WINSELSPITAL

UNIVERSITATSSPITAL BERN Universitatsklinik ~fur
BERN UNIVERSITY HOSPITAL Humangenetik

Theoretische Grundlagen von Gentherapien

Prof. Dr. Dr. med. Christiane Zweier, Universitatsklinik fiir Humangenetik




UNIVERSITATSSPITAL BERN ‘ Universitatsklinik far
BERN UNIVERSITY HOSPITAL Humangenetik

Gentherapien

« Gentherapie im engeren Sinne: Ersatz eines defekten Gens durch intakte Sequenz
« z.B. Integration der intakten Gensequenzin die Zelle = Genersatztherapie

« z.B. Korrektur einer Variante = Gen-/Genomeditierung

« Gentherapie im weiteren Sinne: Veranderung der Genexpression/funktion = Genmodulation
« z.B. neue Funktion
« z.B. Inaktivierung einer nicht-funktionalen oder toxischen Genkopie

« z.B. Hochregulation oder Induktion einer funktionalen Genkopie
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Varianten und ihre Konsequenzen

Gen/Transkript Protein Funktion
« Basensubstitution » * Missense (AS-Austausch) i Dominant negativ (AD)
« Basendeletion# x3 * Nonsense (trunkierend) -
« Baseninsertion# x3 - Frameshift (trunkierend) [ < ',;',:3"’3 « Gain of function (AD)
* Spleiss-Variante /X 4
- Basendeletion = x3 3 « In-frame Deletion Vha - Loss of function (AR/AD)
« Baseninsertion= x3 —\‘> * In-frame Insertion . (incl. Haploinsufienz (AD))
Dominant negativ Mutiertes Allel beeintrachtigt auch Funktion des zweiten Inaktivierung mutiertes Allel?
Allels
Gain of function Funktionszugewinn, z.B. Aktivierung Rezeptor, toxische Inaktivierung mutiertes Allel?
Aggregate
Loss of function Funktionsverlust, bei trunkierenden Varianten (ausser C- Gen-Ersatz? Verhinderung NMD?
terminal) meist durch nonsense mediated mRNA-decay Aktivierung funktionales Allel?

keine Proteinexpression
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Prinzipien der Gentherapie

* In den meisten Landern nur somatische Gentherapie erlaubt
- Genmodifikation nicht vererbbar

« Exvivo Anwendung: Zielzellen werden aus dem Korper entnommen, ausserhalb modifiziert

und in den Koérper zuriicktransferiert

* In vivo Anwendung: Modifikation direkt in Zielgewebe im Korper
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1. Gen-Ersatz-Therapie

Intaktes Transgen wird mittels Vektor in die Zelle eingeschleust - Translation eines funktionalen Proteins

adeno associated

virus AAV
. Vektorsysteme
| [‘F"__{] ‘ viral Material | Nukleus ZlelzeII Immunre | Vorteile Risiken/Limit
. aktion ationen
\ protein SSDNA episomal  nicht- niedrig nicht- geringe
retro/lentivirus nucleus teilend integrierend,  Kapazitat
Tropismus
> RV/L RNA integriert  teilend niedrig dauerhaft Onkogenese
\ (+nicht-
teilend)
, nicht- | Material | Nukleus | Zielzell | Immunre | Vorteile Risiken/Limit
I|p(2.smgcr1es viral en aktion ationen
£ ey’” “ Y Lipos ssDNA episomal nicht- niedrig nicht- geringe
;’ §m’#§ omen teilend integrierend Effizienz,
t %% £3_) ungezielt
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Beispiele angewendeter AAV-Gen-Ersatz-Therapien

indikation Zielgewebe

Spinale Muskelatrophie  SMNL1 Motoneuronen Onasemnogene Zolgensma®

(AR) (intraven0s) abeparvovec

Retinitis pigmentosa und RPEG5 Auge/Retina Voretigene Luxturna®

Lebersche kongenitale (subretinale Injektion) neparvovec

Amaurose (AR)

Hamophilie A (XR) F8 Leber (intravends) Valoctocogene Roctavian®
roxaparvovec

Hamophilie B (XR) F9 Leber (intravends) Entranacogene Hemgenix®
dezaparvovec

Schwerhorigkeit (AR) OTOF Innenohr/Haarzellen AAV1-hOTOF
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2. Gentransfer — neue Funktion
Beispiel: CAR-T-Zell-Therapien bei Malignomen (z.B. Leukamien, Lymphomen)

ex Vvivo

Chimarer
Antigenrezeptor

+ [ee— -

Gentransfer CAR-T-Zelle

>
() T ‘eEAR®
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A \ l“l“-‘ \Ti @ <BD

Vermehrung Infusion CAR-T-Zelle greift Krebszelle an Apoptose

Created in BioRender. Zw eier, C. (2024) BioRender.com/s06c644
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3. Gezielte Genom-Editierung — CRISPR/Cas9

Non-homologous end joining (NHEJ)

L

L

Insertion/Deletion --> Inaktivierung

|

Cas9 Nuklease

Zielsequenz gagtie RNA

/ DNA mit Doppelstrangbruch \

Homology directed repair (HDR)

T i i
DIDID]IDI template
T ID]]]]]]]IDIDl]]]]]]]]IEI]]]I

prazise Editierung (z.B. Variante)

Risiken/Limitationen

(virale) Vektoren

Immunitat gegen Cas9

Off target Effekte

Effizienz HDR<<NHEJ
HDR v.a. in proliferierenden

Zellen

Created in BioRender. Zw eier, C. (2024) BioRender.com/s06c644
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Genom-Editierung — Beispiel Varianten-spezifische Editierung

(HEODCHILN D chromosome 12 position 21.32

/

Exon 24 —| Exon 25 T Exon 26 —5— Exon 27 ™ Exon 28 — Exon 29

CEP290 assoziierte Retinadystrophie: MutatedcspzeoV CrypN

o« 77% der Falle: Variante in Intron 26

Exon 24 | Exon 25 | Exon 26 :I Exon 27 | Exon 28 | Exon 29

« Kryptische Splice-Site: Einschluss kryptisches Exon S2 \ |
« Leserasterverschiebung = nonsense-mediated mRNA decay
Genome Editing
« EDIT-101: Entfernt Bereich mit intronischer Variante *““M“Delem:wmm
« - korrektes Spleissen = intaktes Protein . S .. J—

Ll (NN NRNN RN RN NN NEn LIl
Cut and Remove or Invert $

N

Repaired CEP290 gene
Normal transcription and mRNA splicing

'
Exon 24 | Exon 25 | Exon 26 | Exon 27 | Exon28 | Exon29 = ===~

''''''''' Normal protein translation

Restored CEP290 protein

Pierce et al., NEJM, 2024, PMID: 38709228
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Genom-Editierung — Beispiel Gen-Inaktivierung

Untreated HBB genotype Globin chains Haemoglobin RBCs
: I I , X Y
Sichelzellanamie, beta-Thalassamie YOO BCL11A OX OO PABA BIX (@ @ -~ HbA ® ®
: 4
» Defektes oder fehlendes beta-Globin A R
X0 BSBS X @ B -~ HbS g8

.+ Casgevy® (Exagamglogene Atotemcel): O

» Inaktiviert BCL11A: Repressor fetales Hb

Treated

. Fetales Hb bleibt erhalten R 06 ® OO0 "
HBF 10X |

: A Yo

pO/g0  BXX s O e ® ®

Kerwash et al., Curr. Issues Mol.Biol, 2024, PMID: 39194702
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4. RNA ba3|ertes Gen-Silencing

Short interference RNA (siRNA)

siRNA

RISC
SiRNA
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RISC | 1‘ RISC RISC
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Created in BioRender. Zw eier, C. (2024) BioRender.com/s06c644

Beispiele siRNA Therapie:

mMRNA

v

pra-mRNA ~ ~ ~

l Splicing

Hereditare
Transthyretin-
Amyloidose

Akute hepatische
Porphyrie

Primére Hyperoxalurie
Typ |

Fam.
Hypercholesterindmie

ALAS1

HAO1

PCSK9

Patisiran
(Onpattro®),
\Vutrisiran
(Amvuttra®)

Givosiran
(Givlaari®)

Lumasiran
(OXlumo®)

Inclisiran
(Leqvio®)
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5. RNA-basierte Modulation mittels Antisense-Oligonukleotiden

Mechanismus Folgen
[ < (s o
i ASO RNaseH Lu-\-\; z% Gene silencing /
Al A Inaktivierung
target mMRNA
RNaseH Rekrutierung Degradation Ziel-mRNA

ASO

Created in BioRender. Zw eier, C. (2024) BioRender.com/s06c644
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Beispiele Spleiss-Modulations-Effekte

pre-mRNA MRNA Protein
normal . e may  Trenslaton , ¢®9® “%ose
. Kryptisches Exon . .
Intronische e X ] Bl [ X I fs/IPTC/NMD Kein Protein
Variante
ASO
_mitAso A - — - oo0e e
Trunkierende N X I [ X I PTC/NMD Kein Protein
Variante
ASO
-mitASO [l ~ HE BEm e®%  peee

Missense '
Variante I m N m o%%® o WCh
(GOF)

ASO
- mit ASO I e I I .0.. m
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Beispiele ASO-Therapien und Therapie-Ansatze

ASO-Mechanismus

Spinale
Muskelatrophie

Muskeldystrophie
Duchenne

Dravet-Syndrom

Spinocerebellare
Ataxie 3

Ceroidlipofuszinose

Angelman-Syndrom

Bi-allelische Deletion
Exon 7 (+8) SMN1

v.a. frameshift
Deletionen DMD

SCN1A
Haploinsuffizienz

Repeatexpansion in
ATXN3

N=1: CLN7 cryptic
splice-site

Verlust maternales
aktives UBE3A-Allel
(paternales Allel durch
UBE3A antisense
transcript gesilenct)

Exon-Einschluss in SMN2 >
Aktivierung Pseudogen

Exon-Skipping - Umwandlung
frameshift in in-frame Deletionen

Skipping nicht-produktives, alternatives
Exon - mehr produktive wt mRNA und
Protein

Skipping Exon 10 mit toxischem
Repeat

Blockieren einer kryptischen Splice-Site

Aktivierung paternales Allel durch
Inhibierung der UBE3A-ATS-
Expression

v

pra-mRNA ~ ~ ~

Splicin
mMRNA l P g

Nusinersen (Spinraza®)
z.B. Eteplirsen (Exon 51),
Golodirsen (Exon 53)
STK-001 (Phase 1)
praklinisch

Milasen (n=1)

GTX-102, Phase I/l
Studien
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6. Read-through Therapie bel Nonsense-Varianten

Normale Translation

Ribosom

5'UTR Startcodon

: 7:\\; Stoppcodon

AT Y . N g¥as NN
K . . T funktionales
Protein

Translationsabbruch durch Nonsense-Variante

[ N e
l Translation

5'UTR Startcodon Ribosom\ ___' L /Nonsense-Variante/ Stoppcodon
e 3 1P vorzeitiges
L (of 4 ) Stoppcodon 3UTR
Q 4 o / ’ ‘-”{\f\.jﬁ
e —— . — ’ nicht funktionales oder
fehlendes Protein
«Read-through» durch Ataluren = G Ataluren (Translarna™)
- e « «maskiert» Nonsense-Varianten
Ll i &)/ Seppesdan » Anwendungsbeispiel: Duchenne
| A\ : 3'UTR . '
) <y ; ‘ oo i I\/_Ius_ke!dystrophle
» =) & > .funkti’onales + Limitation: <10% Nonsense-
Pt Varianten

Created in BioRender. Zw eier, C. (2024) BioRender.con/s06c644
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Weitere experimentelle/praklinische Gentherapie-Ansatze

Beispiele:

 CRISPR vermitteltes Prime-editing: nCas9 + reverse Transkriptase + prime-editing guide RNA: gezielte
Korrektur aller Arten von Varianten ohne vorherige Doppelstrangbrtiche oder template DNA

 CRISPR-vermittelte Aktivierung (CRISPRa) von endogenen Promotoren oder Enhancern -
Hochregulation Wildtyp-Allel bei Haploinsuffizienz (halbierte Dosis)

« Suppression-replacement (SupRep) Therapie: gemeinsames Konstrukt mit Gen-shRNA (sup) und shRNA
immune Gen-cDNA (rep)
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Zusammenfassung und Ausblick

« Grosse Fortschritte durch Neuentwicklungen und Optimierungen

 Vielzahl verschiedener Ansatze

Limitationen und Herausforderungen:

« Bisherige Therapien sehr spezifisch flr bestimmte Gene und/oder Varianten
- limitierte Ansatzpunkte bei genetisch heterogenen Krankheiten
—> limitierte Ansatzpunkte bei multifaktoriellen Krankheiten

« Delivery, Zell- und Gewebespezifitat

* Wichtige Voraussetzung: Verstandnis der Variantenkonsequenzen und der Pathomechanismen
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