Edusfarm 10 (2018), 1-14
ISSN: 1886-6271

Rebut: 22 d’octubre de 2018
Acceptat: 2 de novembre de 2018

NOVES TERAPIES PER A TRACTAR
LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

PONs HOSPITAL, Santiago?
Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona
Av. Joan XXIIl, s/n 08028 Barcelona

Abstract

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a hereditary recessive X-linked genetic disease. It is caused by mu-
tations in the dystrophin gene, leading to the absence or a deficit of the encoded protein and subsequent
muscle weakness, which ends the patient’s life. To date no cure has been found, hence, a wide range of
therapies are being investigated including those based on stem cells, and genetic therapies such as gene
replacement, exon-skipping and gene editing. Additionally, utrophin modulation and stop codon read-through
agents appear to be promising treatments as well. We are still in the early stages of work that will hopefully
lead to a cure for DMD. Nevertheless, the results obtained from the different clinical trials prognosticate an
encouraging future for DMD patients.
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Resumen

La distrofia muscular de Duchenne es una enfermedad genética asociada al cromosoma X con cardcter re-
cesivo. Estd causada por una mutacion en el gen de la distrofina que provoca un déficit o una ausencia de
esta y conduce a una debilidad muscular que acaba con la vida de los pacientes. Actualmente se estan in-
vestigando un gran abanico de terapias, como las relacionadas con las células madre o diversas terapias gé-
nicas como la sustitucidn génica, la edicion génica o el exon-skipping. Por otra parte, se estd intentando
promover la expresion de la utrofina o saltarse los codones STOP prematuros en la traduccion de la distrofi-
na. Aun estamos en un estadio muy temprano en el camino hacia la curacion de la DMD. No obstante, los
resultados obtenidos en los diferentes ensayos clinicos pronostican un futuro esperanzador para los pacien-
tes de esta enfermedad.

Palabras clave: Duchenne, terapia, distrofia, exon-skipping.

Resum

La distrofia muscular de Duchenne és una malaltia genética associada al cromosoma X amb caracter reces-
siu. Es causada per una mutacié en el gen de la distrofina que provoca un déficit o una abséncia d’aquesta i
condueix a una debilitat muscular que posa fi a la vida dels pacients. Actualment s’estan investigant un gran
ventall de terapies, com les relacionades amb les cellules mare o diverses terapies geniques com la substi-
tucio genica, I'edicié genica o I'exon-skipping. Per altra banda, s’esta intentant promoure I'expressié de la
utrofina o saltar-se els codons STOP prematurs en la traduccié de la distrofina. Encara estem en un estadi
molt primerenc en el cami cap a la cura de la DMD. Tot i aix0, els resultats obtinguts en els diferents assa-
jos clinics pronostiquen un futur esperangador per als pacients d’aquesta malaltia.

Paraules clau: Duchenne, terapia, distrofia i exon-skipping.
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1. Introduccié
1.1. Distrofina

La distrofina és una proteina citoesqueletica de gran mida (427 kDa) (Gao i McNally, 2015)
localitzada a la cara citoplasmatica de la membrana cellular de les cellules de muscul
(sarcolemma). La distrofina uneix I'actina del citoesquelet a la matriu extracel-lular a tra-
vés de la membrana cellular (Norwood et al., 2000), amb la qual cosa confereix estabili-
tat a la membrana de les cellules musculars i fa d'amortiment molecular. La distrofina
també té un paper important en la regulacié de la produccio d’oxid nitric, entrada de cal-
ci, i la produccié d’especies reactives d’oxigen (Allen, Whitehead i Froehner, 2016). La
proteina presenta quatre dominis funcionals: el domini aminoterminal d’unié a I'actina
(ABD1), el domini central (confereix flexibilitat i capacitat d’absorcié d’estrés mecanic),
un domini ric en cisteines i el domini carboxil terminal.

La regio rica en cisteines presenta dos dominis que interaccionen amb el distrogli-
ca i les sintropines, integrant aixi la distrofina amb el que s'anomena complex proteic de
la distrofina (DPC). Aquest complex interacciona amb la matriu extracellular, connectant
aixi I'actina del citoesquelet amb la laminina de la lamina bassal.

El gen dmd codifica la distrofina i és el gen més llarg de tot el genoma huma (2,4 Mb),
cosa que fa que la probabilitat que es produeixi una mutacio sigui elevada (Crispi i Mat-
sakas, 2018). Presenta setanta-nou exons (McGreevy et al., 2015) i esta situat en la posi-
cié Xp21,2-p21,1 (National Library of Medicine (US), 2018). Es al muscul esquelétic, al
cor, a la prostata i al colon on s’expressa més, respectivament (Database GeneCards, 2017).

1.2. DMD

La DMD és una malaltia hereditaria associada al cromosoma X amb caracter recessiu. La
seva causa és una mutacié en el gen de la distrofina (Echigoya et al., 2017) que provo-
ca un deficit o una abséncia d’aquesta, que produeix debilitat muscular i evoluciona amb
unes consequéncies cardiaques i respiratories fatals. La DMD és el desordre muscular
més comu entre la poblacié infantil, amb prevalences de 3,52/100.000 (poblacié total),
4,78/100.000 (poblacié masculina total) i 12,57/100.000 (poblacié masculina infantil)
(Mah et al., 2014). Pel que fa a la incidéncia, oscilla entre 10,71 (ltalia) i 27,78 (Canada)
per cada 100.000 nens mascles nascuts per any (Mah et al., 2014). La gravetat de la ma-
laltia depen de I'afectacid de la mutacié en la proteina final. Si la mutacié comporta l'apa-
ricié d’una proteina diferent de la normal, les conseqliéncies sén devastadores. Si la mu-
tacié provoca la pérdua d’alguns exons, la proteina sintetitzada sera més petita perd amb
certa funcionalitat, cosa que fara que les conseqiiéncies siguin més lleus. Quan se sospi-
ta d’un cas de DMD, s’ha de comprovar la predisposicié genética per antecedents famili-
ars i, a més, s’"han de comprovar tres signes intrinsecament relacionats amb la malaltia
(Bushby et al., 2010): debilitat muscular, increment de la creatinina-cinasa (CK) sérica i
elevacions de les transaminases. Tot i aix0, el diagnostic sempre s’ha de comprovar amb
un test genetic per a localitzar i caracteritzar la mutacié responsable del desenvolupa-
ment de la malaltia (Bushby et al., 2010).

Labséencia o deéficit de distrofina pertorba el DPC, cosa que produeix inestabilitat
en la membrana de les céllules musculars, la qual es tradueix en un augment de lesions
musculars i necrosis fibril-lars (Falzarano et al., 2015). A més, I’habilitat regeneradora de
les fibres musculars esta compromesa a causa de la substitucié de fibres musculars per
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teixit fibroadipds. Les manifestacions associades a aquesta problematica son diverses (Na-
tional Library of Medicine (US), 2018): alteracions en el desenvolupament motor, defi-
ciéncia cognitiva, cardiomiopaties i alteracions en I'aparell respiratori.

La terapia actual sén els glucocorticoides (GC), pero, tot i que constitueixen un bene-
fici per als pacients (Bushby et al., 2010), aquest és reduit i no sén una cura per a la ma-
laltia. A més, els efectes adversos relacionats amb I'Us dels GC a llarg termini generen un
perjudici important al pacient. Es per aixd que és necessari centrar-se en la fisiopatologia
de la malaltia i intentar combatre-la des d’alla.

2. Objectiu

Lobjectiu d’aquest treball és, en primer lloc, contextualitzar la DMD en l'actualitat tot in-
dicant-ne I'epidemiologia, el diagnostic, les manifestacions i el tractament actual, aixi com
entendre el gen i la corresponent proteina implicada en la malaltia, la distrofina.

Una vegada exposat I'entorn del treball, es procedira a assolir el seu objectiu prin-
cipal, que és una recerca bibliografica per a coneixer les terapies que s’estan investigant
per a fer front a agquesta malaltia, tant des del punt de vista tedric com des del clinic.

3. Materials i metodes

Com que és un treball basat en la recerca bibliografica, la cerca s’ha realitzat en les fonts
cientifiques primaries (articles, llibres, adreces web...) i secundaries (bases de dades, diccio-
naris...) exposades a continuacié:

» PubMed: motor de cerca de lliure accés a la base de dades de la National Library
of Medicine dels Estats Units, que conté les publicacions més rellevants en els
camps de les ciencies de la salut i la biomedicina. A I'inici del treball s’"han bus-
cat paraules clau com Duchenne muscular dystrophy o dystrophin, i posterior-
ment la cerca s’ha centrat en cada terapia revisada, com ara «exon-skipping for
Duchenne muscular dystrophy».

» Scopus: base de dades d’accés mitjangant subscripcié on s’ha utilitzat una me-
todologia semblant a la descrita en el punt anterior.

e QOrganitzacions governamentals: s’ha utilitzat 'adreca web de |la Food and Drug
Administration (FDA), agéncia del govern dels Estats Units responsable de la regu-
lacio dels aliments, medicaments, cosmeétics, aparells medics, productes biolo-
gics i derivats sanguinis. La cerca s’ha centrat en les etiquetes (/abels) dels me-
dicaments aprovats per a tractar la DMD. També s’ha consultat el Departament
de Salut i Serveis Socials dels Estats Units (United States Department of Health
and Human Services) per a definir els diferents tipus de tractaments revisats.

4. Resultats
4.1. Terapia cellular

Les terapies cellulars es basen a substituir les cellules amb abséncia de distrofina per cel-
lules sanes. Primer es va intentar tractar els pacients amb injeccions intramusculars de
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mioblasts derivats de voluntaris sans, pero els resultats no van ser satisfactoris (Falzara-
no et al., 2015). No obstant aix0, s’han obert noves portes amb el descobriment de les
cellules precursores dels mioblasts.

El primer tipus de céllules amb que s’ha treballat és el grup de les céllules satellit,
que son unes cellules que es troben entre el sarcolemma i la matriu basal. En un estudi
de fase 1 en pacients amb DMD, els resultats no van ser satisfactoris perque I'expressié de
distrofina en les fibres musculars només va arribar a I’1% respecte a les cellules sanes i
no es va observar millora clinica (Meregalli et al., 2013).

Després es van investigar les MDSC (muscle-derived stem cell), unes céllules que
son capaces de diferenciar-se en cellules mesodérmiques (progenitores de les cellules
musculars). S’ha provat de fer un trasplantament en gossos amb una distrofia muscular
i s’ha observat una recuperacié en I'expressié de la distrofina (Meregalli et al., 2013). Tot i
aixo, cal un coneixement més detallat del seu funcionament i del fenotip d’aquests gos-
sos tractats per a poder estendre aquests resultats als humans.

Per acabar, els mesoangioblasts, progenitors multipotents de teixits mesodérmics,
han demostrat la generacié de fibres musculars amb distrofina d’expressié permanent
en ratolins mdx (Dellavalle et al., 2007), aixi com en gossos golden retriever (Sampaolesi
et al., 2006). De fet, esta en marxa un estudi clinic (EudraCT #2011-000176-33) amb pa-
cients amb DMD per a provar la seva eficacia i seguretat.

El principal problema relacionat amb la terapia cellular és aconseguir una supervi-
véncia suficient de les céllules implantades i, una vegada assolida, garantir una migracid
des del lloc d’injeccid fins a tots els musculs compromesos per la malaltia arreu del cos.
També, tenint en compte que les cellules administrades provenen de donadors sans, un
problema que pot apareixer és el rebuig per part de 'organisme receptor, que es pot tra-
duir en una fallada terapéutica perqué es destruirien les céllules exdgenes, llevat que
s’administrin farmacs immunosupressors.

4.2. Modulacié de la utrofina

Els moduladors de la utrofina sén un grup de molécules que no estan dirigides a actuar
sobre el gen dmd, sind que busquen substituir la distrofina per utrofina. La utrofina és un
homoleg de la distrofina (comparteix amb aquesta el 80% de la seqiiencia) amb una or-
ganitzacio estructural semblant, aixi com les propietats d’interaccié amb altres molécu-
les (Falzarano et al., 2015). La utrofina es tradueixa partir del gen UTRN, de 900 Kb de
llargaria i posicié 6q24.2 (National Library of Medicine (US), 2018). La utrofina es troba
situada per tot el sarcolemma en 'etapa uterina de desenvolupament i progressivament
va essent substituida per la distrofina quan el muscul madura (Falzarano et al., 2015).
També s’ha vist que després d’una lesié muscular, I'expressié de la utrofina incrementa,
per aixo en malalts de DMD trobem expressions elevades d’aquesta proteina (Kleopa et
al., 2006).

Lezutromid (també conegut com SMT C1100) és un farmac activador del promotor
Adel gen UTRN, responsable de I'expressio d’utrofina al muscul esquelétic. Els estudis de
fase I amb aquesta moléecula van demostrar un excellent perfil farmacocinétic i de segu-
retat en voluntaris sans (Guiraud et al., 2015). Més tard es va comengar a provar en malalts
(NCT02383511) amb dosis de fins a 300 mg/kg/dia, i va mostrar una bona tolerabilitat,
un increment d’utrofina en els musculs cardiac i estriat, i una disminucid significativa en
plasma dels biomarcadors de dany muscular: alanina-aminotransferasa, aspartat-amino-
transferasa i creatinina-fosfocinasa (Ricotti et al., 2016) (A- C. Actualment esta en marxa
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un estudi de fase 11 (NCT02858362) amb quaranta nens amb dosis orals de 2.500 mg/dia
durant 48 setmanes.

4.3. Supressio de la mutacié: stop-codon read-through

Aquesta terapia només pot ser aplicada en pacients amb mutacions nonsense, que cor-
responen al 15% de la poblacié total de malalts amb DMD (Falzarano et al., 2015). Aquest
tipus de mutacié es produeix per I'aparicié d’un codd sto prematur a I’'mRNA, i aix0 pro-
voca que la traduccid sigui incompleta i s‘'obtingui una proteina truncada.

4.3.1. Aminoglucosids

Els aminoglicosids o aminoglucosids, com la gentamicina, son antibidotics ampliament co-
neguts per la seva eficacia contra les infeccions, pero Ultimament s’esta investigant la seva
aplicacié per a evitar els codons STOP prematurs gracies a la capacitat d’unir-se a llocs
especifics de I'RNA ribosomic i impedir el reconeixement codd-anticodd en la zona ac-
ceptora del ribosoma (Malik et al., 2010).

Aquests farmacs permeten inserir aminoacids alternatius en el lloc on hi ha el codé
STOP prematur, cosa que facilita la traduccio de la distrofina sencera. El primer estudi en
humans amb gentamicina, administrada a 4 pacients (2 amb DMD i 2 amb distrofia mus-
cular de Becker) en dosis de 7,5 mg/kg/dia durant 2 setmanes, no va promoure la pro-
duccid de distrofina sencera i les millores cliniques, com I'increment de la forca muscu-
lar, no van ser significatives (Wagner et al., 2001). En un altre estudi amb 34 pacients
amb DMD, , I'administracié de 7,5 mg/kg/dia de gentamicina durant 6 mesos va demos-
trar un increment significatiu en I'expressié de distrofina i una disminucié significativa de
la CK sérica . Perod no va mostrar significacio en les proves de forca muscular, funcio res-
piratoria i habilitat de deambulacié (Malik et al., 2010).

No obstant aix0, encara que els aminoglicosids presentin manca d’eficacia clinica i
greus efectes adversos, com l'ototoxicitat i la nefrotoxicitat, esta en marxa un estudi de
fase 11 (NCT01918384) per a provar l'eficacia i la seguretat de I'arbekacina, un altre ami-
noglicosid.

4.3.2. Ataluren

Latalurén (Translarna™) és un agent supressor de les mutacions nonsense desenvolupat
per PTC Therapeutics que facilita la lectura ribosdmica de I'mRNA que conté un codé STOP
prematur. Actualment esta aprovat per ’Agencia Europea de Medicaments (EMA) per a
pacients que fa més de cinc anys que tenen una DMD causada per una mutacio del tipus
nonsense i que conserven la capacitat de deambulacid. LEMA es va basar en dos estudis
clinics de fase Il per a I'aprovacid. El primer és un estudi de fase 11la (NCT00264888) amb
38 pacients, que va concloure que I'administracié d’atalurén incrementava I'expressié de
distrofina un 11% (p = 0,008) (Finkel et al., 2013) en el 61% dels pacients. Pel que fa a la dis-
minucid dels nivells de CK serica, només les dues dosis més altes van demostrar una dismi-
nucio significativa. El farmac va mostrar un bon perfil PK/PD i de seguretat.

L'altre estudi de fase 11b es va fer amb 174 pacients majors de 5 anys. Aquest estu-
di es va centrar en el 6MWT (6 minutes walking test, test de caminar durant 6 minuts) i
va demostrar una disminucié més lenta en la perdua de la capacitat de caminar, ja que la
diferéncia de distancia recorreguda en els 6 minuts va ser de 31,28 m (p = 0,056) entre
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el grup amb placebo i el grup amb una dosi de 40 mg/kg/dia (Bushby et al., 2014). Enca-
ra que l'accié de I'atalurén no sigui important, va arribar al minim per a tenir significacié
clinica (30 m) i 'EMA el va aprovar sota les condicions estudiades.

Per acabar, es va fer un estudi de fase 111 (NCT01826487) amb 230 pacients a qui es
va administrar placebo o ataluren. La diferencia de distancia recorreguda entre el grup
de pacients tractats i el grup de pacients a qui es va administrar placebo va ser de 13 m
(p = 0,213). Aquests resultats, juntament amb els de I'estudi de fase lib, van fer que la
FDA denegués la comercialitzacié del farmac. No obstant aix0, encara hi ha estudis clinics
en marxa per a demostrar la seva efectivitat (NCT02819557, NCT01247207, NCT01557400
i NCT03179631). Aquesta manca d’eficacia demostrada i el seu alt cost (300.000 USD/
any (NICE, 2016)) constitueixen les principals limitacions del tractament.

4.4. Terapia génica

La terapia génica pot definir-se com la utilitzacié de material genétic per a tractar o atu-
rar una malaltia (United States Department of Health and Human Services, 2017). El prin-
cipal objectiu d’aquesta terapia és la correccié de gens defectuosos per a curar una ma-
laltia o ajudar el cos a combatre-la. Els tipus de terapia génica que s’apliquen sén (Rossor,
Reilly i Sleigh, 2018):

» Nucleotids sintetics: son petites cadenes de nucleotids que s’uneixen a RNA per
complementarietat de bases. Per exemple: oligonucleotids antisentit (AODN) o
RNA d’interferencia.

» Substitucio génica: utilitza I’habilitat dels virus per a envair certs teixits i utilitza
la maquinaria enzimatica de la céllula hoste per a incorporar el gen d’interes
dins el genoma.

 Edicié génica: permet eliminar seccions de DNA i, si escau, substituir-les per unes
altres. Exemple: CRISPR/Cas9.

4.4.1. Eteplirsén

Els AODN son petits fragments de DNA o RNA que s’hibriden amb un cert exé i I'amaguen
de la maquinaria de maduracié de I’'RNA (splicing), cosa que fa que s’elimini juntament
amb els introns que el flanquegen (Niks i Aartsma-Rus, 2017). Aquesta técnica es coneix
com a exon-skipping. L'eliminacié dels exons mutats permet la restauracié del marc de
lectura i la produccié d’una proteina parcialment funcional que podra revertir el deficit
de distrofina i la patologia consegtlient.

Leteplirsen (EXONDYS 51™ o AVI-4658) és un AODN dissenyat per a unir-se especi-
ficament a I'ex6 51 del pre-mRNA de la distrofina. Va ser desenvolupat per Sarepta Ther-
apeutics i, gracies a la designacié de medicament orfe pediatric per la FDA (Syed, 2016),
va ser aprovat per aquesta el 19 de setembre de 2016 i aixi es va convertir en el primer
farmac d’aquest tipus per a la DMD.

Els resultats dels estudis NCT01396239/NCT01540409 van ser la base per a la de-
cisio de la FDA. En aquests estudis, I'eteplirsen augmenta el nombre de fibres que tornen
a expressar distrofina. També incrementa els nivells de distrofina i, tot i que només ho fa
un 0,93% respecte als individus sans, es preveu que el benefici clinic real pot arribar fins
al 10% (Lim, Maruyama i Yokota, 2017).

Els assajos funcionals es van centrar en la capacitat de deambulacié (6MWT) i en
tests de funcio respiratoria. Pel que fa a la deambulacié, només el tractament amb dosis
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superiors (50 mg/kg/setmana) va mostrar un benefici significatiu respecte al tractament
amb placebo. Tenint en compte que la dosi recomanada per la FDA és de 30 mg/kg/set-
mana, les dades que tenim sobre el benefici clinic no sén suficients per a satisfer les neces-
sitats dels pacients amb certesa. Per altra banda, I'eteplirsén mostra una disminucio de
la funcié respiratoria més retardada que en els controls historics, perd no comporta una
millora real (Lim, Maruyama i Yokota, 2017). La principal preocupacio és que el farmac
no ha mostrat cap efecte sobre el muscul cardiac, i aix0 és una gran limitacié perqué
encara que es retardi la progressié de la malaltia, els pacients acabaran morint d’atura-
dacardiaca.

Dels estudis que es troben en curs, I'NCT02255552 representa un estudi de fase 111,
I'NCT02420379 estudia el farmac en pacients en fases primerenques i ’'NCT02286947 ho
far en pacients en fases tardanes.

4.4.2. Drisaperséen

El drisapersen (també conegut com Kyndrisa™, PRO051 o GSK2402968) és un farmac ex-
perimental, desenvolupat per I'empresa BioMarin, amb una estructura de tipus AODN i
dissenyat per a unir-se especificament a I'exé 51 del gen de la distrofina i eliminar-lo mit-
jancant exon-skipping.

Aquest farmac es va provar inicialment en un estudi de fase 11 (NCT01153932) en
53 pacients. El principal assaig va ser el 6MWT després de 25 setmanes de tractament,
en el qual la distancia mitjana caminada en el grup de régim continu va augmentar
31,5 metres respecte a la inicial de I'estudi (p = 0,014 respecte al grup tractat amb place-
bo a les 25 setmanes). Encara que els resultats fossin encoratjadors en el grup de regim
continu, a la setmana 49 la distancia només va augmentar 11,2 metres respecte a la inici
de l'estudi (p = 0,051 respecte grup tractat amb placebo a les 49 setmanes).

Tot i aix0, es va continuar estudiant el farmac en un estudi de fase 111 (NCT01254019)
amb 186 pacients. Lestudi va fallar en el seu principal assaig, el 6MWT, on no es va tro-
bar diferencia significativa entre el grup tractat amb placebo i el tractat amb medicacié.

Després de les 48 setmanes, la distancia caminada en el 6MWT pel grup tractat
amb medicacié va disminuir 42,32 metres respecte a la inicial de I'estudi, mentre que la
del grup tractat amb placebo va disminuir 52,65 metres, amb una p de 0,415 entre els
dos grups (Goemans et al., 2017). Aquests resultats van interrompre el desenvolupa-
ment clinic i la sollicitud de comercialitzacié a 'EMA i la FDA per part de BioMarin, tot i
que encara estan avaluant I'eficacia del farmac en nens de menys de set anys, on els es-
tudis mencionats anteriorment mostren que és on hi ha més millora respecte al tracta-
ment amb placebo (Kole i Krieg, 2015).

Tant el drisapersén com l'eteplirsén sén farmacs de primera generacio i, per tant,
encara presenten certes limitacions que fan que el tractament no sigui I'0ptim per a trac-
tar la DMD. Entre aquestes limitacions destaca la poca afinitat que tenen amb les cél-
lules cardiaques. Es creu que el principal causant d’aquesta problematica és la pobra
distribucié del farmac dins d’aquest teixit, pero actualment s’esta treballant en péeptids
associats als AODN amb naturalesa amfipatica, que poden entrar dins de les cél-lules via
endocitosi a través de receptors scavenger de tipus A (Nakamura, 2017). Un altre proble-
ma és l'especificitat que presenta per a certa poblacié dels malalts, ja que només és
aplicable als pacients que presenten mutacions entre els exons 45-63, cosa que equival
a un 13% dels pacients que pateixen la malaltia. No obstant aix0, s’estan investigant te-
rapies de multi exon-skipping, on s’estudia el salt de més d’un exdé i que es creu que po-
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den ser aplicables fins al 40% dels pacients amb DMD (Niks i Aartsma-Rus, 2017). Aquest
tractament es basa en la combinacié d’11 AODN dirigits a cadascun dels exons entre les
posicions 45 i 55. A banda, hi ha pacients que mai no podran ser tractats amb terapies
exon-skipping (aproximadament el 19%), o bé perqué tenen delecions superiors a 36 exons
o bé perque la mutacié aboleix tots els dominis d’unié a I'actina o el distroglica. A més,
el cost del tractament amb eteplirsén s’estima entre 300.000 i 400.000 USD I'any (Hagan
et al., 2018), cosa que el fa inaccessible per a la majoria de pacients.

4.4.3. Substitucio génica

Aquesta terapia se centra en I'administracié d’una part del gen dmd per a obtenir una
versio reduida pero funcional de la distrofina. Si bé s’han provat nombrosos vehicles, el
més prometedor avui en dia és el dels vectors derivats dels virus adenoassociats (adeno-
associated virus, AAV) (Ramos i Chamberlain, 2015). UAAV wild type presenta un geno-
ma de 4,7 Kb i conté els gens rep i cap necessaris per a la replicacié i I'encapsidacio; tot i
aix0, no és capac de replicar-se sense una coinfeccié d’un altre virus (adenovirus, herpes
virus...). LAAV es pot convertir en un vector substituint els gens rep o cap pel gen dmd i
encapsulant aquest genoma recombinant.

A més, aquest vector presenta una freqiiencia molt baixa d’integracio en el geno-
ma de I'hoste, un aspecte positiu perque disminueix el perill de mutagenesi associat, pero
que fa dificil 'expressié estable i perllongada del gen. La principal limitacié d’aquests vec-
tors és la baixa capacitat de clonacié (5 Kb, aproximadament), que fa que s’hagin que
dissenyar formes reduides de la distrofina. Tenint en compte que el gen de la distrofina
en forma de cDNA ocupa 14 Kb (Chamberlain i Chamberlain, 2017), s’esta investigant quins
son els exons imprescindibles per a tenir funcionalitat. Els dominis essencials que ha de
tenir una microdistrofina sén: de 4 a 24 espectrines (menys de 4 exhibeixen minima fun-
cionalitat) del domini central, el domini d’unié al distroglica i el domini d’unid a l'actina
(Ramos i Chamberlain, 2015).

També s’esta estudiant la coadministracié de 2 i 3 AAV que permetin la generacid
d’un transgen de 7,3 Kb o0 14 Kb, respectivament. En estudis preclinics amb ratolins, I'ad-
ministracié de 2 AAV va donar com a resultat una millora funcional més elevada que la
provocada per un sol AAV (Odom et al., 2011)the applicability of rAAV vectors has long
been hindered by the small (~4.8 kb. Pel que fa als 3 AAV, I'eficacia va ser molt menor
qgue amb la doble administracié d’AAV (Ramos i Chamberlain, 2015).

Pel que fa als estudis clinics, un estudi de fase 1, publicat al 2011, va confirmar per
primera vegada la introduccié del gen de la microdistrofina en humans gracies als vec-
tors AAV 2,5 (derivats del serotip 2). Aquest estudi va examinar 6 nens amb DMD i des-
prés de 2 anys d’observacié no es van reportar efectes adversos importants i la toleran-
cia va ser bona. En termes d’eficacia, es van detectar fins a 2,56 copies del gen per nucli,
mitjancant una reaccid en cadena per la polimerasa (PCR) quantitativa. Tot i aixo, I'ex-
pressié de la microdistrofina en aquests pacients va ser nulla o baixa (Bowles et al., 2012).

Tot i tenir un gran potencial per a poder aplicar-se en el 100% dels malalts i la ca-
pacitat d’arribar a totes les céllules musculars (cardiaques incloses), la terapia presenta
importants limitacions. La primera és I'elevada complexitat de produccié a gran escala.
Després, la induccié d’anticossos i la toxicitat dependent de céllules T contra el vector o
el transgen, que poden produir dany al pacient o la pérdua d’expressié del transgen. Aixi,
s’esta investigant quina és la dosi maxima tolerada i també la coadministraciéo d’AAV amb
immunosupressors per a evitar aquests efectes. D’altra banda, tenint en compte que el
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vector AAV no integra el gen en el genoma, s’ha d’aconseguir que els pacients es puguin
re-administrar cada cert temps, tot i que es creu que es trigaria anys a necessitar una
segona administracio perqué les fibres musculars es reemplacen cada molt temps (Ra-
mos i Chamberlain, 2015).

4.4.4. CRISPR/Cas9

Ledicio génica permet l'alteracié del DNA i la correccié permanent de la mutacid, per la
qual cosa és molt beneficiosa per a les malalties genetiques en general. S’"han desenvo-
lupat diversos metodes d’edicid génica, com nucleases tipus activadors de transcripcié
(TALEN) i nucleases de dits de zinc (ZFN), pero el sistema CRISPR/Cas9 esta emergint ra-
pidament gracies a la seva versatilitat i facilitat d’us.

Aquest sistema va ser descobert en alguns Proteus i Arqueus com a sistema immu-
nitari bacteria contra virus i plasmidis. En la situacié d’introduccié de material genetic
exogen, el bacteri presenta una proteina anomenada Cas, que és capac de trencar part
del genoma exogen i incorporar-ho en la zona de repeticions curtes palindromiques agru-
pades de forma regular (clustered regularly-interspaced short palindromic repeats, CRISPR)
del genoma bacteria. La zona CRISPR esta formada per unes repeticions deseqtiéncies
palindromiques separades per uns espaiadors, i precisament aquests espaiadors sén les
seqgliencies mencionades previament que s’incorporen gracies a les proteines Cas. A més,
la zona CRISPR esta precedida pels gens CRISPR associated (CAS), que son els gens que
codifiquen les proteines Cas. Una vegada s’han integrat, s'obtenen els RNA corresponents,
anomenats crRNA. Aquests s’associaran amb uns altres RNA anomenats tracrRNA i s’uni-
ran a una nucleasa Cas, amb la qual formaran el complex CRISPR/Cas. Quan el bacteri
sigui infectat de nou amb el mateix virus, la seqiiéncia crRNA s’hibridara amb la seqiién-
cia exdgena, i la proteina Cas trencara el genoma exogen, la qual cosa protegira el bacte-
ri de 'amenaca.

Actualment el procediment s’ha simplificat de manera que funcioni només amb el
gRNA (RNA guia) i la nucleasa. Aquest RNA es completa amb la proteina Cas9 i permet
fer talls en qualsevol zona del nostre genoma Unicament modificant el gRNA perque si-
gui complementari del gen desitjat.

Amb aquesta tecnica podem aconseguir dos efectes:

» Genoanullacié (Knock-out): si només afegim el sistema CRISPR/Cas9 a la cel-
lula, es tallara el gen desitjat i mitjancant el mecanisme de reparacié del DNA
per recombinacié no homologa (non homologous end joining,NHEJ) aconsegui-
rem petites mutacions que evitaran I'expressié de I'exé diana. Aquesta técnica
presenta una alta freqliencia d’actuacid, pero és propensa a les errades.

» Genomodificacid (Knock-in): si afegim el sistema CRISPR/Cas9 i el DNA donador
a la céllula diana, quan el sistema CRISPR/Cas9 faci el tall, el DNA donador s’in-
serira en aquella posicié per recombinacié homologa i aconseguirem introduir
un gen exogen al genoma de la cellula. Aquesta técnica presenta una alta fide-
litat, pero una baixa frequéncia d’actuacio.

L'any 2015 van sortir a la llum els resultats dels primers estudis en animals, on es
va utilitzar un model de ratoli per introduir, gracies a AAV, el sistema CRISPR/Cas9 en
I'exd 23 del gen dmd amb 2 gRNA que el flanquejaven. Aquesta intervencié va donar com
a resultat I'escissio de I'exd implicat en el desenvolupament de la malaltia i la recupera-
ci6 del marc de lectura, que es va traduir en la recuperacio de I'expressié de la distrofina

©Universitat de Barcelona



SANTIAGO PONS HOSPITAL

en muscul esquelétic i cardiac (Tabebordbar et al., 2016). En un altre estudi, utilitzant la
mateixa tecnica es va demostrar no només I'increment d’expressié de la distrofina, siné
també un increment significatiu de la forca respecte al grup tractat amb placebo, I'activitat
de I'0xid nitric-sintasa neuronal (neuronal nitric-oxide synthase, nNQS), i una menor peér-
dua de forga al llarg del temps (Nelson et al., 2016).

El principal problema de la terapia explicada és que s’ha d’introduir el sistema
CRISPR/Cas9 mitjancant un vector viric, amb les limitacions mencionades préviament en
I'apartat sobre la substitucié genica. Una altra limitacié és I'aparicié de mutagénesi off-
target per manca d’especificitat del gRNA; per tant, s’"ha d’assegurar que el gRNA presen-
ta la llargaria suficient perque no s’hibridi amb seqiiéncies diferents de la diana (Li et al.,
2015).

4.4.5. Regeneracio del muscul distrofic utilitzant induced pluripotent stem cells (IPSC)
autologues amb la correccio genética mitjangant el sistema CRISPR/Cas9

Tenint en compte que un dels principals problemes de la terapia cellular a partir d’un do-
nador sa és que pot generar rebuig i que una limitacié important de I'edicié genica és la
necessitat d’utilitzar vectors virics en I'organisme, una combinacio de les dues técniques
pot resoldre ambdues problematiques alhora.

El primer pas seria extreure fibroblasts cutanis del malalt i, gracies als factors Oct4,
Sox2, KIf4 i c-myc, revertir-los a un estat pluripotent (Hagan et al., 2018). Una vegada ob-
tingudes les IPSC, s’editara el genoma mitjancant el sistema CRISPR/Cas9. Quan les cel-
lules s’hagin corregit, es diferenciaran com a precursors miogénics gracies a la introduc-
ci6 de factors de diferenciacid i es genotiparan per a seleccionar les que s’hagin editat
correctament. Finalment, els precursors miogenics amb capacitat d’expressar distrofina
es trasplantaran al pacient, que previament ha donat els fibroblasts (Hagan et al., 2018).

5. Discussio

En la taula seglient es valoren les diferents terapies revisades per a tractar la DMD:

Taula 1. Punts forts i punts febles de les diferents terapies revisades.

ESTRATEGIA ACCIO AVANTATGES INCONVENIENTS
Terapia cellular  Introduccié de cél- e Relativament segura e Baixa migracio, supervivencia
lules productores = e No infecciosa i expressio
de distrofina e Expressio permanent e Requereix immunosupressio
e Estat preclinic (no hi ha estudis
en humans)
Modulacié de la  Reemplacament e Molécula quimica (sintesi ¢ No hi ha suficients estudis
utrofina de la distrofina facil) en humans per a valorar-ne
per utrofina * Bona BD oral I'eficacia

* Bon perfil de seguretat
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Stop-codon Salt dels codons * Molécula quimica (sintesi e Risc d’efectes adversos (amino-
read-through STOP de 'mRNA facil) glucosids)
en la traduccié ¢ 1 molécula aprovada * Només aplicable a pacients
per 'EMA amb mutacions nonsense
e Bona PK/PD e Baixa eficacia
* Bona BD oral ° Preu elevat
e Bon perfil de seguretat
(ataluren)
Exon-skipping Silenciament d’un ' e 1 molecula aprovada per la = ¢ No expressa la distrofina
exo FDA sencera i de forma permanent
* Bona farmacocinetica e Mala distribucié (muscul
e Alta especificitat cardiac)
* Multi-exon skipping e Especific per la localitzacié
e Bon perfil de seguretat de la mutacié
e Aplicable a molts tipus de | e Molecules de primera generacid
mutacions ® Preu elevat
Substitucid Induccio de * Bons nivells d’incorporaciéd = e No expressa la distrofina
genica I'expressio de en les cellules sencera i de forma permanent
mini o microdis- ® Permet tractar tots els e Produccié complexa
trofines pacients e Induccio de la resposta
immune contra vector
i transgen
CRISPR/cas9 Edicid génica e Efecte permanent e Estat preclinic (no hi ha estudis
e Capacitat per a corregir el en humans)
gen * Necessitat d’utilitzar vectors
e Expressio de la proteina virics
sencera e Especificitat
e Combinacié amb IPSC molt
prometedora

6. Conclusions

Després de la recerca realitzada, podem concloure les afirmacions seglients:

En l'actualitat s’estan investigant un gran ventall de terapies per a fer front a la
malaltia que actuen sobre I'origen d’aquesta.

El tractament actual amb GC és insuficient per a la demanda terapéutica dels
pacients amb DMD, atés que no és capag de curar la malaltia.

De les terapies revisades, només dues tenen una molécula aprovada per comer-
cialitzar (I'eteplirsen als Estats Units i I'atalurén a Europa). Aixo indica que enca-
ra estem en un estadi molt primerenc en el cami cap a la cura de la DMD.

La seqlienciacié del gen dmd com a diagnostic és de vital importancia de caraa la
terapia d’eleccid, perque I'efectivitat d’aquesta esta determinada pel tipus i la lo-
calitzacié de la mutacié.

La terapia més instaurada i estudiada és I'exon-skipping. No obstant aixo, el salt
d’un Unic exd només és aplicable a un percentatge reduit de la poblacié total
gue té la malaltia, a més que presenta una baixa eficacia i un elevat cost. El se-
glent gran pas d’aquesta terapia és el multi-exon skipping, que permetra trac-
tar fins a un 40% de la poblacid que té la patologia.
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o Linici de la terapia ha d’efectuar-se en edats molt primerenques, per a aixi pre-
venir la deterioracio progressiva del muscul que succeeix durant els primers anys
de progressié de la malaltia i presenta dificil reversio.

« Un 67% de les noves terapies revisades presenten una base innovadora, com la
cellular o la génica. Per tant, aquestes estan guanyant pes enfront de les tera-
pies convencionals, basades en small molecules, en el context de malalties d’ori-
gen genétic com la DMD.

« S’estan provant una gran quantitat de noves terapies per a tractar la DMD; si el
resultat fos positiu, es podria investigar com extrapolar-les a altres malalties ge-
netiques.

» La combinacio de terapies géniques, com l'edicié génica amb la utilitzacié d’IPSC,
sembla la terapia més prometedora; no obstant aixo, es troba en un estadi molt
prematur d’investigacio.
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