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Personalisierte Gentherapie wird fur LGMD zur Realitat
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1. Die prazise genetische Diagnose!

50 Typen von LGMDs

NGS und Exome Sequenzierung —» eine prazise Diagnose in 50-80% der Patienti*nnen

Warum gibt es noch undiagnostizierte Falle?
e Ursachliche Varianten wurden identifiziert aber falsch interpretiert

1 I O\
 Komplexe Genetik mit mehr als einem verantwortlichen Gen.

* Neue Gene, die noch nicht in den ,,Panels” enthalten sind. Vielleicht viele neue Gene mit jeweils nur wenigen
Fallen. Internationale Kohorten sind erforderlich

SCREEN °
4CARE

The Screen4Care
Dual approach

: &

G . Genetic Newborn Digital Solutions
Screening (NBS
T g (Nes|
Savarese M, et al. Neuromuscul Disord. 2015 V::l::f;:::::;:m
Ghaoui R, et al.. JAMA Neurol. 2015 (Virtual Clinic)

Savarese M. unpublished results, Folkhdlsan Research Center, Helsinki, Finnland
Fiorillo C. unpublished results , Gaslini Institut, Genoa, Italien
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€ 2. Zugang zu Muskelzellen mit hohem Regenerationspotenzial

Muskelbiopsie

(=Y =
. S
| &= (e =
‘ v
* 100% Muskelstammzellen cells |
* hohes Regenerationspotenzial w B
(= =
e |P: Charité/MDC (DE10 2014 216872), 2015 PCT Muscle Manual Hypothermia Native 0|igoc|0na| Longterm
(WO 2016/030371), since 2017 national phase EU, . . . o cell colonies storage
UsS, JPN e Marg et al., J Clin Invest, 2014 » Marg et biopsy RS 3C; 7 days

al., Nature Communications, 2019
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0: 2. Neues Pilot Labor der Abteilung fir Muskelforschung

Bei der Isolierung der Muskelstammzellen kontrollieren wir und optimieren jeden Herstellungsschritt auf
1 |

» Sauberkeit
» Reinheitsgrad
> Effizienz

08.10.2023
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%o 3. Gene editing: die prazise Korrektur der Mutation
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Erkrankte Y
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DNA double strand break (DSB)
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A Classical CRISPR/Cas9

Cas9 sgRNA
DNA

—\W
/‘\D

DSB B sB
— — = .
— _ micro
* Donor template homologies
NHEJ MMEJ
JHDR*
Nucleotide " Precise  Predictable
insertion DNA repair small deletions
or deletion

Bild von Dr. S. Muthel

B Base Editing
Cas9

MNA
DNA
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V] |
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© DNA
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3. Gene editing: personalisierte Methoden
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3. Gene editing: a-Sarkoglykanopathie

%

NEREIL.EN. B

-

L D I? Il _____SGCAexon2

I:I O Trager AGCCTTCCTGAGCATGTCNGTGAGC

L . . Erkrankt | A / \

4

het. c.157G>A

SGCA exon 7 ]

TGTGCNGGTGGATAAGTCAGTGCC

A

H.Escobar JCI Insights 2021 het. ¢.748-2A>G
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3.Reparatur der SGCA-Mutation in Patient-Muskelstammzellen

Patient MB - w/o gRNA

v

Patient/ Carrier MB ) ~g cont

<:> A TGTCNGTGAGCGGCCTGATC
— — Venus+
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5-CCTGAGCATGTCAGTGAGCGGCCTGAC CAC-3
3-GGACTCGTACAGTCACTCGCCGGACTGTCCGTG-5'
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H.Escobar JCI Insights 2021
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3. SGCA c.157Grep Zellen: exprimieren Sarkoglykan (A), lassen in vivo menschliche
Myofasern entstehen (B), bilden neue Muskelstammzellen (C)

Control MT Patient MT Patient c.157Grep MT

nu Lamin A/C

Hoechst o-SG

H.Escobar JCI Insights 2021 Gazzerro, LGMD-Tagung 25-27 August 2023, Lobbach
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MRNA Molekil

Cap[SUTR] __ SpCas9 _ [3UTR [PolyA>

e

synthetic sgRNA#1

(e, 3. Gene editing: Calpainopathien

28 Patienten in unserer HSA

patient PHSats

J

GCCTGC

Unedited

c.550delA

CGTACAACAAT CAACT

Edited

hu Spectrin Hoechst + bright field

» >

+ Hoechst

\
»
.{

S.Mithel Mol. Therapy 2023
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4. Analyse der Off-Target Gen-Editierung

Menschliche Genom 3,200. OOO 000 bilionen Basenpaare

Synthetic sgRNA guide
20-22 Basenpaare

il
AcTRARETTATGGARTTENAAGH

B|Id vom The New York Tlmes 2016
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o it 4. First in human klinische Studie mit Transplantation
autologer ex vivo gen-editierter Muskelstammzellen

@
< 'lr > -
‘OV Oh ~

bASKet phase 1a/2 klinische Studie:

\ e Sicherheit

o * Wirksamkeit
® " 3 o’ - e
Erkrankte
Muskelstammzellen
Yearinreview
Korrigieﬂe https://doi.org/10.1038/s41591-022-02132-3
Myoblasten 11 clinical trials that will shape
medicinein2023

W Check for updates

Nature Medicine asks leading researchers to name their top clinical trial for 2023, from cervical
;‘Qt Ly | T, !99 and prostate cancer screening to new drugs for Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease.
RuvC . o
Nature Medicine 28, 2444-2448 (2022)

DNA double strand break (DSB)

Gazzerro, LGMD-Tagung 25-27 August 2023, Lobbach 13



Size 4, bASKet-Studie

Patient mit bestétigter LGMD?,
editierbare Mutation und kein g-off-target?

'

Skelettmuskelbiopsie mit anschlieRender
Generierung einer reinen (>90%)
Muskelstammzellpopulation unter GMP3

Entsprechende Mutationen:

'

* CAPN3 c.550delA
* SGCA c.157G>A

Ex-vivo-Gen Editierung mit mRNA-basierter
CRISPR/Cas9-Technologie unter GMP

* SGCA c.739G>A

\

* SGCA c.229G>A
 DYSF c.4872_4876delinsCCCC

Quantifizierung der genkorrigierten
Muskelstammzellen (GenPHSats)

e DMD c.9G>A

p-off-target-Analyse*
Qualitatskontrolle

ja nein

Ausreichende
Anzahl von

\

nein

Sicherheits-

GenPHSats

A 4

bedenken

l,-a

Keine Intervention

Intervention 1 (Sicherheit)
Injektion von GenPHSats
gefolgt von einer Muskelbiopsie

v

Intervention 2 (Wirksamkeit)
Injektion von GenPHSats gefolgt von
Muskelkraftmessungen

'

Beobachtungszeitraum
Sechs Monate bis 12 Jahre

Keine Intervention

‘

Langfristige,
arzneimittelgerechte
Einlagerung von GenPhSats

Abkiirzungen

1 LGMD, Gliederglrtel-Muskeldystrophie

2 c-off-target, off-target-Analyse in Kontrollproben
3 GMP, gute Herstellungspraxis

4 p-off-target, personalisierte off-target-Analyse
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5. CRISPRs-Cas9 Therapie in vivo

el '|F@‘5“x\ %

<@I5'UTRI SpCasd__[3UTRPoyA>
Tnvvmﬁ

synthetic sgRNA#1

\x/ )

DNA double strand break (DSB)
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Go i 5. CRISPR-Cas9 Therapie in vivo: Herausforderungen

. @

‘k)f\‘ 9, )
%m)}‘ U)/'

B
In-vivo-Lieferung der gene-editierenden Wirkstoffe
O e = &
* Die Transportvehikel missen ihre Ladungen vor
dem Abbau in vivo schutzen.
* Die Transportvehikel mussen die Zielzellen binden

©

O,

Y@
2 4

 Transportvehikel missen die Membran del

D
/—»\ Zielzelle durchqueren und ihre Fracht freisetzen.

A. Raguram Cell 2022
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5. CRISPR-Cas9 Therapie in vivo: Vehikel

Virale Vektoren

Risiken:

Immunogenitat,
Verlangerte Expression
Off-Target-Gen-Editing
Mogliche genomische

Integration

Dosislimitierende
Toxizitat

Lipidnanopartikeln

mRNA encoding gene
editing agent

NN

Chemically modified
guide RNA

Zu prufen:

« Erzielung von Muskelgewebe

 Effizienter Eintritt in die
Muskelzellen

Y

Virus-like Partikeln
mRNA-packaging VLP

.....

e

gag-RBP:mRNA—/
cargo

Retroviral gag RBP 1 t mRNA cargo

Eine neue Methode, die sich noch in
der praklinischen Phase befindet

A. Raguram Cell 2022
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Bild von S. Krischna

5. ex vivo und in vivo Gen-Editierung

Patient-Mutation

08.10.2023
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o Herausforderungen

Gegenwart ' Zukunft

* Ex Vivo: die Verfligbarkeit von Musklezellen ¢ friher Zeitpunkt der Biopsie, Minimierung

in friihen Passagen und mit hoher der Belastung, Verbesserung der Zell-
Regenerationsfahigkeit ist begrenzt Expansion

* In-vivo:preklinische Studien zu den e Klinische Studien
Lieferung-Technologien |

* Entwicklung und Validierung der Analyse * Klinische Anwendung
fir Off-target Gen-Editierung |

Herstellung nach arzneimittelrechtlichen Standards
Finanzierung

1
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W6, Digitale Messungen in klinischen Studien

* Entwicklung neuer Studienendpunkte

* Beschleunigung der Planung/Design und Rekrutierung der Studien
e Befahigung der Studienteilnehmer

« Kontinuerliche Uberwachung=> >Sensitivitat Xy

Heute Morgen gy
o o o o o - "
ARARAR ap- + [Frol B
,.. ‘ T P RO M S DNA double strand break (DS8)
N = I - U

I’}@by ‘o) J_l.
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09:33
Kirschen pflliicken

Losung: App "suMus”, Summe der Muskelaktivitat SUMUS

< Abbruch

Kirschen pflicken

Wdh.

09:33 .' v ¢ " | < Abbru(;h 09:33 -. 5 v.‘ ‘ " { Zuruck 09:36

. Zeit zum Ausruhen
Wie anstrengend war

diese Ubung fir Dich ; -\
heute? L /\

zu leicht I8 2 Sie haben fir heute genug

getan, ruhen Sie sich ein
wenig aus

leicht

Trainingsende

09:33
Kirschen pfliicken

—tt B _—

Training starten

Exercises

Feedbacks

\ 4

Patient

nanai richtin

Movement data -feedbacks

f ) N
=M@=
SUMUS
Exercise plan 80 exercises for trunk,
) g limbs, respiratory
h muscles
Feedback for
Thera pist exercises L — y

Exercises, Breaks

21


https://thenounproject.com/term/person/692568
https://thenounproject.com/term/therapist/1592109

<l

Unsere Einsicht SUMUS
Um nutzliche Daten aus der realen Welt zu sammeln, ist eine
vertrauenswurdige Gemeinschaft der Schlissel

Patienten Therapeuten

Pharma



0: Frage: Entspricht suMus den Bedurfnissen der Patienten? SUMUS

Gemeinschaftliches Bauen

. . .y Difficulty level m April
50 Patienten mit ZNMD o = May
sieben Monate lang auf der SuMus-Plattform i 60% ® June
§ 50% m July
o H Aug
>
< 30% = Oct
€
g 20%
u6 10%
X 0% “llln III | P ||.||I-
too easy easy justright hard toohard n.a.
. Pain level m April Fun M April
x100A> = May ' % 60% H May
O M June
8 80% Wlune | 8 s0%
gel M July ©
Q <))
Q@ 60% WAug Q 40%
> ° M Sep =
< = Oct = 30%
c 40% S
g £ 20%
‘G 20% S 10%
S latdl | | %
0% IIII.II P IIII 0% IIII.._
no some alot n.a. no some alot n.a.
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Patienten-Antworten

How did you feel about the communication

with your therapist through Did your therapy change with suMus?
the suMus platform?

I much worsened

1 worsened

(= same

B improved

B very much improved

B very unhappy
[ unhappy

@ halbway

B happy

B very happy

Could you integrate suMus in your daily rotine? Do the suMus exercises fit your daily routine?

B no absolutely

[ absolutely not fitting
1 no, not easy O not fitting
= halbway 1 none of the two
B yes, well B fitting
B yes,very well Bl very fitting




@ vusc.e : : <f>
O i Pilotstudie: Bewegungsdaten SUMUS

Studienaufbau: 15 gesunde Probanden testen die suMus-App in einer Stoffwechselkammer

Ruhe Ubung 1 Pause Pause  Ubung3 Pause  Ubung4
30 min 10 min. 10 min 10min _ 10 min. 10 min , 10 min.

“ IEJM_US_OH I?UMUS_Oﬂ-l I?UM_US_Oﬂ.l IEJMUS on

15 bp/min
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Exercises

Exercises

Exercises
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00““” SuMus-Potenzial SUMUS

Gute Anwendungen Zufriedene Patienten Zeit sparen
die zuverlassige mit Zugang zu verbesserter
Daten liefern Versorgung und neuen

Therapien

LGMD-Tagung 25-27 August 2023, Lobbach 27
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O Ausblick in die Zukunft

* Die klinische Studie bASKet wird die Sicherheit und Wirksamkeit der
Transplantation von autologen ex vivo gen-korrigierten Muskelzellen in
LGMDs prufen

* Eine ex vivo Zell-basierte Therapie konnte daraufhin flr spezifische
Muskelgruppe adoptiert werden

* Eine kombinierte ex-vivo un in vivo Therapie kann in der Zukunft nicht
ausgeschlossen werden

* Fur jede spezifische Mutation stellen wir eine zukliinftige systematische
Analyse fur Genkorrektur, Off-Target-Profil und biologische Sicherheit vor

e suMus ist ein neues intuitives, benutzer-freundliches digitales System, das
genaue Arm-Metrikdaten bei langsamen Armbewegungen liefern kann.

Gazzerro, LGMD-Tagung 25-27 August 2023, Lobbach
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CHARITE -
DELBRUCK

Muscle Research Unit CENTER

Head: Prof. Dr. Simone Spuler
https://www.mdc-berlin.de/spuler

Patient care Our topics

2500 patients in Charité

) .. Human muscle stem cells
muscle outpatient clinic

ATMP— new therapies
Diagnosis, follow-up, and

supportive care Muscular dystrophy

Gene editing
Patient empowerment

Clinical trials
.-

u / % Bundesministerium
MUST M | fiir Bildung DFG SPARK o
Ul'ld FDFSChUﬁE Ec?rtfhc:r?gsgememschaft BIH SUMUS

; BERLIN Else
s 4
b et UND VERNETZUNGSFONDS VON SGK INSTITUTE Kroner
HELMHOLTZ STIFTUNG OF HEALTH Fresenius
/ GISELA KREBS Charité & Max Delbriick Center Stiftun g
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Primare
Muskelzellen |

Dr. rer. nat. Andreas Marg Janine Kieshauer, M.Sc. Leitende Technische Assist.
Prof. Dr. Simone Spuler

Leiterin der Arbeitsgruppe

Gene-Editing

Danke fur Ihre
Aufmerksamkeit!

Off-Target Analyse

Dr. rer. nat. Helena Escobar Fernandez Dr. rer. nat. Stefanie Muthel

Dr. rer. nat. Robin Graf Christian Stadelmann PhD. Stefanie Haafke MTA

Hochschulambulanz
suMus Projekt
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