FACHBEITRAG
RETINALE GENTHERAPIE

Retinale Gentherapie: Neue Aspekte
durch klinische Studienergebnisse

Aktuelle Ansatze zur Optimierung gentherapeutischer Effekte

Die Ergebnisse der ersten gentherapeutischen klinischen Studien an Patienten mit schwerer frishkindlicher

Netzhautdegeneration aufgrund von Mutationen im RPE65-Gen liegen vor und geben Grund zur Hoffnung, dass

in absehbarer Zeit effektive Therapien fir eine ganze Reihe verschiedener erblicher Netzhauterkrankungen zur

Verfigung stehen. Allerdings zeigen die Daten auch, dass die durchaus euphorisch bewerteten Ergebnisse aus

préklinischen Studien an Tiermodellen nicht eins zu eins in die Klinik transferiert werden konnten. Die Grinde hierfir

sind vielfaltig. Prof. Knut Stieger und Prof. Birgit Lorenz (Gief3en) problematisieren die Ursachen fir die mangelnde

Ubertragbarkeit als Basis fir die Identifikation aktueller klinischer Herausforderungen sowie die Erforschung neuer

Wege zur Optimierung der gentherapeutischen Effekte.

eit 2007 werden fiir mehrere neurodegenerative Erkrankungen
S klinische Studien zur retinalen Gentherapie durchgefiihrt, am
weitesten fortgeschritten sind sie fiir RPE65-Mangel und Chorio-
ideremie. Besonders fiir die schwere frithkindliche Netzhautdege-
neration assoziiert mit Mutationen im RPE65-Gen liegen umfang-
reiche Daten zur Sicherheit und Effektivitit der Behandlung vor
(Jacobson et al. 2012; Maguire et al. 2009). Die Behandlung mit-
tels adenoassoziierter viraler Vektoren (AAV) wird momentan in
einer Phase-II1-Studie getestet und steht kurz vor der Zulassung
durch die Firma Spark Therapeutics in den USA (Schimmer and
Breazzano 2015).
Das Protein RPE6S5 stellt ein entscheidendes Enzym im Sehzyklus
dar, in dem gebleichtes alltrans Retinal aus den Photorezeptorau-
Bensegmenten iiber einen Kreislauf in den RPE-Zellen wieder in
lichtsensitives 11-cis-Retinal umgewandelt wird. Der therapeutische
Ansatz besteht in der Wiederherstellung der Funktion des Sehzy-
klus in den RPE-Zellen durch Gentransfer der genetischen Infor-
mation des korrekten RPE65-Proteins. Dadurch erhofft man sich
einen Stopp der fortschreitenden Degeneration retinaler Zellen und
eine Funktionswiederherstellung. Da vor allem die Stibchen zu
100 Prozent auf das 11-cis-Retinal aus dem Sehzyklus angewiesen
sind, ist deren Funktionsverlust im Sinne einer kompletten Nacht-
blindheit dramatisch. Dagegen scheinen die Zapfen weniger stark
von der Erkrankung betroffen zu sein, wodurch zumindest initial
eine Restfunktion vorhanden ist (reduzierter Visus), wenngleich in
unterschiedlichem Ausmaf} (Jacobson et al. 2009; Lorenz et al. 2012
und 2008). Die Ergebnisse der klinischen Studien zeigten, dass nach
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erfolgtem Gentransfer vor allem die Stdbchenfunktion teilweise
deutlich verbessert wurde, sodass sich die Betroffenen besser unter
schwachen Beleuchtungsbedingungen orientieren konnen. Dies
stellt fiir viele Patienten eine deutliche Erleichterung des tiglichen
Lebens dar. Demgegeniiber war ein Effekt auf die Zapfen im Sinn
einer Visusverbesserung meist nicht zu beobachten.

Therapeutische Ziele retinaler Gentherapie

Wihrend die Gentherapie bei RPE65-Mangel auf eine Funk-
tionswiederherstellung retinaler Zellen abzielt, die nach einer
Karenzzeit von wenigen Wochen nach der Behandlung messbar
sein sollte, ist das therapeutische Ziel einer gentherapeutischen
Behandlung bei Chorioideremie ein anderes. Bei dieser Erkran-
kung sind die intrazelluliren Proteintransportvorginge im RPE
und den Photorezeptoren aufgrund von Mutationen im Repl-
Gen gestort, wodurch es zum Zelluntergang kommt. Die Erkran-
kung schreitet von peripher nach zentral hin fort und verbliebene
Zellen in der zentralen Netzhaut sind weiterhin funktionsfihig,
wodurch die Patienten tiber mehrere Jahrzehnte noch einen guten
zentralen Visus haben konnen bei gleichzeitiger massiver kon-
zentrischer Gesichtsfeldeinschrinkung. Ziel einer gentherapeuti-
schen Behandlung ist, dass durch den Gentransfer einer korrek-
ten Sequenz fiir das Repl-Protein die Transportvorginge wieder
korrekt ablaufen und dadurch der fortschreitende Zelluntergang
gestoppt wird (MacLaren et al. 2014). Eine Funktionswiederher-
stellung peripherer Bereiche wird nicht erwartet. Da ein Anhal-

ten der Progression der Erkrankung aufgrund des langsamen Fort-
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schreitens erst nach mehreren Jahren zweifelsfrei messbar ist, dauert hier die
Auswertung der ersten klinischen Daten noch an.

Weitere klinische Studien zur Behandlung von Morbus Stargardt und Usher-
Syndrom vom Typ II durch Gentransfer der korrekten Gensequenzen der betrof-
fenen Gene ABCA4 oder USH2A mithilfe eines auf einem Lentivirus basieren-
den viralen Vektor befinden sich ebenfalls in der klinischen Testung, belastbare
publizierte Daten liegen jedoch momentan noch nicht vor.

Notwendigkeit belastbarer Daten zum natirlichen Verlauf

Da gerade bei den oben angefiihrten Erkrankungen der Verlauf zwischen Patien-
ten sehr unterschiedlich sein kann und auch die Progression nicht immer gleich-
miBig verlduft, sind umfangreiche longitudinale klinische Daten von einer gro-
Ben Anzahl von Patienten notwendig, um den Verlauf der Erkrankung eingehend
beschreiben und den Verlauf unter Therapie addquat bewerten zu konnen. Dies
wird momentan fiir mehrere Erkrankungen durchgefiihrt, bei denen klinische Stu-
dien begonnen wurden oder in den nichsten Jahren wahrscheinlich werden, (zum
Beispiel fiir X-chromosomale RP, Morbus Stargardt und Juvenile Retinoschisis),
und fiir RPE65-Mangel und Chorioideremie aktuell erweitert. In longitudinalen
Studien werden Patientendaten zunéchst retrospektiv tiber lange Zeitraume, ide-
alerweise von der ersten Untersuchung an, analysiert, wobei natiirlich bestimmte
aktuelle Untersuchungsverfahren, wie die optische Kohérenztomographie, erst seit
einigen Jahren zur Verfiigung steht (Jacobson et al. 2008; Paunescu et al. 2005).
Auch Wechsel der aufgesuchten Klinik oder des behandelnden Arztes im Laufe
der Zeit erschweren eine einheitliche Auswertung. Daher sind auch weiterhin pro-
spektive, auf mehrere Jahre angelegte Studien notwendig, in denen die Patienten
regelmiBig standardisiert untersucht werden, um ein Maximum an Information
iiber den natiirlichen Verlauf zu erheben. Querschnittsuntersuchungen sind dem-
gegeniiber von geringerem Wert aufgrund interindividueller Schwankungen selbst
bei identischen Mutationen und noch mehr aufgrund Mutationsspezifischer pha-
notypischer Unterschiede.

Bedarf an morphologischen Daten

Durch das Vorhandensein hochauflosender bildgebender Verfahren wie der opti-
schen Kohirenztomographie oder der adaptiven Optik ist es heute moglich, die
Verdnderungen der Netzhaut bei degenerativen Erkrankungen sehr genau darzu-
stellen. Gerade die Vermessung der dufieren nukleédren Schichtdicke, der Linge
der Aullensegmente der Photorezeptoren oder die Darstellung der Ellipsoide des
inneren Segmentes (ISe), die als ein funktionelles Korrelat zu vorhandener Funk-
tion von Photorezeptoren angesehen wird, konnen wertvolle strukturelle Informa-
tionen liefern, die in der Planung, Durchfithrung und Auswertung von klinischen
Studien zentral sind (Birch et al. 2013; Ehnes et al. 2014). Eingehende Analysen
der Zapfenmorphologie und -verteilung sind durch Verfahren der adaptiven Optik
zumindest bei bestimmten Erkrankungen mdglich und ergidnzen die OCT-Daten.
Dies ist insofern von zentraler Bedeutung, als nur Bereiche der Netzhaut, bei denen
vorhandene Photorezeptoren durch morphologische Verfahren nachgewiesen sind,
fiir eine Gentherapie zur Funktionswiederherstellung oder zumindest -verbesse-
rung dieser Zellen infrage kommen. Sind keine Photorezeptoren mehr vorhanden,
wird diese Art der Therapie nicht funktionieren.
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Bedarf an funktionellen Daten

Die momentan verfiigbaren Methoden zur Messung der retinalen
Funktion sind nur bedingt fiir die Bestimmung des therapeutischen
Effektes einer Gentherapie geeignet, da die Patienten hdufig schon
vor der Behandlung weit fortgeschrittene morphologische Verinde-
rungen haben und nur noch minimale Restfunktionen aufweisen, so
dass die Effekte nach Behandlung objektiv eher gering erscheinen.
Durch die Entwicklung von neuen, hochsensitiven und moglichst
ortsaufgelosten Funktionsmessungen wie der funduskontrollierten
Perimetrie unter skotopischen und photopischen Bedingungen kon-
nen Bereiche der Netzhaut identifiziert werden, die fiir eine Behand-
lung besonders geeignet sein konnten (Bowl et al. 2013). Hierbei
muss allerdings den héufig geringen Restfunktionen bei den Pati-
enten Rechnung getragen werden, sodass handelsiibliche Perimeter
oft nicht eingesetzt werden. Sehr anschaulich lésst sich dies daran
zeigen, dass in der klinischen Studie zur Behandlung der Chorioide-
remie bei Patienten mit guter zentraler Restfunktion die funduskon-
trollierte Perimetrie ein wichtiger Auswerteparameter ist (MacLa-
ren et al. 2014), wihrend die Patienten mit RPE65-Mangel selbst die
stiarksten Stimuli der Perimeter meistens nicht wahrnehmen konnen,
sodass die Methode ohne Erweiterung des messbaren Bereichs nicht
eingesetzt werden kann.

Korrelation der Daten und neue klinische Endpunkte

Durch Nutzung von ortsaufgeldsten morphologischen und funk-
tionellen Daten desselben Patienten werden Analysen im Sinne
eines multimodalen Mappings moglich, die entweder helfen, den
optimalen Bereich der Netzhaut fiir eine Therapie auszuwihlen
oder ein genaueres Bild der Auswirkungen der Behandlung auf
den therapierten Bereich der Netzhaut ermoglichen.

Eine weitere Hiirde fiir die Entwicklung und Planung klinischer
Studien fiir weitere Netzhauterkrankungen liegt in der teilweisen
Ablehnung neuer hochauflésender Parameter als klinische End-
punkte durch die Regulationsbehorden auf europdischer (EMA)
und amerikanischer Ebene (FDA). Akzeptierte klassische Para-
meter wie Visus und Gesichtsfeldanalysen sind aufgrund der man-
gelnden Sensitivitét fiir lokale Funktionsdnderungen sowie sub-
optimaler Reproduzierbarkeit nur bedingt geeignet, um teilweise
subtile Verdnderungen der retinalen Funktion, die fiir die Patienten
sehr deutlich sind, darzustellen (Roman et al. 2013). Dadurch ist es
schwer, klinische Studien mit durchaus positivem Ergebnis in die-
sem Sinne auch offiziell zu bewerten und es geht in wissenschaft-
licher Sicht viel Information verloren.

Aus der Sicht der Wissenschaftler erscheint es sinnvoll und wiin-
schenswert, dass die funduskontrollierte klassische Perimetrie
mit weilem Licht oder als Zweifarbenperimetrie mit rotem und
blauem Licht zur isolierten Betrachtung von Stébchen- und Zap-

fenfunktion sowie aus morphologischer Sicht die ortsaufgeloste
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Analyse der OCT-Scans als primédre Endpunkte akzeptiert wer-
den. Interessanterweise wird momentan der Hindernisparcours
unter definierten Beleuchtungsbedingungen als primérer End-
punkt einer Funktionspriifung von der FDA akzeptiert und umge-
hend in der laufenden Phase-III-Studie in den USA als Hauptziel-

parameter genutzt (Schimmer and Breazzano 2015).

Neue Wege zur Optimierung der Ergebnisse

Der Langzeiteffekt einer retinalen Gentherapie wurde in Studien
an Maus und Hund mehrfach nachgewiesen, sodass man von einer
einmaligen Behandlung der Patienten ausgehen konnte (Acland et
al. 2001; Le Meur et al. 2007; Narfstrom 2003). Allerdings deu-
ten die Ergebnisse der ersten humanen Gentherapiestudien fiir
RPE65-Mangel darauf hin, dass der Behandlungseffekt nach meh-
reren Jahren nachlassen kann (Bainbridge et al. 2015; Jacobson et
al. 2015). Der genaue Grund kann hierfiir noch nicht abschlieSend
benannt werden. Eine Theorie besagt, dass die fortschreitende
Degeneration der Photorezeptoren nicht aufgehalten wurde, da
die Photorezeptoren schon einen so genannten point of no return
in den Mechanismen des Zelltodes iiberschritten haben (Cideci-
yan et al. 2013). Eine Funktionswiederherstellung der Zellen fiihrt
dann leider nicht, wie urspriinglich gedacht, auch zu einem Wider-
rufen der Zelltodinduktion. Da diese Beobachtung entgegen den
Daten der préklinischen Daten beim Hund steht, wird momentan
nach Unterschieden zwischen den Spezies gesucht, die hierfiir ver-
antwortlich sein konnten.

Ein Unterschied liegt in der Tatsache, dass beim Hund die meis-
ten Behandlungen in einem Bereich der Netzhaut durchgefiihrt
wurden, der zum Therapiezeitpunkt noch nicht von degenerati-
ven Verdnderungen betroffen war (Cideciyan et al. 2013; Klein
et al. 2014). Dadurch wurden die Zellen vor der Zelltodinduk-
tion behandelt und gingen nicht verloren. Dies ist beim Menschen
mit RPE65-Mangel anders, da hier meistens iiberall in der Netz-
haut frith degenerative Verinderungen auftreten. Daher erscheint
heute die Netzhaut des Hundes nicht mehr als optimales Modell.
Momentan werden Wege gesucht, das Problem der fortschreiten-
den Degeneration nach erfolgter Gentherapie zu beheben, um eine
langerfristige Behandlung zu ermoglichen.

Eine weitere Hypothese, warum die Ergebnisse der klinischen
Studien nicht mit den préklinischen Studien iibereinstimmen, ist,
dass die Produktion des fehlenden Enzyms nach erfolgtem Gen-
transfer nicht ausreichend ist, um eine volle Wiederherstellung der
Zellfunktion zu ermdglichen (Bainbridge et al. 2015). Hier kon-
nen verschiedene Ursachen angefiihrt werden: So sind die bisher
verwendeten Vektoren noch nicht optimal fiir den Gentransfer
entwickelt oder die Expressionskassetten enthalten Elemente, die
nicht ausreichend stark die Produktion des Proteins initiieren. Die
Optimierung von viralem Vektor und Expressionskassette fiir eine
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moglichst starke Produktion des fehlenden Proteins in den retina-
len Zellen ist aktuell daher ein aktiv bearbeitetes Forschungsfeld:
Hauptséchlich werden verbesserte Vektorkapside fiir eine effekti-
vere Internalisierung der genetischen Informationen in die Photo-
rezeptoren untersucht sowie stirkere Promotorsequenzen und wei-
tere regulatorische Elemente fiir eine moglichst aktive Produktion.
Basierend auf diesen Studien wird es neue klinische Studien fiir
eine Gentherapie von RPE65-Mangel geben, in denen optimierte
Vektoren getestet werden sollen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der retinalen Gentherapie ist, dass die
momentan einzig effektive Art des Gentransfers auf einer subreti-
nalen Injektion von viralen Vektoren basiert. Dadurch kénnen aber
nur begrenzte Bereiche der Netzhaut therapiert werden und nicht
die gesamte Netzhaut. Zur Verbesserung dieser Limitation wird
momentan aktiv an Moglichkeiten geforscht, die Vektorkapside der-
art zu veridndern, dass auch eine intravitreale Applikation zu einem
effektiven Gentransfer in die Photorezeptoren fiihrt und man durch
diesen Weg die gesamte Netzhaut therapieren konnte (Dalkara et al.
2013). Die Effekte einer solchen Therapie wiren dann aufgrund der
fehlenden rdumlichen Begrenzung sicherlich stirker.

Neue Ansdtze der Gentherapie - Genome editing

Um die Probleme der optimalen Produktion des therapeutischen
Proteins in einem artifiziellen Expressionssystem zu umgehen,
wird auch an Ansdtzen gearbeitet, die krankheitsauslosenden
Mutationen im Genom durch zelleigene Reparaturmechanismen
zu korrigieren. Dadurch wiren die Photorezeptoren in der Lage,
im Anschluss an die Reparatur mittels zelluldrer Regulationsme-
chanismen die genau passende Menge des Proteins wiederherzu-
stellen. Fiir die Reparatur werden bestimmte Enzyme, so genannte

Endonukleasen basierend auf dem TALE- oder dem CRISPR-
Cas-System, und DNA-Sequenzen in die Zielzellen transferiert,
sodass die Reparatur gezielt nur dort vorgenommen wird, wo der
Schaden auftritt. Diese Technik, die in der Zellkultur schon sehr
gut funktioniert, muss an der Netzhaut jedoch noch eingehend stu-
diert werden, sodass hier mit einem Einsatz in klinischen Studien
erst in einigen Jahren zu rechnen ist.

Zusommenfossung

Die Ergebnisse der ersten klinischen gentherapeutischen Studien
haben dazu gefiihrt, dass auf dem Gebiet der experimentellen
Therapieforschung fiir erbliche Netzhauterkrankungen viele neue
Aspekte bearbeitet werden. Zum einen bestehen Herausforderun-
gen in der Analyse und Auswahl der zu behandelnden Bereiche in
funktioneller und morphologischer Hinsicht, die ebenso bei der
Auswertung der therapeutischen Effekte bestehen. Hier werden in
den nichsten Jahren neue Methoden und Analyseverfahren entwi-
ckelt und zum Einsatz kommen, die vollig neuen Auswertungen
ermoglichen. Auch der Gentransfer selbst wird weiterentwickelt,
hier stehen die Forscher immer noch vergleichsweise am Anfang
beziiglich der Entwicklung moglichst optimaler Vektoren. Neue
Ansitze, die es ermoglichen, bestehende Limitationen zu umge-
hen, existieren ebenfalls, ein Einsatz in der Klinik wird aber noch
einige Jahre auf sich warten lassen.

Literatur auf Anfrage in der Redaktion.
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