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Gentherapie in der Padiatrie -
bereits Realitat oder noch immer Fiktion?

Deborah Bartholdi

@ Thieme

Genetische Testverfahren spielen mittlerweile in vielen Disziplinen der Medizin

eine wichtige Rolle bei der Diagnosefindung. Zudem hat die molekulargenetische
Forschung maRgeblich dazu beigetragen, die Pathogenese vieler Krankheiten besser
zu verstehen. Flihrt dieser Wissenszugewinn um die genetischen Grundlagen jedoch
auch zur Entwicklung von neuen therapeutischen Ansdtzen? Haben sich die Hoff-
nungen erfiillt, die in die Gentherapie gesetzt wurden?

Einleitung

Die groRBen medizinischen Fortschritte der letzten beiden
Jahrhunderte haben dazu gefiihrt, dass mittlerweile eine
Vielzahl von Erkrankungen - darunter vor allem Infek-
tionskrankheiten — behandelbar oder sogar heilbar sind.
Fiir die groRe Gruppe der erblichen (genetischen oder ge-
nomischen) Erkrankungen gibt es jedoch kaum wirksame
Behandlungen. Die Ursachen solcher Erkrankungen lie-
gen in vererbten oder spontan aufgetretenen Verdnde-
rungen in einem Gen (monogene Erkrankungen, z.B. zys-
tische Fibrose) oder im Zugewinn oder Verlust ganzer
Chromosomen oder Chromosomenabschnitte (geno-
mische Erkrankungen, z.B. Trisomie 21; » Abb. 1).

s \lerke

Pathogene Verdnderungen in einem Gen wurden
friher als ,Mutationen“ bezeichnet - heute spricht
man eher von ,Genvarianten®.

Mit der Einflihrung von neuen Technologien (z.B. der Mi-
croarray-Analyse und der Hochdurchsatzsequenzierung)
hat sich die Diagnostizierbarkeit von seltenen (und auch
hdufigeren) genetischen und genomischen Erkrankun-
gen verbessert. Daher hat die Bedeutung der Genetik in
den letzten Jahren stark zugenommen. Im sog. OMIM-Ka-
talog (Online Mendelian Inheritance in Men; einer umfas-
senden Datenbank, die vom ,National Center for Biotech-
nology Information® verwaltet wird) sind aktuell Gber
4000 genetische und genomische Krankheiten aufgelis-
tet [1].

Die bessere Diagnostizierbarkeit dieser Erkrankungen
und das vertiefte Wissen um deren Pathogenese bringen
auch den Ruf nach verbesserten therapeutischen Mdg-
lichkeiten mit sich: Trotz Wissen um die molekularen
Grundlagen ldsst sich ndmlich nur ein kleiner Teil der ge-
netischen Erkrankungen mit pharmakologischen, diateti-
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» Abb. 1 Die Organisation des Genoms: genomische und monogene
Erkrankungen. Das menschliche Genom ist in 23 Chromosomenpaare an-
geordnet. Die DNA-Doppelhelix windet sich um die Histon-Proteine und
Nukleosomen und bildet so Chromatinfadden (Komplexe aus DNA und
Proteinen). Diese sind verdrillt und in Schleifen gelegt, wobei das AusmaR
der Kondensierung vom Zellzyklus abhangt. Das menschliche Genom
besteht aus tiber 3 Milliarden Basenpaaren und ungefahr 21 000 Genen.
Liegt eine numerische oder strukturelle Aberration der Chromosomen
vor, spricht man von einer genomischen Erkrankung. Beispiele sind die
Trisomie 21 (47,XY,+21) oder die Mikrodeletion 22q11.2. Fiir monogene
Erkrankungen sind Verdanderungen (Mutationen oder Varianten) in einem
einzigen Gen verantwortlich. Beispiele fiir monogene Erkrankungen sind
die zystische Fibrose und die Muskeldystrophie Typ Duchenne.
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GLOSSAR GENETISCHER BEGRIFFE

Allel

ASO

Allele sind die Zustandsformen eines Gens.
Allele auf den Autosomen (Nicht-
Geschlechtschromosomen) liegen diploid
vor, also in 2 Kopien.
Antisense-Oligonukleotid

Kleines RNA-Fragment, das das SpleiRen
der pra-RNA beeinflussen kann.

biallelische Mutationen

CRISPR/Cas9

DNA, DNS

Episom

Haploinsuffizienz

Es liegen ursdachliche Mutationen in beiden
Genkopien vor, dem autosomal-rezessiven
Erbgang entsprechend.

Clustered Regqularly Interspaced Short
Palindromic Repeats-Cas9

Instrument zur Genomeditierung,
Genschere aus Enzym und RNA.
Desoxyribonukleinsdure

Makromolekiil, das aus den Nukleotiden
Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin zusam-
mengesetzt ist. Es bildet die Doppelhelix,
Tragerin der Erbsubstanz.

Ringférmiges, extrachromosomales
DNA-Molekiil.

Die Krankheitssymptome werden durch den
Funktionsverlust eines Allels verursacht.

Hochdurchsatzsequenzierung

LCA

Liposomen

Sequenzierverfahren, mit dem sich in einem
Ansatz eine Vielzahl von Genen oder sogar
das gesamte Genom analysieren lassen.
Leber’sche kongenitale Amaurose

Schwere hereditare Netzhautdystrophie mit
Beginn im Sduglings- oder Kindesalter.

Mit Flissigkeit gefiillte kleine Vesikel, deren
Hiille aus einer Lipid-Doppelschicht besteht.

Messenger RNA (Boten-RNA)

Microarray-Analyse
NMD

RP

SMA
TRIDs
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Ribonukleinsdure

Ist dhnlich wie die DNA aus Nukleotiden auf-
gebaut (Adenin, Uracil, Guanin und Cytosin),
liegt als Einzelstrang vor, entsteht beim Pro-
zess der Transkription, wobei der DNA-Strang
kopiert wird.

Hochauflésende Chromosomenanalyse.
Nonsense-mediated Decay

Degradation der mRNA bei Vorliegen einer
Nonsense-Mutation.

Retinitis pigmentosa

Hereditdre Netzhautdystrophie.

Spinale Muskelatrophie

Translational Read-through inducing Drugs
Medikamente, die das Uberlesen von
Nonsense- oder Frameshift-Mutationen
induzieren.

@ Thieme

schen oder besonderen VerhaltensmaRBnahmen giinstig
beeinflussen.

s |\erke

Ziel der Gentherapie ist es, bei moglichst vielen
Entitdten aus der Gruppe der erblichen Erkrankungen
eine Symptomlinderung oder gar Heilung zu
erreichen.

Ein vielversprechender Ansatz dazu ist die Genersatzthe-
rapie oder Genkorrektur. Dabei soll das mangelhafte
Funktionieren oder Fehlen einer Erbanlage durch Ein-
fligen einer intakten Genkopie ins Genom des Patienten
korrigiert werden. Gewisse Krankheiten werden aber
nicht durch eine mangelhafte Genkopie, sondern den
storenden Effekt einer verdnderten Genkopie verursacht
(sog. dominant-negative Mutationen). Bei dieser Mutati-
onsgruppe wird eine Genkorrektur mithilfe von spezi-
fischen Nukleasen und Reparaturvorlagen (z.B. CRISPR/
Cas9) angestrebt. Diese Technologie birgt auch groRes
Potenzial bei den (genetisch und nicht genetisch beding-
ten) Krebserkrankungen. Neben der Gentherapie im en-
geren Sinne wurden fiir verschiedene monogene Erkran-
kungen auch sog. ,modulierende” Substanzen ent-
wickelt, die die fehlerhaften Genkopien nicht ersetzen
oder ausschalten, sondern das Prozessieren der Genpro-
dukte beeinflussen. Diese Genmodulatoren sind jedoch
oft nur bei ganz spezifischen Mutationen wirksam (Prazi-
sionsmedizin).

s \lerke

Monogene Erkrankungen kénnen sowohl durch den
Funktionsverlust (sog. Haploinsuffizienz) als auch
durch den gesteigerten ,,stérenden* Effekt einer
Genveranderung (sog. dominant-negativer Effekt)
verursacht werden.

Die 1. Gentherapie wurde 1990 in den USA an einem 4-
jdhrigen Madchen durchgefihrt, das an einer Immun-
schwache litt, verursacht durch einen Defekt des Enzyms
Adenosin-Deaminase (ADA). Mithilfe dieser Behandlung
konnte die Stoffwechselerkrankung zwar therapiert wer-
den, allerdings erkrankte die kleine Patientin einige Zeit
spater im Zusammenhang mit der Gentherapie an einer
Leukamie. Die potenziell sehr gefdhrlichen Nebenwirkun-
gen von Gentherapien zeigten sich auch in den folgenden
Jahren bei anderen Krankheitsbildern [2].
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Begriffsklarungen und Technologien

Somatische Gentherapie und Therapie
der Keimbahn

Grundsatzlich muss zwischen der somatischen Genthera-
pie und derjenigen der Keimbahn unterschieden werden.
Bei letzterer werden die genetischen Modifikationen sehr
frih in der Embryonalentwicklung vorgenommen und
betreffen u. U. auch die Keimzellen. Diese Verdnderungen
konnen somit an potenzielle Nachkommen weitervererbt
werden. Genetische Eingriffe in die Keimbahn sind in den
meisten Ldndern verboten, in einigen Landern gibt es
diesbeziiglich aber auch keine klaren Gesetze, z.B. in
Russland und Singapur [3]. Die 2018 verbreitete Nach-
richt, dass in China die ersten genmanipulierten Zwillinge
(,Designer-Babys“) zur Welt kamen, hat groRe Empo6rung
und den Ruf nach Sanktionen ausgeldst: Mithilfe der Gen-
schere CRISPR/Cas9 soll in kiinstlich befruchteten Em-
bryonen das CCR5-Gen deaktiviert worden sein - und
die Zwillinge somit resistent gegen das humane Immun-
defizienz-Virus (HIV) sein.

s |\Vlerke
Die genetische Modifikation der Keimbahn ist in den
meisten europdischen Landern verboten.

Im Folgenden beschrdnken wir uns auf die somatische
Gentherapie, die das Ziel hat, die Symptome der Patien-
ten zu lindern oder zu heilen - jedoch nicht verhindern
kann, dass diese die Erkrankung u.U. an ihre Nachkom-
men weitergeben werden.

Klinische Versuche zur somatischen Gentherapie und die
Zulassung der entsprechenden Therapien unterliegen in
den meisten Landern einem aufwendigen mehrschritti-
gen Bewilligungsverfahren und i.d.R. ist auch eine Be-
gutachtung durch die lokale Ethik-Kommission nétig.

Somatische Gentherapie:
Ex-vivo- und In-vivo-Anwendung

Bei der somatischen Gentherapie unterscheidet man zwi-
schen der Ex-vivo- und In-vivo-Therapie. Bei der Ex-vivo-
Therapie werden dem Patienten Zellen entnommen und
im Labor genetisch modifiziert, z.B. Immunzellen oder
CD34+-Stammzellen zur Korrektur von hamatopoeti-
schen Defekten. AnschlieBend werden die modifizierten
Zellen zurlicktransferiert. Meistens erfolgt dabei eine Ad-
dition des fehlerhaften Gens, z.B. des F8-Gens fiir den
Gerinnungsfaktor VIII bei der geschlechtsgebunden ver-
erbten Hamophilie A.

Der Ex-vivo-Therapieansatz spielt auch bei der Behand-
lung von Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle: Man
transferiert genetisch modifizierte Zellen, die eine hem-
mende oder regulierende Wirkung auf das Tumorwachs-
tum ausliben. Dies kann z. B. mittels Transfer von T-Zellen
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erfolgen, die bestimmte Antigene exprimieren und so
eine ,genetische Immunisierung“ gegen die Tumorzellen
bewirken. Einen dhnlichen Effekt haben genetisch modifi-
zierte Zellen, die ein toxisches Genprodukt ausschiitten
und so den Untergang von Tumorzellen herbeifiihren
oder das Ansprechen auf bestimmte Pharmazeutika er-
hohen.

Im Gegensatz zur Ex-vivo-Therapie werden die gentech-
nologisch modifizierten Vektoren bei der In-vivo-Thera-
pie direkt in den Kérper des Patienten eingeschleust. So-
mit kann die aufwendige Gewinnung und Kultivierung
von Patientenzellen umgangen werden. Die In-vivo-The-
rapie wird z.B. bei einem Transfer in die Leber oder ins
Pigmentepithel der Retina angewendet.

Beiden Verfahren (ex vivo und in vivo) ist gemeinsam,
dass die modifizierten DNA- oder RNA-Sequenzen mittels
Vektoren in den Zellkern oder ins Zytoplasma einge-
schleust werden miissen, um dort ihre Funktion ausiiben
zu kdnnen. Ziel ist ein effizienter Gentransfer ohne Toxizi-
tat. Abhangig davon, welche Vektoren verwendet wer-
den, kénnen unterschiedlich groBe DNA-Segmente in
die Zielzellen eingebracht werden. Die zu integrierende
Lkorrigierende“ Genkopie kann dabei sowohl in teilungs-
fahige wie auch in ruhende (postmitotische) Zellen einge-
baut werden.

s |\erke

Bei der Gentherapie unterscheidet man grundsatzlich
zwischen der Genersatztherapie, der Genkorrektur
und dem Einsatz von Genmodulatoren.

Verabreichung von ,,gesunden”
Genkopien mittels viraler Vektoren
(Genersatztherapie)

Retrovirale Vektoren als Gentransfersystem

Retrovirale Vektoren haben die Fahigkeit der DNA-Inte-
gration und reversen Transkription, sie kdnnen sich je-
doch nicht selbststdndig replizieren. Der Vorteil ist der
stabile Einbau des therapeutischen Gens ins Genom des
Patienten, was eine Langzeitwirkung gewéhren soll. Da-
bei hangt es vom Zufall ab, an welcher Stelle im Genom
der Vektor integriert wird. Daraus leitet sich auch ein
grundsétzliches Risiko dieser Technologie ab:

mm (Cave

Der ungezielte Einbau einer Genkopie kann die
Funktion anderer Gene beeintrachtigen oder
u.U. auch aktivieren.

Eine solche unbeabsichtigte schwerwiegende Nebenwir-
kung ist die ,oncogenic insertional mutagenesis“. Dieser
Prozess bezeichnet das ungewollte Anschalten von Tu-
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morgenen, wenn ein Genvektor an einer ,falschen® Stelle
des Genoms eingebaut wird. Dieser Prozess wird auch als
~Genotoxizitat“ bezeichnet.

Adenoassoziierte virale Vektoren (AAV)

AAV-Vektoren stammen von einem nicht pathogenen
Parvovirus ab. Der Nachteil der Adenoviren ist, dass sie
nur relativ kleine DNA-Segmente von ungefdhr 5 kb auf-
nehmen kénnen. Zudem integrieren sich AAV nicht in die
DNA der Zielzellen, sondern stabilisieren sich in extra-
chromosomalen ringférmigen Strukturen, den sog. ,Epi-
somen“. Die Anwendung der AAV ist deshalb auf Gewebe
mit postmitotischen Zellen mit einer langen Lebensdauer
beschrankt (z.B. Leber, Retina, Herzmuskel, ZNS).

Obwohl die AAV-Vektoren im Vergleich zu den retrovira-
len Vektoren ein geringeres Risiko fiir die ,oncogenic in-
sertional mutagenesis“ haben, bergen auch sie ein Risiko
fur potenziell lebensgefahrliche Nebenwirkungen. Die am
meisten gefiirchtete Komplikation stellt hier eine Anti-
AAV-Immunantwort dar, da viele Menschen Antikorper
und Gedachtnis-T-Zellen gegen das AAV-Capsid tragen.

s Merke

Die Gentherapie mittels viraler Vektoren kann
potenziell lebensbedrohliche Komplikationen haben,
z.B. das Ausschalten eines Tumorsuppressorgens
oder eine schwere Immunantwort.

Genkorrektur mittels Genscheren
und Genomeditierung

Im Gegensatz zur Genersatztherapie erlaubt die neue
Technologie des Genomeditierens, die DNA eines Patien-
ten gezielt und auf vielfdltige Weise zu modifizieren
(» Abb. 2).

Das Genomeditieren verlduft in 3 Schritten:

1. Finden der Zielsequenz: In einem 1. Schritt wird im
menschlichen Genom die DNA-Sequenz angepeilt,
die verandert werden soll. Dazu konstruiert man eine
»Sonde“, die beim CRISPR/Cas9-Verfahren aus einem
RNA-Molekdil besteht (der sog. sgRNA, single guide
RNA), die komplementdr zu einem DNA-Abschnitt im
Zielgen ist. Die RNA findet dann im Zellkern die ge-
suchte Zielsequenz und bindet diese.

2. Schneiden: Im 2. Schritt wird der DNA-Doppelstrang
der Zielsequenz mit einer molekularen ,Schere* ge-
schnitten. Beim CRISPR/Cas9-System ist diese Schere
das Cas9-Protein, das an die RNA-Sonde gekoppelt ist.

3. Reparieren: AnschlieRend treten im 3. Schritt die zell-
eigenen Reparatursysteme in Aktion: Sie flicken den
durchtrennten DNA-Doppelstrang wieder zusammen
- allerdings meist mit kleinen Fehlern. Bei diesem Re-
paraturvorgang konnen auch einzelne DNA-Bausteine
ausgetauscht oder neue Sequenzen eingebaut werden

@ Thieme
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» Abb. 2 CRISPR/Cas9-Technologie: Genome Editing.
Mittels einer sog. sg-RNA (single guide) wird die Gen-
schere (Cas9) an die Zielsequenz am DNA-Strang des
Patienten gefiihrt, die modifiziert werden soll. Dort ver-
anlasst das Cas9-Enzym (,molekulare Schere®) einen
Doppelstrangbruch. Dieser wird entweder durch ,non-
homologous end joining“ (NHEJ) oder durch ,homology-
directed repair” (HDR) repariert. Beim NHE| entstehen
meist kleine Fehler (Mutation), bei der HDR kann eine
Reparaturmatrize verwendet werden, um die Zielsequenz
spezifisch zu modifizieren. Somit knnen sowohl Gene
ausgeschaltet wie auch neue Sequenzen eingebaut wer-
den, was eine Korrektur von pathogenen Mutationen
ermoglicht, indem Gensequenzen ausgetauscht werden.
Quelle: Schermer B, Benzing T. Genom-Editierung mit
CRISPR/Cas9: Vorzeichen einer neuen Epoche der Medi-
zin? DMW - Deutsche Medizinische Wochenschrift 2019;
144: 276-281

(Editieren). Somit kdnnen Mutationen korrigiert wer-
den, die sowohl zu einem Funktionsverlust als auch
zu einem Funktionsgewinn fiihren (Loss-of-Function-
und Gain-of-Function-Varianten).

Der grundlegende Mechanismus dieser Methode (das
Herbeifiihren eines Bruchs im DNA-Doppelstrang und
die anschlieRende Reparatur, die jedoch mit kleinen Feh-
lern vor sich geht) entspricht dem nattirlichen Entstehen
von spontanen Mutationen im menschlichen Genom.

s \erke

Die Methode des Genomeditierens mittels der

sog. Genscheren (z.B. CRISPR/Cas9) erlaubt es, im
Genom des Patienten ganz gezielte Verdanderungen
vorzunehmen, z.B. Gene auszuschalten oder zu
aktivieren.

Auch beim CRISPR/Cas9-System besteht ein gewisses Ri-

siko, dass die Guide-RNA nicht an der gewollten Stelle des
Genoms bindet und der DNA-Strang in der Folge an einer

Bartholdi D. Gentherapie in der... Padiatrie up2date 2019; 14: 167-180
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falschen Stelle geschnitten wird, was als ,off target ef-
fect bezeichnet wird. Solche unbeabsichtigten Mutatio-
nen scheinen relativ selten vorzukommen - sie sollten
aufgrund der maoglicherweise gravierenden Folgen fiir
den Patienten aber verhindert werden. Die molekularen
Werkzeuge (CRISPR-Sonden und molekularen Scheren)
werden deshalb stdndig weiterentwickelt, um die Ziel-
genauigkeit zu verbessern.

Im Marz 2016 erhielten Emmanuelle Charpentier und
Jennifer A. Doudna, die beiden ,Entdeckerinnen“ des
CRISPR/Cas9-Systems, den renommierten Paul-Ehrlich-
und-Ludwig-Darmstaedter-Preis — der Nobelpreis wurde
ihnen bis jetzt verwehrt.

Wo stehen wir aktuell?
Beispiele aus der Praxis

Gentherapeutische Behandlungsansétze werden bei vie-
len Krankheitsbildern diskutiert und klinische Studien
sind in Vorbereitung. Die hier vorgestellten Studien stel-
len nur eine kleine Auswahl dar.

Muskeldystrophie Typ Duchenne

Die Muskeldystrophie vom Typ Duchenne (DMD; OMIM
310200), die eine Pravalenz von 1:3500-1:5000 Jungen
hat, ist seit Ldngerem Gegenstand gentherapeutischer
Forschungen. Die Erkrankung wird durch Mutationen im
Dystrophin-Gen verursacht, welches auf dem X-Chromo-
som lokalisiert ist, 79 Exone umfasst und mit 2,5 Megaba-
sen das groRte Gen des menschlichen Genoms darstellt.
Die GroRe des Gens hat bisher eine effektive Genersatz-
therapie verhindert.

Bei ungefahr 65% der Patienten mit DMD liegen groRRe in-
tragenische Deletionen in 2 Hotspots am 5’-Ende bzw. in
der zentralen Region des DMD-Gens vor. Diese Deletio-
nen fihren i.d.R. zu einer Verschiebung des Leserasters,
wodurch ein vorzeitiger Stopp der Translation verursacht
wird. Bei etwa 15% der Betroffenen lassen sich Nonsense-
Mutationen nachweisen.

s \erke

Bei der Muskeldystrophie Duchenne kommen sowohl
Medikamente zum Einsatz, die das Uberlesen von
Nonsense-Mutationen begiinstigen, wie auch Anti-
sense-Oligonukleotide (ASO), die den SpleiBvorgang
beeinflussen.

Folgende gentherapeutische Ansdtze wurden bei der
DMD bereits evaluiert:
Uberlesen (read-through) von Nonsense-Mutationen

Nonsense-Mutationen sind dadurch gekennzeichnet,
dass ein verkirztes, meist nicht mehr funktionelles Pro-
tein synthetisiert wird oder eine Degradation der mRNA
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tiber den ,nonsense-mediated decay“ (NMD) eingeleitet
wird. Ein gentherapeutischer Ansatz fiir diese Art von
Mutationen ist das Uberlesen (,read-through*) der Muta-
tion, was die Synthese eines vollstandigen funktionellen
Proteins erlauben sollte. Die hierbei eingesetzten Wirk-
stoffe werden als TRIDs (,translational read-through in-
ducing drugs*) bezeichnet. Die ersten Substanzen, die in
dieser Wirkstoffgruppe identifiziert wurden, gehéren zur
Klasse der Aminoglykosid-Antibiotika. Diese weisen je-
doch eine hohe Oto-, Nephro- und Retinotoxizitdt auf,
weshalb besser vertrdgliche Substanzgruppen gesucht
wurden. Modernere TRIDs sind z.B. Amlexanox und Ata-
luren, die ein verbessertes Vertrédglichkeitsprofil aufwei-
sen.

Eine Vielzahl von priklinischen Studien hat die Uberle-
seeffizienz von TRIDs bei Nonsense-Mutationen in ver-
schiedenen Krankheitsbildern gezeigt und die Funktiona-
litdt der wiederhergestellten Proteine in Zellkultur, Tier-
modellen und patientenspezifischen Zellen belegt. Die
Ergebnisse aus klinischen Studien bei Duchenne-Patien-
ten fielen jedoch erniichternd aus, und die multizentri-
sche placebokontrollierte Phase-lll-Studie mit Atularen
(Translarna) zeigte keinen signifikanten Effekt einer ora-
len Einnahme auf die Gehfahigkeit von schwer betroffe-
nen Patienten [4, 5]. Atularen hat trotzdem von der Euro-
pdischen Union eine bedingte Marktzulassung fiir geh-
fahige Patienten ab 5 Jahren mit Nonsense-Mutation im
DMD-Gen erhalten.

Modifikation des Dystrophin-mRNA-SpleiBens:
Exon-Skipping

Exon-Skipping mittels Antisense-Oligonukleotiden (ASO)
ist eine therapeutische Form des alternativen SpleiRens,
bei dem bestimmte Spleistellen vom SpleiBapparat
ibergangen werden, sodass die ausgewahlten Exone in
der gespleiRten RNA fehlen (» Abb. 3). Das DMD-Gen eig-
net sich fiir diese Therapiestrategie sehr gut, da viele
DMD-Patienten groRe Deletionen mit einer Verschiebung
des Leserasters aufweisen.

Fir das Exon-Skipping werden Exone ausgewdhlt, die
Out-of-Frame-Deletionen flankieren. Dann werden ASO
generiert, die den Aufbau eines normalen SpleiRapparats
verhindern, sodass das Leseraster theoretisch wiederher-
gestellt werden kann. Dabei wird ein zwar verkirztes,
aber teilfunktionelles Dystrophin-Eiweil3 gebildet.

Das 1. ASO, das in klinischen Studien erprobt wurde (Dri-
sapersen, Skipping von Exon 51), hatte in einer Phase-llI-
Studie das Therapieziel nicht erreicht. Fiir das Konkur-
renzmedikament Eteplirsen (ebenfalls Skipping von Exon
51) wurden jingst vielversprechende Ergebnisse mit-
geteilt und dieses Medikament wurde mittlerweile in
den USA zugelassen, nicht jedoch in Europa [6]. Weitere
Studien zum Skippen anderer Exone (45 und 53) laufen
aktuell noch.
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» Abb. 3 Exon-Skipping mittels Antisense-Oligonukleotiden (ASO) am Beispiel des DMD-Gens. Fiir das Exon-Skipping mittels ASO eignen sich vor
allem Out-of-Frame-Deletionen, die zu einer Verschiebung des Leserasters und somit zu einem Abbruch der Translation fiihren (z. B. Deletion von
Exon 50). Dadurch kann kein funktionsttichtiges Genprodukt gebildet werden. Die AOS (blaue Balken) binden an spezifische Motive derjenigen
Exone, die die Out-of-Frame-Deletion flankieren. Somit wird der Aufbau des normalen SpleiBapparats verhindert und das Leseraster wiederher-
gestellt. Als Resultat wird ein zwar verkiirztes, aber teilfunktionelles Genprodukt gebildet.
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Erfolgsgeschichte spinale Muskelatrophie
(SMA)

Antisense-Oligonukleotid-Nusinersen

Die 1. in Europa flr die SMA zugelassene Gentherapie be-
ruht ebenfalls auf der Antisense-Technologie, womit das

alternative SpleiRen des Back-up-Gens SMN2 verbessert
werden soll (> Abb. 4).

m— \lerke

Die spinale Muskelatrophie ist fiir eine Gentherapie
mittels Antisense-Oligonukleotiden besonders
geeignet, da neben dem SMN1-Gen ein sog. ,Back-
up-Gen*“ (SMN2-Gen) liegt.

Das synthetische ASO-Nusinersen (Spinraza) bindet an
eine bestimmte Stelle der SMN2 pra-mRNA, womit das
SpleiRen von Exon 7 verhindert wird und das SMN2-Gen
in ein FL-SMN2-Transkript (full length) umgewandelt wird.
Dieses entspricht funktionell dem SMN7-Gen, von dem
ein stabiles Volllangenprotein abgelesen werden kann.
Studien haben gezeigt, dass dadurch die Menge an kor-
rekt Gbersetzter SMN-RNA um das ca. 2,5-Fache gestei-
gert werden kann.

Nusinersen modifiziert also das alternative SpleiRen des
SMN2-Gens und erhéht so den Anteil an stabilem funktio-
nellen Survival-of-Motor-Neuron-EiweiR. Die EMA (Euro-
pean Medicine Agency) hatte Nusinersen im Sommer
2017 die Marktzulassung in der Europdischen Gemein-
schaft erteilt. Die Swissmedic, die Schweizerische Zulas-
sungs- und Aufsichtsbehdrde fiir Heilmittel, beurteilte
Nusinersen im Dezember 2017 positiv. Das Medikament
ist auch in den USA, Brasilien, Japan und Kanada zugelas-
sen, in weiteren Landern laufen Zulassungsantrdge.

Die Zulassung basiert auf den Ergebnissen zweier multi-
zentrischer, kontrollierter Studien mit intrathekaler Ver-
abreichung von Nusinersen (ENDEAR, Patienten mit der
infantilen SMA Typ | und CHERISH-Patienten im Alter zwi-
schen 2-12 Jahren mit SMA Typ Il und Ill) [7, 8]. Die place-
bokontrollierten Phase-lll-Vorlduferstudien wurden je-
weils nach einer positiven Zwischenauswertung vorzeitig
beendet. Beide Studien belegen die klinisch relevante
Wirksamkeit, sowohl im Hinblick auf eine Verbesserung
der motorischen Fahigkeiten (ENDEAR und CHERISH) als
auch auf das Uberleben (ENDEAR) [9]. Negative Punkte
sind die Tatsache, dass die Substanz intrathekal appliziert
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» Abb. 4 Genetische Grundlagen der spinalen Muskelatrophie (SMA). Das SMN2-Gen unterscheidet sich vom SMN7-Gen durch einen einzigen -
aber kritischen — Nukleotidaustausch in Exon 7 (C—T), der bewirkt, dass beim SpleiRen des SMN2-Gens bei etwa 90 % der mRNA-Molekiile das
Exon 7 (blau) herausgeschnitten wird. Dies bewirkt eine Instabilitat und somit einen Abbau der mRNA. Von den restlichen 10% mRNA-Molekiilen
des SMN2-Gens wird ein vollstandiges und somit funktionstiichtiges Genprodukt abgelesen. Das Vorhandensein dieses — zwar etwas fehlerhaften —
SMN2-Gens hat sich die Wissenschaft nun bei der Entwicklung einer Gentherapie fiir die SMA zunutze gemacht: Das synthetische ASO-Nusinersen
bindet und tiberbriickt die fehlerhafte Stelle der SMN2-pra-mRNA, womit das SpleiRen von Exon 7 verhindert wird und das SMN2-Gen in voller Lénge

abgelesen werden kann.

FALLBEISPIEL

Spinale Muskelatrophie

Familie R. erwartet aktuell ihr 3. Kind. Der erstgebo-
rene Sohn ist gesund, die zweitgeborene Tochter ver-
starb im Alter von 14 Monaten an einer SMATyp I. Die
genetische Abkldrung der Eltern ergab, dass diese he-
terozygote Anlagetrdger fiir die SMA sind, das Wie-
derholungsrisiko betragt somit 25 %. Familie

R. entschied sich bewusst gegen eine pranatale gene-
tische Abklarung in der aktuellen Schwangerschaft.
Der Sohn kommt als Friihgeburt in der 36. SSW zur
Welt und ist sehr hypoton. Er wird unmittelbar nach
der Geburt auf Vorliegen einer SMA getestet. Dabei
zeigt sich, dass er - wie seine verstorbene Schwester -
eine homozygote Deletion des SMN1-Gens aufweist.
Einige Tage nach Sicherung der Diagnose SMA erhdlt
erdie 1. intrathekale Injektion mit Nusinersen.
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INFO

Proximale spinale Muskelatrophie (SMA):

Eine Erkrankung mit unterschiedlichen Verlaufsformen

Die SMA ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die durch
den fortschreitenden Verlust von Motoneuronen im Riickenmark
und im unteren Hirnstamm gekennzeichnet ist. Sie wird gemaR dem
Erkrankungsbeginn, den erlernten motorischen Fahigkeiten und
der Lebenserwartung in mehrere Untertypen eingeteilt. Bei der
schwersten Form (Typ I, Werdnig-Hoffmann) machen sich die
Krankheitszeichen bereits innerhalb der ersten 6 Lebensmonate be-
merkbar: Die Kinder entwickeln eine Ateminsuffizienz und Schluck-
stérung, miissen kiinstlich beatmet werden und versterben unbe-
handelt oft vor dem 2. Lebensjahr. Beim Typ Il (intermedidre SMA)
und Typ Il (Kugelberg Welander) ist der klinische Verlauf giinstiger.
Die SMA wird bei der Mehrzahl der Betroffenen durch homozygote
Deletionen des SMN1-Gens verursacht, das fiir das SMN-Protein
(survival of motor neuron) kodiert. Der Schweregrad der SMA korre-
liert invers mit der Kopiezahl eines 2. SMN-Gens (SMN2, ,Back-up-
Gen*“): Patienten mit der schwer verlaufenden SMATyp | tragen 1-2
SMNZ2-Kopien, Patienten mit SMATyp Il oder Ill meist 3 oder mehr.
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werden muss und nach einer Aufsdttigungsdosis wieder-
holte Applikationen nétig sind.

Die Auswertung der ersten Daten hat gezeigt, dass der
Therapieerfolg von Nusinersen maRgeblich davon ab-
hangt, wann mit der Therapie begonnen wird: Die Sub-
stanz sollte mdglichst rasch verabreicht werden, um
moglichst viele Motoneuronen in der vulnerablen Phase
nach der Geburt zu retten. Deshalb wird in einigen euro-
pdischen Landern aktiv an der Implementierung eines
Neurogeborenen-Screenings fiir die SMA gearbeitet.

AAV-Vektor vermittelte Genersatztherapie

Im November 2017 wurden die ersten Resultate einer
SMA-Genersatztherapie Phase-I-Studie in den USA ver-
offentlicht [10]. In die Studie wurden 15 Neugeborene
mit einer SMATyp | eingeschlossen, die eine einmalige in-
travendse Gabe einer funktionellen SMN1-Genkopie er-
hielten. 12 Kinder erhielten eine hohe Dosis, 3 Kinder
eine niedrige Dosis. Als Genvektor diente das scAAV9-Vi-
rus (self-complementary adeno-associated viral serotype
9; Avexis). Dieses Virus kann die Blut-Hirn-Schranke Gber-
winden und somit das Zielorgan, die Motoneuronen, er-
reichen. Nach einer Beobachtungszeit von 20 Monaten
lebten alle 12 Kinder, die die hohere Dosis erhalten hat-
ten, ohne Beatmung. Daten (iber den natirlichen Verlauf
der SMA zeigen, dass nur 8% der Kinder mit einer SMA
Typ | mit 20 Monaten noch ohne Beatmung leben. Die
Herstellerfirma Avexis hat 2018 eine Phase-llI-Studie in
8 europdischen Landern initiiert, in die Patienten mit
SMA Typ | wie auch andere SMA-Typen aufgenommen
wurden.

Zystische Fibrose

Die zystische Fibrose (CF) gilt seit Ldngerem als ideale
Kandidatin fiir eine Gentherapie. Sie ist bei Kindern euro-
pdischer Herkunft die hdufigste monogene Erkrankung
und wird durch Mutationen im CFTR-Gen (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) verursacht, das
einen Chloridkanal reguliert. Wenn in den Membranen
der Epithelzellen ein funktionsfahiges CFTR-EiweiR fehlt,
wird SchweiR mit hoher Salzkonzentration produziert
und Schleimsekrete mit abnorm hoher Viskositat. Als Fol-
ge davon kommt es u.a. zu rezidivierenden bronchialen
Infekten und einer Pankreasinsuffizienz.

Ein moglicher gentherapeutischer Ansatz bei diesem
Krankheitsbild besteht darin, eine funktionierende Gen-
kopie in die Zelle einzuschleusen. 2015 wurde eine Studie
des UK Cystic Fibrosis Gene Therapy Consortium ver-
offentlicht, bei welcher 140 CF-Patienten monatlich ei-
nen Stoff inhalierten, der aus in Liposomen ,verpackten®
CFTR-Genkopien oder Placebo bestand [11]. Die mittels
Wirkstoff behandelten Patienten wiesen eine signifikant
bessere Lungenfunktion auf, wobei dieser Effekt klein
war. Auch bei dieser Studie zeigte sich, dass die groRte
Herausforderung der Transfer der funktionstiichtigen

@ Thieme

FALLBEISPIEL

Zystische Fibrose (CF)

E.ist das 1. Kind gesunder, nicht blutsverwandter EI-
tern, die aus der Schweiz respektive Italien stammen.
Die Familienanamnese ist unauffallig im Hinblick auf
genetische Erkrankungen.

Postnatal manifestiert sich bei E. ein Mekoniumileus
und im Rahmen des Neugeborenen-Screenings fir
die CF, das seit 2011 in der Schweiz implementiert ist,
wird ein pathologischer IRT-Wert (immunreaktives
Trypsinogen) gemessen. Eine molekulargenetische
Testung fiir die haufigsten CF-Mutationen fallt negativ
aus, der SchweiRtest ist jedoch positiv. Eine Sequen-
zierung des gesamten CFTR-Gens zeigt, dass E. com-
pound heterozygot fiir 2 Nonsense-Mutationen ist,
G542X und W1282X. Dabei handelt es sich um zwei
Lschwere“ Klasse-I-Mutationen, die leider nicht fiir
den Einsatz von CFTR-Modulatoren qualifizieren.
Aufgrund der bei E. vorliegenden CFTR-Mutationen
kann somit keine spezifische CF-Therapie angeboten
werden.

Genkopie in die Zelle ist, und somit blieb die erhoffte
hohe Wirksamkeit der Genersatztherapie bisher bei der
CF aus. Analog zur SMA wird bei der CF an praklinischen
Studien (ber das Einschleusen einer Korrektur-mRNA ge-
arbeitet.

Bereits vor mehreren Jahren war der Einsatz von sog.
CFTR-Modulatoren in den Vordergrund der CF-Forschung
gerlickt. Damit werden Molekiile bezeichnet, die den de-
fekten lonenkanal nicht ersetzen, seine Funktion jedoch
positiv beeinflussen. Dabei soll z.B. die Leitfahigkeit des
lonenkanals verbessert werden (,gating“) oder der Rei-
fungsprozess von CFTR-Molekiilen effizienter ablaufen,
damit eine gréRere Anzahl an ihren Wirkort an der Zell-
oberfldche gelangt. Das Mutationsspektrum des CFTR-
Gens umfasst Gber 2000 Varianten, die unterschiedliche
Auswirkungen auf die Funktionsweise des lonenkanals
haben. Die CFTR-Modulatoren miissen deshalb gemaR
ihrem Wirkmechanismus eingesetzt werden und kénnen
nur bei spezifischen Mutationen oder in Kombination ver-
abreicht werden.

s Merke

Bei der zystischen Fibrose werden sog. CF-Modulato-
ren eingesetzt, die jedoch nur bei ganz bestimmten
Mutationen Wirkung zeigen.

In den letzten Jahren wurden mehrere CFTR-Modulatoren
- die entsprechend ihrer Funktion auch als ,Potenziato-
ren“, ,Amplifier* oder ,Korrektoren“ bezeichnet werden
- klinisch zugelassen (lvacaftor, Tezacaftor, Lumaca-
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factor). Bisher sind CFTR-Modulatoren jedoch erst fiir die
Behandlung von Patienten mit den Mutationen G551D
und F508del im CFTR-Gen zugelassen, wobei in den kli-
nischen Studien jeweils eine moderate Verbesserung der
Lungenfunktion nachgewiesen werden konnte [12-14].

Zusammenfassend hat der Einsatz von CFTR-Modulato-
ren die medikamentdse Therapie bei der CF grundsatz-
lich verdndert, allerdings muss die Wirksamkeit der ver-
schiedenen Substanzen noch deutlich verbessert werden.
Aufgrund der eingeschrankten Einsetzbarkeit bei spezi-
fischen Mutationsgruppen kdnnen nicht alle Patienten
von dieser Therapie profitieren.

Retinitis pigmentosa, Leber’sche kongenitale
Amaurose

Bei der Retinitis pigmentosa (RP) handelt es sich um eine
heterogene Erkrankungsgruppe. Das Leitsymptom ist
eine Netzhautdystrophie mit fortschreitendem Verlust
der Photorezeptoren und des Pigmentepithels der Netz-
haut. Sie fiihrt i.d.R. nach mehreren Jahrzehnten zur Er-
blindung. Die Erkrankung ist klinisch und genetisch ex-
trem heterogen.

Eine besonders schwer verlaufende Form der RP ist die
Leber’sche kongenitale Amaurose (LCA), die bereits in-
nerhalb des 1.Lebensjahres mit einer deutlichen Seh-
behinderung einhergeht. Die Prdvalenz der LCA liegt bei
etwa 1:30000-1:50000 Lebendgeburten. Diese Erkran-
kung macht ungefahr 5% aller Netzhautdystrophien und
20% der Erblindung bei Kindern im Schulalter aus. Ange-
sichts der schweren Beeintrachtigung des Visus und des
relativ leicht zugdnglichen Zielorgans (Netzhaut) wurden
bei der LCA und RP schon sehr lange viele Hoffnungen in
die Gentherapie gesetzt.

Bereits 2007 wurde mit den ersten Versuchen einer Gen-
therapie bei LCA-Patienten begonnen, die biallelische
Mutationen im RPE65-Gen tragen. Mutationen in diesem
Gen liegen bei ungefahr 10% aller Patienten mit LCA vor,
bei Patienten mit klassischer RP ist der Anteil an RPE65-
Mutationen geringer. Das RPE65-Gen kodiert fir eine Hy-
drolase, die fiir das Recycling von 11-cis-Retinal benétigt
wird, dem lichtempfindlichen Bestandteil des Sehpurpurs
in den Photorezeptoren der Retina. Die ersten Versuche,
bei denen den Betroffenen ein Adenovirus (AAV2) mit
einer intakten Kopie des RPE65-Gens unter die Netzhaut
des Augapfels injiziert wurde (Voretigene neparvovec,
Luxturna), zeigten positive Resultate.
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Insbesondere haben diese Studien bestdtigt, dass die
Gentherapie am Auge sicher durchgefiihrt werden kann
[15]. Der positive Effekt der Gentherapie auf die Licht-
empfindlichkeit der Netzhaut wurde in Folgestudien be-
statigt [16] und in den USA hat die FDA 2017 eine Zulas-
sung fir die Gentherapie fiir RPE65 mit Voretigen nepar-
vovec erteilt. Novartis teilte im Herbst 2018 mit, dass
auch in Europa mit einer baldigen Marktzulassung fiir Pa-
tienten mit biallelischen Mutationen im RPE65-Gen zu
rechnen ist.

s |\erke

Bei der Leber’schen kongenitalen Amaurose (ver-
ursacht durch Mutationen im RPE65-Gen) handelt
es sich um die 1. Retinadystrophie, fiir welche in
Europa eine Marktzulassung fiir eine Gentherapie
mit einem Adenovirus erteilt wurde.

Ahnliche Ansitze mit Verabreichung einer funktionellen
Genkopie mittels eines viralen Vektors wurden auch bei
anderen Retinadystrophien versucht, z.B. bei der ge-
schlechtsgebunden vererbten Choroideremie, die durch
Mutationen im CHM-Gen verursacht wird. Bei diesem
Krankheitsbild entwickeln die betroffenen Jungen bereits
in der Kindheit eine Nachtblindheit und Einschrdankung
des Gesichtsfelds und erblinden im Verlauf oft komplett.
Bei der Choroideremie gibt es aber widerspriichliche Da-
ten bezliglich des Outcomes der Gentherapie [17,18].

s |\erke

Trotz der Erfolge bei der LCA verdeutlichen sich bei
den hereditdren Retinadystrophien aber auch die
Probleme der Gentherapie: Es bleibt offen, ob es sich
bei den berichteten Verbesserungen der Lichtemp-
findlichkeit um eine zeitlich begrenzte Wirkung
handelt.

Zudem ist die RP durch eine ausgesprochene genetische
Heterogenitat gekennzeichnet, wie sie bei vielen heredi-
taren Erkrankungen beobachtet wird. Retinadystrophien
konnen durch Mutationen in mehr als 200 Genen ver-
ursacht werden, die individuell alle relativ selten sind.
Die Entwicklung von spezifischen gentherapeutischen
Ansdtzen fiir die individuellen Krankheitsbilder ist somit
sehr aufwendig.
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KERNAUSSAGEN

= In der Gentherapie konnten in den letzten |ahren
wichtige Fortschritte erzielt werden, und fiir einige
der hdufigeren monogenen Erkrankungen (wie die
zystische Fibrose und die spinale Muskelatrophie)
gibt es vielversprechende Behandlungsansatze.
Dabeiwerden verschiedene Methoden angewandt,
z.B. Exon-Skipping mittels Antisense-Oligonuklo-
tiden oder das Uberlesen von Nonsense-Mutatio-

nen.
Die Therapien beschranken sich jedoch oft auf
spezifische Mutationstypen, sodass nicht alle
Patienten behandelt werden kénnen.

Ein neuer vielversprechender Therapieansatz fiir
eine Vielzahl von genetischen Erkrankungen stellt
die Genkorrektur mithilfe von spezifischen Gen-
scheren und Reparaturvorlagen dar, z. B. das
CRISPR/Cas9-Verfahren.

Allen Therapieansdtzen ist gemeinsam, dass sie
sehr hohe Kosten verursachen. Entsprechend wird

auch die gesundheitspolitische Diskussion kontro-
vers gefiihrt, ob diese Therapien angesichts der
teilweise lediglich geringen gesundheitlichen Ver-
besserungen und des ungewissen Effekts auf die
langerfristige Prognose der Patienten tiberhaupt
gerechtfertigt sind.

Zudem sollte eine gesellschaftspolitische Diskus-
sion iber die ethischen Implikationen der Gen-
therapie gefiihrt werden: Wird der Wunsch nach
besserer Therapierbarkeit oder gar Heilung von
genomischen/genetischen Erkrankungen dazu
fiihren, dass Menschen mit Krankheiten, Fehlbil-
dungen oder einer geistigen Behinderung immer
mehr diskriminiert werden?

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, interna-
tional bindende Standards fiir die aktuelle und zu-

kiinftige Forschung zu etablieren, damit nicht die
Entscheidung einer einzelnen Forschergruppe Giil-
tigkeit hat, sondern diejenige der internationalen
Gemeinschaft der Wissenschaftler.
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Frage 1

Welche Aussage zur Gentherapie mittels Genschere CRISP/Cas9
ist korrekt?

A

Mittels der CRISP/Cas9-Technologie kdnnen Gene nicht nur
zielgerichtet ausgeschaltet werden, sondern es konnen auch
Gensequenzen korrigiert werden.

Der Einsatz von CRISP/Cas9 bei neurologischen Erkrankungen
stellt bereits eine Standardtherapie dar.

Bei der CRISP/Cas9-Technologie handelt es sich um eine un-
bedenkliche Therapie, das Risiko fir unerwiinschte Neben-
wirkungen (sog. ,off target effects“) ist vernachldssigbar
klein.

Sowohl mittels der CRISP/Cas9-Technologie wie der Genthe-
rapie mittels viraler Vektoren kénnen Verdnderungen ganz
gezielt an einer gewiinschten Stelle im Genom herbeigefiihrt
werden.

Die Erfinderinnen des Genome Editing mittels CRISP/Cas9 er-
hielten 2018 den Nobelpreis fiir Medizin.

Frage 2

Welche der folgenden Aussagen im Hinblick auf den Einsatz von
viralen Vektoren in der Gentherapie trifft zu?

A

Der Vorteil der Adenoviren (AAV) ist, dass sie sich in die DNA
der Zielzellen integrieren und so eine Langzeitwirkung aus-
tiben kdénnen.

Der Nachteil der Adenoviren ist, dass sie nur relativ kleine
DNA-Segmente aufnehmen kénnen.

Der Vorteil von retroviralen Vektoren ist ihre Fahigkeit zur un-
abhangigen Replikation.

Retroviren bergen ein Risiko fiir potenziell lebensgefdhrliche
Nebenwirkungen, z.B. eine Immunantwort.

Retrovirale Vektoren kénnen sich an ganz spezifischen Stellen
ins Patientengenom integrieren, was das Risiko auf einen un-
gezielten Einbau (z.B. oncogenic insertional mutagenesis)
minimiert.
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Frage 3

Welche der Aussagen im Hinblick auf die somatische Genthera-
pie und die Gentherapie der Keimbahn ist richtig?

A

Die Gentherapie der Keimbahn ist in den meisten europd-
ischen Landern gesetzlich erlaubt.

Die ethischen Bedenken gegeniiber der Gentherapie sind bei
der somatischen Gentherapie und derjenigen der Keimbahn
vergleichbar.

Bei der Gentherapie der Keimbahn kann die verdnderte Erb-
anlage an potenzielle Nachkommen weitergegeben werden.
Die somatische Gentherapie kann nur bei Krebserkrankungen
in Erwdgung gezogen werden.

Bei der somatischen Gentherapie werden immer korperei-
gene Zellen, z.B. Immunzellen oder CD34+ Stammzellen,
transferiert.

Frage 4

Welche Aussage trifft auf die Gentherapie der Muskeldystrophie
Typ Duchenne (DMD) zu?

A

Eine Gentherapie ist bei der DMD nicht mdglich, da es sich
beim DMD-Gen um ein sehr groBes Gen handelt.

Die Wahl der Therapie hdngt bei der DMD davon ab, ob eine
Nonsense-Mutation oder eine Deletion vorliegt.

Eine medikamentdse Therapie mittels Amnioglykosid-Anti-
biotika (TRID, translational read-through inducing drug) ist
die einzige etablierte Gentherapie bei der DMD.

Die Antisense-Technologie mit dem synthetische Antisense-
Oligonukleotid Nusinersen (Spinraza) ist mittlerweile in allen
europdischen Landern fir die DMD zugelassen.

Das sog. Exon-Skipping mittels Antisense-Oligonukleotiden
(ASO) ist die einzige etablierte Gentherapie bei der DMD.

» Weitere Fragen auf der folgenden Seite...
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Frage 5

Welche Aussage zu gentherapeutischen Ansétzen ist korrekt?

A Das Uberlesen (read-through) wird vor allem bei gréReren
Gendeletionen eingesetzt.

B Das sog. Genome Editing mittels CRISP/Cas9 kann nur dazu
eingesetzt werden, neue Sequenzen ins menschliche Genom
zu inserieren.

C Das Exon-Skipping mittels Antisense-Oligonukleotiden (ASO)
kommt vor allem bei der zystischen Fibrose (CF) zum Einsatz.

D Bei der Antisense-Oligonukleotid-Therapie, die das alterna-
tive SpleiRen beeinflusst, geniigt i.d.R. eine einmalige Appli-
kation der Substanz.

E Der Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden (ASO) ist eine
therapeutische Form des alternativen SpleiBens, was zum
sog. Exon-Skipping fiihren kann.

Frage 6

Welche Aussage zu den genetischen Grundlagen der spinalen
Muskelatrophie (SMA) oder Muskeldystrophie Typ Duchenne
(DMD) ist richtig?

A Bei der SMA handelt es sich um eine autosomal-dominante
Erkrankung, Betroffene geben sie mit einer Wahrscheinlich-
keit von 50% an die Nachkommen weiter.

B Die DMD wird autosomal-rezessiv vererbt, es besteht ein Risi-
ko von 25% fiir betroffene Nachkommen. Madchen und Jun-
gen sind i.d.R. dhnlich betroffen.

C Die DMD wird vor allem durch Punktmutationen verursacht,
intragenische Deletionen werden sehr selten beobachtet.

D Die SMA wird bei der Mehrzahl der Patienten durch Punkt-
mutationen im SMN1-Gen verursacht.

E Die SMA wird sehr oft durch eine homozygote Deletion des
SMN1-Gens verursacht.
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Frage 7

Welche Aussage zur spinalen Muskelatrophie (SMA) trifft zu?

A Die Antisense-Technologie mit dem synthetischen Antisense-
Oligonukleotid Nusinersen (Spinraza) ist mittlerweile in allen
europdischen Landern fiir die SMA zugelassen.

B Die Antisense-Therapie mittels Nusinersen erfolgt durch eine
einmalige intrathekale Applikation.

C Die Antisense-Therapie mittels Nusinersen erfolgt durch eine
einmalige intravendse Applikation.

D Nusinersen ist in Europa nur fiir die leichteste Form der SMA
(Typ 1) zugelassen.

E Klinische Studien zum Einsatz von viralen Vektoren, die eine
funktionelle SMN1-Genkopie erhalten, gibt es bei der SMA
noch nicht.

Frage 8

Welche Aussage zur zystischen Fibrose (CF) trifft zu?

A Da es sich bei der CF um eine komplexe Multisystemerkran-
kung handelt, gibt es noch keine gentherapeutischen Ansat-
ze fiir dieses Krankheitsbild.

B Bisher sind sog. CFTR-Modulatoren erst fiir die Behandlung
von Patienten mit spezifischen Mutationen im CFTR-Gen zu-
gelassen (G551D und F508del).

C Eine genetische Testung mit Bestimmung des Genotyps hat
bei einem von CF betroffenen Kind nur Wertigkeit im Hinblick
auf das Wiederholungsrisiko bei zukiinftigen Schwanger-
schaften der Eltern.

D Die Inhalationstherapie mit Liposomen, die eine funktions-
tlichtige Kopie des CFTR-Gens enthalten, fiihrt zu einer an-
haltenden und deutlichen Verbesserung der Lungenfunktion
bei CF-Patienten und stellt mittlerweile die Standardtherapie
dar.

E Obwohl es sich beim CFTR-Gen um ein groRes Gen handelt,
ist die Anzahl der ursdchlichen Mutationen (berschaubar
(<50), was die Entwicklung einer Gentherapie erleichtert.

» Weitere Fragen auf der folgenden Seite...
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Frage 9

Welche der folgenden Aussagen zur Retinitis pigmentosa (RP) ist
korrekt?

A

Fiir die RP wurde eine Gentherapie mit einem viralen Vektor
etabliert, die bei allen Patienten mit einer Retinadystrophie
eingesetzt werden kann.

Die RP ist das 1. Krankheitsbild, bei dem klinische Studien mit
der CRISPR/Cas9-Technologie verdffentlicht wurden.

Bei der RP handelt es sich um eine genetisch sehr heterogene
Krankheitsgruppe, was sich erschwerend auf die Entwicklung
einer Gentherapie fiir eine moglichst groRe Patientenkohorte
auswirkt.

Der Genvektor Luxturna (Voretigen neparvovec) wurde spezi-
fisch fiir das Krankheitsbild der Choroideremie entwickelt.
Bei der RP sind nur autosomal-rezessive Erbgdnge bekannt.
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Frage 10

Welche Aussage im Hinblick auf die ethischen Bedenken beim
Einsatz der Gentherapie trifft nicht zu?

A

Es handelt sich i.d.R. um eine sehr kostenintensive Therapie,
die durch das o6ffentliche Gesundheitssystem getragen wer-
den muss.

Die Therapie bzw. Heilung von genetischen Erkrankungen
konnte zur Diskriminierung von Menschen mit einer Behin-
derung fiihren.

Mittels Einsatz der Gentherapie in der Keimbahn kénnten
sog. ,Designer-Babys“ geschaffen werden.

Gentherapien am Menschen unterliegen in Europa keiner Be-
willigungspflicht.

Es sollte angestrebt werden, dass die wissenschaftliche Ge-
meinschaft international bindende Leitlinien zu genetischen
Manipulationen am Embryo erstellt.
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