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 Genetische Veranderungen in Gerinnungsfaktoren

« Nachweis genetischer Veranderungen, genomweite
Analysen und Genom-Edition in der Hamostaseologie
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Wir wissen heute, dass die pathologischen
Veranderungen bei hamostaseologischen
Erkrankungen zu einem grofRen Teil genetisch
bedingt sind

Genetische, genomische und epigenetische
Untersuchungen sollten es ermoglichen, die
Ursachenfindung zu verbessern und neue
Behandlungsoptionen zu identifizieren
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Ein paar Fakten

 Das menschliche (haploide) Genom besteht aus etwa
3 Milliarden Nukleotiden und jedes davon kann mutiert

sein
« Mittels (genomweiter) Sequenzierung konnen Mutationen
gesucht und die Ursache des Defekts identifiziert werden
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Identifikation von Mutationen - DNA
Sequenzierung

Methode zur Bestimmung der
Abfolge der Nukleotidbasen (in einem bestimmten DNA-
Abschnitt)

Identifikation von Abweichungen von der ublichen
Abfolge

Feststellung der Position der Mutationen und Bewertung
ihrer Bedeutung
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Sequencing According to Sanger

Enzymatic method based on incorporation of chain-
terminating dideoxynucleotides by DNA polymerase

Most widely used sequencing method for
approximately 25 years
Now, Sanger sequencing has been replaced by NGS -
methods, e.g. for large-scale, automated DNA
analyses

Sanger sequencing is still in use for long contiguous
DNA sequence reads (>500 bp) and for confirmation
analysis
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Molekularbiologie in der
Hamostaseologie -
Identifikation genetischer
Veranderungen in Gerinnungsfaktoren
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Mutationen in Genen des
Gerinnungssystems

 Grofe Deletionen und Insertionen (im kb-Bereich)
« Kleine Deletionen bzw. Insertionen (<100bp)
« Strukturelle Veranderungen, Inversionen
 Punktmutationen (Missense und Nonsensemutationen)

 Polymorphismen (SNPs, STRs)
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Sequence Alterations

The genetic sequence can be altered
(mutated) in many ways

The most common genetic variations involve
single base exchanges in the DNA - point
mutations (misspelling)




Mutationen im Protein C Gen
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Missense Mutations in Factor Vil
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Point Mutations
in the F8 Gen
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Reitter et al. Causative mutations in patients with hemophilia A in Austria
Thromb Haemost 2010; 104:78-85
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Inversion in Intron 22
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Ca 43% der Patienten mit schwerer Hamophilie A haben
eine Inversion im Intron 22 des F8 Gens
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Mutations Severe HA Moderate HA Mild HA Patients with inhibitor

Intron 22 inversion 71 0 0 13

Intron 1 inversion 4 0 0 1

Small deletion 13 0 0 3

Small insertion 0 1 2

Large deletion 2 0 0 1

Missense 28 19 30 8
Splice site 10 16 0 2
Stop 13 1 1 1

Missense +

small deletion 3 0 0 0
Unknown 1 0 2 0

150 36 34 31
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Hamophilie B

Genetische Ursachen fur Hamophilie B sind fast
immer Punktmutationen, die durch Sequenzanalyse
des F9 Gens nachgewiesen werden konnen
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Mutationen im von Willebrand Faktor Gen
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Bellissimo DB et al. Blood 2012;119:2135-2140
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von Willebrand Syndrom

Typ 2N

Rezessive Vererbung

Mutationen in der FVIIl Bindungsregion (meistens Exon
18-20)

Durch unzureichende Bindung und Stabilisierung des
FVIIl — Verminderung der FVIIl Spiegel (auf 1% bis 20%)

Mutationssuche bei Patienten mit leichter Hamophilie
ohne Mutation im F8 Gen
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Sequenzanalysen

« Verstandnis der molekularen Mechanismen
 Information uber funktionell bedeutende Domanen

 Information uber Interaktion zwischen
Gerinnungsproteinen und Liganden

 Die Auswertung der genomweiten Sequenzierung ist
komplex, da sich die DNA Sequenzen von zwei Menschen
an etwa jeder 1000-sten Base unterscheiden

* In jedem individuellen Genom finden sich uber 3 Millionen
Einzelbasen-Sequenzvarianten im Vergleich zum
Referenzgenom
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Die molekularpathologischen
Veranderungen bei
hamostaseologischen
Erkrankungen sind sehr heterogen
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Mutationssuche ist keine Initialuntersuchung -
hilft nach phanotypischer Abklarung die Diagnose
abzusichern




In Hamostasefaktor-Genen finden sich

zahlreiche ,,Single Nucleotide Polymorphisms*
(SNPs)

Verantwortlich fur ca. 90 % der genetischen
Heterogenitat
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Single Nucleotide Polymorphisms

e Genetische Varianten an einer definierten
Position des Genoms oder eines Gens

* Im menschlichen Genom wurden bisher ca.
38 Millionen SNPs identifiziert

 Viele SNPs sind haufig (> 1% in einer bestimmten
Population)

 Die meisten SNPs findet man in intragenischen
Bereichen - deren Funktion ist oftmals unklar
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Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs

Konnen funktionelle Auswirkung haben - z.B.

Anderung der Aminosduresequenz (hnon-synonymous
SNPs)

SNPs konnen auch die Regulation von Genen
(Promoter), das Spleissen, oder die RNA Prozessierung
verandern und die Proteinkonzentration beeinflussen

Effekte (“gain of function or loss of function”) sind
meist klein
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Faktor V Leiden Mutation

Variante fuhrt zu ineffizienter Inaktivierung des FV
durch aktiviertes Protein C — APC Resistenz

1 I

Arg 306 Arg 506 Arg 1765
|
Arginine === Glutamine
CGA G1691A CAA

Pravalenz bei Kaukasiern 3-6%
7-faches venoses Thromboserisiko

() MERIZRSSE e Bertina RM et al. Nature. 1994;369(6475):64-7.




Prothrombin 20210G>A

1996 Identifikation der Prothrombin 20210G>A
Variante
Pravalenz bei Kaukasiern 1-2%

O —

5'UTR \Coding Region (Exons + Introns) 3’UTR

Poort SR et al. Blood. 88:3696, 1996
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Prothrombin 20210 G>A Mutation -
Auswirkung auf Plasmaspiegel

Genotype Prothrombin Concentrations
95% 95-104% 105-115% 115%

(number of individuals)

AG 0 0 2 9
GG 134 125 116 88

3-faches venoses Thromboserisiko

(D) HERESS Poort SR et al. Blood. 88:3696, 1996




Polymorphism in Factor 8 Gene

SNP in B-domain of FVIIl (D1241E, 3951C>G) associated with coagulation
FVIIl levels

D-allele: increased FVIII:C levels

Viel KR et al. Blood. 2007;109:3713-24

Elevated factor VIII (FVIII) levels are a risk factor for venous thrombosis

Family studies suggested that the G allele of the 3951C>G (Asp1241Glu)
FVIII polymorphism is associated with lower FVIIl activity

Scanavini D et al. Thromb Haemost. 2005;93:453-6.
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Polymorphismen im P-selectin Gen

P-selectin ist hochpolymorph
Polymorphismen in der kodierenden Region
V168M, S290N, N562D, V599L, T715P
und in der Promoter Region (-1817T>C,-1969G>A and-2123C>G)
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Gene Variations in P-selectin (SELP)

* P-selectin SNP at amino acid position 715 leads to
Threonin > Prolin exchange (Thr715Pro)

-> associated with lower sP-selectin plasma levels

- may have a protective effect for myocardial infarction
and stroke - Data is conflicting

Barbaux et al, Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001;21(10):1668-73
Volcik et al, Atherosclerosis 2006;186:74-9

Carter et al, J Thromb Haemost 2003;1:1718-23

Bugert et al, Clin Chem Lab Med 2004;42:997-1004

Kee et al, Heart 2000;84:548-52
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state. Thromb Res 131; 2013

MEDIZINISCHE

UNIVERSITAT WIEN




Polymorphisms in the Fibrinogen Genes

Increased plasma fibrinogen levels are risk indicators for
myocardial infarction, stroke, and thrombosis

Association of 3-fibrinogen gene polymorphism and plasma
fibrinogen levels exists

The B fibrinogen gene G-455A polymorphism was associated with
the risk of CHD
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Genome-Wide Association Analysis

Genome-wide association studies (GWAS) is a major
method to study the genetics of complex diseases
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Genome-Wide Association Studies - GWAS

Patients \

Non-patients
"
> >
Patient DNA Non-patient DNA
Compare
$ . differences 1
Soss 1 to discover sesis 3t
SNPs associated T 3
with diseases
Disease-specific SNPS Non-disease SNPS
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Complete Genome-Wide Association
Analysis

GWA studies compare the DNA of participants having varying
phenotypes for a particular trait or disease

From each sample millions of genetic variants are read using
SNP arrays
If one type of the variant (one allele) is more frequent in
people with the disease, the variant is said to be associated
with the disease
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GWAS Analyses

SNP1 SNP2 SNP...
Cases Cases Repeat for all
‘ Count of G: Count of G: SNPs

2104 of 4000 1648 of 4000

Frequency of G:| Frequency of G:

52.6% 41.2%
\ Controls ) Controls \
Count of G: Count of G:
2532 of 6000

} 2676 of 6000

|

Frequency of G: | Frequency of G:

‘ 44.6% ‘42.2% ‘
‘ P-value: .P-value: ’
5.0-101° 0.33

@ MEDIZINISCHE
UNIVERSITAT WIEN | asse Folkersen https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=180625623¢




SNPs associated with VTE

Locus SNP OR Phenotype

ABO [O, A2] vs [A1, B], rs2519093 1.50 T VWF, 1 VIII

F2 rs1799963 2.50 T F2

F5 rs6025 3.00 Resistance to APC
F11 rs2036914, rs2289252 1.35 T F11

FGG rs2066865 1.47 | FGG

GP6 rs1613662 1.15 T platelet activity
KNG1 rs710446 1.20 | aPTT

PROCR rs867186 1.22 T PC

SLC44A2 rs2288904 1.19 unknown
STXBP5 rs1039084 1.11 T VWF

TSPAN15 rs78707713 1.28 unknown

VWF rs1063856 1.15 T VWF

UNIVERSITAT WIEN
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SNPs/Mutations and Thrombophilia

Inherited genetic factors, such as factor V Leiden, G20210A
prothrombin mutation, antithrombin, protein C or protein S
deficiencies, non-0O blood group, as well as CYP2C9*2 and the
rs4379368 mutations, have been identified as genetic predictive risk
factors of VTE
VTE risk increases when multiple risk factors are present
simultaneously

Screening of the genetic biomarkers is not able to assess the
phenotypic expression of the risk

J Douxfils et al. Semin Thromb Hemost 2020; 46(08): 872-886
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Novel Susceptibility Loci for Venous
Thromboembolism

Meta-analysis of GWAS data from 18 studies (30 234 VTE cases and 172 122
controls) looking at 12 923 718 genetic variants and VTE

Identification of 34 independent genetic signals for VTE of which

14 were newly reported associations
11 newly associated genetic loci (C10rf198 - Chromosome 1 open reading
frame 198, PLEK - Pleckstrin, OSMR-AS1 - OSMR antisense RNA 1,
NUGGC/SCARAS - Nuclear GTPase SLIP-GC/Scavenger receptor class A
member 5, GRKS - G protein-coupled receptor kinase 5, MPHOSPH9 - M-phase
phosphoprotein 9, ARID4A - AT rich interactive domain 4A, PLCG2 - 1-
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2, SMG6 -
Telomerase-binding protein EST1A, EIF5A - Eukaryotic translation initiation
factor 5A-1, and STX10 - Syntaxin-10 ) and 3 new signals in 3 known genes

() MERIZRSSE e Lindstrom S et al. Blood. 2019;134:1645-1657




Identifikation von neuen Varianten

« GWAS ermoglichen ein besseres molekulares Verstandnis
zahlreicher haufiger Erkrankungen

 Die neu-entdeckten Varianten, die mit einer Krankheit assoziiert
werden konnen, befinden sich aber oft auBerhalb der
kodierenden Region eines Gens, oder in Genen, die noch nicht
annotiert wurden — Interpretationsproblem!
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Whole exome sequencing in patients with a
bleeding diathesis

Whole exome sequencing (WES) of 126 OMIM genes was used for routine
diagnostics of patients with thrombocytopenia (n = 17), platelet function
disorders (n = 19) and unexplained bleeding tendency (n = 51)

Eighteen variants were detected in 15/87 patients in MYH9 (myosin 9 gene, two
cases), SLFN14 (Schlafen family member 14), P2RY12 (purinergic receptor
P2Y12) and GP9 (glycoprotein 9)

Combined carrierships e.g. F7 and F13A1 variants or F2, F8 and VWF can be
identified

Discovery of combinations of (novel) genes that predispose to bleeding will
increase the diagnostic yield in patients with an unexplained bleeding diathesis

@ UNIVERSITAT WIEN Saes JL et al. Haemophilia. 2018 Nov 15.




Exome Sequencing in der Diagnostik

Untersuchung z.B. von kodierenden Sequenzen

Das gesamte Exom macht nur ca. zwei Prozent der DNA
aus und ist viel hoher konserviert als die ubrige DNA

Dennoch muss man mit etwa 20.000 bis 50.000

Sequenzunterschieden (Varianten) zwischen
2 Personen rechnen
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Characteristics of Successful
Sequencing

- Well-formed, distinctive single coloured peaks
* Evenly separated
 Absence of background signals

Requirements

e Appropriate template and primer concentrations
e Excellent purity of DNA and template
e Optimum primer design
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NGS in der Diagnostik

* Ohne klinische Hintergrundinformation kann man die fur
eine Erkrankung verantwortliche Sequenzvariante bzw.
Mutation oft nicht/schwer erkennen

 Bei komplexen Erkrankungen wird meistens die ,,targeted-
exon-sequencing“- Technik eingesetzt

 Es werden gleichzeitig die kodierenden Sequenzen mehrerer
Gene, die fur eine Erkrankung relevant sind/sein konnen, auf
Mutationen getestet

 Eine genomweite Diagnostik ist in der klinischen Praxis
derzeit noch nicht moglich
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NGS

Limitationen

Die meist sehr kurzen Einzelfragmente mussen nach der
Sequenzierung geordnet und unter Zuhilfenahme des bekannten
menschlichen Referenzgenoms aneinandergereiht werden

Hoch homologe Regionen konnen nicht akkurat zugeordnet
werden

MEDIZINISCHE
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Interpretation of the Results of NGS

Coverage issues have to be considered - they can be
responsible for false negative findings

Regions of the human genome that cannot be accurately
determined: regions where the reference genome contains
errors or has not been annotated yet, regions with multiple

reference haplotypes, and tandem repeats that extend
beyond the sequenced read length

MEDIZINISCHE
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Ethische Probleme

Es ist nicht geklart, wie man mit Zusatzbefunden umgeht bzw.
wie man die vielen zu erwartenden Varianten, deren Bedeutung
man derzeit nicht kennt, den Patienten erklart, z.B.
verschiedene somatische Mutationen, deren Relevanz nicht

klar ist

PERSC WORT’AN ity
JWERTIDEE 558 -
“58%%%&%%%% e
 Vielversprechende Forschungsdaten ~Tels

sind eine starke Motivation, die offenen Kow’/{o‘NM‘hb P

- AL MOTIVATEON &
Fragen zu losen INTEGRITAET. 78
MORAL"
PRINZIPIEN;

KONZEPT

<CHD.§'I'!H-4

__L'é»‘m

ETHISCH
MORAESCH

MEDIZINISCHE
UNIVERSITAT WIEN



Genomic Testing

Genomic testing has greatly enhanced our diagnostic repertoire for
hemostatic diseases

Large databases have been developed to associate the new genomic
information with phenotypic features on a population-wide scale

Genome-wide association studies in heritable thrombophilia showed that
some of the genetic variants that are included in thrombophilia testing are of
no clinical relevance - new variants may be considered

Mild bleeding disorders that were previously considered to have a monogenic
basis seem to have an oligogenic etiology
The use of this so-called "big data" requires new bioinformatics tools

Gomez K. Semin Thromb Hemost. 2021;47:174-182
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NGS

Mit der Sequenzierung des gesamten Genoms (WGS),
der Sequenzierung des gesamten Exoms (WES) und
der Sequenzierung von Gruppen von Zielgenen (TGS)
wurden groBe Fortschritte auf dem Gebiet der
Hamostase und Thrombose erzielt

Mit NGS wurden mehr individualisierte molekulare
Diagnosen von erblichen Gerinnungsstorungen
moglich und es wurde eine solide Grundlage fur die
patientenspezifische Therapien gelegt
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Genom Edition in der
Hamostaseologie
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@

Genom Edition

Molekularbiologische
Identifikation klinisch relevanter
Varianten - Voraussetzung fur die
Genom Edition

Die zielgerichtete Korrektur von
Mutationen durch Zinkfinger-,
TALEN oder CRISPR-Cas-
Nukleasen hat eine neue Ara in
der Gentherapie eingeleitet

Mit diesen Technologien wurden
neue Behandlungsoptionen fur
verschiedene Erkrankungen
moglich
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CRISPR/Cas9 bei Hamophilie A

« Korrektur der haufigsten Mutation bei Hamophilie A
(Inversion Intron 22) in iPS Zellen eines Patienten

 Edition der humanen iPSCs Zellen durch Korrektur der
Inversion im Intron 22

 Nachweis der erfolgreiche Korrektur der genetischen
Mutationen durch Testung in einem Mausmodell

Park C-Y et al. Cell Stem Cell 2015;17:213
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CRISPR-Cas9 Behandlung von iPS Zellen eines
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Genome Editing

Gene editing has permitted intervention at the DNA level
through the specific recognition, cleavage, repair/correction of
target sequences

Rescue of altered pre-mRNA processing through engineering of
spliceosome components able to promote correct exon
recognition and synthesis and secretion of functional proteins

Rescue of protein synthesis/function through the induction of
ribosome read through or correction of folding defects caused
by amino acid substitutions

D Balestra, A Branchini. Int J Mol Sci. 2019; 20:3036.
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Next Generation Sequencing und
Genome Editing sind
zukunftsweisende Technologien fur die
Hamostaseologie
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Gene Therapy
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First approved human gene therapy trial was conducted
by Rosenberg et al. in 1989, with retroviral vectors to
deliver the gene coding for resistance to neomycin to

patients with advanced melanoma
Rosenberg S.A. et al. 1990. N. Engl. J. Med. 1990; 323 (9), 570-578

Today essentially five viral vectors are used: Adenovirus
(AV), Adeno-Associated Virus (AAV), Lentivirus (LV),

Retrovirus (RV), and Herpes Viruses (HSV)
Gupta et al. J. Pharm. Sci. 2021; 110 (5), 1915-1920.

There are still only few approved gene therapy drugs
Lapteva et al. Mol. Ther. Methods Clin. Dev. 2020; 19, 387-397.

In 2020, Lu et al. delivered the first regularly interspaced
short palindromic repeats (CRISPR)-edited T cell therapy

for patients with refractory non-small-cell lung cancer
Lu et al. Nat. Med. 2020; 26 (5): 732—-740.



The first successful hemophilia gene therapy study
was conducted in 2011

This phase FIX gene transfer trial has now been
ongoing for a decade

The patients have maintained FIX levels of
~0.05 IU/mL (by one-stage clotting assay and a
FIX:Ag immunoas-ssay), and their bleeding events
and requirements for exogenous FIX replacement
have been reduced

P Batty and D Lillicrap. Intnat J of Lab Hematology Review 2021



Clinical trials in hemophilia B using adeno-associated virus
(AAV) vectors to transfer functional factor IX (FIX) have
reported increases in FIX activity to functional levels, reduced
bleed frequency, and a lessening of the need for costly FIX
replacement

Most clinicians have limited experience in this area — how to
open dialogue about gene therapy with patients in the clinic
setting

After gene transfer, participants consider their hemophilia to
be "cured"

Patient expectations, particularly regarding activity levels and
bleed risk in the immediate post-treatment period, have to be
better managed

Miesbach W et al. Hum Gene Ther Clin Dev. 2018



 Bleeds decrease from six (unknown or spontaneous)
bleeds before treatment to three (spontaneous) bleeds
after treatment alongside a 55% reduction in FIX
replacement (hemophilia B)

 Despite having a mild phenotype, the patients retain an
increased bleed risk and joint damage from their years
with severe hemophilia and will need different clinical
management compared to individuals with mild
hemophilia

Miesbach W et al. Hum Gene Ther Clin Dev. 2018
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