
Furlong, die Präsiden-
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-
sönlich kennen und die 
meisten werden wissen, was sie getan hat und immer noch 
tut, um die Forschung nach einer wirksamen Duchenne-
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Therapie zu beschleunigen, damit sie hoffentlich in weni-
gen Jahren zur Verfügung steht. Wir können ihr nicht ge-
nug dankbar sein für das, was sie tut!   
 
Zum Schluß möchte ich Euch noch meine Gedanken zu 
einer Frage schreiben, die ich immer wieder zu beantwor-
ten habe: 
 
Warum muß mein Sohn diese schreckliche Krankheit 
haben? Diese Frage lese ich oft in e-Mails von überall in 
der Welt vor allem von den Müttern mit Duchenne-Kin-
dern. Obgleich ich es in meinem Beruf nicht gelernt habe, 
mit dieser Frage professionell umzugehen, versuche ich sie 
hier mit meinen eigenen Worten zu beantworten:     
     Duchenne-Muskeldystrophie ist nicht neu wie AIDS, 
weil sie auch in Mäusen, Ratten, Katzen, Hunden und 
Pferden gefunden wurde und weil sie deswegen wahr-
scheinlich in allen Tieren mit Muskeln vorkommt. Sie war 
also schon lange da, bevor wir uns von unsern tierischen 
Vorfahren unterschieden. Sie ist ein Unfall der Evolution. 
Ohne Mutationen, die zufälligen Änderungen der geneti-
schen Information, wären wir gar nicht hier und der Rest 
des Lebens auch nicht. Einige der Mutationen sind „gut“, 
weil sie das Leben verbessern und voranbringen, aber die 
meisten sind „schlecht“ und gefährlich, weil sie Tod und 
Krankheit vor und nach der Geburt mit sich bringen.  
     Die Mutationen, die Duchenne-Muskeldystrophie ver-

ursachen, bestrafen Euch nicht, die kranken Jungen, oder 
Eure Mütter, die das geschädigte Gen an Euch weitergege-
ben haben. Die Mutationen passieren einfach, wahrschein-
lich meistens bei Fehlern, wenn das Gen bei der Zelltei-
lung verdoppelt wird.      
     Ich möchte keine religiösen Fragen besprechen, die ei-
nem hier leicht in den Sinn kommen, sondern nur einen 
Gedanken sagen: Die Natur scheint blind zu handeln ohne 
Rücksicht auf diejenigen, denen sie wehtut. Andererseits 
hat eine lange Reihe ihrer guten Mutationen uns unser Ge-
hirn gegeben, die komplizierteste Struktur im Weltall, das 
viele Probleme lösen kann, auch wie man diese Unfälle 
repariert, die Duchenne-Dystrophie verursacht haben. Die-
ser Bericht zeigt Euch, daß genau das gerade passiert!  
 
Ich schicke Euch allen herzliche Grüße von meinen Ar-
beitsplatz in Breitnau im Schwarzwald.  
 

 
 
Dr. rer. nat. Günter Scheuerbrandt 
Im Talgrund 2, 79874 Breitnau  
E-Mail: gscheuerbrandt@t-online.de 
Internet: www.duchenne-information.eu 

 
Wissenschaftliche Originalarbeiten  

 
Wenn Ihr eine oder die andere wissenschaftliche Arbeit im 
englischen Original lesen möchtet, geht im Internet zu  
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez und schreibt in das 
Kästchen „search“ mit kleinen Buchstaben die Namen von 
einem oder zwei Autoren, z.B. van deutekom jct. Ihr könnt 
dann die Zusammenfassung der Arbeit ohne Bezahlung 
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Danke! Ich danke allen, die ich gebeten hatte, mir beim 
Schreiben dieses Berichtes zu helfen, indem sie meine Zu-
sammenfassungen ihrer Arbeit überprüften und Änderun-
gen und Verbesserungen vorschlugen, wo sie nötig waren.   
Annemieke Aartsma-Rus, Aurélie Goyenvalle, Judith van 
Deutekom, Kate Bushby und Terry Partridge. Ich danke 
auch TREAT-NMD und  PPMD für ihre finanzielle Unter-
stützung. Hier sind ihre vollständigen Adressen und Kon-
taktinformationen:  
 
TREAT-NMD. Prof. Kate Bushby 
Institute of Human Genetics 
University of Newcastle upon Tyne, NE1 3BZ, UK 
 *44-191-241-8621, Internet: www.treat-nmd.eu 
 
Parent Project Muscular Dystrophy, Patricia Furlong 
1012 North University Blvd.  
Middletown, OH 45042, USA 
*1-513-424-0696, Internet: www.parentprojectmd.org 

Dieser Bericht wird von Zeit zu Zeit aktualisiert wer-
den. Ihr könnt die jeweils neueste Version auf Englisch, 
Deutsch und Spanisch auf meinen Internetseiten sehen:  
www.duchenne-information.eu. Dort stehen auch ältere 
Berichte über die PPMD-Treffen in Cincinnati 2006 und 
Philadelphia 2007 und über das ActionDuchenne-Treffen 
in London 2006, sowie einige Interviews. Wer meine zu-
künftigen Berichte per e-Mail erhalten möchte, sobald sie 
fertig sind, der schicke mir bitte seine e-Mail-Adresse an 
gscheuerbrandt@t-online.de.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Unser Poster-Kind. 
 
 
Dies ist der 5 Jahre alte Christian, den wir 1985 mit unse-
rem CK-Früherkennungstest auf Duchenne-Muskel-
dystrophie fanden, als er 4 Wochen alt war.   
 
Er ist einer der etwa halben Million Duchenne-Jungen und 
jungen Männer in der Welt, für die alle unsere Arbeit ge-
tan wird.  
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Molekulare Einzelheiten des Skippens von Exon 51. 
 
Bei den klinischen Versuchen in Holland und England wird Exon 51 geskippt. Hier erkläre ich die molekularen Einzelheiten 
dieses Skippings bei einem Patienten mit der Deletion von Exon 50. Das Ziel dieses Skippens ist es, das Leseraster in der 
mRNA wiederherzustellen, das durch die Deletion von Exon 50 im Dystrophin-Gen verschoben worden war.   
     Zunächst zeige ich Teile der Basensequenzen vom Anfang und Ende der Exons 50 und 51 der mRNA des normalen Dystro-
phin-Gens und auch vom Ende von Exon 49 und dem Anfang von Exon 52. Im Exon 50 sind 29 Codons nicht aufgeführt und 
auch nicht 52 Codons im Exon 51. Unter jedem Codon steht der abgekürzte Name der Aminosäure im Dystrophin-Protein, die 
von dem Codon determiniert wird. (Die Aminosäuren werden in den Ribosomen aneinandergereiht, wobei das Protein Dystro-
phin entsteht. Sie sind nicht mit den Codons verbunden.) Die Codons folgen aufeinander ohne Zwischenräume, die Bindestri-
che zeigen nur das Leseraster an und die senkrechten Striche die Grenzen der Exons. Die drei Basen des versteckten Stoppsi-
gnals UGA sind rot markiert. Exon 50 hört nach der ersten Base des letzten Codons auf, das dann zu UCU mit den ersten bei-
den Basen von Exon 51 komplettiert wird (blau  markiert).  
 
          Ende Exon 49 | Start Exon 50       Ende Exon 50 | Start Exon 51 
    ---CAG-CCA-GUG-AAG | AGG-AAG-UUA-GAA---AUU-GGA- GCC-U  | CU-CCU-ACU-CAG-ACU- 
       gln pro val lys | arg lys leu glu   ile gly ala ser|    pro thr gln thr 
 
                                     verstecktes Stoppcodon                                     
    ---GUU-ACU-CUG-G UG-ACA-CAA---AAA-CUA-GAA-AUG-CCA-UCU-UCC-UUG-AUG-UUG-GAG--- 
       val thr leu val thr gln   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 gln lys | ala thr m et gln asp leu   
 
Wenn Exon 50 im Gen und also auch in der mRNA deletiert ist, folgt auf Exon 49 direkt das Exon 51. Dies verschiebt das Le-
seraster im Exon 51 um eine Base nach rechts mit der Konsequenz, daß in den Ribosomen acht falsche Aminosäuren in die 
wachsende Dystrophinkette eingebaut werden, bis schließlich das zuvor versteckte, aber jetzt aktivierte, vorzeitige Stoppsignal 
UGA erreicht wird. Die verschobenen Basensequenzen und die falschen Aminosäuren sind rot markiert. Die Synthese des Pro-
teins Dystrophin wird vorzeitig abgebrochen, es bleibt unfertig und wird zerstört. Dadurch entwickelt sich Duchenne-Muskel-
dystrophie.  
            Ende Exon 49 | Start Exon 51 
      ---CAG-CCA-GUG-AAG | CUC-CUA-CUC-AGA-CUG-UUA- 
         gln pro val lys | leu leu leu arg leu leu  
 
                       aktives Stoppcodon                                  Antisense-Oligoribonukleotid 
                                 UC-UUU-ACG-GUA-GAA-GGA-ACU        
     - CUC-UGG- UGA- CAC AAG---AAC-U AG-AAA-UGC-CAU-CUU-CCU-UGA-UGU-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 holländischen Forschern verwendete exon-skippende Antisense-Oligoribonukleotid PRO051, hier blau markiert, 
bindet sich durch Watson-Crick-Paarung an 20 Basen im Exon 51. Es blockiert dort die ESE-Sequenz, die zum Spleißen not-
wendig ist, und verursacht das Skippen von Exon 51 in der mRNA des mutierten Gens, die in diesem Beispiel die Sequenz des 
Exons 50 nicht enthält.  
     Wenn zusätzlich zum deletierten Exon 50 das Exon 51 durch Skippen entfernt wurde, dann folgt auf Exon 49 direkt Exon 
52. Das Leseraster ist nicht mehr gestört, weil Exon 49 mit einem vollständigen Codon aufhört und Exon 52 mit einem voll-
ständigen Codon von drei Basen anfängt.  
 
                         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 mehr im Exon 52 oder später, aber 77 Aminosäuren fehlen von den 3.685 des norma-
len Proteins, diejenigen, deren Information in den Sequenzen der Exons 50 und 51 enthalten war. Sie fehlen im mittleren Teil 
des verkürzten Dystrophins, dessen Funktion aber wahrscheinlich wenig beeinträchtigt ist, so daß die schweren Symptome der 
Duchenne- in die weniger schweren der Becker-Muskeldystrophie abgeschwächt werden.  


