Die Krankheit SMA -
therapeutische Perspektiven

Prinzo pielle

Voraussetzungen fur Therapie

SMN2

Kenntnis des/r ...

SMN1

> ursachlichen Gens

» Funktion des Genprodukts
> Lielzellen

» optimalen Therapiebeginns
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Die Krankheit SMA -
therapeutische Perspektiven

Definition

2.03.2013 DGM - diagnosespezif. Fachtage-Symposium - SMA Heller, THG, UK Kéin



Definition - SMA

Brain

Definition ,,Spinale Muskelatrophie*: Srainstom
Erkrankungen des 2. Motorneurons :
(spinales a-Motoneuron)

Beschwerden:
schlaffe Muskeln (Hypotonie)
Muskelschwund (Muskelatrophie)
Ateminsuffizienz o, B
Erschopfung
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Klassifikation : viele SMAs !

2=
‘\I Ir'.l
1 \

J Ben

A
" | SMA -1V

SMARD
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Proximale spinale
Muskelatrophien

Distale spinale

Muskelatrophien SMA vom Peronealtyp

SMA vom Unterarmtyp
Spinale Muskel- Bulbospinale SMA (Kennedy)
atrophien mit Skapulo-plus Formen
speziellen Distale juvenile SMA
Merkmalen (Typ Hirayama)

Jerusalem / Zierz (2003) andere Sonderformen
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Autosomal-rezessive proximale spinale Muskelatrophie
(5g-assoziierte SMA)

Vererbung : autosomal-rezessiv (25%iges Wiederholungsrisiko)

T
. | |l.

heterozygot heterozygot
I I I I * I I * I I *

homozygot heterozygot heterozygot homozygot
erkrankt gesund

Kinder
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Distale spinale Muskelatrophie
(genetisch heterogene SMA !)

Vererbung : z.B. autosomal-dominant
50%iges Wiederholungsrisiko

T
| Il

Mutationstrager gesund
erkrankt

Kinder
I _
Mutationstrager  gesund gesund Mutationstrager
erkrankt erkrankt
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Die Krankheit SMA -
therapeutische Perspektiven

Ursache und Pathomechanismen
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Autosomal-rezessive proximale spinale Muskelatrophie
(5qg-assoziierte SMA)

Chromosomale Lokalisation: 5q13

Gene: survival of motorneuron (SMN) !g
SMN1: kausal g s

SMN2: modifizierend .. ..

"""""‘ii—}f—g-g—'{—g-g— a§—

12

Mutation
Mutterliches Chromosom 5 Xlenln ‘;' HM—iE
—H—l S 13 14 5 t
_ﬁ_l S 7 l— '”-ﬂ:' —:l '—!':*2 - t
Vaterliches Chromosom 5
Mutation
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5q-assoziierte SMA - Klinisches Bild (Phanotyp)

SMA |

akut (Werdnig-Hoffmann)

SMA 1

SMA I

intermediar  mild (Kugelberg-Welander)

SMA Typ Erstmanifestation | motorische Fahigkeit Uberlebenszeit

| 0 - 6 Monate @ Sitzen 90 % < 2 J.

] 6 - 18 Monate Sitzen, @ freies Gehen 70 % > 20 J.

I >18 Monate freies Gehen, Rollstuhl kaum reduziert

IV (selten) | >30 Jahre geringe Einschrankungen nicht reduziert
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5g-assoziierte SMA - genetische Ursache (1)

Ursachlich:
Mutationen im survival of motor neuron 1 gene (SMN1)

Chromosom 5q

zentromerisch telomerisch
SMN2 SMN1
500 kb 500 kb
<< > < >

A Lefebvre et al. Cell (1995)
~ Schmutz et al. Nature (2004)
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DNA = NUUOVERY SRR = Protein

DNA

Exon 1 E:mn 2 Emn 3 E::l:ln 4
Promoter | Intran 1 Intron 2 Intron 3

Sene [OMA)

Transkription
pra-mRNA
S g g
Splicing
MRNA s | e

l Translation

Protein o00o0000
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5g-assoziierte SMA - genetische Ursache (2)

SMN1
100% VL - Produkt

Exon 1, 2a, 2b, 3- 6 Intron 6 Exon 7  Intro

SMN2 & w8 g/ A
10% VL - Produkt v

90% A7 - Produkt

e

Lefebvre et al. Cell (1995), Biirglen et al. Genomics (1996)
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5q-assoziierte SMA - genetische Ursache (3)

—— (SMN AT)

P
(SMN A@c»:’,.._
~—£SMN A7)
/,}ﬁq"
(SMN A7)

instabil
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5q assoziierte SMA - variable Auspragung (1)

SMA | SMA I SMA Il SMA IV
egrad |
H\\ SMN2
\
1-2 x SMN2
~90% <A
(-90%) 3(2&";2 4 x SMN2
(-50%)  4-6 x SMN2

(~100%)
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5q assoziierte SMA - variable Auspragung (2)

krankheitsmodifizierendes Gen
(,,modifier®)
krankheitsverursachendes Gen

SMN2 SMN1 SMN2 SMN2 SMN2 SMN2

T — T e e
Il ' O

chr. 5q11.2-13.3

' ws & -
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5q-assoziierte SMA - Pathomechanismus

SMNL1 Verlust,
SMN2 Kopien 21

Nervenzelle - . |
(Neuron) RS~ SMN Protein
y Defizienz
Nervenzell- |
fortsatz = “axonaler ’
( Axon ) x Defekt
Neuromuskulare l
" f & A KontaktfuBchen Degeneration der unteren

(Synapsen) Motoneurone

AT 1

Muskelschw ache und
-atrophie

Muskel-
fasern

2.03.2013 DGM - diagnosespezif. Fachtage-Symposium - SMA Heller, THG, UK Kéin



Die Krankheit SMA -
therapeutische Perspektiven

Therapeutische Strategie
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Strategie 1

=

o« SMN2-Kopie: potentieller therapeutischer Ansatzpunkt !

=> steigere SMN-Proteinsynthese von vorhandenen
SMN2 Kopien
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Strategie 2

=

e Alpha-Motoneuron: hochspezialisiert = hochempfindlich;
energieabhangiger Zelltyp

= unspezifisch neuroprotektiver Wirkstoff
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5q assoziierte SMA - variable Auspragung

Geringe intrafamiliare Variabilitat

e Meist identischer SMA Typ bei mehreren Betroffenen in
1 Familie

o Ausnahme: diskordante Familien:
Plastin 3-Gen = PLS3 1 bei beschwerdefreien Frauen

Science 320:524-7 (2008) Hum Mol Genet. 22:1328-47 (2013)

Fam. no. #482
LB no. BW 328 BW 329
PLS3
HPRT
(5 d) O i i »
- B-tubulin
BW 330 BW 331 BW 334 BIW 332BW333 H—— — [= =
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5q-assoziierte SMA - Pathomechanismus

PLS3 rettet Axonwachstum (SMA-Mausembryo, Zebrafisch)

Wilde-type

SMA + PLS3

2.03.2013

smn MO + PLS3 RNA

DGM - diagnosespezif. Fachtage-Symposium - SMA

Science 320:524-7 (2008)

Heller, IHG, UK Kéln




Strategie 3

=

e SMN2 und Plastin 3 sind beides protektiver Modifier

= finde weitere endogene protektive Modifier
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Rolle von Plastin 3 ?
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Intrapodial F-actin
&8 Lamellipodial F-Actin
- Filopodial F-Actin
B Axonal F-Actin

BB Tyrosinated MTs
B2 Acetylated MTs
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Strategie 4

=

e Axonales Zytoskelett (Aktin, Mikrotubuli) der Motor-
neurone stabilisieren

-> finde weitere chemische Wirkstoffe
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5q-assoziierte SMA - Pathomechanismus

SMA - multisystemische Erkrankung

primare oder sekundare Veranderungen auBerhalb des Nervensystems ?

2.03.2013

Eur J Hum Genet. 21:643-52 (2013)

Brain: human, mouse

Blood vessels:
5

Lung: mouse

*
Muscle: Human, / /4 Heart: hyman, mouse

. Drosophil ay \_Y
/ '/\ Bone: mouse

0

\_\

\ 1 Pancreas: human, mouse

Liver: mouse \ \\
I.'I \ "'u
Gastrointestinal tract: mouse

TRENDS in Molecular Medicne Heller, IHG, UK Kaln




Therapie der SMA ‘

‘mutiertes SMN1-Gen' ey oo
des SMN2 Gens

Nattirlicher Krank-
heitsverlauf ?

v “— (Expression, Splicing)

mRNA
Funktionsverbesserung
Lllt . (SMN-Stabilisierung,
lle ? Sl Iilwelli Interaktionspartner)
zellulare Besonderheiten der Ziel-
Fkt.-Storung zelle (Axon, Synapse,
l Nachbargewebe)
klinisch. Phanotyp Behandlungsrichtlinien,

Medikamente, Biomarker

2.03.2013
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Die Krankheit SMA -
therapeutische Perspektiven

Status Quo und Ausblick
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A nine-day-old untreated SMA mouse (left) and a nine-month-old SMA mouse given Isis’s antisense therapy (right).

www.nature.com/nm/ journal/v18/n11/pdf/nm1112-1602.pdf




Strategie 1

SMN2 Ssi‘l

I

o« SMN2-Kopie: potentieller therapeutischer Ansatzpunkt !

=> steigere SMN-Proteinsynthese von vorhandenen
SMN2 Kopien
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Therapie - Antisense Oligonukleotide (ASOs)

therapy -'.ﬁ:;,,;:,._ ;
B/
P
=,
|K}."
S
Introns

Exons Im SMA Mausmodell:

http://www.nature.com/nm/ journal/v18/n11/pdf/nm1112-1602.pdf

'l' 10d —~*400d max. ULZ!

Shortened SMN protein Full-length SMN protein (1 O% rad 90%)
I
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Therapie

- ISIS SMNg, - Studien

Phase 1 SD Study

Phase 3 Study Infantile-Onset
Phase 3 Study Childhood-Onset

$18M Milestone ‘

File NDA/MAA
NDA/MAA Approval/Launch

B nn progress
L] Upcoming http://www.isisp

$27M Milestone "
License Fee '

Regulatory Milestone Payment

ing_SMN_Poster.pd ..
_ _Poster.pdf &ln



Therapie - SMN-Protein erhohen

1.) Valproat: in Zellkultur nachweisbarer Effekt, inter-individuell
sehr unterschiedlich

== > Mehrere Therapiestudien (SMA | bzw SMA [I/111).
Keine unerwarteten Nebenwirkungen; allenfalls

subklinische Verbesserungen.
= keine weiteren Studien geplant!

2.) Salbutamol: 45 erwachsene SMA lll Patienten in kontrollierter
Studie uber 12 Monate:
melbare Verbesserungen einzelner klinischer
und Laborwerte.

=>» grofBere aussagekraftigere Studie in Italien
geplant ?
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Strategie 2

Motor Muscle
Neuron NMJ

« Alpha-Motoneuron: hochspeziliasiert = hochempfindlich;
energieabhdngiger Zelltyp

= unspezifisch neuroprotektiver Wirkstoff
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Therapie - unspezifisch neuroprotektiv

Olesoxime TRO19622

» korrigiert mitochondriale Funktionsstorung
» ermoglicht Uberleben von Nervenzellen in Kultur ohne NGF
> Phase Il Wirksamkeitsstudie (Okt 2010 -> Jan 2014)

~ 165 SMA 1I/1ll Patienten
3-25 Jahre alt, nicht gehfahig

multizentrisch

randomisiert doppelblind
2 Jahre Medikation; MFM-score
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3 |
e Axonales Zytoskelett (Aktin, Mikrotubuli) der Motor-
neurone stabilisieren

=  Zytoskelett-stabilisierende Wirkstoffe
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Therapie - Zytoskelett stabilisieren

Axon-Wachstum = = = Kontaktstellen zum Muskel

Fio. 893, —NERVE-FIBRES ENDING IN ABDOMINAL MUSCLES OF
RAT. Gold preparation. (Szymonowicz.) Magnified

170 diameters.

2.03.2013

(neuromuscular junctions)
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Therapie - Zytoskelett stabilisieren

Wirkstoff ,Y-27632

gesund
B 125 -

= W\T
== Smn2B/+ (vehicle)
=% Smn2B/+ (Y-27632 30 mg/kg)

100

™

>

E 751 —+— Smn2B/- (vehicle)

= == Smn2B/- (Y-27632 1 ma/kg)
SMA § o™ - Smn2B/- (Y-27632 30 mg/kg)

a

& 25+ l oy

D T T T T 1
0 25 50 75 100 125
Age (Postnatal Day) Bowerman et al.; HumMolGen, 2010, Vol. 19, No. 8
SMA +
Y-27632 im SMA-Mausmodel
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Virale Gen - Therapie

Spinal cord scAAVO-SM

SMA mouse

l

Spinal cord

7

e W

Neurites
die back

Atrophic '

muscle fibers oS-

Dead SMA mouse

Motor neuron

2.03.2013 DGM - diagnosespezif

. Fachtage-Symposium - SMA

$

SMA mouse

-\ More robust
neurite arborization

(

Rescued SMA mouse
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scAAV9-SMN Gen - Therapie

Einmalige (!) intramuskulare Injektion von viral verpacktem
menschlichen SMN7-Gen in SMA-Mause

a
100 1 .
= o= SMNdelta7
$ g0l == SMNdelta7 AAV9-SMN
@
S 60 -
Q
& 40 1
c
@
e 20 4
L4}
o 5
D L | L L

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Days

1.) Geplant: 6-10 SMA | Sauglinge mit stabiler Atmung in 2013
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Zellersatz - Therapie

2.03.2013

SMA-Patient tation

o 2.) Auto- Genetisgh korrigierte
menschliche Nervenzellen

wachsen im Ruckenmark

der Maus an.

Resultat:

50% verlangerte ULZ

Transplan-

. § V
4 Reprogramming

F:bmbiast cells \ “}f

ARG
LI“/' e asore
‘P ?,:,.y. _ljgu
VaRMe
iPS cells

1. ) Gezielte Genkorrektur im
Reagenzglas (,,ex vivo*)
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Zellersatz - Therapie

Vorsicht : Rechtsliicke in Deutschland !
| TRGHT_NMD HOME COMTACT US. MEMBERSHIP INMTRAMET TEXTOMLY |SEARCH e

MNeuraomuscular Network

ABOUT TREAT-NMD  NEUROMUSCULAR DISEASES  RESEARCH  IMNDUSTRY

Stem Cell Tourism

MEURCMUSCULAR DISEASES » STEM CELL TOURISM = STEM CELL TOURISM - HOPE WERSUS HYPE

ey Stem cell tourism - Hope versus hype: an online
guide
DUCHEMNMNE MUSCULAR
DTYETROPHY
In recent years the hype surrounding sterm cells and the hope they might bring to
SPINAL MUSCULAR patients with incurable diseases has grown at an alarming rate, We need to remember
ATROPHY that stemn cell treatments which make claims that are not based on valid science and

good clinical practice can be unethical and potentially harmful.
DIAGNOSTICS AND CARE
Clinics providing such stemn cell "therapies” and claiming to cure or improve the health

STEM CELL TOURISM of people with neuromuscular disorders (NMDs) without providing scientific proof of
these claims, only encourage false hope in patients, Clinics which charge large
amounts of money for these therapies may be fraudulent, as they use the hype
surrounding sterm cells to mislead people for financial gain.

Sterm Cell Taurism

Downloads

¥ Stem Cell Tourism -

Hnara marcns Hina

Stem cell tourism - Serman

Missbrauch
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Die Krankheit SMA -

1.) Alle Teile des Alpha-Motoneurons sind involviert.

2.) Evtl. keine rein neurologische Erkrankung
Rolle z.B. der primaren Muskelstorung unterschatzt ?

3.) Suche nach weiteren Modifier-Genen fuhrt
uns evtl. zu neuen Pathomechanismen.
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therapeutische Perspektiven

1.) Viele verschiedene potentielle Strategien.

2.) Erste Phase llI-Studien ca. ab Mitte 2014;
erste Medikamentenzulassung fruhestens 2017.

3.) Standard of care verbessern.

ClinicalTrials.gov

Agervioe of the U.5. National institutes of Health

2.03.2013 DGM - diagnosespezif. Fachtage-Symposium - SMA

]
i TREAT-NMD
Neuromuscular Network

Das Patientenregister

Eine Chance fiir Patienten
mit Spinaler Muskelatrophie

Heller, IHG, UK Koln
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SMA - Forschung
Uberblick

» Fortschritte im Verstandnis der molekularen Krankheits-
mechanismen (Grundlagenforschung)

> Vielfaltige Ansatze fur potentielle Therapien !
» SMA beispielhaft fur andere Erbkrankheiten !
> Ubertragbarkeit vom Tiermodell auf den Menschen ?

» Mangel an molekularen Biomarkern / klinischen Verlaufs-
parametern !

» Qualitat der interdisziplinaren Grundversorgung standardisieren !

Dankel

DGM - diagnosespezif. Fachtage-Symposium - SMA Heller, THG, UK Kéin



