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Leading the Duchenne muscular dystrophy community

Omisién de exdén (Exon Skipping), una terapia paraidtrofia muscular Duchenne.

Entrevista con el Dr. Gerard Platenburg,
Presidente de Prosensa B.V. Leiden, Holanda.

Esta entrevista fue grabada en Filadelfia porGuinter ScheuerbrandtPhD., el 19 de Julio de 2008, en la reunion adehl
PPMD, el Parent Project Muscular Dystrophy Nortegea®o. El siguiente es un texto editado y versibreviada de la entre-
vista hablada. Ha sido aprobado por el Dr. Platenpara la informacion de los pacientes, sus fasi cuidadores. Mis
preguntas estan escritas en cursiva, las respuEstBs. Platenburg en letra normal. Los capitsiasre la prueba clinica en
Holanda, tal como aparecieron en mi dltimo inforfiifoques de investigacion para una terapia deofis muscular Du-
chenne" se muestran al final de este texto y disese como una introduccién a esta entrevista.

En esta entrevista, no debemos repetir lo que yexpé-
cado acerca de la omision de exdn en mi ultimainéde
investigacion de Duchenne, sino més bien hablareseb
futuro, un mayor desarrollo de esta técnica, queepa
sera el mas lejano de todos los enfoques de igeesfin

La prueba sistémica de omision de exdrhora, ustedes
han terminado la primera prueba clinica local, yés
empezando la prueba sistémica.

Si, hemos iniciado la prueba sistémica enonaeyeste
afo. Los chicos reciben el oligonucleétido en anitislo,
AON, para omitir el exdn 51 con inyecciones suboess,
bajo la piel. Esta prueba es un estudio de dosiasa
donde probaremos diferentes niveles de dosis, déorae
diez miligramos por kilogramo de peso corporainyec-
ta una vez por semana durante cinco semanas.

He calculado que para un nifio de 30 kg que reciba 1
mg/kg significara 300 mg cada semana.

Si, 300 mg a la dosis mas alta, esto no s&fasus-
tancia de lo que un comprimido de aspirina tier@meén-
zamos con la dosis mas baja, y si es segura psaa pda
siguiente dosis, lo haremos. Cada semana, otrasdE2l
nifios tendra la primera de sus cinco inyecciongsng-
mos el permiso para ampliar el estudio con otess ¢hi-
cos si queremos optimizar mejor el nivel de ddsasin-
yeccion subcuténea se ha elegido, porque esadaenta
nera mas comoda de aplicar el medicamento, y elcméd
de familia puede hacerlo.

Y al final de la prueba, cuando se ha pasado aésav
de todos los nifios, usted tiene que esperar a g®fina
acortada aparezca. ¢ Eso significa que usted teqdei
hacer biopsias?

Si, vamos a hacer biopsias, sin embargo roders
los chicos antes de la prueba, pero en cualquser des-
pueés.

Y ¢ Los chicos son todos de alrededor de los ced&os
estudio en Suecia, Bélgica, y Leiden? Yo preguoique
estoy a menudo recibiendo preguntas de las famélias
Polonia, Pakistan, y otros lejanos paises: "¢ Nogrmds
tomar parte también?"

El protocolo tiene criterios de inclusionn3os docto-
res quienes nos dicen que tanto un nifio esta dochuino.
Por lo tanto, es el investigador que toma la décigNo
tengo algo que decir sobre eso. Nuestra empresices|
patrocinador. Si un nifio se alistd en un hospitedll cerca
de un centro de estudio, entonces hay una buemtuopo
dad de que él sea incluido. Los chicos necesitian es
una instalacion del hospital. Usted no puede \ategllos
desde Afganistan.

Y de todos modos, al menos en las pruebas locales,
se esperaba un beneficio clinico. Pero aqui desgada
inyeccion sistémica, ¢Puede haber mejoria funcnal

Si, podria ser, eso espero.

Segun entiendo, ustedes intentan alcanzar alrededor
del 20% al 30% de la cantidad normal de distrofina.

Yo seria muy feliz, si obtenemos eso.

En el estudio local, encontraron sélo alrededor 8%
al 12% de la cantidad normal en el resto de lasafib
musculares.

Si, pero creo que es muy dificil de compédtarel es-
tudio local, sélo habia una Unica inyeccion, es foagli-
zado. Cuando usted toma una biopsia después tel tra
miento, se obtiene una gran cantidad de tejido aiaisein
tratar del sitio de la inyeccion. Por lo tantopsstesulta-
dos podrian ser una subestimacion. Y podria haber u
monton de otras cosas que podian haber interfeade|
andlisis. Este primer estudio mostrd que la omidén
exon funciona en el misculo de un nifio. No repeirzel
estudio, estamos contentos con los resultadospna at
desarrollo real comienza. Y esperamos un bengflgiao
con la prueba sistema.

Los siguientes exones a ser omitido&n todos los nifios
gue tomen parte en esta prueba sistémica se neassit
tirse el ex6n 51. ¢, Qué exones seran los proximys cu
omision se desarrollara?

Tenemos dos moléculas en antisentido en rdisar
para omitir los exones 51 y 44. Mientras financiezate
podamos hacerlo, vamos a desarrollar hasta la deapa
concepto, que uno ve beneficio. Y luego tambiéndem
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identificado AON's para omitir otros exones queasian
ser desarrollados, ademas de los dos. En estaniisit
son los exones 43, 45, 46, 50, 52 y 53. Ya handkch
AON's para cada uno de ellos.

¢ Qué hay de los otros exones, especialmente los que
estan al comienzo del gen de la distrofina?

No puedo excluir cualquier exén que no estladista
inicial. Es necesario que usted tenga una listéainpara
mirar hacia el futuro. Tenemos un concepto, y Gulss
presupuestado, y que tomara a tantos exones snpsde
hacerlo, es una cuestion de finanzas y personas.

Sin embargo, la propia prueba actualmente se esta
realizando en tres centros clinicos ¢Son las persate
alli pagadas por su empresa?

No, ellos son empleados de los hospitalas, gantri-
buimos con los gastos de la prueba.

¢ Qué tanto la prueba sistémica costo a su empresa?

Millones de euros.

La siguiente prueba clinica.¢, Qué hay de repetir inyec-
ciones mas tarde? ¢Veran esta cuestion tambiéndcuse
este realizando la presente prueba?

Esa sera la siguiente fase, una fase llbraeba. Pero
no esta aun plenamente planificada. No tuvimosuriag
discusion con los reguladores a los cuales todantre-
mos que preguntar de nuevo para su aprobaciomuesa
prueba seré la prueba pivotal en la que vamodgax trau-
chos mas nifios, alrededor de 100, por lo menosreeis
ses.

¢ Cuénto tiempo va a tomar la presente pruebay la
nueva prueba I1b?

La presente prueba tomara aproximadamenta has
finales de este afio y la prueba llb, creo tomaraesios
nueve meses. Pero después de que se realicegdas in
ciones de la presente prueba, los resultados haerde
analizados antes de que podamos comenzar comla gra
prueba llb.

¢,Cuando los AON's estaran listosZ Recuerda nuestra
primera entrevista acerca de la omision de ex6iVéna-
co en 2004, cuando el profesor Gertjan van Ommgn di
que tomaria unos 10 afios - que seria el 2014 -ahqisé
los primeros AON's estén listos para los pacients®
mas o menos realista?

Creo que es realista. Pero creo que si tepeirepoyo
de los reguladores y los datos son lo suficientéeniene-
nos para que podamos realmente mostrar un claediben
cio, entonces puede facilmente ser un poco magoapi

Las autorizaciones necesariag Basta con la aprobacion
de los reguladores holandeses, o también de otros?

Para las pruebas, si. Pero para llevar elygto al
mercado, tenemos que ir a través de la EMEA y IA FD
americana.

Todavia hay una discusién sobre si todo el procedi-
miento de autorizacion sera necesario para cada AON
solo o0 no. ¢Hay alguna esperanza de que una apidtac
general sea suficiente?

El presente programa total sera de dos ptodusi
estos son seguros y eficaces, entonces vamosiadeat
convencer a los reguladores que deberia haberasilaip
lidad para la via rapida los demds, para acortarogledi-

miento para los que vendran después de los exdngs 5
44,

Y, ¢que incluyen més de la lista inicial?

En principio, si.

La produccion de los AON's.¢,Quien produce los
AON's? Creo que, una vez usted me dijo que se esian
lizando por su empresa.

Parte de la produccion es realizada por grepternos
en los Estados Unidos. Y parte de ella se puedsr leaicel
futuro por nuestra empresa.

Por lo tanto, este va a ser realmente su primer pro
ducto para la terapia de DM Duchenne.

Creemos que la tecnologia también puedeaapéica
otras enfermedades. Por lo tanto, estamos desamdoll
moléculas y posibilidades de tratamiento paradaafia
mioténica, atrofia muscular espinal, y la enfernteda
Huntington, que posiblemente pueden ser tratadas po
interferencia del empalme del ARN. Pero esas eatim
en una etapa temprana de investigacion. Los AQiwsa
Duchenne seran nuestros primeros productos de entra
la clinica.

El precio de los AON's.¢, Sabe usted algo sobre el costo?
Usted necesitara kilogramos de los AON's en forora.p
Por ejemplo, ¢ cuanto va el costo de una inyec@am
tratamiento para un mes o un afio?

El precio depende de muchos factores: eorfad en
que usted introducird los productos, cuanto diheraos
invertido, y en muchas més cosas. Seria difica pairdar
cifras. Pero no va a ser realmente barato el tiatem
Hay que ser realista. Quiero decir, estamos ievido
mucho, pero si el beneficio esta alli, un alto prealdra
la pena.

Pero hasta donde yo entiendo, en nuestro sistema de
seguro médico en Alemania, si un tratamiento esodem
trado eficaz y ha sido aprobado, los seguros tiemsmn
pagar, aungque sea muy, muy caro.

Es lo mismo en muchos otros paises, tamlién e
Holanda.

La comercializacion de los AON'sUna vez calcule que
hay aproximadamente medio millon de chicos con Du-
chenne viviendo en el mundo. ¢ Cuantos de ellositace
la omision del exén 517

15% de todos los nifios necesitan la omisedreron
51. Eso seria 75,000, pero para ser realistasrigocie el
mercado inicial sera de unos 10,000.

¢ Tiene previsto vender los AON's ustedes mismos, o
van a tener distribuidores?

Esa es nuestra ambicidn, si. Pero la paséailde aso-
ciarse con otras empresas aun esta alli. Vamesaa tre
poner el producto en la medida de lo que podaners. P
nunca se sabe c6mo van estas cosas.

La estructura de las nuevas distrofinasAhora la pre-
gunta acerca de los diferentes tratamientos de iomide
exon para diferentes deleciones. Ustedes tendifénedi-
tes proteinas acortadas en los nifios con diferedds-
ciones. ¢, Saben ustedes que distrofinas acortadpose
duciran?

Sabemos de algunas de ellas, especialmenteiéase
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produjeron en los nifios tratados en la primerak@uBero
no conocemos todas las que se produciran en otiase

nes, y si realmente todas ellas daran lugar arsagale la
distrofia de Becker.

Multi-omision de exdn.Muchos pacientes necesitaran
gue mas de un exon sea omitido. ¢ Estan trabajaarde t
bién en la multi-omision de ex6n? Hay una propuesta
tedrica que omitir los 11 exones entre el 45 aébasuna
terapia para el 63% de todos los pacientes conafist de
Duchenne. Y el profesor Terry Partridge esté tralnao
con perros distréficos que necesitan multi-omisién
exon.

Si, pero un perro es un perro. Estamos &alajen
multi-omisién de exén también, pero es muy retadar.
omisién de 11 exones a la vez seria grande. Sirfamios
una buena combinacion para hacer eso, un céctel de
AON's, podriamos hacerlo. Hasta ahora, no tenemda n
disponible que funcione.

Los dos tipos de AONUstedes estan trabajando con los
2'0-metilos. ¢ Cual es la razén para usarlos cualodo
britanicos y Steve Wilton piensan que los morfalison
mas eficaces? Pero no entran en el corazon, sdieaag,
cuando se irradia el coraz6n con ultrasonido.

La raz6n para nosotros es que tuvimos quartaima
decision sobre la base de datos que teniamosneone¢n-
to en que comenzg, y los datos fueron que los 20lon
trabajaron muy bien en nuestras manos. Combinauelco
hecho de que pueden producirse facilmente y bashanat
rato, tomando la decision de avanzar con ellogyysoel
proceso de desarrollo de productos es muy complejo
muy largo y costoso. Usted no cambia su estratedizs
los dias. Lo que hacen otros, es la optimizacibha$
realmente una mejor manera de hacerlo, entoncestgo
ria abierto a ello. Pero entonces seria como cuamge-
zamos hace tres afios. Por lo tanto, estamos corafirom
dos a avanzar con los 2'0O-metilos que, por ciedtamos

optimizando, también.

La empresa ProsensagPuede decirnos algo acerca de su
empresa Prosensa? ¢ Es independiente? ¢ Como se finan
cian, se pueden comprar acciones? y, en caso divma
éa qué precio?
Somos una empresa privada independientdo gure
no puede comprar ninguna accion, todavia no. Entoua
la financiacion, tenemos muchas organizacionesadeep
ayudandonos, y sin la ayuda de estas organizacionoes
estariamos aqui. Tenemos también algunas empresas d
capital de riesgo, que nos estan apoyando. Emesteen-
to, estamos bien financiados para la actual pruebstoy
tratando de recaudar mas dinero para la proximaukeba
pivota.
¢, Cuantas personas estan trabajando en su empresa?
Tenemos ahora unas 30, por lo que son m@engs/
aun, pero vamos a estar creciendo rapidamentstcsva
bien.

Algunas palabras finales Al final de esta entrevista,
¢ podria por favor decir algunas palabras finales,aaimi,
sino a los pacientes y sus familias?

Si, me siento muy positivo. Los datos derimera
prueba clinica muestran que llevamos los AON'sjald
muscular y que la omision de exon funciona en fosos.
Seran tiempos muy emocionantes ahora, en los po&xim
meses, para ver si la inversion de afios de inteabkajo y
de capital sustancial ha dado sus frutos. Credgoes
sido capaces de avanzar con éxito, paso a pase,sjem
to optimista. En aproximadamente la mitad de unsafio
bremos mas, mucho méas. Y de nuevo, estoy muy donten
con el apoyo de las organizaciones de padres, paiqu
esta ayuda de las familias, yo no estaria aqui.

Muchas gracias, en nombre también de las familias y
sus hijos y todos los que leeran esta entrevista.

Como una introduccion a la entrevista, los cap$tsiabre la omision de exén en general y sobreskosli®s clinicos en

Holanda son reproducidos. Son parte de mi Ultiffmrine, "Acercamientos de Investigacion para unafierde Distrofia
Muscular Duchenne", publicado en mayo de 2008nf6rine entero en Inglés, Aleman, y Espafiol, juitio los dos ante-
riores pueden verse en Internetvesw.duchenne-information.ellos que deseen recibir mis futuros informes yeastas

tan pronto como estén listos deben enviarme sudiine de correo electronicogacheuerbrandt@t-online.de

La omision de ex6n no es una curd.a técnica demi-
sion de exorfexon skipping, salto de exon) trata de dismi-
nuir la velocidad de la rapida distrofia Duchennena
distrofia Becker mucho mas leuEsta no cambia al gen
mismo con su mutaciopero afecta como es leido y pro-
cesado el gen defectuoso. La omision de exdsera una
cura para distrofia Duchennesolo debe reducir la grave-
dad de sus sintomas, es solamenizterapia

Si una mutacion, una delecion, duplicacionutacion
puntual, altera el marco de lectura del ARN memeaje
ARNmM, y causa por lo tanto distrofia Duchenne, ateco
puede ser restaurado retirando artificialmenteARNm
uno o mas exones cafigorribonucleétidos en antisen-
tido, AONs. Son pequerios trozos de ARN cuyas secuen-
cias son disefiadas en tal manera de que se unsh por
mismos precisamente a la secuencia complementria d

ARNpre-m dentro del exén a ser retirado o en sgiones
fronterizasy en ningun otro lugarEstos AONs por lo
tanto interfieren en la maquinaria de empalmadoeton
propdsito de que el exdn o exones seleccionadssar
mas incluidos en el ARNm, s@amitidos

Como a este ARNm es mas corto de lo normgkda
teina distrofina es también mas corta, contieneosiemi-
noacidos. Si los aminoacidos faltantes son partegie-
nes no-esenciales, como el dominio de varilla ¢fod
main), la proteina méas pequefia puede a menudoitodav
realizar su papel estabilizador en la membrandavediel
musculo. El resultado seria el cambio de los siatode
Duchenne severos en los sintomas mucho mas leves de
distrofia muscular Becker.

Para las primeras pruebas de omision de ekasngla-
ses de AONs quimicamente protegidos son usadaeie
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que ser protegidos porque son destruidos lentaneenites
células musculares por enzimas destructoras dd aci-
cleico. Los dos tipos de AONs son BI®-metil-fosforo-
tioatos también llamado20-metilosy losmorfolinos.

Prueba de omision de exdn en Holandd&a primera
prueba en humanos con la técnica de omision de fexdn
realizada en Holanda entre enero del 2006 y magko d
2007. Fue disefiada para proveer solament@uedba de
principio y no un beneficio terapéutico a los nifios trata-
dos. Fue umstudio locakobre un area pequefa de un solg
musculo, el musculo de la espinitinialis anterior, que
fue tratado con un oligorribonucle6tido en antigbn®’O-
metilo, AON, contra el exén 51 llama®R0O051 Con
este tipo de AON quimicamente protegido, los irigast
dores holandeses habian trabajado en experimemgos p
clinicos por varios afios y fueron capaces de ofto#ir
exones de la distrofina con éxito en fibras museslao
so6lo en cultivos de células, sino también en ratgnge-
rros vivos después de inyecciones locales y sist#s{en
la circulacion sanguinea).

Antes del inicio de esta primera prueba céirde omi-
sion de exon, pruebas clinicas y genéticas molexzila
fueron llevadas a cabo en cada nifio para aseguargae
el procedimiento de omision de exdn en los nifloslyr
jera distrofina acortada tipo Becker de la estmacaspe-
rada. Cuatro chicos, que ya usan silla de ruedaiicip
paron en este estudio de método abierto. Tienea taty
13 afios de edad y habian demostrado deleciones de |
exones de la distrofina 50, 52, 48-50, y 49-50réue
tratados en secuencia, esto significa que solcudssie
que los resultados en un chico eran positivos mastra-
ban ningun efecto secundario serio, el proximo@kia
tratado. Cada chico recibié cuatro inyecciones.gdery
de PROO051 disuelto en 0.2 ml de solucién salin@g40.
NaCl) bajo anestesia local, en una region peqdefia5
cm de extension del misculo tibialis anterior.

Después de cuatro semanas, tejido musculartfige
nido por una biopsia del sitio de la inyeccién ysabo
para buscar el ARNm omitido y distrofina acortadpes
rada. Estas pruebas mostraron que el 64%, 85%, P7%,
73% de las fibras musculares todavia presentekrease
culo distréfico, contenian nueva distrofina enmgsnbra-
nas después de este tratamiento de 4 semanasimipa-co
racion con la laminina2, una proteina no afectada por el
proceso distréfico, el contenido de distrofina fiee33%,
35%, 17%, y 25%. Esta comparacion tiene en cuanta |
extension de la degeneracion muscular. Sin essteagl
chico de 13 afios con mucho tejido conectivo y gessa
sus musculos tenia solamente 3% de la cantidadaholen
distrofina, mientras que el chico con los mUscutesnos
afectados tenia 12%. Los métodos moleculares desec
ciacion probaron que la nueva distrofina tenia &xaente
la estructura esperada con un marco de lecturaurasto.
Fue imposible determinar si la cantidad de nuestafina

habria sido capaz disminuir la velocidad de progrede

la enfermedad en el mdsculo entero, porque el vetude
tejido muscular tratado era demasiado pequefio.

Estos resultados significan que un tratamieietomi-
sion de exon, cuando este disponible, debe empaaar
do la mayoria de los muasculos todavia estan irgaegio
es, apenas la mutacion precisa de la distrofina@ea:
cido causa un cambio del marco de lectura.

Los investigadores holandeses ahora han empersa
fase-I/ll de estudio clinico para explorar el efeseguri-
dad, tolerancia y posibles efectos secundarioaytcio-
nessistémicaglel AON PROO051 en la circulacién sangui-
nea, para que asi pueda alcanzar todos muscuthsyen-
do aquellos del pulmén y corazén. Esta pruebaazaela
en colaboracion con la Universidad de Leuven egiBg)
el Centro Medico de la Universidad de Leiden y espi-
tal Infantil Reina Silvia en Suecia. Los pacierdes ahora
enrolados.

Las inyecciones seran hechas subcutaneamexjoelgb
piel) porque ha sido mostrado con ratones y mones q
este tipo de aplicacion causa omision de exénfeutas
secundarios serios en todos los musculos probtatus,
bién en el corazon y el diafragma, y porque noeeda
visitas frecuentes a los consultorios médicos pitales si
tratamientos repetidos son necesarios.

Esta técnica de omision de exdn con los AORs 2
metilos fue desarrollada en la Universidad de Leijoler el
Prof. Gertjan van Ommen, la Profa.Judith van Deutekom
y SuU equipo, pero para la organizacion y realizade las
pruebas clinicas, la compafia Prosensa B.V. erehaidn
su presidente DiGerard Platenburg es ahora responsable.
La Profa. van Deutekom es ahora jefa de investigade
Prosensa.

El estudio sistemico sera hecho en doce rmiénDu-
chenne de 5-15 afios y durara cinco semanas can-una
yeccién subcutanea cada semana. Debido a quesiddha
probado que las dosis de AON usadas en los estanios
males seran seguras de usar en nifios, uno empezara
prueba sistémica con una dosis muy baja que s&gk in
mentada lentamente para acercarse a un nivel gptieno
inicialmente una inyeccién de 0.5 mg/kg, a un maxdea
10 mg/kg.

Prosensa ya ha producido grandes cantidadiésOdie
contra el exon 51 en calidad grado clinico pamrdxima
prueba. También, AONs con estructuras optimizadas e
contra de los exones 43, 44, 45, 46, 50, 52 y 3ito
preparados. Estos AONs juntos, incluyendo el AOt an
exon 51, permitiran el tratamiento de més del 68% d
todos los pacientes con deleciones. Pero, por eazZon
nancieras, Prosensa esta desarrollando actuals@ate
mente los AONs contra los exones 51 y 44 haciglia a
cacion clinica completa y mercadeo.

La compafiia necesita mas capital de inversidba el
desarrollo de otros AONs y aprecia la financia@gan-
tiosa recibida de las organizaciones de padres ¢@sno
Parent Projects Holandés y Alemén, la asociacidtisie
trofia muscular francesa AFM y otras.

Los detalles de la prueba clinica local fueron jmalolos por la Dra. Judith van Deutekom como largutiacipal con un co-
mentario del profesor Eric Hoffman, el 27 de Diciende 2007 en la publicacién New England Jourhk®legicine: Van
Deutekom JC, Janson AA, Ginjaar IB, et al. Locatdyphin restoration with antisense oligonucleof®0051. N Engl J
Med 2007; 357; 2677-86. Hoffman, EP. Skipping tavaersonalized molecular medicine. N Engl J Med72@37; 2719-22.
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Los que deseen obtener los archivos en pdf de, estoni opinion, las mas importantes publicaciatemvestigacion tera-
péutica de Duchenne, deben enviarme sus direcciesrreo electronico.

El apoyo financiero del TREAT-NMD Red Europea Neunuscular y del Parent Project Muscular DystrophiPRara la
escritura y edicion de esta entrevista, asi consamfdrmes de investigacion en Duchenne es muylagido.

Gerard Platenburg, PhD.
President of Prosensa B.V.
Wassenaarseweg 72

2333 AL Leiden, the Netherlands
Phone: +31-71-5274202

E-mail: g.platenburg@ prosensa.nl
Iternet: www.prosensa.nl

Guenter Scheuerbrandt PhD.

Im Talgrund 2

79874 Breitnau, Alemania

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

Traduccion al Espafiol:

Ricardo Rojas C.

Email: distrofiasmusculares@yahoo.com.mx
Internet: www.distrofia-mexico.org

TREAT-NMD Neuromuscular Network

Institute of Human Genetics, Newcastle University
Newcastle upon Tyne, NE1 3BZ, UK

Email: info@treat-nmd.eu

Internet: www.treat-nmd.eu

Parent Project Muscular Dystrophy
1012 North University Blvd.
Middletown, Ohio 45042, USA
Tel.: 001-513-424-0696,

Internet: www.parentprojectmd.org



