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Zusammenfassung

Molekulargenetische Untersuchungen konn-
ten die Pathomechanismen vieler neurodege-
nerativer Erkrankungen aufklaren, jedoch
standen lange Zeit keine krankheitsmodifizie-
renden Therapieoptionen zur Verfligung. Dies
anderte sich seit der Einfiihrung von soge-
nannten Antisense-Oligonukleotiden in die kli-
nische Praxis. Im Jahr 2016 wurden erstmals
Antisense-Oligonukleotide zur Behandlung
der spinalen Muskelatrophie und der Muskel-
dystrophie Duchenne zugelassen. In der Ent-
wicklung von Antisense-Oligonukleotiden wa-
ren Hirden zu dberwinden und chemische
Modifikationen notwendig, die deren Einsatz
erst moglich machten. In diesem Artikel stellen
wir Prinzipien dieser chemischen Modifikatio-
nen und Wirkmechanismen von Antisense-Oli-
gonkuleotiden vor. Dariiber hinaus geben wir
einen Uberblick (iber den aktuellen Stand der
Wissenschaft zu verschiedenen Antisense-Oli-
gonukleotiden und fokussieren dabei auf neu-
romuskuldre und neurodegenerative Erkran-
kungen wie die spinale Muskelatrophie, die
Muskeldystrophie Duchenne, die myotone
Dystrophie, Chorea Huntington und die Amyo-
trophe Lateralsklerose.
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Summary

Efforts in molecular biology and genetics pro-
vided considerable insights into the pat-
homechanisms of neurodegenerative dis-
orders, but disease-modifying treatment op-
tions were scarce for decades. This changed
since antisense oligonucleotide strategies
could be translated from the bench to the
clinic. In the year 2016, two antisense oligo-
nucleotides were approved for the treatment
of spinal muscular atrophy and for Duchenne
muscular dystrophy. The development of
antisense oligonucleotides was challenging
and several chemical modifications were
necessary to improve their drug-like proper-
ties and their successful introduction into
clinical practice. In this review, we provide in-
sights into the chemical modifications and
the mechanism of action of antisense oligo-
nucleotides. Moreover, we give an overview
on several antisense oligonucleotides for the
treatment of neurodegenerative or neur-
omuscular disorders and focus on spinal
muscular atrophy, Duchenne muscular dys-
trophy, myotonic dystrophy, Huntington’s
disease and amyotrophic lateral sclerosis.

Antisense oligonucleotides I: chemical modifica-
tions, mechanism of action, treatment options in
neurodegenerative disorders
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In den letzten Jahrzehnten konnten durch
molekulargenetische Untersuchungen be-
eindruckende Fortschritte in der Aufkla-
rung der Pathomechanismen neurodege-
nerativer Erkrankungen erzielt werden.
Dennoch war der Transfer dieser Erkennt-
nisse in die klinische Praxis bis zuletzt eine
grofle Herausforderung und es standen
kaum Therapieoptionen zur Verfiigung,
die den Verlauf dieser Erkrankungen mo-
difizierten. Dies dnderte sich mit der Zulas-
sung des Antisense-Oligonukleotids Ete-
plirsen fiir die Behandlung der Muskeldys-
trophie Duchenne im September 2016
durch die amerikanische Arzneimittelbe-
hérde FDA (United States Food and Drug
Administration). Im Dezember 2016 wur-
de das Antisense-Oligonukleotid Nusiner-
sen zur Behandlung der spinalen Muskel-
atrophie zugelassen.

Antisense-Oligonukleotide (ASO) sind
synthetische einzelstringige Nukleinsdu-
ren, die iber Watson-Crick-Basenpaarung
an die komplementire Sequenz der pra-
mRNA oder mRNA binden und damit de-
ren Funktion modulieren (1). Es stehen da-
mit Substanzen zur Verfiigung, die bereits
an frithe Pathomechanismen ansetzen,
Transkription und Translation modifizie-
ren und gezielt die Synthese krankheitsfor-
dernder Proteine beeinflussen (2).

Im Jahr 1978 konnte erstmals erfolg-
reich in Zellkulturen nachgewiesen wer-
den, dass ein ASO, das komplementar an
die mRNA des Rous-Sarkoma-Virus bin-
det, die Proteinexpression inhibieren kann
(3, 4). Dennoch bendtigte es Jahrzehnte bis
zur Zulassung von ASOs zur Behandlung
neurologischer Erkrankungen. Die Ent-
wicklung von ASOs fiir den klinischen Ein-
satz war mit groflen Herausforderungen
verbunden, da unmodifizierte Oligonu-
kleotide aufgrund ihrer chemischen Struk-
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tur schnell durch ubiquitdr vorkommende
Endo- oder Exonukleasen abgebaut wer-
den (5). Demzufolge waren zunichst zahl-
reiche chemische Modifikationen erforder-
lich, die zusammenfassend die Stabilitét/
Resistenz gegeniiber Nukleasen, die Spezi-
fitait zur Bindung an die entsprechende
RNA, die Halbwertszeit und die Biodistri-
bution (Verteilung in Geweben/Zellen) von
ASOs verbesserten (2, 6).

Chemische Modifikationen

Die erste und wichtigste chemische Modi-
tikation war die die Phosphothioat-Modifi-
kation, in der ein Sauerstoffatom der Phos-
phodiestergruppe durch Schwefel ersetzt
wurde und damit die Resistenz gegeniiber
Nukleasen und die Aufnahme in Zellen
verbesserte (7). Dartiber hinaus werden
durch die Phosphothioat-Modifikation En-
donukleasen (z. B. RNase H1) aktiviert, die
wiederum zur Degradation der Ziel-
mRNA fithren; ein entscheidender Wirk-
mechanismus der ASOs (2). Eine weitere
wesentliche chemische Modifikation be-
stand in der Verdnderung der Zuckerbau-
steine. So konnte durch Methylierung
(2'-O-Me) oder Methoxyethylierung
(2’-MOE) der 2'-OH-Gruppe des Ribose-
rings die Affinitdt zur Ziel-RNA und die
Resistenz gegeniiber Nukleasen weiter er-
hoht werden. Allerdings aktivieren diese
derart veranderten ASOs nicht RNase H1,
fithren damit nicht zum Abbau der mRNA,
und hitten sich daher nur fiir die Modula-
tion von Spleifiprozessen (splicing) oder
zur Inhibition der Translation geeignet (8).
Diese Limitation motivierte die Entwick-
lung chimerischer ASOs mit einem modifi-
zierten Phosphothioat-Grundgeriist, das
von 2'-O-Me oder 2'-MOE modifizierten
Oligonukleotiden an deren Enden flankiert
wird (8). Diese ‘Gapmer’ ASOs ermdogli-
chen den Abbau der Ziel- mRNA durch
Aktivierung der RNase H1 durch die Zen-
tralregion, wihrend die duferen Anteile
des ASOs die erhohte Resistenz gegeniiber
Nukleasen und die verbesserte Bindungsaf-
finitat gewahrleisten (8). Weitere chemi-
sche Modifikationen umfassen bei den lo-
cked Nukleinsduren (LNA) die Ausbildung
eines zyklischen Ethers zwischen der
2’-OH-Gruppe und des Riboseringes. Die
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LNAs weisen ebenfalls eine erhohte Resis-
tenz gegeniiber Nukleasen und eine erh6h-
te Bindungsaffinitit auf. Sie aktivieren wie-
derum nicht RNase H1, sodass auch hier
Gapmer bzw. chimerische Modifikationen
erforderlich sind (9). Zudem wurde eine
erhohte Hepatotoxizitit der LNAs beob-
achtet, die wiederum durch die Kombinati-
on mit 2"-MOE modifizierten Nukleinsdu-
ren reduziert werden kann. Andere Modi-
fikationen umfassen den Einbau von Mor-
pholino-Monomere anstelle des Ribose-
rings in Oligonukleotide. Diese Morpholi-
n0-ASOs sind wiederum sehr resistent ge-
geniiber dem Abbau durch Nukleasen und
interagieren aufgrund ihrer neutralen La-
dung weniger mit Proteinen. Allerdings ak-
tivieren sie nicht RNase HI und werden
daher vorwiegend zur Inhibition der
Translation eingesetzt (2, 10). Zwischen-
zeitlich wurden eine Vielzahl chemischer
Modifikationen entwickelt, die die phar-
makokinetischen und -dynamischen Ei-
genschaften von ASOs verbesserten (1, 2,
11, 12).

Trotz der erfolgreichen Anstrengungen
zur Verbesserung der chemischen Struktur,
die den therapeutischen Einsatz vorantrei-
ben, bringt die Entwicklung der ASO-The-
rapie bei neurologischen Erkrankungen
weiterhin grofle Herausforderungen mit
sich. Ein limitierender Faktor der klini-
schen Anwendung bei Erkrankungen des
zentralen Nervensystems (ZNS) liegt in der
unzureichenden Uberwindung von Mem-
branbarrieren. Aufgrund ihrer Grofle und
Ladung diffundieren ASOs nicht durch ei-
ne intakte Blut-Hirn-Schranke (2). So ge-
langen bei systemischer Gabe von ASOs
nur etwa 1% der verabreichten Menge in
das ZNS (6, 13, 14). Derzeit konzentrieren
sich wissenschaftliche Untersuchungen auf
die Entwicklung geeigneter Applikations-
formen und -systeme. Die Verbesserung
der rezeptorvermittelten Endozytose von
ASOs mittels monoklonaler Antikorper
(15), zellpenetrierender Peptide (CPP)
(16), Nanopartikelsysteme (17) oder (Ade-
no-) Virusvektoren (18) sind nur einige
Beispiele hierfiir und konnten zukiinftig
die zellulire Aufnahme und systemische
(intravendse, subkutane, orale und nasale)
Gabe ermdglichen. Derzeit miissen die
meisten der zur Verfigung stehenden
ASOs zur Behandlung neurologischer Er-
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krankungen jedoch noch intrathekal mit-
tels Lumbalpunktion verabreicht werden.

Grundlegende Wirkmecha-
nismen von ASOs

ASO bewirken ihre Effekte in Abhingigkeit
ihrer chemischen Struktur und ihrer Ziel-
struktur durch verschiedene molekulare
Wirkmechanismen (2, 11, 12). Grundsitz-
lich unterscheidet man Gruppen von
ASOs, die zum Abbau der RNA fiihren,
von denen, die Translation und/oder Tran-
skription modulieren ohne die RNA abzu-
bauen. Wie erwdhnt kénnen ASOs auf-
grund ihrer chemischen Struktur das En-
zym RNase H aktivieren, das physiologisch
RNA-DNA-Heteroduplexe erkennt und
den RNA-Strang abbaut, der nach der Gen-
expression nicht mehr benétigt wird. Die
Bindung von ASOs an ihre Ziel-mRNA
imitiert diese DNA-RNA-Paarung. Durch
Aktivierung der RNase H1 wird die Ziel-
mRNA abgebaut. Dies fithrt letztlich zur
verminderten Synthese des entsprechen-
den Proteins (12, 19). Andere Wirkmecha-
nismen von ASOs zur Verdnderung der
Proteinbiosynthese umfassen wiederum
die Inhibition der Translation oder die Mo-
dulation der RNA-Stabilitit ohne dabei
den Abbau der RNA zu bewirken (12)
(> AbD. 1).

ASOs bei spinaler Muskel-
atrophie (SMA)

Aufgrund der beeindruckenden Ergebnisse
aus klinischen Studien bei Kindern mit
SMA, wird das ASO Nusinersen (Spinra-
za®) als Paradebeispiel fiir den Wirksam-
keitsnachweis bei neurologischen Erkran-
kungen herangezogen (20). Die SMA ist ei-
ne autosomal-rezessive vererbte Erkran-
kung, bei der es zur progressiven Degene-
ration der alpha-Motoneurone kommt.
Klinisch ist die Erkrankung durch eine
proximale spinale und bulbdre Muskel-
schwiche und -atrophie gekennzeichnet.
Aufgrund der im Verlauf moglichen respi-
ratorischen Insuffizienz geht die Erkran-
kung mit einer verminderten Lebenserwar-
tung einher. In Abhéngigkeit des klini-
schen Phinotyps und des Alters der Betrof-
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fenen bei Kklinischer Erstmanifestation,
werden 4 Typen (Typ 1 bis 4) der Erkran-
kung unterschieden. Klinisch am schwers-
ten betroffen sind Patienten mit SMA Typ
1 (Werdnig-Hoffmann), bei denen Kklini-
sche Symptome der Erkrankung bereits vor
dem 6. Lebensmonat auftreten. Das freie
Sitzen ist den betroffenen Sduglingen nicht
moglich und die Uberlebenszeit betrigt im
Spontanverlauf in der Regel nur wenige
Monate (21).

Pathogenetisch liegt der Erkrankung
zumeist eine homozygote Deletion oder
Mutation im SMN1 (survival motor neu-
ron)-Gen auf Chromosom 5q13 zugrunde.
Das SMNI1-Gen kodiert das ,survival mo-
tor neuron’ (SMN) Protein, das fiir die
Funktion von alpha-Motoneurone notwen-
dig ist (21-23), und aufgrund der Genver-
dnderung bei Patienten mit SMA nicht
synthetisiert wird. Durch evolutionire
Gendopplung liegen beim Menschen je-
doch ein oder mehrere SMN2-Gene vor,
die sich vom SMN1-Gen in nur wenigen
Basen unterscheiden (24). Eine Basenande-
rung im Exon 7 des SMN2-Gens fithrt da-
zu, dass durch posttranskriptionelles Splei-
Ben das Exon 7 entfernt wird und daher
nur eine geringe Menge (ca. 10%) an voll-
standig funktionsfdhigem SMN-Protein
produziert wird (21). Die verminderte Syn-
these funktionsfahigen Proteins iiber
SMN?2 ist bei Gesunden von untergeordne-
ter Bedeutung. Motorische Funktionen bei
Patienten mit SMA sind jedoch von dieser
geringeren Menge des SMN-Proteins ab-
hingig. So sind bei Patienten mit einer ho-
heren Anzahl an SMN2-Genkopien grofie-
re Mengen an SMN-Protein vorhanden
und geringere motorische Funktionsein-
schrinkungen zu beobachten (25).

Im Dezember 2016 wurde durch die
FDA das ASO Nusinersen zur Behandlung
der 5q-assoziierten SMA zugelassen. Im Ju-
ni 2017 folgte die Zulassung durch die Eu-
ropéische Arzneimittelkommission EMA.
Das 2'-MOE Phosphorthioat ASO Nusi-
nersen (26) bindet an eine spezifische Se-
quenz des Introns 7 der SMN2 pra-mRNA
und erhoht durch die Inhibition von Splei-
Bingfaktoren den Einschluss von Exon 7 in
die mRNA. Dies wiederum fiihrt zur einer
vermehrten Synthese von SMN-Protein
tiber SMN2, und damit zu einem klinisch
weniger schweren Phénotyp (27, 28). In ei-
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Abb. 1 Schematische Darstellung wesentlicher Wirkmechanismen von Antisense-Oligonukleotiden
(ASOs, angelehnt an 11). Durch Bindung von ASOs kann das ko- bzw. posttranskriptionelle 5-Caping
(Anfligen einer 5'-Kappe) verhindert werden, das fiir den Transport der RNA aus dem Kern (Nucleus) ins
Zytoplasma und die darauffolgende Translation der mRNA durch Ribosomen wichtig ist (1. Binden ASOs
an Intron-Exon-Ubergange so kénnen SpleiBprozesse (,splicing’) moduliert werden (2 oder Translation
durch Bindung von ASOs an das Poly(A)-Ende inhibiert werden (3. Ein wichtiger Wirkmechanismus vieler
ASOs ist die Aktivierung der RNase H1 die den Abbau der entsprechenden mRNA induziert (4). Durch die
direkte Bindung des ASO an die mRNA kann weiterhin die Vereinigung der ribosomalen 60S- und
40S-Untereinheit verhindert werden und die Translation der mRNA am Ribosom und damit die Protein-
biosynthese nicht stattfinden (5. Die direkte Bindung von ASOs an mikroRNA-Sequenzen (6, kann deren
eigentliche komplementére mRNA nicht binden. Dariiber hinaus kdnnen ASO an natirliche Antisense-
Tranksripte (natural antisense transcripts (NAT), d. h., endogene RNA-Strange, die komplementar zu an-
deren endogenen RNA-Strangen binden und deren Funktion modulieren) binden und damit Proteinbio-
synthese verandern. (*) Die Bindung von ASOs an mikroRNA-Sequenzen oder NATs kann ebenfalls im

Zellkern stattfinden (modif. nach 11, reref)

ner Phase-I-Studie wurden die Sicherheit
und die pharmakokinetischen Eigenschaf-
ten von Nusinersen an 28 Patienten mit
SMA Typ 2 oder 3 iiberpriift (29) (Clinical-
Trials.gov. NCT01494701 und
NCT01780246). Neben dem guten Sicher-
heitsprofil der Substanz zeigte sich bereits
nach einer einmaligen intrathekalen Gabe
eine klinische Wirksamkeit mit Verbesse-
rung der motorischen Funktionen der Pa-
tienten. Diese Ergebnisse konnten in einer
Phase-II-Studie an Patienten mit SMA Typ
1 iiber einen Beobachtungszeitraum bis zu
32 Monaten repliziert werden (26). Zudem
wurde eine signifikante Verbesserung der
motorischen Funktionen und der Uberle-
bensraten sowie eine geringere Notwendig-
keit der permanenten Beatmung der Pa-
tienten im Vergleich zu Studienbeginn bzw.
zum Spontanverlauf beobachtet (Clinical-

Trials.gov. NCT01839656). Das ASO Nusi-
nersen fithrte zur effizienten Korrektur von
SMN2 Spleifimechanismen und man geht
von einer 2- bis 6-fachen Erhohung von
SMN2-Transkripten, und damit von einer
erhéhten Menge an funktionstiichtigem
SMN-Protein aus, die in diesem Ausmaifd
bislang nicht bei Patienten mit SMA nach-
gewiesen werden konnte. In einer kiirzlich
publizierten Phase-III-Studie (30) wurde
bei etwa der Halfte der behandelten Patien-
ten (bei 41% in der Zwischenanalyse, bei
51% in der Endauswertung) ebenfalls eine
signifikante Verbesserung der motorischen
Funktionen nachgewiesen. Diese Verbesse-
rungen waren in der Placebogruppe wie-
derum nicht zu beobachten. Die positiven
Ergebnisse fithrten zum vorzeitigen Ende
der Studie und Nusinersen wurde zur Zu-
lassung bei der FDA eingereicht. Eine wei-
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tere Phase-III-Studie (ClinicalTrials.gov.
NCT02292537) an 126 Patienten mit SMA
Typ 2 und 3 wurde ebenfalls aufgrund der
signifikanten Verbesserung motorischer
Funktionen in Interimsanalysen vorzeitig
beendet. In einer noch andauernden
Open-label-Studie an prasymptomatischen
Patienten mit SMA wird die Wirksamkeit
des ASOs in Abhéngigkeit vom Therapie-
beginn untersucht. Auch hier zeigten Zwi-
schenanalysen beeindruckende Ergebnisse
und Patienten erreichten im Mittel nach
317 Tagen nach Beginn der Behandlung
motorische Meilensteile, die im Spontan-
verlauf der Erkrankung zuvor nicht beob-
achtet werden konnten.

Wihrend der Zulassungsstudien waren
keine schwerwiegenden unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen wahrend der Be-
handlung mit Nusinersen aufgetreten. So
wurde zunichst lediglich auf unspezifische
Nebenwirkungen wie Blutgerinnungssto-
rungen und Stoérungen der Nieren- und Le-
berfunktion hingewiesen, die zuvor bei der
systemischen Gabe anderer ASOs beob-
achtet wurden. Im Juli 2018 informierte
der Hersteller jedoch tiber das Auftreten ei-
nes kommunizierenden Hydrozephalus bei
4 Kindern und einer Erwachsenen mit
SMA wihrend der Behandlung mit Nusi-
nersen, der nicht mit einer Meningitis oder
Blutung in Verbindung stand.

Neben Nusinersen befinden sich weitere
ASOs fiir die Behandlung der SMA in der
Entwicklung. Im Tierversuch wurde ein
ASO untersucht, das an ,long non-coding’
RNA-Strange bindet, die vom komplemen-
tiren Strang des SMN-Gens gebildet wer-
den (SMN-ASI1) und die SMN-Proteinsyn-
these hemmen. Durch die Inhibition von
SMN-AS1 durch das ASO konnte die
Hemmung der SMN-Biosynthese aufgeho-
ben werden und in neuronalen Zellkultu-
ren sowie im ZNS erhohte Konzentration
an SMN nachgewiesen werden (31). Be-
merkenswerterweise konnte durch die
gleichzeitige Gabe eines weiteren ASOs,
das SpleifSprozesse von SMN2 moduliert
(z. B. Nusinersen), die Menge an SMN-
Protein noch weiter erhéht und Uberle-
bensraten im Tiermodell verbessert wer-
den.

Die Einfithrung des ASOs Nusinersen
gilt schon jetzt als Meilenstein in der Be-
handlung der SMA. Nicht unerwéhnt blei-
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ben soll jedoch in diesem Zusammenhang
die Genersatztherapie in der Behandlung
der SMA. So konnte in einer Phase-I/II-
Studie an 15 Patienten mit SMA Typ 1 ge-
zeigt werden, dass mittels eines Adenovi-
rusvektors erfolgreich eine unveranderte
menschliche SMN1-Gensequenz intrave-
nos verabreicht werden konnte (32) (Clini-
calTrials.gov. NCT02122952). Bei guter
Vertraglichkeit der Substanz waren im Ver-
gleich zum natiirlichen Verlauf der Erkran-
kung bereits nach einer Einmalgabe signifi-
kante Verbesserungen motorischer Funk-
tionen und lingere Uberlebensraten zu be-
obachten.

ASO bei Muskeldystrophie
Duchenne

Die Muskeldystrophie Duchenne (DMD)
ist eine X-chromosomale vererbte Muskel-
erkrankung mit klinischer Erstmanifestati-
on zwischen dem 1. und 6. Lebensjahr. Die
Erkrankung ist klinisch gekennzeichnet
durch eine primér im Beckengiirtelbereich
lokalisierte progrediente Muskelschwéche
und -atrophie, die im weiteren Verlauf auf
die Schultergiirtelmuskulatur tibergeht.
Durchschnittlich 10 Jahre nach klinischer
Erstmanifestation sind die erkrankten Jun-
gen gehunfihig. Aufgrund respiratorischer
und auch kardialer Dysfunktionen ist die
DMD mit einer verminderten Lebenser-
wartung verbunden und verlduft meist
zwischen der 2. und 3. Lebensdekade letal
(33, 34). Die Erkrankung ist pathogene-
tisch durch eine Mutation im Dystrophin-
Gen auf dem X-Chromosom (Xp21) be-
dingt, die zu einem fehlenden oder ver-
mindertem funktionstiichtigem Dystro-
phin-Protein fiihrt.

Dystrophin ist ein Strukturprotein der
Skelett- und Herzmuskelzellen und Be-
standteil des Dystrophin-Glykoprotein-
komplex, und damit ein wichtiger Bestand-
teil der molekularen Verbindung zwischen
extrazellulirer Basalmembran und intra-
zelluldrem Zellskelett. Etwa 60% der Dys-
trophin-Mutationen sind Insertionen oder
Deletionen, die den Leserahmen (reading
frame) verandern oder zerstoren. In etwa
40% der Fille sind Punktmutationen nach-
zuweisen (2, 35-37). Bei der Mehrzahl der
Patienten mit DMD ist Dystrophin nicht
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nachzuweisen (38, 39). Mit der Muskeldys-
trophie vom Typ Becker (BMD) ist eine
klinisch mildere Form dieser Erkrankung
beschrieben, die durch die Reduktion der
Menge oder eine verdnderten Grofie des
Dystrophin Proteins verursacht ist (37).

Da mehrere bzw. verschiedene geneti-
sche Verdnderungen im Dystrophin-Gen
zur DMD oder BMD fiihren, kann kein
einzelnes ASO allein zur Behandlung des
gesamten Spektrums der Muskeldystro-
phien eingesetzt werden. Daher soll der Fo-
kus in diesem Artikel auf zwei ASOs liegen,
deren Wirkmechanismen darauf beruhen,
das Exon 51 zu eliminieren. Das ,skipping’
(Uberlesen) des Exons 51 stellt den Lese-
rahmen der Dystrophin-RNA wieder her
und erméglicht die Translation eines zwar
verkiirzten, aber zumindest teilweise funk-
tionsfahigen Proteins (2, 40, 41); und damit
eine phénotypische Konversion der DMD
in die klinisch mildere Verlaufsform BMD
(42, 43).

Das 2'-O-Me Phosphorothioat ASO
Drisapersen bindet selektiv an das Exon 51
und fithrt zu dessen ,skipping’ mit der Fol-
ge eines um den in diesem Exon kodierten
Abschnitt verkiirzte Variante des Dystro-
phin-Proteins (2, 41, 44). Nach 25 Wochen
einer einmal wochentlichen subkutanen
Gabe des ASOs, wurde eine signifikante
Verbesserung der Gehstrecke in 6 Minuten
(6-Minuten-Gehstreckentest) im Vergleich
zu Placebo beobachtet (44) (ClinicalTri-
als.gov. NCT01153932). Allerdings waren
diese motorischen Verbesserungen nach 49
Wochen im Vergleich zu Placebo nicht
mehr nachzuweisen (44, 45). Eine weitere
Untersuchung konnte nach 48 Wochen
ebenfalls keine signifikanten Verbesserun-
gen im 6-Minuten-Gehstreckentest nach-
weisen, so dass das ASO Drisapersen die
Zulassungsvoraussetzungen verfehlte (2,
45).

Das ,Morpholino” ASO Eteplirsen bin-
det ebenfalls an Exon 51 der Dystrophin
pra-mRNA (46). Unter Anwendung 6 Do-
sen der intramuskulér verabreichten Sub-
stanz konnte in Muskelbiopsien unter der
héchsten Dosierung (0,9 mg) eine erhéhte
Menge an Dystrophin-Protein nachgewie-
sen werden. Weiterhin traten keine uner-
wiinschten Arzneimittelwirkungen auf (47,
48). Allerdings waren auch nach 24 Wo-
chen der Behandlung keine signifikanten
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Verbesserungen motorischer Funktionen
im 6-Minuten-Gehstreckentest nachzuwei-
sen. Nach 48 Wochen der Behandlung
zeigte sich hingegen eine signifikante Ver-
besserung in motorischen Funktionen,
wihrend sich die Patienten in der Placebo-
gruppe — wie zu erwarten -verschlechter-
ten. Zudem zeigte sich eine Erhohung von
Dystrophin in Muskelgewebe bei den be-
handelten Patienten im Vergleich zur Kon-
trollgruppe, was ebenfalls als In-vivo-Be-
weis fiir einen therapeutischen Effekt beim
Mensch gewertet werden kann. Aufgrund
der positiven Ergebnisse, die in einer weite-
ren Untersuchung bestitigt werden konn-
ten (49), wurde Eteplirsen im September
2016 fiir die Behandlung von Patienten mit
DMD und nachgewiesener Genmutation,
die fiir das Exon-51-skipping zuginglich
ist, zugelassen. Diese Genmutation triftt je-
doch fiir nur etwa 13% der Patienten mit
DMD zu. Wie erwéihnt konnen mehrere
genetische Verdnderungen im Dystrophin-
Gen zur Muskeldystrophie fithren, sodass
wissenschaftliche Studien sich auf die Ent-
wicklung von ASOs konzentrieren, die ein
,mulitexon skipping‘ ermdglichen. Hiervon
konnten wiederum 50-70% der Patienten
mit DMD profitieren (50). Dariiber hinaus
befinden sich die ASOs Golodirsen (Exon
53-skipping)  (ClinicalTrials.gov. NCT
02500381) und Casimersen (Exon 45-
skipping)  (ClinicalTrials.gov. =~ NCT
03532542) in Phase-III-Studien.

ASOs bei Myotoner
Dystrophie

Myotone Dystrophien (MD) sind autoso-
mal-dominant vererbte Multisystemer-
krankungen, die klinisch durch die distale
Myotonie, proximale Muskeldystrophie,
Herzrhythmusstorungen, Katarakt und en-
dokrinen Stérungen wie Diabetes mellitus
oder Hypogonadismus gekennzeichnet
sind (51). In Abhingigkeit vom klinischen
Bild und der genetischen Verinderungen
werden zwei Subtypen der MD unterschie-
den. Das Vollbild der Erkrankung wurde
erstmals 1909 beschrieben und ist seither
unter Myotone Dystrophie Curschmann-
Steinert (Myotone Dystrophie Typ 1; MD1)
bekannt. Der MD1 liegt eine CTG-Trinu-
kleotid-Expansion im 3’ nicht translatier-
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ten Bereich (UTR) des Myotonen Dystro-
phie Proteinkinase-Gens (DMPKI) auf
Chromosom 19q13.3 zugrunde. Das Gen
kodiert fiir eine Myosinkinase in der Ske-
lettmuskulatur (51-54). Spdter wurde eine
milder verlaufende Form der Multisystem-
erkrankung mit vorwiegend proximaler
(statt distaler) Paresen, Myalgien und Kata-
rakt beschrieben. Eine klinische fassbare
Myotonie ist bei dieser Erkrankung haufig
die Ausnahme (51, 55-58). Der zugrunde
liegende Gendefekt liegt in einer Tetranu-
kleotid-Expansion (CCTG) im Intron 1 des
5" nicht translatierten Bereichs des Zink-
fingerprotein-9-Gens (CNBP) auf Chro-
mosom 3q21 (59, 60). Patienten mit vor-
wiegend proximalen Paresen und Nach-
weis eines CCTG-Repeats auf Chromosom
3q21 werden daher als MD Typ 2 (proxi-
male myotone Myopathie, PROMM, MD2)
Klassifiziert (61).

Die Mutationen fithren zu verdnderten
RNAs mit CUG- bzw. CCUG-Wiederho-
lungen, die wiederum im Zellkern verblei-
ben und alternative Spleififaktoren wie das
,Muscleblind-like Protein 1° (MBNL) be-
einflussen. Die verdnderten Spleifiprozesse
der prai-mRNAs scheinen wiederum fiir
die meisten Symptome von MD1 und MD2
verantwortlich zu sein. Ziel der ASOs zur
Behandlung der MD war demnach die Re-
duktion der CUG-Expansionen in der
mRNA.

Ein von Mulders und Kollegen (62) ent-
wickeltes 2'-MOE Posphorothioat ASO in-
hibiert ~ die =~ RNA-Expression  des
DMPK1-Gens und konnte die Menge der
im Zellkern aggregierten Ribonukleinsdu-
ren signifikant vermindern. Weiterhin
wurde in einem MD1-Tiermodell eine ver-
minderte Anzahl toxisch wirkender RNA,
welche CUG-Wiederholungen enthielt,
nachgewiesen. Dartiber hinaus war eine
Normalisierung des nachfolgenden Spleifi-
prozesses beobachtet worden. Eine weitere
Studie mit ahnlich wirksamen ASOs zeigte
im MDI-Mausmodell, dass die systemi-
sche Gabe der ASOs zu einer verminderten
Konzentration an RNA mit CUG-Wieder-
holungen in Skelettmuskeln fithrte und an-
schlieffende Spleifiprozesse normalisiert
werden konnten, einhergehend mit einer
klinischen Verbesserung der Myotonie. Be-
merkenswerterweise konnte die klinische
Verbesserung auch noch ein Jahr nach der

Behandlung beobachtet werden (63). Eine
andere Studie untersuchte die Wirksamkeit
eines weiteren hochaffinen ASOs bei MD1
(64). Die systemische Gabe fiihrte zu einer
Verminderung der DMPK mRNA um bis
zu 90% in Skelettmuskeln. Ahnlich beein-
druckende Ergebnisse konnten in Herz-
muskeln (bis zu 50%) und mehreren Ske-
lettmuskeln (bis zu 70%) bei transgenen
Mausen und Affen demonstriert werden
und diese Effekte waren noch 13 bis 16
Wochen nach Behandlung nachzuweisen.

Aufgrund dieser Befunde aus tierexpe-
rimentellen Untersuchungen wurde die
Arzneimittelsicherheit des ASOs ISIS-
DMPKRx (ClinicalTrials.gov.
NCT023412011) im Rahmen einer place-
bokontrollieren Phase-I/II-Studie an Er-
wachsenen mit MD1 tberpriift. Es wurde
keine schwerwiegenden unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen beobachtet (65),
erste Ergebnisse zur Wirksamkeit der Sub-
stanz werden in Kiirze erwartet.

ASOs bei Chorea Hunting-
ton

Chorea Huntington (CH) ist eine monoge-
netische und autosomal-dominant vererbte
neurodegenerative Erkrankung, die kli-
nisch durch unwillkiirliche hyperkinetische
Bewegungsstérungen, Dystonien, kogniti-
ve Defizite und psychische Symptome ge-
kennzeichnet ist. Pathogenetisch liegt der
Trinukleotid-Erkrankung eine Amplifikati-
on des CAG-Nukleotids im Exon 1 des
Huntingtin (HTT)-Gens auf dem kurzen
Arm des Chromosom 4 zugrunde. Das
HTT-Gen kodiert fiir das Huntingtin-Pro-
tein, das in eine Reihe zelluldrer Funktio-
nen involviert und fiir den Erhalt der
Axonstabilitit bedeutend ist (66). In der
Normalbevélkerung liegen zwischen 6 und
26 CAG-Wiederholungen vor. Beim Vor-
liegen von 37 bis 39 CAG-Wiederholungen
tritt die Erkrankung mit unvollstdndiger
Penetranz auf, wihrend ab 40 CAG-Wie-
derholungen CH mit vollstindiger Pene-
tranz auftritt. Bemerkenswert ist die meio-
tische Instabilitit der CAG-Sequenz ab 27
Wiederholungen (67).

Das mutierte Huntingtin-Protein ent-
halt aufgrund der CAG-Wiederholungen
eine verlingerte Polyglutamin-Sequenz,
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das die intraneuronale Aggregation des
Proteins, zytotoxische Effekte und eine ver-
dnderte Interaktion mit anderen Proteinen
und Kaskaden erméglicht, an deren Ende
eine gestorte Zellfunktion und Zelltod ste-
hen (68). Besonders vulnerabel gegeniiber
diesen toxischen Effekten scheinen dabei
offenbar die efferenten striatalen Neurone
(medium spiny neurons) zu sein (69).

Seit der klinischen Erstbeschreibung der
Erkrankung 1872 stehen keine therapeuti-
schen Optionen zur Verfiigung, die den
Krankheitsverlauf modulieren und die Be-
handlung beschrinkt sich auf supportive
Mafinahmen. Dies scheint sich mit der
Entwicklung von ASO-Strategien zu &n-
dern. Im Jahr 2012 untersuchten Kordasie-
wicz und Mitarbeiter im Mausmodel und
in vivo die Effekte eines 2'-MOE Pospho-
rothioat ASOs, das selektiv an die HTT-
mRNA bindet und das Enzym RNase H
aktiviert. Nach intrathekaler Infusion des
ASOs in symptomatischen CH Madusen
zeigte sich eine signifikante Verlangsa-
mung des Krankheitsverlaufs und eine ver-
minderte Konzentration von Huntingtin-
Protein. Das ASO bewirkte damit einen en-
zymatischen (RNase H) vermittelten Ab-
bau der HTT-mRNA. Interessanterweise
waren dabei linger eine verminderte Hun-
tingtin-Proteinkonzentration nachzuwei-
sen als der hemmende Effekt des ASOs auf
die mRNA anbhielt (12, 70). Im Tiermodell
mit schwerem Krankheitsverlauf konnte
sogar eine Verminderung der mutierten
HTT-mRNA um bis zu 50-80% nachge-
wiesen werden. Wenngleich die Gabe des
ASOs mit keinen schwerwiegenden uner-
wiinschten Arzneimittelwirkungen ver-
bunden war, so muss beriicksichtigt wer-
den, dass nicht nur mutiertes, sondern die
Gesamtkonzentration von Huntingtin-Pro-
tein reduziert wurde. Demnach fokussier-
ten sich Folgestudien auf die spezifische In-
hibition mutanter HTT-Allele und zeigen
erste Erfolge (71).

Trotz der anhaltenden und generellen
Diskussion, inwiefern Ergebnisse aus Tier-
modellen auf den Menschen iibertragbar
sind, so belegen die tierexperimentellen
Untersuchungen zumindest die prinzipielle
Anwendbarkeit. Kiirzlich wurde eine Pha-
se-I/ITa-Studie an Patienten mit CH in frii-
hen klinischen Stadien beendet, die mit ei-
nem intrathekal verabreichten ASO (IO-
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NIS-HTTRx;  ClinicalTrials.gov. NCT
02519036) behandelt wurden.. Bei der An-
wendung des ASOs zeigten sich keine
schwerwiegenden unerwiinschten Arznei-
mittelwirkungen und einer Pressemittei-
lung zufolge waren erste Verbesserungen
klinischer Symptome zu beobachten.

ASOs bei Amyotropher
Lateralsklerose

Die ALS ist eine neurodegenerative Moto-
neuronerkrankung mit einem progredien-
ten Funktionsverlust des ersten und zwei-
ten Motoneurons. Klinische Symptome der
Erkrankung umfassen Faszikulationen,
progressive Muskelldhmung und -atrophie
bis hin zur respiratorischen Insuffizienz.
Die Uberlebenszeit ist deutlich verringert
und Betroffene versterben in der Regel 2
bis 4 Jahre nach Diagnosestellung (72-74).
In Europa betrégt die Inzidenz 1,7-3,0 pro
100000 Einwohner (75, 76). Die der ALS
zugrunde liegenden Pathomechanismen
sind nicht vollstindig geklart. Studien be-
kraftigen jedoch, dass das phosphorylierte
43-kDA Transactiving Response Region
(TAR) DNA-Binding-Protein (pTDP-43)
eine zentrale Rolle in der ALS-Pathologie
spielt (77, 78). Es wird angenommen, dass
eine Aggregation und fortschreitende Ak-
kumulation von pTDP-43 in Neuronen
und Oligodendrozyten zum Verlust von
deren physiologischer Funktion fiihrt (79).
Ubereinstimmend mit dem klinischen Ver-
breitungsmuster scheint sich die pTDP-
43-Pathologie durch Zell-zu-Zell-Ubertra-
gung mittels axonalem Transport und
durch synaptische Kontakte kortikaler
Neurone in andere Hirnregionen und das
Riickenmark auszubreiten (80).

Etwa 95% der ALS-Erkrankungen tre-
ten sporadisch auf (sALS), wohingegen et-
wa 5-10% der Fille vererbt werden (76,
81). Verschiedene Genmutationen konnten
sowohl mit der sALS als auch der familis-
ren (fALS) ALS assoziiert werden (82, 83).
Das auf Chromosom 21q lokalisierte SOD1
(Superoxid-Dismutase 1)-Gen ist das am
besten untersuchte ALS-assoziierte Gen
(83, 84). Allein im SOD1-Gen wurden {iber
180 Mutationen beschrieben, die fiir bis zu
20% der fALS- und bis zu 2-3% der sALS-
Fille ursachlich sind (85, 86). SODI1 ko-

N g

diert die Kupfer/Zink-Superoxiddismutase
(Cu/Zn SOD), ein Metalloenzym, das Kup-
fer und strukturelle Zinkionen bindet und
Superoxidradikale katalysiert (87). Obwohl
die Pathomechanismen noch nicht ginz-
lich verstanden sind, wird angenommen,
dass mutierte SOD1-Formen zu einer Ab-
nahme der Konformationsstabilitit fithren
und eine Fehlfaltung des SOD1-Proteins
begiinstigen (88). Man ging davon aus,
dass durch diese Fehlfaltung schadliche
bzw. toxische Wirkungen entstehen und
zur SOD-assoziierten ALS fithren (84).
Mittlerweile bestehen jedoch Hinweise da-
rauf, dass der dadurch bedingte Funktions-
verlust des Proteins bei der Pathogenese
wesentlich ist (89). Es schien daher folglich
richtig eine ASO-Strategie zu entwickeln,
die die SOD1-Expression moduliert, insbe-
sondere da eine verminderte Konzentrati-
on an mutiertem SODI-Protein den
Krankheitsprogress verlangsamen kann
(90).

Im Tiermodell reduzierte ein 2°-MOE
Phosphothiat ASO, das an die
SODI-mRNA bindet, nach intrathekaler
Gabe signifikant die SOD1-Protein- und
SODI1-mRNA-Konzentration im Gehirn
und Riickenmark (91). Retrospektive Ana-
lysen zeigten dabei, dass bei frithzeitiger
Gabe des ASOs bereits vor Symptombe-
ginn die Krankheitsprogression verzogert
und das Uberleben verlingert werden kann
(91). In einer randomisierten, placebo-
kontrollierten Phase-I-Studie (Clinicaltri-
als.gov. NCT01041222) wurde das ASO bei
Patienten mit SOD1-assoziierter ALS un-
tersucht und es zeigte sich ausgezeichnetes
Sicherheits- und  Vertraglichkeitsprofil
(92). Ein ASO der zweiten Generation (I0-
NIS-SODI1Rx) wird in einer Phase-I1/1I-
Studie (ClinicalTrials.gov. NCT02623699)
zur Bewertung der Sicherheit, Vertriglich-
keit und der pharmakokinetischen Eigen-
schaften in einer Einzeldosis und anschlie-
Bend in einer Mehrfachdosis bei Patienten
mit SOD1-assoziierter ALS untersucht.

Neben der SODI1-Pathologie konnten
zuletzt Hexanukleotid-Wiederholungen in
einem offenen Leserahmen des Chromo-
soms 9p21 72 (C9orf72) als die héufigste
genetische Ursache der ALS identifiziert
werden, die fiir ungefihr 30% der fALS
und bis zu 5% der sALS-Fille verantwort-
lich sind (93, 94). Die GGGGCC-Hexanu-
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kleotid-Expansion tritt zwischen zwei nicht
kodierenden C9orf72-Exons auf. Das Gen
kodiert fiir ein Protein, dessen Funktion
nicht vollstandig geklart ist. Es wird aller-
dings vermutet, dass es eine wichtige Rolle
beim Membrantransport und der Auto-
phagie spielt (95, 96). Der Verlust der nor-
malen C9orf72-Funktion erscheint plausi-
bel, da beeintrachtigte Autophagie und en-
dolysosomaler Abbau bei neurodegenerati-
ven Erkrankungen beobachtet werden
konnten (97). Unterstiitzt wird diese Hypo-
these durch Untersuchungen in einem Ze-
brafisch-Modell. Das Ausschalten des
C9orf72-Gens war mit einer Axonopathie
und motorischen Defiziten assoziiert, die
durch die Expression von humaner
C9orf72-mRNA wiederhergestellt werden
konnten (98). Ubereinstimmend hierzu
fihrte im Tiermodell ein homozygoter
knock-out von C90rf72 zu einer Degenera-
tion von Motoneuronen und motorischen
Defiziten (99). Neben Proteinfunktionsver-
lusten wurden 2 Mechanismen der Funkti-
onszunahme diskutiert: die Bildung von re-
petitiven RNA-Aggregaten (RNA-Foci) in
neuronalen Zellkernen und die Entstehung
von toxischen Dipeptid-Repeats (DPR)-
Peptiden (79, 100, 101).

Die Entwicklung effizienter Behand-
lungsoptionen hat dartiber hinaus eine ho-
he Prioritdt, da C9orf72-Repeat-Expansio-
nen eine Hauptursache sowohl der fronto-
temporalen Demenz (FID) als auch der
ALS darstellt (93). In einer Studie wurden
mehrere ASOs, die entweder die RNase H
aktivieren oder die Interaktion zwischen
der Repeat-Expansion und RNA-binden-
den Proteinen blockieren, untersucht
(102). Dabei konnte eine Reduktion von
toxischen RNA-Foci als auch die Wieder-
herstellung normaler Genexpressionsmar-
ker erzielt werden. Ubereinstimmend wur-
de eine Verminderung verschiedener pa-
thologischer Merkmale, einschliefllich
RNA-Foci und DPRs, fiir ASOs in primi-
ren kortikalen Neuronen von Mausen ge-
zeigt (103). Diese Ergebnisse wurden in ei-
ner Studie mit ASOs am Tiermodell bestd-
tigt. Die untersuchten ASOs zielten selektiv
auf Repeat-enthaltende RNAs und fithrten
zu einer raschen RNA-Foci- und DPRs-Re-
duktion (104). Weitere vielversprechende
Ergebnisse wurden durch ASOs, die die
Expression des Ataxin-2 (ATNX2)-Gens
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Fazit fur die klinische Praxis

ASO sind synthetische einzelstrangige Nu-
kleinsauren, die an die komplementare Se-
quenz der pra-mRNA oder mRNA binden
und damit deren Funktion modulieren. Ne-
ben der Gentherapie stehen damit Substan-
zen zur Verfligung, die bereits auf Ebene der
Transkription und Translation eingreifen und
gezielt die Synthese krankheitsfordernder
Proteine modulieren. Im Jahr 1978 konnte
erstmals in Zellkulturen die Proteinexpressi-
on durch eine ASO Strategie moduliert wer-
den. Seither waren wissenschaftliche Bemii-
hungen erforderlich, die den Einsatz von
ASO in die klinische Praxis ermdglichten. Im
Jahr 2016 wurden erstmals zwei Antisense-
Oligonukleotide zur Behandlung der Mus-
keldystrophie vom Typ Duchenne und der
spinalen Muskelatrophie zugelassen. Mitt-
lerweile werden mehrere ASOs zur Behand-
lung neuromuskularer und neurodegenera-
tiver Erkrankungen im Tiermodell oder aber
bereits in klinischen Studien untersucht und
die bisherigen Ergebnisse hierzu sind viel-
versprechend. Dennoch sind weitere Ent-
wicklungen notwendig. Die Untersuchun-
gen weisen darauf hin, dass die Behandlung
mit ASO scheinbar mit keinen schweren un-
erwlinschten Arzneimittelwirkungen ver-
bunden ist. Ein Nachteil ist jedoch die unzu-
reichende Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke, sodass die meisten der zur Verfii-
gung stehenden ASOs zur Behandlung neu-
rologischer Erkrankungen intrathekal ver-
abreicht werden miissen. Strategien, die ei-
ne systemische und weniger invasive Appli-
kation ermdglichen, sind jedoch bereits in
Entwicklung.

Trotz dieser Einschrankungen ist insbe-
sondere am Beispiel des ASOs Nusinersen in
der Behandlung der spinalen Muskelatro-
phie eine vielversprechende Zukunft er-
kennbar und es besteht fiir Patienten, Be-
handler und Angehorige die berechtigte
Hoffnung, dass in den kommenden Jahren
erfolgreiche Behandlungsoptionen zur Ver-
fligung stehen werden, die noch vor weni-
gen Jahren nicht vorstellbar gewesen wa-
ren.

modulieren, gezeigt. ATNX2 ist an der Pa-
thogenese der spinozerebelliren Ataxie
Typ 2 aber auch als Modifikationsgen in

der TDP-43-assoziierte ALS beteiligt. Nach
einmaliger Verabreichung der ASOs in das
ZNS von transgenen Mausen, konnte das
Uberleben deutlich verlingert werden
(105).

Diese Ergebnisse aus tierexperimentel-
len Untersuchungen oder aus klinischen
Studien an Patienten lassen einen erhebli-
chen Fortschritt in der Behandlung der
ALS erhoffen.
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