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Wege der Forschung nach einer Therapie der Duchenrduskeldystrophie.

Teil 1: Exon-Skipping.

Veroffentlicht am 15. Juli 20009.

Dieser Bericht Gber Exon-Skipping, die am weitestenr
angeschrittene genetische Technik fur eine wirksahee
rapie der Duchenne-Muskeldystrophie, ist der eFsie
eines umfassenderen Textes, dennh Glinter Scheuer-
brandt Biochemiker aus Deutschland, fiir Euch schreibe,
die Duchenne-Jungen und jungen Duchenne Mannee, Eu
Familien und Betreuer, die wissen mochten, wie veié
die Wissenschatftler und Kliniker mit ihren Forschear-
beiten vorangekommen sind. Der zweite Teil desdbtes
wird die neuesten Ergebnisse mehrerer anderemtbetia
scher Wege enthalten, wie die Ubertragung des Bystr
phin-Gens in die Muskelzellen, die Verwendung von
Stammzellen, das Hochregulieren von Utrophin, und e
Reihe von pharmakologischen Methoden.

Jeden meiner Berichte werde ich von Zeit ziti Zl¢u-
alisieren mit neuen wissenschaftlichen ErgebnisBarich
kein Arzt bin, enthalten meine Berichte nur Infotioaen
Uber die therapeutische Forschung, aber nichtdiedBe-
handlung und Betreuung der Duchenne-Patienten.

Ich habe diesen Text, wie alle meine frihderichte,
zuerst auf Englisch geschrieben und ihn jetzt inatBche
Ubersetzt. Es gibt ihn auch auf Spanisch, libersetrt

Ricardo Rojasn Mexiko, der eine Becker-Muskeldystro-
phie hat. Wie immer schon, sind alle meine Berictite-
ser auch, keine wissenschaftlichen Vero6ffentliclammit
vielen schwierigen Worten, denn ich habe versigiatso
zu schreiben, daR Ihr versteht, was fur Euch inlddiora
torien geschieht, selbst wenn lhr nicht moderneBamie
und Genetik studiert habt.

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

Zahlen in Klammern, z.B. (12), weisen auf géivich-
tige Verdoffentlichungen hin, die auf den Seitenubd 18
aufgelistet sind.

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

Wie Gene die Herstellung der Proteine dirigieren.

Genesind funktionelle Einheiten des
genetischen MaterialBesoxyribo-
nukleinsaure, englisch und auch hier
abgekirzDNA.

Sie sieht wie eine umeinanderge-
drehte Leiter aus, diBoppelhelix \
die 1953 vonlames Watsoand
Frances Crickbeschrieben wurde.

Jede Stufe dieser Leiter enthalt
zwei der vier verschiedenen kleinen
Molekiile, die BaseAdenin Guanin
ThyminundCytosin(A, G, T, C).

Wir kénnen siglie genetischen
Buchstabennennen. Die Stufen kén-
nen immer nur zwei Basenkombi-
nationen enthalten, digasenpaare
A-T und G-C. Dies ist die Struktur
der vier Basen und ihre englischen
Namen:

NH, o) NH, o}
~= 507 XN NH
77 | N </7 | NH B | 3
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N NJ N N/)\NHZ N/ko N/&O
H H b N
adenine guanine cytosine thymine

Wenn z.B. -GGCTTAATCGT- digequenz die
Reihenfolge, der Basen auf einem der Stradnge dekx DN
ist, muR3 die Sequenz dieser Basen auf dem anderen
Strang der DNAomplementadazu sein, also —
CCGAATTAGCA—, so dal3 A immer gegeniiber von T
steht und G gegeniber von C, weil diese Basenpaare
dann immer genau zwischen die beiden Strange passen

-GGCTTAATCGT-

[T
-CCGAATTAGCA-

Diese Sequenz der Basen, der genetischen Buchstaben

ist diegenetische Informationfir die Entwicklung und
Erhaltung eines lebenden Organismus, sie wird ¥on e
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ner Generation an die nachste weitergegeben.

Die meisten Gene enthalten die Informationdiir
Biosynthese vorroteinen. Im Zellkern wird diese ge-
netische Information exprimiert, sie winchnskribiert ,
d.h. kopiert auf eine andere genetische Substamzaud
Englischpremature messenger ribonucleic abigif3t,
abgekirzpre-mRNA, auchTranskriptgenanntDie
deutsche Ubersetzung wére ,vorlaufige Boten-Ribo-
nukleinsaure". Aber oft wird auch im Deutschen die
englische Bezeichnung verwendet, wie hier auch.

Die meisten Gene bestehen aus aktiven odee-kod
renden Abschnitten, deéfxons, die die Information fur
die Proteine enthalten, und aus den oft sehr &eje-
renintrons, die nicht nur, wie man friher meinte, gene-
tischer Abfall sind, sondern auch die Aktivitat d&ene
kontrollieren . Die Ribonukleinsauren, diNAs, ver-
wenden die Base Wracil, anstelle der &hnlichen Base
T der DNA.

Nach der Transkription und noch innerhalb delt
kerns werden die Introns aus der pre-mRNA entfernt
und alle Exons miteinander verbundeasammen-
gespleildtEs entsteht dimessenger RNAMRNA, die
nur die kodierenden Abschnitte enthalt, die genkés
Information fiir die Biosynthese eines Proteins.

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

Um Euch zu zeigen, wie weit die wissenschaftliche- F
schung jetzt Funktionen lebender Zellen verstedigez
ich hier Stereobilder von einer der 5 Strukturers de-
nen die SpleiRosomen in menschlichem Gewebe beste-
hen. Die molekulare Struktur dieses Komplexes, ge-
nanntU1l snRNR (small nuclear ribonucleoprotein),
wurde in der ZeitschrifNatuream 26. Marz 2009 ver-
offentlicht (1).

Allein dieser U1l-Komplex ist aus 10 Proteingm
einer RNA zusammengesetzt. Ihr kdnnt die Struktur

dreidimensional sehen, wenn Ihr das linke Augedasf
linke Bild und des rechte Auge auf das rechte Bdd-
tet. Das geht nach einiger Ubung ohne ein Instramen
Ihr seht dann drei Bilder, das mittlere sehr eicsvoll
raumlich in drei Dimensionen. Die orangefarbenedd.in
U1C-70 K ist das wichtigste Protein, das die Exon-I|
tron-Grenzen erkennt und den eigentlichen SpleH3vor
gang durchfthrt.

Diese Bilder sind sehr abstrakt. In Wirklichkgbt
es dort keine Farben, denn alles sieht aus wigreimer
Brei. Ich erwahne diese neuen Forschungsergebnisse
nicht nur, weil sie zeigen, wie moderne wissendtihaf
che dargestellt werden kann, sondern weil ein dhaeii
Komplex, eine U1 snRNA und eine modifizierte U7
snRNA, bereits fiir die Kombination von Exon-Skip-
ping und Gentransfer verwendet werden (siehe Seite
11).

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

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

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

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

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

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

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



Klickt bitte gleichzeitig auf die Strg-Tastadiauf
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 ganze

Bildschirm, und wenn Ihr gleichzeitig Euren Lautspr
cher einschaltet, konnt Ihr die Erklarung dazutnd-
lisch horen.

Das Dystrophin-Gen und sein Protein.

Duchenne-Muskeldystrophietrifft nur Jungen — etwa je-
den 3.500. Neugeborenen —, weil Frauen, wenn sietge
sche Ubertragerinnen sind, die Krankheit im Durbhsit
auf die Halfte ihrer S6hne vererben. Manchmal siit

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

Gens. Die Abbildung zeigt die Lage des Gens auf dem
kurzen Arm des X-Chromosoms. Seine DNA besteht aus
2.220.223 genetischen Buchstaben, diedricxonsange-
ordnet sind, den aktiven Genabschnitten. Gezeigt si
auch die 7 Promotoren, die Startstellen fir diedBktion
des normal langen und der 6 kiirzeren Versionerrdes
teins. Nach dem Splei3en enthélt die mRNA nur 18,05
genetische Buchstaben, nur 0,5% der Buchstabegashes
zen Gens. In den Ribosomen wird das Prdigistrophin
gemal der genetischen Information der mMRNA auss3.68
Aminosauren zusammengebaut, die zur Synthesegtaile
einer weiteren Sorte RNA gebracht werden, den Teans
RNAs oder tRNAs.

Das Dystrophin hat eine stabférmige Struktug 24
wiederholten Aminosaure-Sequenzen, die an 4 Steten
Gelenkregionen unterbrochen sind. Die beiden Enden
werden N-Terminus und C-Terminus genannt, und lgts gi
auch eine Region mit vielen Cystein-Aminosaurea, di
Schwefel-Atome enthalten. Rechts unten ist ein Quer
schnitt durch Muskelgewebe gezeigt mit Dystrophidén
Zellmembranen, das mit fluoreszierenden Antikdrpern
sichtbar gemacht ist.

Die GroRRe des Dystrophin-Gens und -ProteinDie
Doppelhelix-Struktur des Dystrophin-Gens ist 0,7% m
lang. Zusammen mit den anderen etwa 20.000 mensch-
lichen Genen paldt es in den Zellkern mit nur 0,04 m
Durchmesser, weil das genetische Material extrerntdi
gepackt ist. Ein Molekil des normal langen Dystioph

ist viel kiirzer als sein Gen, es ist 125 nm, Narteme
=0,000125 mm lang, 8.000 von ihnen hintereinander

gelegt passen auf einen Millimeter. Und in einem
Gramm Muskelgewebe gibt es 114 Milliarden Dys-
trophin-Molekiile.

Die Aufgaben des DystrophinsDystrophin wird fur
die mechanische Stabilitdt der Muskelzellen gelivauc
Es befindet sich auf der Innenseite der Muskelzehim
branen. Eines seiner Enden, @efferminusist durch
eine Gruppe anderer Proteine, durch Dgatrophin-
Glykoprotein-Komplex, in der Zellmembran veran-
kert, und das andere Ende, teferminusist mit den
fur die Kontraktion verantwortlichen Strukturen érn
halb der Muskelzellen verbunden. Der Mittelteil des
Dystrophins besteht aus umeinandergedrehten und
mehrfach in sich selbst gefalteten Aminosaureketten

Wenn die Kontraktion der Muskelzelle das Dgstr
phin-Protein zwingt, seine Lange zu verandern, lesin
sich wegen seiner gefalteten Struktur wie eine Fede
oder einStoRdampfeverhalten. Das Dystrophin tber-
tragt dadurch die mechanische Energie, die von dem
Aktin-Myosin-Kontratktionssysterarzeugt wird, auf
die Muskelzellmembranen und die auf3en dartberlie-
genden Strukturen, das Bindegewebe und die Selmen,
einer ausgeglichenen Art, die die Membranen nicht
Uberdehnt.

Der Dystrophin-Glykoprotein-Komplex.

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

Duchenne-Jungen haben kein oder nur sehr wenig
Dystrophin in ihren MuskelfaseriiVenn seine schit-



zende und organisierende Wirkung ausgefallenést, z
reil3t die Muskelkontraktion die Zellmembranen, s d
zuviel Kalzium in die Fasern eindringen kann. Das
Uberschiissige Kalzium aktiviert dann Enzyme Maeé-
painund andere Proteasen, die die Muskelproteine zer-
stéren und zum Absterben der Zellen fiihren Apop-
tose Die Konsequenzen sind weitere Vorgange wie
Entziindungen und die Aktivierung der Fibroblassm,
dald es zuFibrose kommt, der Entwicklung von Nar-
bengewebe, das die Muskelregeneration verlangsamt
und die typischen Symptome é&lterer Duchenne-Patien-
ten verursacht.

Jungen mit der langsamer verlaufenBenker-Dys-
trophiehaben weniger als normale Mengen von Dystro-

phin, das auch oft kiirzer ist. Es kann zwar imnuahn
seine Aufgaben erfiillen, jedoch nicht so gut wis da
normale Protein.

Nicht nur die Skelettmuskeln sind vom Fehles d
Dystrophins betroffen, sondern auch die glattendied
Herzmuskeln. Schadigungen der Herzmuskeln verursa-
chen ein&kardiomyopathieund die Schwéache der glat-
ten Muskulatur hat weitere Konsequenzen, z.B., die
Blutgefalie geben weniger leicht nach, wenn der-Blut
durchflu3 zunimmt, was zu Atmungs- und anderen Pro-
blemen fihren kann. Und auch das Verdauungssystem
wird betroffen, wenn die Darmbewegungen schwécher
werden. Die Veranderungen eines einzigen Gens kon-
nen also den ganzen Kérper in Mitleidenschaft ziehe

Exon Skipping

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

Exon-Skipping, eine genetische Duchenne-Therapie.
Bei einer Diskussion in der Mitte der 90er Jahiddete
mir Gertjan van Ommervon der Universitét Leiden in
den Niederlanden wie eine genetische Therapie diabe
gabe Uber lange Zeit und ohne ernste Nebenwirkuagen
fullen kénnte. Sie wird jetZExon-Skipping genannt und
wurde wahrend der letzten 15 Jahre von seiner ndd-a
ren Forschungsgruppen vor allem in Japan, Australie
England und den Vereinigten Staaten soweit entuticke
daf} sie nicht nur an kranken Mausen und Hundemlesan
jetzt schon an Duchenne-Patienten getestet wird.

Lokaleund systemisché&linische Studien — an einem
einzigen oder allen Muskeln — zum Skippen von Exbn
der pre-mRNA in Duchenne-Jungen wurden und werden
bereits durchgefihrt in Leiden, Léwen und Goételaugech
die hollandische FirmRrosensa und in London und
Newcastle unter der Leitung des MDEX-Konsortiums
durch die amerikanische FirmaVI| BioPharma in Port-
land, Oregon. Neben van Ommen sind hier die Arbeits
gruppen umjudith van Deutekonmund Annemieke
Aartsma-Rusin den Niederlanden und uktate Bushby
andFranceso Muntoniin England zu nennen.

Exon-Skipping sind zwei englische Worte, die “Uber-
springen von Exons” bedeuten. Sie werden allgemadh
in deutschen Texten nicht Gibersetzt, deswegen veteve
ich sie auch hier so und benutze sogar verdeutgahge
dricke wie ,skippen” und ,geskippt”.

Exons sind die aktiven Regionen eines Gendys:

trophin-Gen der meisten Duchenne-Jungen fehleodsn
mehrere Exons, oder sie sind dupliziert oder hdtedrer
in ihrer Sequenz. Dies unterbricht den Leseprozzyd-
netischen Information fir de Proteinbiosyntheseja®
kein Dystrophin hergestellt werden kann. Diese &ehl
kénnen korrigiert werden, d.hdie Proteinsynthese kann
wieder méglich gemacht werdemenn man ein oder meh-
rere der noch vorhandenen benachbarten Exons ko blo
kiert, dal3 der SpleiBmechanismus, der die Exongame
derreiht, ein oder mehrere von ihnen Ubersprirgytaf?
sie nicht mehr benutzt werden kénri&n

Fir diese Exon-Blockade braucht martisense-
Oligoribonukleotide, AOs, die auclintisense-Oligoge-
nannt werden. Dies sind kurze Stiicke genetischatefid
als, etwa 20 bis 30 genetische Buchstaben langgimet
speziellen Sequenz, damit sie sich an die komplé&mnen
genau passende Sequenz des Exons anlagen kénsen, da
Ubersprungergeskippt werden muf3. AOs sind inzwi-
schen, hauptséchlich v@ieve Wiltorin Perth in Austra-
lien, fur alle 79 Exon$4) hergestellt worden und von
Annemieke Aartsma-Rum Leiden in den Niederlanden
fir 39 Exons, jedes mit einer anderen Struktuda® sie
nur das eine gewiinschte Exon des Dystrophin-Gerks bl
kieren kdnnen aber keines der vielen Tausend andere
menschlichen Gene.

Es gibt inzwischen funf verschiedene Arten ¥@bs,
die auf den Seiten 8 bis 10 ausfihrlich beschriedioh
Die beiden wichtigsten sind d&0O-Methyl-AOs, die vor
allem die hollandischen Forscher verwenden, und die
Morpholino-AOs, mit denen besonders die Wissenschaft-
ler in England arbeiten.

Duchenne- wird in Becker-Dystrophie verwandeltWeil
jetzt Exons fehlen — die durch die Mutation entfernund
die zusatzlich geskippten — werden die Aminosauaa-B
steine, die durch die fehlenden Exons determimarten,
im wieder neu gebildeten Dystrophin fehlen. Daf3hei
das neue Dystrophin wird kirrzer sein als das nanadder
es wird oft die Muskelzellmembranen noch einigeremaf3
schiutzen kdnnen. Deshalb werden in vielen Fallen di
Symptome der Krankheit abgemildert sein, die Muskel
degeneration wird langsamer verlaufen, und die hebe
erwartung sollte deutlich steigen bis manchmal @unma-
len Werten. Die schnelle Duchenne-Dystrophie heittie

4



dann zur milden Form dieser Krankheit, &ercker-
Muskeldystrophie, verlangsamt.

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

Tierversuche.Exon-Skipping wurde bereits erfolgreich an
dystrophischen Mausen und Hunden getestet, sdakdll
durch die Injektion der AOs in einen einzelnen Malskls
auchsystemisclin die Blutbahn, so daR alle Muskeln er-
reicht werden, auch die des Herzens und der Lungé&nf
tion. In den meisten der systemischen Experimeoitak
ten die Muskelfunktionen deutlich verbessert werdn
nes der wichtigsten dieser vorklinischen Experiragnit
der systemischen Injektion der AOs in die Blutzlgtion
dystrophischer mdx-Mause wurde 2005 vianence Par-
tridge und seinen Kollegen veroffentlicti).

Die Mutationen des Dystrophin-Gensln der wissen-
schaftlichen Literatur gibt es viele Berichte tden pro-
zentualen Anteil der verschiedenen Dystrophin-Maotat
nen unter allen Duchenne-Patienten. Die Vertffelmting
im Jahr 2006 voinnemieke Aartsma-Ruand ihren Kol-
legen(6) stiutzt sich auf mehr als 4.700 Mutationen, die in
der Leidener Duchenne-Datenbank eingetragen sid, s
scheint deshalb die zuverlassigste zu sein.

Aufgrund dieser Veroffentlichung sifi@% aller Du-
chenne-Mutationeeletioneneines oder mehrerer
Exons.Duplikationen von einem oder mehreren Exons
werden in7% aller Patienten gefundef0% haben
Punktmutationen, d.h., sehr kleine Deletionen oder Inser-
tionen, Einfiigungen, eines oder weniger genetischer
Buchstaben, und die letztéfo habenseltene Mutatio-
nenwie solche, die SpleiRsequenzen inaktivieren oder
grof3e Teile der Genstruktur umbauen.

Die Autoren schlieBen daraus, daR fur 91% Bléien-
ten dieLeseraster-Regepilt, d.h., dafout-of-frameMu-
tationen, bei denen das Leseraster verschobdbuist,
chenne-Dystrophie verursachen, und ohaftameMuta-
tionen, bei denen es normal geblieben ist, zu deeker-
Dystrophie fuhren.

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

Anwendbarkeit des Exon-SkippingsObgleich alle Du-
chenne-Patienten mehr oder weniger ahnliche kiisc
Symptome haben, hat ihre Krankheit doch viele \reesc
dene Ursachen, weil die Mutationen des sehr graiysa
trophin-Gens an vielen verschiedenen Stellen vargek
men sein kénnen. Deshalb ist Exon-Skippimgtations-

spezifisch Es wird eingersonalisierte Therapiesein.
Jeder Patient wird ein spezielles AO brauchen, peuks
AO wird oft fir eine Gruppe von Patienten mit vérige
denen Mutationen angewendet werden kénnen, diglafie
Skippen von einem oder mehrerer ganz bestimmteng&xo
brauchen.

Annemieke Aartsma-Rusnd ihre Kollegen haben die
Anwendbarkeit des Exon-Skippens ermittelt fir Raéga
mit Deletionen, Duplikationen und Punktmutationeie,
am 11. Mérz 2008 in der Leidener Duchenne-Datenbank
registriert waren. Sie analysierten die genetisalrehkli-
nischen Daten von 4.770 Patienten und listetenQr2Q-
pen von Patienten auf, die das Skippen von ein pder
bestimmten Exons brauchen, gemaf ihres Anteilean d
Gesamtzahl aller Duchenne-Patienten mit allen Aviam
Mutationen. Hier ist eine Liste der Prozentsatzeadét
gréRten Gruppen. Die vollstandige Liste ist im Ma@09
veroffentlicht worder(7).

Reihen- Exon % aller Patienten
folge zu skippen

1 51 13.0

2 45 8.1

3 53 7.7

4 44 6.2

5 46 4.3

6 52 4.1

7 50 4.0

8 43 3.8
1-8 51.2%

Wie lhr in dieser kurzen Liste seht, werden 13,084 a
Patienten das Skippen ihres Exons 51 braucherAmtas
51-A0 ist deshalb das potentielle Exon-Skipping-Mad
ment fur die groRte Gruppe aller Duchenne-Patierides-
halb versuchen die hollandischen und britischers@fis
schaftler mit ihren ersten klinischen Studien gerdises
Exon 51 zu skippen, um so vielen Patienten wie iofig|
bald helfen zu kdnnen. Die hollandische Firfrasensa
wird das Skippen der Exons fur die Gruppen 2 —t&ien
keln, falls die Studien zum Skippen von Exon 5Dblgrf
reich sein sollten. Mit den AOs gegen die Exondi@ser
Prioritatenliste konnten mehr als die Haélfte alberchen-
ne-Patienten behandelt werden.

Doppel- und Multi-Exon-Skipping. Bei vielen der Du-
chenne-Patienten mit Deletionen, Duplikationen und
Punktmutationen, mi3ten zwei oder mehr Exons gpskip
werden, um das Leseraster zu normalisieren. Nagreh
tischen Berechnungen wurde sogar vorausgesagtiatai
gleichzeitige Skippen der 11 Exons 45 bis 55 eiaek@r-
Dystrophie mit sehr milden Symptomen in bis zu 6%
ler Duchenne-Jungen produzieren wif@e

Annemieke Aartsma-Rusnd ihr Team haben ver-
sucht, in Zellkultur diese 11 Exons aus Myoblasternt-
fernen, die von gesunden Personen und zwei Duchenne
Patienten mit den Deletionen der Exons 48-50 un8Qi6
isoliert worden waren. Cocktails von 2'O-Methyl-A@s-
gen die menschlichen Sequenzen jedes dieser 1l Exon
wurden in verschiedenen Kombinationen einschli@éilic
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einer Mischung aller 11 AOs ausprobiert. Verschiede
teilweise geskippte mMRNAs und gelegentlich mRNA, be
der alle 11 Exons geskippt waren, wurden in niesirig
Mengen erhalten. UnregelméaRige Spleil3prozesseiend d
ziemlich kurzen Exons in der Nachbarschaft von sy
gen Introns kénnten der Grund fiir die Schwierigheit
gewesen sein, die 11 Exons geordnet hintereinander
skippen.

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

Weil dystrophische Hunde das gleichzeitigepB&in
von zwei Exons brauchen, wiirden Experimente miihn
den Weg zur Entwicklung eines Multi-Exon-Skippeiis f
Duchenne-Jungen ebnen. Die Ergebnisse des erbdégr er
reichen Skippens von drei Exons in Hunden wurden im
Méarz 2009 verodffentlich(10), sie sind im nachsten Ab-
schnitt zusammengefal3t. Sie verursachten vieldager
und Aufmerksamkeit bei Eltern und Patienten. Sigele
ten aber nur, dal?3 das Skippen von zwei, drei oéeigv
mehr Exons durchfihrbar sein wird, nicht aber ddp-S
pen der 11 Exons 45-55, wie ich eben erklart habe.

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

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

Bevor die Experimente mit lebenden Hunden foeg
konnten, wurden Tests an isolierten Myoblastenedies
Hunde in Gewebekulturen im Labor durchgefiihrt. Aus
Myoblasten und anderen Vorlauferzellen entwickéth s
die Muskelzellen. Vier AOs mit Sequenzen von 24 R&d
Basen gegen Sequenzen innerhalb der Exons 6 umdl 8 a
gegen die Grenzen des Exons 6 zum Intron 6 uné&xies
ons 8 zum Intron 8 wurden konstruiert. Sie muf3t€n 2
Methyl-AOs sein, die elektrisch geladen sind unshadb
besser als die elektrisch neutralen Morpholinadién
Muskelzellen bei diesen Zellkulturen wandern kénnen
Diese AOs wurden alleine oder als Cocktail einer Mi
schung aller vier angewendet.

Die Ergebnisse der Cocktail-Experimente zeigta
nach vier Tagen die Myoblasten zu Myotuben, zuhnac
sten Stufe der Muskelentwicklung geworden wared, un

dafR in der mMRNA-Sequenz das Ende des Exons 5 direkt
mit dem Anfang des Exons 10 verbunden war. Dasbede
tete, daf’ zusatzlich zum deletierten Exon 7 undydes
wiinschten Skippings der Exons 6 unc&8¢h das Exon 9
geskippt worden war, obgleich gegen dieses Exolkgjar
AO verwendet wurde. Man versteht noch nicht, wada®s
passiert. Aber das Skippen von Exon 9 alleine Veebt

das Leseraster nicht, dieses zusatzliche Skippeinfhe3t
also nicht die therapeutische Wirkung dieses Mein-
Skippings. Es konnte auch nachgewiesen werdendigald
isolierten Myotuben tatsachlich neues Dystrophivdpr
zierten. In den Experimenten mit einzelnen AOséhsitth
gezeigt, dal3 das AO gegen die Grenze von Exon 8 zum
Intron 9 das Skippen nicht beeinflu3te, deshalbderei
den Studien an lebenden Hunden ein Cocktail ausmir
AOs verwendet, Ex6A, Ex6B und Ex8A.

Der nachste Schritt war die Injektion von Orl 1,2
mg des Cocktails aus gleichen Mengen der drei AOs i
einen Schienbeinmuskélbialis anterioreines 6 Monate
und eines 5 Jahre alten lebenden Hundes. Dabeewurd
beide AO-Typen verwendet, die 2’0O-Methyls und die
Morpholinos. Zwei Wochen danach wurde durch Biopsie
an den Injektionsstellen Muskelgewebe gewonnedem
nachgewiesen werden konnte, dal3 in 61% bis 83% der
MRNA aus den Muskelfasern die Exons 6, 7, 8 ureh8 f
ten. Bei der Dosis von 1,2 mg Morpholinos war pisaitt
die normale Menge an neuem Dystrophin entstandeh, u
die Ergebnisse mit den 2'0O-Methyls waren &hnlicke D
Muskelstruktur in den Dystrophin-positiven Zelleamww
deutlich verbessert, dabei waren die Ergebnissa figi-
geren Hund besser als die beim alteren.

Die Qualitat der Muskeln hat also einen Eid¢fauf die
Menge des Dystrophins, das neu gebildet werden,kann
dies ist wieder ein Hinweis darauf, dal3 eine Ex&ip-S
ping-Behandlung, wenn sie einmal zur Verfligungesteh
wird, so friih wie mdgliclbegonnen werden sollte.

Es stellte sich auRerdem heraus, dal marasfdar-
gebnisse an Zellkulturen im Laboratorium nicht gae=
lassen kann, um z.B. nachzuweisen, welche Exorchdur
ein bestimmtes AO geskippt wird. Im Labor hatte man
einem einzelnen AO gegen Exon 6 alle vier Exon$96 —
skippen kénnen. Das passierte aber nicht, wengldahe
Morpholino-AO in die Muskeln eines Hundes injiziert
wurde, dort wurde die vollstandige Cocktail-Mischua-
fur bendotigt.

InShin'ichi Takedag&nimal Research Facility in Tokio
wurden danrsystemisch8ehandlungen durchgefihrt.
Drei 2 Monate alte Hunde erhielten Injektionen Gesk-
tails aus drei Morpholino-AQOs in ihre BeinvenenrRe
ste Hund erhielt eine Dosis von 120 mg/kg einmal pr
Woche 5 Wochen lang, der zweite die gleiche Daslg j
zweite Woche 11mal Gber 5% Monate und der dritte 20
mg/kg einmal pro Woche 7 Wochen lang. Zwei Wochen
nach der letzten Injektion wurden viele ihrer Muskana-
lysiert.

In allen untersuchten Muskeln jedes Hundesdeur
neues Dystrophin bis zu 50% der normalen Mengengefu
den, aber einige Muskeln, besonders die Herzmuskelf
sern, hatten nur Spuren von neuem Dystrophin. Dis-M
keln des Hundes, der die grof3te Dosis erhieltehath
Durchschnitt 26% der normalen Menge neues Dystrophi
Aus friiheren Untersuchungen weif3 man, dal3 diesirigr
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normale Funktion der Muskeln ausreicht. Im neues-Dy
trophin fehlten die Aminoséauren, die von den mRI\b&-
quenzen der Exons 6, 7, 8 und 9 codiert werders Dée
wies, dal’ zusatzlich zu dem fehlenden Exon 7, eiideln
Exons 6 und 8 und, aus unbekanntem Grund, auchxdas
on 9 entfernt worden waren.

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

Diese Experimente haben gezeigt, dal3 die Mudirpdt
AOs in einem grofRen Tier mit einer ahnlichen Kéfper
struktur wie ein Mensch gut wirksam sind. Sie siizht
toxisch und verursachen keine Immunabwehr. Undigig
nur wirksam in Muskelgewebe, wo die Transkripti@as d
Dystrophin-Gens stattfindet. Sie werden allerdivwigs-
derholt angewendet werden mussen, weil ihre Wirkung
nicht permanent ist, aber dies wirde auch erlautien,
Behandlung zu unterbrechen, wenn Probleme auftreten
oder einmal bessere Medikamente zur Verfiigung stehe

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

Exon-Skipping zur Reparatur von Duplikationen.
Duplikationen von einem oder mehreren Exons, die ei
Leserasterverschiebung verursachen, kommen in [ al
Duchenne-Patienten vor. Sie kdnnen im Prinzip déch
on-Skipping repariert werden, wenn es moglichdi,zu-
sétzlichen Exons zu entfernen, ohne die origin&beons
zu beeintrachtigen. Solch eine Exon-Skipping-Behargl
wilrde dann nicht nur eine Therapie sein, sondera ei
wirkliche Heilung weil nach der Entfernung der zuséatzli-
chen Exons die mRNA wieder ihre normale Struktuteha
in der alle Exons nur einmal vorkommen, so dal3 néag
Dystrophin normal lang sein wirde.

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

Sie konnten eine Exon-45-Duplikation durch 8&p-
pen von einem der beiden Exons 45 korrigieren. Zveei
ge nach der in-vitro Behandlung, im Labor, entkiel80%
der Muskelfasern normales Dystrophin. Andererse#s
es unmdglich, nur eines der beiden Exons 44 iteigeh
Muskelfasern zweier Duchenne-Brider zu entfernen. |
diesem Fall wirde jedoch das Skippen der beidem&xo
44 und auch des Exons 43 das Leseraster wiedezhenst
Ein Versuch, die gréRere Duplikation der Exons &2—

zu korrigieren blieb erfolglos.

Auf Bitten einer Familie, bei deren Sohn di®Es
8 — 11 dupliziert waren, beschrieb Annemieke dievBe-
rigkeiten: ,Wir wirden eine Kombination, ein Cockta
von AOs gegen alle vier Exons 8 — 11 bendétigererAb
diese AOs kdnnen nicht zwischen den originalenderl
duplizierten Exons unterscheiden. Das Ergebnis dérd
her sein, daR entweder das originale Exon 8 geskipg,
das duplizierte Exon 8 oder beide. Oder das origiEaon
9 wird geskippt, das duplizierte Exon 9 oder eiroerii-
nation der Exons 8 und 9, usw. Es gibt also vietagli¢h-
keiten und nur eine davon, das Skippen der dupiézie
Exons 8, 9, 10 und 11, aber nicht der originalear®x3,
9, 10 und 11, kann das Leseraster wiederherstdian.
fach die Mengen der AOs im Cocktail zu erhéhen,deiir
die Situation nicht andern. Wir versuchen, eineunis
dieser Probleme zu finden, aber hier ist allestrsohiber-
sichtlich wie bei den Deletionen. Wir wissen niabih, oder
wann Exon-Skipping fur groRe Duplikationen méglich
sein wird."

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

Es konnte in der Zukunft méglich sein, solaiee
Stoppmutation mit dem Medikament PTC124 zu unter-
driicken, das schon klinisch gepruft wird. Oderksien
repariert werden durch das Skippen des Exons,ingieh
das Stoppzeichen befindet, falls das Exon ,ger&iteh-
zen hat, die das Leseraster nicht verschieben. \Weas
aber tut, miRte nochzusatzlich ein benachbartea Exo
geskippt werdei(12).

Exon-Skipping zur Reparatur seltener Mutationen.
Selbst ein Leseraster, das von seltenen Mutationden
Grenzregionen zwischen Exons und benachbartemitro
an den sog. Splei3stellen, verschoben wurde, kéturtsh
Exon-Skipping normalisiert werden. Als Beispieleaié
ich wiederAnnemieke Aartsma-Ryswie sie erklart, daf3
die Anderung der Base A in die Base T am Anfanglales
trons46 ziemlich milde Duchenne-Symptome in Tomas,
einem argentinischen Jungen, verursacht haben d&bnnt
.Diese Mutation wird wahrscheinlich zum teilisen
oder vollstandigen Skippen des Exons 46 in der mRNA
fuhren, die jedoch auf dem Niveau der DNA durclesin
genetischen Test nicht erkannt werden kann. Dipts(S
stelle ist normalerweise ziemlich aktiv, doch dudidse
Mutation gibt es eine ziemlich starke Inaktivierutigser
Stelle. Ich kann mir vorstellen, daf3 Exon 46 in od&NA
dieses Patienten geskippt wird. Das ist aber me An-
nahme, wir kdnnen Uberprifen, ob Exon 46 ganz teder
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weise geskippt ist, wenn wir die mRNA des Muskela-a
lysieren. Falls das Skippen von Exon 46 nicht véiidig
ist, wird Tomas etwas Dystrophin haben, und das kier
Grund fur die milde Form seiner Duchenne-Dystrophie
sein. Wenn eine mRNA-Analyse zeigt, dal Exon 46tnic
vorhanden ist — das wiirde das Leseraster verschiebe
dann kénnte es durch Skippen von Exon 45 wiedeelerg
stellt werden.

Wird Exon-Skipping eine Therapie fir meinen Sohn
sein?Viele Duchenne-Familien von Gberall in der Welt
stellen mir diese Frage und hier ist meine Antwort:

Weil Exon-Skipping eine mutationsspezifischexhnik
ist, mussen lhr zuerst die genaue Mutation im Dytin-
Gen Eures kranken Sohnes kennen. Dazu solltet kir i
nem genetischen Labor z.B. einen MLPA-Test (mudtipl
ligation-dependent probe amplification) durchfiihtas:
sen, mit dem sich alle 79 Dystrophin-Exons in Duntes
Jungen und ihren Mittern und anderen weiblichen Ver
wandten analysieren lassen. Zur Bestimmung vontPunk
mutationen miussen aber oft Sequenzierungen duridgef
werden.

Wenn die Mutation bekannt ist — eine Deletion, Dupl
kation oder Punktmutation —, dann kénnt lhr EuchSie-
quenz aller 13.990 Basen oder genetischen Buchstiye
kombinierten 79 Dystrophin-Exons, in der sog. cDNAf
den Leidener Muskeldystrophie-Seiten mit der Adzess
www.dmd.nl/segs/murefDMD.htnmim Internet ansehen
und von dort auch herunterladen. An dieser Seqkénat
Ihr erkennen, ob eine bestimmte Mutation das Lasera
verschiebt oder nicht, das heifit, ob die MutatiorBuer
Kind eine Duchenne- oder Becker-Muskeldystrophie vo
aussagt.

Hier ist eine Auswahl von 12 Deletionen mit den BEx0
die geskippt werden mufdten:

Deletierte Exons Zu skippende Exons

40 - 43 44

43 - 45 46

43 -50 51

43 -52 53

44 43 or 45
44 - 50 43451
46 — 47 45

46 - 52 45+53 or 53+54
48 - 50 51

51 -53 50
5-6 7+8
8-9 6+7

Wen lhr Euch die Grenzregionen der Exons anschaut,
konnt lhr selbst bestimmen, welches Exon oder veelch
Exons geskippt werden muf3ten, um das Leserashisrefa
durch die Mutation verschoben ist, wieder zu norsie
ren. lhr braucht aber etwas Erfahrung dazu, und/eigsn
hatAnnemieke Aartsma-Rui ihrer Doktorarbeit mehre-
re Listen eingefigt, in denen lhr direkt sehen lgmrwel-
che Exons geskippt werden mif3ten, wenn lhr diewgena
Mutation kennt. Ihr kdnnt diese Listen im Intersehen,
wenn Sie lhr Strg-Taste driickt und gleichzeitig dief

folgenden Adressen Klickt: fir Deletionen:
www.humgen.nl/lab-aartsma-rus/Table%20deletions.pdf
fur Duplikationenwww.humgen.nl/lab-aartsma-
rus/Table%20duplications.pdfind fur
Punktmutationenwww.humgen.nl/lab-aartsma-

rus/Table%20point%20mutations.pdf

Auf der letzten Seite dieses Berichts zeifpeHach die
molekularen Einzelheiten des Skippens von Exonusl z
Reparatur der Leserasterverschiebung nach einer Gen
Deletion von Exon 50.

In diesem Zusammenhang ist es interessanisaemw
dal3 das Gen Mutatiorisst spotdhat, also Stellen, an de-
nen besonders haufig Mutationen entstehen: 50% alle
Mutationen sind Deletionen von einem oder mehré&nen
ons von 45 bis 53, und 20% der Exons 2 bis 20.

Bitte versteht, daRR diese Listeicht garantierendald
die schweren Duchenne-Symptome eines Duchenne-Jun-
gen in die Symptome einer milden Becker-Dystropeie
andert werden, wenn er mit seinem ,personlicherdrizx
Skipping-Medikament behandelt wird, das in dendtist
fur ihn genannt wird. Alles, was gesagt werden kastn
daf ein bestimmtes Skippen das Leseraster dergmhmat
Information auf der mRNA voout-of-framewieder zun-
framenormalisieren wird. Es kann nicht gesagt werden,
daf die in-frame-Information in jedem Fall zu einBek-
ker-Dystrophin fithren wird, denn die Leseraster-@égt
Ausnahmen, wie sie in einer neuen Veré6ffentlichuog
Terence Partridgg13) undEric Hoffman (14) diskutiert
wurde.

Die Grunde fur die Ausnahmen werden nichtliena
Fallen verstanden. Z.B., die Grenzen der Deletianen
Dystrophin-Gen stimmen nicht unbedingt mit den Gesn
der Exons Uberein, sondern kénnen irgendwo im mner
der oft sehr groRen Introns zwischen den Exongtieg
Diese genauen Deletionsgrenzen werden nicht duech d
normalen genetischen Testmethoden bestimmt, unenPat
ten mit den gleichen Exon-Deletionen kénnen durshau
verschiedene Deletionsgrenzen im Innern von Inthas
ben. Weil Introns Sequenzen enthalten kdnnen,ididié
Regulation von Genen notwendig sind, konnten Sahéde
an solchen Kontrollsequenzen verschiedene Krargheit
symptome verursachen. AuRerdem enthalt das Dystroph
Protein Abschnitte, die nicht alle gleich wichtiga Eini-
ge Deletionen zusammen mit den geskippten Exons kén
nen veranderte Proteinstrukturen erzeugen, di€waidti-
on des verkilrzten Dystrophins beeintrachtigen.

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

Verschiedene Arten von AOs, Antisense-Oligofie
AOs, die von den hollandischen Forschern verwenaet
den, wurden zunachst als AONs abgekdrzt, weil sie g
schitzte Oligonukleotide sind. Die Morpholinos habe
zwar eine dhnliche Struktur, sie sind aber keioktigen
Nukleotide, deshalb wird die Abkirzung AO fiir Anti-
sense-0ligo jetzt allgemein fir alle Antisense-\itadioin-
gen gebraucht, auch in diesem Bericht.

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

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

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

2'0-Methyl-AO Morpholino-AO

Das 2'0-Methyl-AO, das in den hollandischeadin
benutzt wirdPRO05], hat 20 genetische Buchstaben mit
der folgenden Sequenz:

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

GAUCUUUACGGUAGAAGGAACUACAACCUC

Beide AOs lagern sich an digonic-splicing-enhancer
sequenceESE, an, die exonische SpleiRverstarker-Se-
quenz innerhalb des Exons 51. Diese Sequenz istigic
fur den normalen Splei3prozel3, fiir den Einbau di€se
ons in die Dystrophin-mRNA. Wenn sie vom AO blockie
wird, wird das Exon geskippt, es ist dann nicht metder
mMRNA enthalten.

Die Molekile dieser AOs haben ziemlich groRRd u
komplizierte chemische Strukturen. Das 2'O-Methyl
PROO051 z.B. besteht aus 699 Atomen und das Mool
AVI-4658 aus mehr als eintausend. Dies bedeut& dike

se potentiellen Medikamente fur unsere Duchenngelun
verschieden von ,normalen* Medikamenten sind, Bid s
auch schwierig herzustellen und sie werden teuer se

Die hollandischen Forscher haben vor kurzesr2dD-
Metyhls mit den Morpholino-AQOs fiir das Skippen @es
ons 23 in lebenden Mausen verglictigb). Nach lokalen
und systemischen Injektionen der AOs fanden si@tdnt
schiede in der Wirkung, wie sie vorher schon basblen
wurden, wenn mdx-Mause behandelt wurden. Diese Un-
terschiede waren jedoch weniger ausgepragt oder sog
nicht nachweisbar, wenn AOs gegen menschliche Exons
hDMD-Mause injiziert wurden, die normale menschdich
Dystrophin-Gene hatten.

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

Annemieke Aartsma-Rus, PhD.
DMD Genetic Therapy Group
Department of Human Genetics
Leiden University Medical Center
PO Box 9600
2300 RC Leiden, Niederlande

Jetzt sollt Ihr einige der Wissenschaftler kennenleen,
die fur unsere Kinder arbeiten. Ich denke, hier ist die
richtige Stelle, um Euch das Bild der ersten viam #or-
scherinnen zu zeigen, die zusammen mit ihren Mifarb
tern daran arbeiten, die Exon-Skipping-Behandlurmen
finden, Uber die ich hier berichtenAemiekesild ist das
erste, Ihr habt gelesen, wie oft ich sie nenne.dfireiben
uns viele e-Mails, sie hilft mir immer, wenn ichlfdibrau-
che und dann sehr schnell innerhalb von nur ein am-
den. Ein besonderes Dankeschdn geht hier an sie.



Drei neue AO-Arten. Drei weitere Arten von AOs sind
entwickelt worden, die zum Teil wirksamer zu sathes-
nen als die beiden ersten, die jetzt an Duchentieren
ausprobiert werden. An die erste neue Art sindiBeatn-
gehangt, kurze Ketten von Aminosauren, die zweite h
eine Kettenstruktur die &hnlich wie Proteine aufgehst,
und die dritte hat an ihre Morpholino-Struktur ktaer-
zweigte Ketten angehangt, die das Durchqueren elér Z
membranen erleichtert.

Exon-Skipping mit Peptid-konjugierten Nukleinsauren.
Da die Morpholino-AOs Schwierigkeiten haben, in die
Muskeln des Herzens hineinzukommen, haldetthew
Woodund seine Kollegen an der Universitat Oxford in Zu
sammenarbeit mit der Firm#&V| BioPharman Portland/
Oregon an das Morpholino-AO zum Skippen von Exon 23
in mdx-Mausen kurze Peptide, Aminosaureketten, ange
hangt, um diese Probleme zu beheben.

Nach Experimenten mit vielen verschiedenen Kiem
nationen von Peptiden, entwickelten die Forscheopk
timalesPeptid-konjugiertes Morpholino-A@us 25 Basen
gegen Exon 23 der mdx Mause mit zwei zuséatzlichep P
tiden. Skippen dieses Exons setzt in der mdx-Mais d
Dystrophin-Produktion wieder in Gang, weil diese®It
ein vorzeitiges Stoppcodon hat.

Eines der beiden angehangten Peptide isBdaptid
das dem AO hilft, die Zellmembranen zu durchqueoea,
das andere ist dasuskelspezifische MS®elches das AO
spezifisch in die Muskeln dirigiert. Das B-Peptiesteht
aus 14 Aminosauren und das MSP aus 7. In der abgeki
ten Schrift, die die Wissenschaftler fir die Stuwlgolcher
AOs benutzen, sieht die Reihe der 46 Komponentesedi
AO-Medikamentes fiur dystrophische Mause so aus:

RXRRBRRXRRBRXB — ASSLNIA —
GGCCAAACCUCGGCUUACCUGASAU

Drei wochentliche Injektionen von 6 mg/kg dis®p-
timierten AOs in mdx-M&ause verursachten, daf3 Dystro
phin wieder in vielen Muskeln, auch in denen deszEles,
wieder produziert wurde, daf3 der Dystrophin-assdai
Proteinkomplex wieder an den Muskelzellmembranen er
schien, daf3 sich die CK-Aktivitat normalisierte wdid
Muskelfunktionen sich deutlich verbessertef).

Aurélie Goyenvallaind ihr Team im Laboratorium von
Kay Daviesin Oxford haben eine éltere Version dieser
Peptid-konjugierten AOs verwendet, um mdx-Mause zu
behandeln, bei denen nicht nur das Dystrophindeddn-
dern auch das ahnliche Protein Utrophin. Im Gegersa
den ,normalen“ mdx-Mausen haben diese Doppel-KO-
Mause Duchenne-ahnliche Symptome. Die Behandlung
mit den Peptid-konjugierten AOs schwachten ihrensch
ren Symptome deutlich ab.

Exon-Skipping mit Peptid-Nukleinséduren.Eine weitere
Gruppe von AOsPeptid-NukleinsdaurerPNAs, werden
ebenfalls untersucht, ob sie als Exon-Skipping-Madi
mente zu gebrauchen waren. Anstelle der Zucker-Phos
phat-Ketten wie in DNA und RNA, haben sie Peptitiet
Sie sind wasserldslich, sehr stabil und jede geulites
Basensequenz kann in der richtigen raumlichen Anord
nung in sie eingebaut werden, so daf3 sie sich ndera
AOs verhalten.

Michael Gaitund seine Kollegen an der Universitat
von Cambridge in England, verbanden dann die PNA au
25 Einheiten gegen Exon 23 der mdx-M&ause durch eine
Schwefel-haltige Briicke mit einem Peptid, das es de
PNA erleichtert, in Muskelzellen hineinzukommensDa
wirksamste Peptid, Pib2b, hatte die folgende abigekje-
schriebene Struktur:

RAhXRRAhXRRAhXRIHILFQNdRRMKWHKRAlIaC

Nach der Injektion von nur 5 Mikrogramm dieS#¢A-
AOs in einen Muskel von 8 Wochen alten mdx Mausen
entstand eine grofRe Zahl von Fasern mit neuem @ystr
phin. In Zusammenarbeit mit der Firma AVI werdetzfe
Experimente mit systemischen Injektionen in dentBlu
kreislauf der Mause durchgefuijit7).

Exon-Skipping mit Octa-Guanidin-Morpholinos.

Qi Long Lu und seine Mitarbeiter im Carolinas Medical
Center in Charlotte, North Carolina, haben ein erei
modifiziertes AO entwickelt, das besser als alkhbr be-
schriebenen die Muskelzellmembranen durchqueren.kan

Sie héngten an ein normales Morpholino-AO dine-
plizierte und stark verzweigte Kettenstruktur a@nesh acht
Zweige am Ende jeweils eine Guanidin-Gruppe tragen.
Diese Endgruppen sind zwar Teil der Aminoséaure irgi
die auch in den beiden zuvor beschriebenen AO-Aeten
halten sind, in der angehangten Kettenstruktur abet
keine vollstandigen Aminoséauren, also keine Pepfide
durch wird das ganze Octa-Guanidin-Morpholino-A@s d
auchVivo-Morpholinoheif3t, vom Immunsystem nicht er-
kannt und deswegen auch nicht zerstort.

Mit dem Vivo-Morpholino gegen das Exon 23 der
mdx-Mause wurden Experimente an lebenden Mausen
durchgefuhrt. Die systemische Behandlung tiber 10 Wo
chen mit allen zwei Wochen wiederholten intravemgse
subkutanen und intraperitonealen (in den Bauchrdnm)
jektionen von nur 6 mg/kg AO fiihrte zur Bildung viois
zu 50% neuem Dystrophin in fast allen Fasern &les-
lettmuskeln, zu 10% Dystrophin im Herzmuskel undrau
in den glatten Muskeln der BlutgefaRRe und des Merda
ungstraktes. Es gab deutlich verbesserte Muskeifumdn
aber keine toxischen Nebenwirkungen und keine Immun
probleme. Diese neuen AOs bieten daher die resaisi
Aussicht fiir eine wirksame Duchenne-Therggie).

Exon-Skipping mit Gentransfer.

Die Antisense-Oligos als Medikamente zum Exon-Skip-
ping werden wahrscheinlich den Duchenne-Patientim w
rend ihrer verlangerten Lebenszeit wiederholt igjiz
werden missen. Um dies zu vermeiden und, wenn mdg-

lich, mit einer einzigen Behandlung auszukommenngl ivi
mehreren Laboratorien versuchion-Skippen mit Gen-
therapiezu kombinieren. Dabei werden die Muskelzellen
veranlal3t, die AOs dauerhaft selbst herzustellégs Rann
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man erreichen, wenn man die Gene fir die RNA von
Spleil3faktoren so modifiziert, dal3 sie die genbgsn-
formation fiir die AOs zum Skippen enthalten, un@ da
man sie dann durch Viren in die Muskelzellen tramsp
tiert. Diese small-nuclear RNAs, snRNA, der Splakkb-
ren haben namlich auch eigene Gene. Auf Seite @ icab
Euch die Struktur eines solchen Spleil3faktors, hRNP,
gezeigt, der aus RNA und vielen Proteinen besteht.

Ich berichte im Folgenden lber zwei verwaidé&tho-
den, die von franzdsischen und englischen Forscgsn
gearbeitet wurden, Uber eine spezielle und eigeéine,
und danach Uber eine dritte Mdglichkeit, an demplrau
séachlich italienische Wissenschaftler arbeiten. é&kdBm
berichte ich Uber eine internationale ZusammenaGé&i
zur Priifung dieser Methoden in gemeinsamen kligisch
Studien.

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

Die Forscher konstruierten dieses modifizi€&&n
durch Anh&ngen von komplementaren DNA-Sequenzen
fur zwei AQs, die fiir das Skippen von Exon 23 deixm
Méause notwendig sind. Dieses modifizierte U7-Gen, U
SD23/BP22, wurde zusammen mit Kontrollsequenzen in
die DNA von Typ-2 adeno-assoziierten Viren, AAVh€i
gebaut. Diese Transport-Vektoren wurden dann zlgerst
kalin einen einzigen Muskel der mdx-Mause injizierdun
dann auclsystemisclin ihren Blutkreislauf. In den Mus-
kelzellen wurden die eingefiihrten DNA-Sequenzendaif
entsprechenden RNAs Ubertragen, transkribiertddie
den normalen Exon-Skipping-Prozel3 durchfiihrtenddsr
Leserater wiederherstellte und den Weg freimadintelie
Synthese von Dystrophin ohne die vom Exon 23 déterm
nierten Aminosauren. Dieses neue verkirzte Dystroph
entstand in bis zu 80% der Fasern in den behamdgltes-
keln. Es wanderte auch an seine normale Posititer un
den Membranen und war Uber ein Jahr lang stahile oh
Immunreaktionen zu veranlassen.

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

Mit dieser U7-Gentransfer-Technik wurden d&fin
nisch dystrophische GRMD-Hunde behandelt. Diese-Hun
de haben eine Mutation an der Spleil3stelle des€Xon
die durch Skippen der Exons 6 und 8 repariert werde
kann. Mit einem hundespezifischen modifizierten U7-
Vektor, der Antisense-Sequenzen gegen die Exomsl@u
enthielt, entstand verkurztes Dystrophin in faghmaen
Mengen zwei Monate nach einer einzigen lokalenktivje
on in einen Muskel. Eine regionagstemischéjektion
in ein Bein mit blockiertem Blutkreislauf fiihrte puoRen
Mengen von neuem Dystrophin, das auch nach 6 Monate
noch vorhanden war.

Aurélie Goyenvalle, PhD.
Dept. of Physiology, Anatomy & Genetics
Henry Wellcome Centre for Gene Function
University of Oxford
South Parks Road
Oxford OX1 3QX, UK

Genetisches U7-Exon-Skipping, ,universelle* Methode
Aurelie Goyenvallehat danach eine allgemeinere Version
dieser genetischen Methode entwickelt. Dabei wasl d
Exon-Skipping von einem fast “universellen” bifuidkta-
len U7snRNA-Vector veranlaf3t, der zusatzlich zu der
komplementéaren Sequenz gegen das zu skippende Exon
auch noch einen freie DNA-Kette enthalt mit Bindsing
stellen fir dasieterogene nukleare Ribonukleoprotéih
(hnRNPAL).

Die von den Virus-Vektoren eingebrachten kampl
mentédren DNA-Sequenzen der bifunktionalen U7-Gene
werden in die kleinen RNAs transkribiert und di&sgern
sich an das zu skippende Exon an. Weil sie dann die
hnRNP-Proteine zu den Spleil3stellen ,ziehen®, stdlie-
se die Funktion der Spleil3osome, die an den Enden d
Exons sitzen, mit dem Ergebnis, daf? das betreffeExde
geskippt wird. Diese Art von Exon-Skipping wird htc
von den ublichen AOs verursacht, sondern von diesen
Luniversellen“ Proteinen, die fir das SpleiRenraizons
gleich sind. Dadurch kénnte das lange Genehmiguergsv
fahren deutlich abgekirzt werden, denn fir dieapeuti-
sche Wirksamkeit aller Exon-Skipping-Medikamente is
nur die diese eineniversellezusatzliche DNA-Kette ver-
antwortlich, wahrend ihre komplementaren DNA-Sequen
zen nur die Medikamente zu den Exons bringen, elie g
skippt werden sollen.

Diese Methode ist bereits mit Erfolg im Lalktoraum
zum Skippen von Exon 51 in isolierten Myoblastegean
wendet worden, die von einem Duchenne-Patienten mit
der Deletion des Exons 49 und 50 stammten. Diesairk
ste U7snRNA hatte die zusétzliche DNA-Kette Al
(U7ex51-A0ON-A1), durch sie konnte in den Myoblasten
wieder fast normale Mengen Dystrophin erzeigt werde

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

Es wird erwartet, dal? mit dieser Technik aactiere
Exons geskippt werden kdnnen, auch solche, die beim
normalen Exon-Skipping Schwierigkeiten machen.ddls s

te durch die Anwendung von zwei oder mehr U7snRNAs

auch Multi-Exon-Skipping méglich se{0).

Genetisches U1-Exon-Skippinglrene Bozzoniund ihre
Mitarbeiter an der Universitéta Sapienzéan Rom haben
eine dhnliche genetische Exon-Skipping-Methode eéusg
arbeitet, bei der sie aber die SnRNA des Splei3faki1
benutzen22).

An die Sequenz dieser snRNA wurden die 54 tijene
schen Buchstaben lange Antisense-Sequenz gegéidie

den Grenzregionen des Exons 23 der mdx-Maus angeha

und die ganze Struktur in adeno-assoziierte Viem \¥yp
2/1, AAV2/1, eingebaut. Drei bis 4 Billionen (3-41%"%)
dieser Viren-Vektoren wurden in die Schwanzvene eién
6 Wochen alten mdx-Mausen injiziert. Zwolf Wochex d
nach konnte in mehreren Skelett-Muskeln und audeim
Muskeln des Herzens und des Zwerchfells korrekt ge-
skippte mRNA und auch neues Dystrophin in mehr als
20% der normalen Menge nachgewiesen werden. Die
Mé&use hatten auch deutlich verbesserte Muskelfonéti.
In einem weiteren Experiment wurden die Muskedn
2 Mausen erst im Alter von 80 Wochen, d.h. 18 Menat
nach der einmaligen Injektion der Viren, untersulgtiéih-
rend dieser ganzen Zeit bis praktisch zu ihremrhahi&n

Tod enthielten die Skelett-, Herz- und Zwerchfellidkeln
der senilen Mause die korrigierte mMRNA ohne dasrExo
23 und gentigend etwas verkiirztes Dystrophin, das de
normalen Degenerations-Regenerations-Prozel3 atifrech
erhielt, sondern auch die Muskelfunktionen deutlieh
besserten. Diese Ergebnisse zeigen auch, daf} esngdah
der ganzen Zeit keine Immunprobleme gegeben hatte.

Bei der Aktualisierung dieses Berichtes iriggn Mo-
naten werde ich diese Forschungen ausfuhrlichehbeis
ben kdnnen.

Internationale Zusammenarbeit ICE. Die Organisation
International Collaborative Effort for DMDICE, ist ein
Zusammenschluf3 von 12 Institutionen in Frankréitzthi;
en, Grof3britannien und den USA, der unter der bejtu
vonJean-Claude Kaplar(Frankreich),Terry Partridge
(USA), Adrian Thrascher(UK), Luis Garcia(Frankreich)
undBerch Griggs(USA) alle Einzelheiten fir gemeinsa-
me klinische Studien ausarbeiten wird zur weitdfaty
wicklung der genetischen Exon-Skipping-Methoden. IC
wurde 2008 gegrundet und wird vabuichenne Parent
Project Franceund derAssociation Monégasque contre
les Myopathiesnit 1,7 Millionen Euro finanziert. Vier-
zehn der 105 Wissenschaftler und Arzte, die zugkdio-
ren, trafen sich am 6. Juni 2009 in Monaco, um iter
Ergebnisse im ersten Jahr der Zusammenarbeit eu spr
chen. Ein Bericht dariiber in englischer Sprachekam
mir angefordert werden.

Personalisierte Therapien und die Genehmigungsbehden.

Die Federal Drug AdministrationFDA, in den Vereinig-
ten Staaten, diEuropean Medicines AgendyMEA , und

andere Genehmigungsbehdrden verlangen, daf dienorm

le Entwicklung eines klassischen Medikamentes ddieh
folgenden Phasen laufen muf3;

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

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

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

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

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

Diese Genehmigungsvorschriften stammen a@s ein
Zeit, als man an auf einzelne oder wenige Patieaibeje-
stimmte ,personalisierte” Medikamente wie Exon-Skip
ping noch gar nicht dachte. Um ein personalisiebies
chenne-Medikament durch die vier Phasen zu bringen,
mussen sich die Forscher mit Problemen auseinagtders
zen, die auch fur die Behorden neu sind und diésgel
werden missen, bevor ein solches Medikament dierRat

ten erreichen kann.

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

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

Die Arbeitsgruppe voEric Hoffman am Children’s
Medical Center in Washington hat vor kurzem 2, 5libtil
nen US-Dollar vom amerikanischen Verteidigungsntéis
rium bekommen, damit mit dem Anti-Exon-51-A0 der
Firma AVI, das in England schon klinisch getestatiyw
diese Toxizitatsprobleme an Mausen und Affen untgrs
wird.

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

Wenn die jetzt laufenden Exon-Skipping-Studiei-
terhin keine Nebenwirkungen zeigen — und das sthein
zu sein —, dann kénnen hoffentlich die Genehmigbegs
hdrden davon tUberzeugt werden, ganze Gruppen van AO
eines chemischen Typs als Einzelmedikament zu behan

deln und deswegen den Genehmigungsprozel3 deutlich z
verkirzen.

Die Duchenne-Jungen haben nicht viel Zeit emlie-
ren. Daher wird dariiber nachgedacht, ob es geeztigtf
ware, das Risiko fur einige Nebeneffekte zu akzeet,
die vielleicht erst nach einer langen Anwendundratén
kénnten. Das wirde bedeuten, dal? die Jungen rensel
ren Mutationen, fiir deren Skipping-Medikamentean
kurzter Genehmigungsprozef3 mit erhdhtem Risikaibtla
ware, auch eine Chance fir eine Therapie hattefy es
fur sie zu spét ist, bevor die meisten ihrer Mugkedr-
schwunden sind.

Diese Zusammenfassung stutzt sich auf die Weuéf-
fentlichung vonEric Hoffman und seinen Kollege(i3).

Klinische Studien

In diesem wichtigsten Kapitel meines Berichts. hesibe
ich vier klinische Studien, alsoit Duchenne-Jungezum
Skippen von Exon 51. In zwei der Studien, die hierah-
geschlossen sind, wurde nur ein einziger unwichfiges-
kel behandelt. Sie wardokale Studien, bei denen es zu
keinem klinischen Nutzen fur die Teilnehmer kommen
konnte. Die beiden noch laufenden anderen Studeh s
systemischbei denen die potentiellen Medikamente, die
AOs, in die Blutbahn injiziert werden. Dabei konete
schon zu kleinen Verbesserungen der Muskelfunktione
kommen.

Aber die wichtigste Frage, die diese Studiearthwor-
ten sollen, istSind die Medikamente sichei&chlie3lich
werden die Duchenne Jungen sie hoffentlich tber gier
samte verlangerte Lebenszeit bekommen missen.

Diese notwendigen Schritte zur vollen Entwitld ei-
ner Therapie sindur Experimentenit Kindern, die auch
keinen Erfolg haben kdnnen. Die Teilnahme eineiigen
genden Zahl von Jungen, die Exon-51-Skipping brexgch
ist wichtig, aber es lohnt sich nicht fir eine Fierlange
und wiederholte Reisen zu den Studienzentren zrunt
nehmen.

Lokale Exon-Skipping Studie in den NiederlandenDie
weltweit erste klinische Studimit der Exon-Skipping-
Technik an Menschen wurde unter Leitung vorith van
Deutekom Jan Verschuurenund anderen von der Firma
Prosensa Therapeutics B\und dem Medizinischen Zen-
trum derUniversitat Leiden in den Niederlanden zwi-
schen Januar 2006 und Marz 2007 durchgefihrt.Abfe
gabe war es, einggrundlegenden wissenschaftlichen Be-
weis(proof of principle) fur die Anwendbarkeit dieser
neuen Methode auf Menschen zu bringen. Es warinar e
lokale Studie an einer kleinen Stelle eines einzigen Mus-
kels, denfibialis-anterio-Muskel des Schienbeins, die
mit einem 2'0-Methyl-AO, genanf®RO051gegen Exon
51 behandelt wurde.

Mit dieser Art chemisch modifizierter AOs tattdie
hollandischen Forscher bereits viele Jahre in wtiddhen
Experimenten gearbeitet. Sie konnten dabei Dystmph
Exons nicht nur in Muskel-Zellkulturen von Duchenne
Patienten mit verschiedenen Mutationen erfolgrsidp-
pen, sondern auch in lebenden mdx- und hDMD-M&usen
nach lokalen und auch subkutanen und intravendsen

systemischen Injektionen.

Vier hollandische Jungen nahmen an dieseneffe
Studie teil. Sie waren zwischen 10 und 13 Jahreralt
hatten nachgewiesene Deletionen der Dystrophin-&xon
50, 52, 48-50, und 49-50. Sie wurden hintereinabeer
handelt, das bedeutete, daf? ein Junge erst daandmih
wurde, nachdem beim davor behandelten positivel=rge
nisse erhalten wurden und keine ernsten Nebenwgeun
aufgetreten waren. Jeder Junge erhielt eine eifigs
von 0,8 mg PROO051 in physiologischer Kochsalzlésung
0,9% Salzlésung, unter lokaler Anasthesie in elaank
Region von etwa 1,5 cm Lange seines Schienbeinrwuske

Nach 4 Wochen wurde in einer Biopsie Muskelglesv
von der Injektionsstelle entnommen und auf die eeta
geskippte mRNA und auf neues Dystrophin-Proteiiint
sucht. Fast alle Muskelfasern, bis zu 94%, im Biegps-
webe hatten neues Dystrophin an den Muskelzellmambr
nen in Mengen von 33%, 35%, 17% und 25% verglichen
mit gesundem Muskelgewebe. Das behandelte Muskelvo-
lumen war zu klein um den Jungen irgendeinen ldimgs
Nutzen bringen zu kénneBies war erwartet worden und
die Jungen und ihre Familien wul3ten es.

Diese Ergebnisse zeigten zum ersten Mal Fdaf®-
Skipping nicht nur in Mausen und Hunden, sondechau
in menschlichen Muskeln, in Duchenne-Jungen, fanrkti
niert. Die Ergebnisse bedeuten auch, dal3 eine Bk
ping-Behandlung, wenn sie einmal zur Verfligungtsth
friih wie moglichhegonnen werden muf3, solange die mei-
sten Muskeln noch intakt sind, d.h. sofort nachRier
gnose und der Bestimmung der exakten Mutation irs-Dy
trophin-Gen.

13



Die Ergebnisse dieser ersten Anwendung den£xo
Skipping-Technik in Duchenne-Jungen wurde am 2%. De
zember 2007 im New England Journal of Medicine mit
einem Kommentar von Eric Hoffman veroffentli¢hB).

Judith van Deutekom, PhD.
Head of Research
Prosensa Therapeutics B.V.
Wassenaarseweg 72
2333 AL Leiden, Niederlande

Erste systemische klinische Studie in den Niederlaen.
Zwischen Juli 2008 und Januar 2009 fuhrte die FiPra
sensa eine systemische Studie mit zwolf 5-15 Jaltea
Duchenne-Jungen in Goteborg und Léwen durch, bei de
das PRO051-A0 gegen Exon &dbkutan unter die Haut,
injiziert wurde.

Experimente mit Mausen hatten vorher gezeiaf}
nach subkutanen Injektionen sich das AO Uber denaga
Kdrper verteilt und alle Muskeln erreicht, auch dés
Herzens und der Lungenfunktion.

Jeder Junge erhielt 5 Injektionen, eine zuieder
Behandlung und dann 4 weitere einmal pro Woche 4 Wo
chen lang. Es handelte sich um edesis-Eskalations-
Studie bei der die AO-Dosis beim ersten Jungen von 0,5
mg/kg pro Injektion auf 10 mg/kg beim letzten Jumge-
hoht wurde. Dabei sind keine ernsten Nebenwirkungen
aufgetreten. Die Ergebnisse, die wahrscheinlickibeei-
nen therapeutischen Nutzen zeigen kénnen, werdsn na
der vollstandigen Auswertung auf der Tagung\&erld
Muscle Societin Genf im September 2009 mitgeteilt und
danach veroffentlicht werden.

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

Fur die beiden ersten Studien hat die Firnuséhsa
bereits mehrere Gramm des AOs gegen Exon 51 i klin

scher Qualitat zur Verfugung. Es wurden auch sekOn
mit optimierten Strukturen hergestellt zum Skipplen
Exons 43, 44, 45, 46, 50, 52 und 53. Das nachsteda®
Prosensa bis zur Markteinfiihrung entwickeln wistl das
AO zu Skippen von Exon 44. Daflr wikeinelokale in-
tramuskulare Studie notwendig sein, sondern die &is
nische Studie wird gleich eine systemische semndch
2009 begonnen wird.

Judith van Deutekom sagte: “Wir sind sehrizgfen
mit der systemischen Exon-51-Studie, mit der Orgpti
on, dem Fortschritt und den Ergebnissen, die keinsten
Nebenwirkungen zeigten. Was wir dabei gelernt haben
wird fur die Durchfihrung der nachsten, der Phadh-|
Studie wichtig sein”.

Erste lokale klinische Studie in EnglandEine weitere
klinische Studie wurde in England im zweiten Hallsja
2008 vomMDEX Consortiununter der Leitung von
Francesco Muntonivom Imperial College in London und
Kate Bushbywon der Universitat Newcastle upon Tyne.
Zum MDEX-Konsortium, das vom britischen Gesund-
heitsministerium finanziert wird, gehdren 9 Wissshadt-
ler und die Elterngruppen Muscular Dystrophy Cargpai
ActionDuchenne, und Duchenne Parents Support Group.

Acht verschiedene Morpholino-AOs wurden inlidgt
turen von menschlichen normalen und Duchenne-Muskel
getestet und auch in lebenden Mausen, die menkeklic
Dystrophin in ihren Muskeln hatten. Die besten brusse
wurden mit dem voisteve Wiltonin Perth in Australien
entwickeltenMorpholino AOH51AerhaltenDominic
Wellsin London bestatigte, dald es gentigend stabilifigr e
klinische Langzeit-Studie ist. Dieses Morpholino-A@d
in klinischer Qualitat von der Firm&aVI BioPharmalnc.
in Portland, Oregon, in den USA, hergestellt, é8the
AVI-4658 (20).

Sieben 12-18 Jahre alte Duchenne-Jungen nateihen
Die ersten beiden Jungen erhielten eine niedrigg<Dmn
0,09 mg Morpholino-AO in 0,9 ml physiologischer Kec
salzlésung in 9 Injektionen von jeweils 0,01 ml utg
direkt in den Muskeéxtensor digitorum brevian der Au-
Renseite eines FulRes. Der Muskel des anderen Euf3es
hielt Injektionen nur der Salzlésung zur Kontrolbie 5
anderen Jungen erhielten eine 10mal héhere Dogif @
mg AO in der gleichen Injektionsanordnung. Umfamgre
che klinische Untersuchungen und zwei Biopsien wnrd
vor und 30 Tage nach den Injektionen durchgefiuhrt.

In einer Pressemitteilung im Januar 2009¢eile Fir-
ma AVI mit, dal3 die Biopsiedaten dieser erstenleka
klinischen Studie mit einem Morpholino-AO zeigteiaf
neues Dystrophin in einer Dosis-abhangigen Mende-in
ziert wurde, das heil3t, die hthere Dosis prodiwezimehr
Dystrophin als die niedrigere. Das AO-Medikamentareu
gute vertragen und verursachte keine NebeneffBliee.
vollstandigen Ergebnisse dieser Studie werden irz&i
veroffentlicht.

Erste systemische Studie in EnglandEines der ent-
scheidensten vorklinischen Experimente zur Vorlengi
dieser Studie waren 7 wochentliche AO-Injektioneie
Schwanzvene von mdx-Mausen, die danach mehr als 50%
neues Dystrophin in den meisten ihrer Muskeln hatte
Vergleich zum Dystrophingehalt normaler Mause. Bges
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neue Dystrophin blieb mindestens 14 Tage langIstab).

Nachdem zwischen August und November 2008 von
den drei englischen Behérden MHRA, GTAC und GOSH
die systemische Studie genehmigt worden war, ¢emel
die ersten beiden Jungen Anfang 2009 ihre intrasemo
Injektionen von AVI-4658 in den Blutkreislauf. Iresgamt
bekommen 16 noch gehfahige Duchenne-Jungen, die dag
Skippen von Exon 51 brauchen, in 4 Gruppen von je 4
Jungen wdchentliche Injektionen 12 Wochen lang.|Bie
jektionen erfolgen hintereinander, so daf? einecspde-
handlung gestoppt werden kann, falls bei einerdréh
Probleme auftreten sollten. Alle Behandlungen weiide
zweiten Halbjahr 2009 beendet sein.

Diese Studie ist wieder ein Dosis-Eskalativiessuch,
bei der die ersten Jungen eine sehr niedrige dosi®H,5
mg/kg AO jede Woche bekommen, die bis 4,0 mg/kg fir
die Jungen am Ende der Studie erhéht wird. Fimele
Jahre alten Jungen, der 30 kg wiegt, bedeutetdd#fser

1,44 Gramm des Medikamentes wahrend der ganzen Stu

die erhélt. In frheren Studien bei anderen Kraitkhe
wurden AO-Dosen bis zu 300 mg/kg/Tag gut vertragen.
Das Ziel der Studie ist es, die Sicherheit und Nagtich-
keit zu bestimmen und auch mégliche Anderungen der
Muskelfunktion und Muskelkraft zu finden. Und man
hofft, die niedrigste Dosis bestimmen zu kénnea,gh-
nigend Exon-Skipping verursacht und von den Kindern
ohne ernste Nebenwirkungen gut vertragen wird.

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

Es wird erwartet, dal alle Ergebnisse dietgdi& vor
Ende 2009 veroffentlicht werden kénnen.

AVI BioPharma finanziert diese Studie, ungincesco
Muntoni hat 1,3 Millionen US$ vom britischen Medical
Research Council dafir bekommen.

Einige abschlielRende personliche Gedanken.

Liebe Freunde: Wie ich am Anfang sagte, habe ich diesen
Forschungsbericht und alle fritheren fir Euch gésbhn,
die Jungen und jungen Manner mit Duchenne-Muskel-
dystrophie und ihre Familien, so daf3 Ihr bessesteht
was getan wird, um diese Krankheit zu stoppenhtife,
meine Worte waren nicht zu kompliziert fiir Euch.eAb
ich weil3, daf3 Ihr wissen wollt, was die ForscherHiich
tun, deshalb werdet Ihr schon Uber viele wisseriidiee
Tatsachen Bescheid wissen, die ich in diesem Btegich
wahnt habe. Wenn es damit Schwierigkeiten gibtt Hab
vielleicht Freunde, die Medizin oder Biologie stdiha-
ben, oder andere, die Euch helfen kénnen. Ihr karici
aber auch direkt fragen auf Deutsch, Englisch, H¥gisch
und Spanisch. Ich werde alle e-Mails und Briefertbear-
ten so gut ich kann, aber nicht immer gleich undauf
Deutsch oder Englisch, ich kann die anderen Sprache
nicht ohne zu viele Fehler schreiben.

Wissenschaftliche ForschungWenn lhr den ganzen Be-
richt gelesen habt, werdet Ihr feststellen, widevi&/issen-
schaftler und ihre Teams alles tun, was sie kbnmenso
schnell wie mdglich eine Therapie zu finden. AlI8887
das Dystrophin-Gen gefunden wurde und sein Protein,
dachten wir alle, daf3 jetzt endlich der Weg fréifgeeine
Heilung, die sehr bald die Krankheit korrigierenrael
Doch jetzt, mehr als 20 Jahre spater, warten winém
noch auf diese Heilung oder wenigstens auf eineafhe,
die die Zerstorung der Muskeln verlangsamen kdnnte.

Aber es zeigte sich, daf3 nicht nur der Kanggfen die-
se Krankheit viel schwieriger war als wir es unsgestellt
hatten, auch der Fortschritt bei andern genetis&mank-
heiten, wie Mukoviszidose oder die vielen Formes de
Krebses, ist auch sehr langsam.

Lunsere" Krankheit, Duchenne-Muskeldystrophie
kénnte sogar die erste gar nicht so seltene Erkken
sein, die eine genetische Therapie in der nicliemen
Zukunft haben wird.

Annemieke Aartsma-Rusagte einmal, ,die Duchenne-

Dystrophie hilft uns, sich selbst zu heilen”. Dh itiese

Worte in unserer Duchenne-Gemeinschaft verbreitah w
te, meinte sie, sie hatte sie eigentlich @art-Jan van
Ommen“gestohlen”, der gesagt hatte ,die Krankheit will
geheilt werden". Das scheint tatsachlich so zu,snn

die Duchenne-Muskelzellmembranen haben Risse und L6
cher, durch die die AOs leicht in die Zellen hidgimmen
kdnnen, um dort ihre heilende Arbeit zu vollbring&ie in
gesunde Muskeln hineinzubekommen, ist viel schgygsri

Mutationsdiagnose.Wie lhr gesehen habt, ist Exon-Skip-
ping einemutationsspezifischBechnik. Das heif3t, die ge-
naue Mutation des Patienten mulR bekannt sein, kvor
eine solche Therapie bekommen kann. Die MLPA-Metho-
de ist jetzt am meisten angewendet zur Bestimmuong v
Deletionen und Duplikationen nicht nur in Ducheriree-
tienten, sondern auch in Ubertragerinnen. Selbahwe

die Mutation des Patienten in der Familie nichtdrek ist
oder nicht mehr bestimmt werden kann, findet mandei
MLPA-Methode Deletionen und Duplikationen in den
Mdattern oder anderen Frauen, die mit ihnen verwaimt.
Dies ist wichtig fir eine rechtzeitige genetiscrexdung,
die die Geburt von weiteren Duchenne-Jungen in der
GroRRfamilie vermeiden kann. Aber wenn einer Frael, d
ein Risiko hat, gesagt werden kann, dafksiaeUbertré-
gerin ist, kann sie ermutigt werden, Kinder zu bakeen,
ohne eine Wiederholung der Krankheit zu furchteerib
das allgemeine Risiko hinaus.

Registration. Alle Jungen und jungen Manner mit Du-
chenne sollten ihre persdnlichen Daten in einerienoe-
Datenbank ihres Landes registrieren lassen, daenun-
ternationalen Register-Netzen gehdrt, die von TREAT
NMD (www.treat-nmd.eu/registjyund DuchenneConnect
(www.duchenneconnect.grgngeboten werden. Dies wir-
de es erlauben, Teilnehmer an klinischen Studidimzen
fir Therapien von Patienten mit ungewdhnlichen Mota
nen. Und es wirde auch sicherstellen, daf3 dierRatie
und ihre Familien Zugang zu den neuesten Informatio
Uber Forschungsergebnisse und die medizinischeBetr
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ung haben. Das Duchenne-Register in Deutschlana kan
unterwww.dmd-register.dém Internet erreicht werden.

Vorsicht mit Wundermitteln und -behandlungen. Eine
Behandlung, die fur lange Zeit sicher und wirksam i
kann nur nach sorgfaltigen Forschungen mit wisdeaftc
lichen Methoden entwickelt werden. Wenn Ihr Wunder-
Medikamente im Internet seht, oder Wunder-Behandlun
gen angeboten bekommt, die Tausende von Dollans ode
Euros kosten, und Ihr meint, darauf eingehen zusenijis
dann fragt bitte zuerst die Wunder-Verkaufer, wéési
Duchenne-Jungen sie schon geheilt haben, wieesidizsi
gnostiziert haben und was dabei herausgekommen ist,
wieviel neues Dystrophin sie in ihren Muskeln gefen
haben, ob ihre Muskelfunktionen verbessert wurdehin
welcher wichtigen medizinischen Zeitschrift sie Hie
gebnisse verdffentlicht haben. Wenn das, was artgebo
wird, wirklich einen Wert haben sollte, dann fragtch,
warum nicht Tausende von Familien mit ihren kranken
Kindern zu diesen Wunderheilern gehen. Seid votigich
sonst werdet lhr sehr viel Geld verlieren, eind3gré&nt-
tduschung erleben und méglicherweise Eurem Kind
schweren Schaden zufligen.

Dieser Bericht hat Bilder. Dieser Bericht ist der erste mit
Bildern, die Euch helfen werden, meine Erklarungen
verstehen. Vor einiger Zeit habe ich gemerkt, d@Rm
weibliche als méannliche Wissenschaftler daran &hei
eine Exon-Skipping-Therapie fur unsere Jungenraefi.
Vier von ihnenAnnemieke, Aurélie, JudithundKate
fuhren ganze Arbeitsgruppen, in denen auch mehreffra
als Manner sind. Damit Ihr diese vier attraktiverd una-
turlich sehr intelligenten vier Damen sehen kéhahen
sie mir ihre Photos geschickt, die jetzt Teil deBerich-
tes sind.

Aber ich habe noch ein 5. Photo einer ganpreren
Dame zusammen mit drei Kindern. DiesHstt Furlong,
die Prasidentin des amerikanischigarent Project Muscu-
lar Dystrophy PPMD, auf einem Bild, das ich letztes Jahr

beim Treffen des PPMD in Philadelphia aufgenommen
habe. Manche von Euch werden sie personlich keandn
die meisten werden wissen, was sie getan hat umaim
noch tut, um die Forschung nach einer wirksamen Du-
chenne-Therapie zu beschleunigen, damit sie hdiffann
wenigen Jahren zur Verfiigung steht. Wir kénnemibht
genug dankbar sein fur das, was sie tut!

Anerkennung fur meine Berichte.Unser Bundesprasi-
dent,Horst Kohler, hat mir das Bundesverdienstkreuz fur
das Schreiben meiner Forschungsberichte verliehen.
Staatssekretdsundolf Fleischervom Baden-Wurttem-
bergischen Finanzministerium hat es mir in eineirpe
druckenden Feierstunde am 5. Februar in der S@&itke
lehof in Hinterzarten Gibergeben. Ich nutzte diee@eh-
heit, den etwa 120 Zuhdrern die Lage der Familign m
Duchenne-Kindern zu erklaren und eine Zusammertarbei
von hollandischen und deutschen Wissenschaftlerzuvo
schlagen bei der nachsten grof3en klinischen Exgm-Sk
ping-Studie mit deutschen Patienten in Deutschlbaid.
bin jetzt in Kontrakt mit 12 Bundespolitikern, edidiel3-
lich des Bundesprasidenten und seiner FEraa Luise
Kohler, die sich um Menschen mit seltenen Krankheiten
kiimmert, sowie mit den Bundesministerinnen fir Gesu
heit und Forschung)lla Schmidtund Annette Schavan
Es wird nicht leicht sein, die etwa zwei Million&uro fir
eine solche internationale klinische Studie zu beken,
aber meine Korrespondenz dariiber geht weiter.

Und am 21.Mérz gab mir d&aetano-Conte-Akademie
in Neapel ihren diesjahrigen Preis fir SozialesbEief-
fen derMediterranean Society of Myolo@gy Nicosia auf
Zypern. Ich bedankte mich mit einem Vortrag, in dem
zeigte, wie ich den Duchenne-Patienten und ihrenilien
das Skippen von Exon 51 erklare. Wer die 55 Didjyesi
meines englischen Vortrags haben mochte, der &&hrei
mir bitte, gscheuerbrandt@t-online.dgie gehen ziemlich
in Einzelheiten und haben auch viele Animationén, |
werdet sie also verstehen, auch ohne meinen Vaitiag
hoéren zu missen.
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Zum SchluR méchte ich Euch noch meine Gedanken zu
einer Frage schreiben, die ich immer wieder zu tveam
ten habe:

Warum muf3 mein Sohn diese schreckliche Krankheit
haben?Diese Frage lese ich oft in e-Mails von tberall in
der Welt vor allem von den Miittern mit Duchenne—Kin
dern. Obgleich ich es in meinem Beruf nicht geléatbe,
mit dieser Frage umzugehen, versuche ich sie hitemai-
nen eigenen Worten zu beantworten:
Duchenne-Muskeldystrophie ist nicht neu wi®&]
weil sie auch in Mausen, Ratten, Katzen, Hunden und
Pferden gefunden wurde und weil sie deswegen wahr-
scheinlich in allen Tieren mit Muskeln vorkommteSiar
also schon lange da, bevor wir uns von unserrstiben
Vorfahren unterschieden. Sie ist ein Unfall der Igtion.
Ohne Mutationen, die zufalligen Anderungen der tjiene
schen Information, waren wir gar nicht hier und Rest
des Lebens auch nicht. Einige der Mutationen sind®,
weil sie das Leben verbessern und voranbringem,dibe
meisten sind ,schlecht” und gefahrlich, weil siedTiund
Krankheit vor und nach der Geburt mit sich bringen.
Die Mutationen, die Duchenne-Muskeldystroplée-
ursachen, bestrafen Euch nicht, die kranken Jurcgs,
Eure Mutter, die das geschadigte Gen an Euch weiger
ben haben. Die Mutationen passieren einfach, whbise

lich meistens bei Fehlern, wenn das Gen bei ddtezel
lung verdoppelt wird.

Ich méchte keine religibsen Fragen bespreatiien
einem hier leicht in den Sinn kommen, sondern imere
Gedanken sagen: Die Natur scheint blind zu hanolete
Rucksicht auf diejenigen, denen sie wehtut. Anceies
hat eine lange Reihe ihrer guten Mutationen unsnu@e-
hirn gegeben, die komplizierteste Struktur im WEltias
viele Probleme I6sen kann, auch wie man diese lénfal
repariert, die Duchenne-Dystrophie hervorgebraabeh.
Dieser Bericht zeigt Euch, dal3 genau das geracsepts

Ich schicke Euch allen herzliche Grif3e von meinen A
beitsplatzen in Breithau im Schwarzwald (im Winteng
in Cadaqués in Spanien (im Sommer).

Dr. rer. natGiinter Scheuerbrandt

Im Talgrund 2, 79874 Breithau

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

Interviews

Zu vielen Fragen der klinischen Studien Gber Extn-5
Skippen in Duchenne-Patienten habe ich zwei Intevsi
aufgezeichnet: Am 22. Marz 2009 in Nicosia auf Zype
mit Kate Bushbywon TREAT-NMD in Newcastle, und am
16. Mai in Bochum mifludith van DeutekonmundHans

Schikanvon der Firma Prosensa in Leiden.

Diese Interviews stehen ab Ende Juli auf nmeinter-
netseiterwww.duchenne-information.ethr kdnnt sie
auch von mir anfordern, dann schicke ich sie Ewah p
e-Mail.

Wissenschaftliche Originalarbeiten

Wenn lhr eine oder die andere wissenschaftlichesiiitn
englischen Original lesen méchtet, geht im Intemet
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entramd schreibt in das
Kéastchen ,search® mit kleinen Buchstaben die Naman
einem oder zwei Autoren, z.B. van deutekom jct.kiimnt
dann die Zusammenfassung ohne Bezahlung lesen und
ausdrucken und in manchen Fallen auch die ganzeitArb
Das Herunterladen der neueren Arbeiten kostetditigs
etwa 10 bis 30 US$. Ihr kénnt auch mich fragen kahn
Euch dann einige der Arbeiten als pdf-Dateien dehic
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Danke! Ich danke allen, die ich gebeten hatte, mir beim
Schreiben dieses Berichtes zu helfen, indem sieengi-
sammenfassungen ihrer Arbeit tiberpriften und Anderu
gen und Verbesserungen vorschlugen, wo sie nétigriva
Annemieke Aartsma-Rus, Aurélie Goyenvalle, Judih v
Deutekom, Kate Bushby und Terry Partridge. Ich @éank
auch TREAT-NMD, PPMD und ActionDuchenne fir ihre
finanzielle Unerstitzung. Hier sind ihre vollstégein
Adressen und Kontaktinformationen:

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

TREAT-NMD

Prof. Kate Bushby

Institute of Human Genetics

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

Parent Project Muscular Dystrophy

Patricia Furlong

1012 North University Blvd. Middletown, Ohio 45042,
USA

Tel.: *1-513-424-0696, Internet:
www.parentprojectmd.org

ActionDuchenne

Nick Catlin

Epicentre, 41 West Street

London E11 4LJ, UK

Tel.: *44-208-556-9955,
Internet:www.actionduchenne.org

Unser Poster-Kind.

Dies ist der 5 Jahre alte Christian, den wir 1985
mit unserem CK-Fruherkennungstest auf Du-
chenne-Muskeldystrophie fanden, als er 4 Wo-
chen alt war.

Er ist einer der etwa halben Million Duchenne-

Jungen und jungen Manner in der Welt, fur die
alle unsere Arbeit getan wird.
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Molekulare Einzelheiten des Skippens von Exon 51

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

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

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

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

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

verstecktesgptcodon

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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