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Genetische therapie voor

epilepsie

Naarmate van steeds meer ziektebeelden de genetische achtergrond bekend wordt, ontstaat de mogelijkheid om ge-

richte behandeling te geven, niet alleen afgestemd op de persoon, maar ook gericht op het onderliggende moleculaire

proces. In deze bijdrage staan we stil bij precision medicine bij epilepsie, dat op drie niveaus kan plaatsvinden.

Genetische therapie is in opkomst en wordt door vele
wetenschappers gezien als de oplossing voor genetische
aandoeningen die niet of slecht reageren op de huidige
en traditionele (drug) therapie. Ook voor epilepsie komt
genetische therapie dichterbij. In deze bijdrage geven wij
een overzicht van de toepassingen van genetische therapie
bij epilepsie, waarvan een aantal in de preklinische fase,
maar ook een aantal in de klinische trial fase zijn opgeno-
men. Genetische therapie is bij de monogenetische, ern-
stige vormen van epilepsie van toepassing, en gericht op
correctie of modulatie van het genetische defect. In figuur
1 is weergegeven dat therapie gericht kan zijn op de drie
niveaus van gen naar functioneel eiwit (Weuring et al.,
202I).

Farmacologische interventie op eiwitniveau

Het eerste en huidige niveau van behandeling is farmaco-
logische interventie gericht op het eiwitniveau met behulp
van drugs en organische verbindingen. In de afgelopen
decennia zijn vele nieuwe anti-epileptica ontwikkeld, maar
ondanks de exponentiele toename heeft het niet geleid tot
een significant betere drug response (Brodie, 2017).
Uitzonderingen zoals fenfluramide bij Dravet syndroom
bestaan en zullen in de toekomst een zorgvuldige afweging
noodzakelijk maken tussen enerzijds farmacologische
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behandeling en een mogelijke eenmalige curatieve gene-
tische therapie, waarbij vooral het voorkomen van bijwer-
kingen van beide behandelingen tegen elkaar afgezet
moeten worden.

Het functionele effect van mutaties

Bij genetische therapie van monogenetische epilepsie

is het belangrijk om onderscheid te maken tussen de

twee soorten mutaties die de strategie bepalen. Ten

eerste zijn er mutaties die als effect een ‘verhoogde func-
tie’ (gain of function GoF) hebben, of een toxisch product
veroorzaken. Een voorbeeld is SCN8A epileptische ence-
falopathie, waarbij de heterozygote missense mutaties
leiden tot de productie van een abnormaal actief ionkanaal,
dat neuronale hyperactiviteit veroorzaakt. Een behande-
ling moet in dit geval gericht zijn op inhibitie van het
abnormale ionkanaal, zonder verstoring van het normale
ionkanaal dat gecodeerd wordt door het normale SCNSA
gen kopie. Ten tweede zijn er ‘verlies van functie’ mutaties
(Loss of Function LoF), waarbij de mutatie leidt tot een dis-
of non-functioneel eiwit, en haplo-insufficientie: een

50% reductie van normaal functioneel eiwit. De therapie
is hier dan ook gericht op het verhogen van expressie

of activiteit van het normale eiwit. Voorbeelden van deze
twee strategieén worden hieronder verder besproken
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voor RNA- en gentherapie,die in ontwikkeling zijn voor
epilepsie.

RNA-therapie

Het tweede niveau van behandeling is een genetische the-
rapie waarbij de behandeling gericht is op het mRNA dat
codeert voor het eiwit. RNA-therapie kan zich specifiek
richten op het mRNA geproduceerd door het ziektegen,
specifiek een toxisch of disfunctioneel mRNA inhiberen,
of in het geval van een verlies van functie mutaties, de
expressie of translatie van het normale mRNA verhogen.
De meeste therapeutische RNAs werken via de RNA inter-
ference (RNAI) pathway en verlagen de genexpressie door
interactie met het (pre-)mRNA. De binding van een small
interfering RNA (siRNA) of micro-RNA (miRNA)aan het
(pre-)mRNA resulteert in een verhoogde degradatie van
het mRNA.

Inhibitie van het mRNA door si- of miRNA is voor epilep-
sie van toepassing voor de GoF mutaties. Deze vorm van
therapie is in ontwikkeling voor SCN2A en SCN8A epilepti-
sche encefalopathie in de vorm van allel-specifieke anti-
sense oligonucleotides (ASO) (LI et al., 2021; Lenk et al,
2020). Voor zowel SCN2A als SCN8A is het preklinisch werk
verricht met ASO’s, die zowel het wildtype mRNA als het

mRNA met de mutatie kunnen binden. Het is belangrijk
om in de toekomst ASO’s te ontwerpen die specifiek en
uitsluitend het mRNA met de mutatie inhiberen. Voor
klinische toepassing zou dat betekenen dat voor iedere
mutatie een nieuwe ASO ontworpen, getest en goedge-
keurd moet worden. Om dit nadeel te omzeilen kunnen
ASO’s zodanig ontworpen worden dat ze binden aan een
deel van het mRNA waar frequente en neutrale coderend
polymorfisme gelokaliseerd zijn. Het mRNA van een
persoon die heterozygoot is voor deze variatie zal twee
vormen van mRNA hebben: een vorm met het wildtype
allel en een vorm met het alternatieve allel. Twee ASO’s
kunnen nu ontworpen worden die met hoge specificiteit
binden aan een van de twee allelen. Voor de behandeling
van de patiént zal vervolgens bepaald moeten worden op
welke van de twee allelen de mutatie zich bevindt. Met het
juiste allel-specifieke ASO kan nu specifiek het abnormale
mRNA geinhibeerd worden. Het moge duidelijk zijn dat
door dit ontwerp de twee ASO’s gebruikt kunnen worden
voor alle verschillende mutaties, maar uitsluitend als de
patiént heterozygoot is voor het polymorfisme waarop de
ASO ontworpen is (Hill et al., 2021).

Voor de genen met LoF mutaties is RNA-inhibitie niet van
toepassing. In die gevallen is het soms mogelijk om het
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Figuur 1 Definitie van therapie niveau. De drie niveaus waarop behandeling van epilepsie mogelijk is: op DNA-, RNA-, en eiwitniveau.
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gen dat codeert voor een inhibitor van het doelgen te
inhiberen (‘inhibitie van de inhibitor’). Zo zijn er studies
gedaan naar inhibitie van RACK1 en MHD2, die de SCN1A
expressie verlagen (Dong et al., 2014; Chen et al, 2017).
Een verrassende toepassing is de inhibitie van SCN8A in
ziektemodellen van het Dravet syndroom. Bij Dravet
syndroom is de aanname dat het verlies van functie van
SCN1A leidt tot een te lage neuronale inhibitie, welke
gecompenseerd kan worden door inhibitie van neuronale
activatie via SCN8A (Lenk, 2020; Weuring et al, 2020).

Verhoging van mRNA levels voor LoF mutaties is ook mo-
gelijk door het inhiberen van foutieve splicing van het pre-
mRNA. Deze aanpak is in vergevorderd stadium gebracht
door STOKE therapeutics (https://www.stoketherapeutics.
com/). Het principe van deze RNA-behandeling is geba-
seerd op het natuurlijk voorkomen van mRNA producten
die foutief gespliced zijn. Hierdoor kan een abnormale
sequentie als exon geincludeerd worden, zoals bij SCN1A
bekend is (Wengert et al., 2022; Liang et al, 2021). Een
mutatie kan ook de normale splicing beinvloeden, waar-
door 50% van het mRNA foutief is. In beide gevallen

leidt foutieve pre-mRNA splicing in de meeste gevallen
tot afbraak van het abnormale mRNA, een verminderde
beschikbaarheid van normaal mRNA en een verlaging
van translatie van het eiwit. Abnormale splicing kan
voorkomen worden door de binding van een ASO aan de
specifieke splicing sequenties, waardoor een normale,
correcte splicing wordt geinduceerd. STOKE therapeutics
heeft deze aanpak in een vergevorderd stadium voor
SCN1A ontwikkeld in de vorm van STK-oor die in klinische
fase 1/2a is in de Monarch en Admiral studies
(www.Monarchstudy.com).

Synthetische long-noncoding RNAs (SINEUP) zijn ook
ontwikkeld met als doel de mRNA functionaliteit te ver-
hogen. SINEUP zijn antisense long noncoding RNAs die
aan de 5’ untranslated regio van mRNA binden, waardoor
het mRNA gestabiliseerd wordt en minder wordt afgebro-
ken. Op deze manier wordt op post-transcriptie niveau
de hoeveelheid mRNA verhoogd dat beschikbaar is voor
translatie, wat leidt tot een hogere eiwit expressie.
SINEUP is in ontwikkeling door Transine Therapeutics
om STXBP1 encefalopathie te behandelen (Aesnet.org/
abstractslisting/sineups--a-novel-therapeutic-strategy-
for-stxbpr-encephalopathy-based-on-non-coding-rna-
--preliminary-in-vitro-studies).

Tenslotte is een CRISPR-toepassing relevant voor LoF
mutaties zoals bij het Dravet syndroom: CRISPRa. Bij
deze vorm wordt gebruik gemaakt van een gemuteerd
Casg eiwit dat het genomische DNA niet meer kan knip-
pen. Dit dead Casg (dCasg) wordt gekoppeld aan trans-
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criptiefactoren en een guide RNA dat het gericht maakt
voor activatie van een doelgen. Binding van het dCasg-
transcriptie factor complex kan de expressie van het
doelgen specifiek en op genomisch niveau verhogen.
Deze aanpak is getest in een muismodel van Dravet syn-
droom (Colasante et al, 2020; Yamagata et al, 2020). De
behandeling bleek effectief, maar met een laag eftect.
Deze studie laat zien dat verhoging van SCN1A expressie
mogelijk is, maar voor behandeling in mensen zal moge-
lijke toxiciteit en immunogeniciteit van herhaaldelijke
toediening van bacteriéle dCasg eiwitten verder bestu-
deerd moeten worden (Weuring et al., 2021).

Dit laatste aspect is het grootste nadeel van iedere
RNA-therapie. Het effect van therapeutische RNAs is
tijdelijk, en om een langdurig effect te krijgen zal de
administratie (in de meeste gevallen door intrathecale
injectie) iedere paar maanden herhaald moeten worden.
Een voordeel hiervan is dat de behandeling reversibel
en te doseren is.

Genetische therapie

Genetische therapie waarbij de mutatie wordt gecorri-
geerd, of een functioneel transgen wordt geintegreerd

in het genoom, heeft de mogelijkheid om volledig curatief
te zijn na een enkele behandeling. Deze belofte heeft bij-
gedragen aan de exponentiele toename aan studies en
bedrijven die gericht zijn op de ontwikkeling van geneti-
sche therapie. Introductie van een transgen (gene replacement)
is gericht op het compenseren van een tekort aan gen-
product door de introductie van een extra genkopie; het
transgen. Het doel is om dit transgen in het genoom van
de patiént te integreren, waarvoor in de meeste gevallen
een adeno-associated virus (AAV) wordt gebruikt. Het
transgen staat onder controle van een eigen promoter
waardoor enige controle op het niveau van expressie
wordt verkregen. Veel onderzoek wordt gedaan naar
cel-specifieke promoteren, waardoor alleen expressie van
het transgen in het juiste celtype kan worden verkregen.

Correctie van de mutatie door gene editing is een van de
meest veelbelovende CRISPR-technieken (Tanenhaus,
2022). De eerste CRISPR-technieken maken gebruik van
een Casg eiwit dat dubbelstrengs DNA knipt. Bij gene
editing wordt gebruik gemaakt van een recent ontwikkeld
Casg eiwit die het DNA nicked, een basepair uit een van
de twee DNA-strands knipt, die vervolgens door de eigen
DNA-correctie machinerie gerepareerd wordt met behulp
van een template of voorbeeld RNA. Met deze techniek kan
in theorie iedere base in het genoom veranderd worden
en kunnen heterozygote mutaties gecorrigeerd worden.

Voor epilepsie zijn de belangrijkste vormen van genetische
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therapie gericht op het inbrengen van een artificieel ont-
worpen, functioneel gen. De belangrijkste ontwikkeling
is die van Encoded Therapeutics (Inc.), die gebruik maakt
van AAV virale toediening (Doudna, 2020). Omdat het
SCN1A-gen te groot is voor de standaard AAV virale toe-
diening heeft Encoded een artificieel transcriptie factor
gemaakt, die specifiek aan de promoter van SCN1A bindt
en daardoor de mRNA expressie van SCN1A verhoogt. De
expressie van het transgen staat onder controle van een
GABAergic neuron selectieve regulator, waardoor alleen
expressie in het juiste celtype, de GABAergic neuronen
wordt verkregen.

De eerste toepassingen van gene editing in de mens zijn
een feit. Voor epilepsie zijn we nog in het preklinische
stadium. In onze groep hebben we gene editing in non-
neurale en stamcel cellijnen ontwikkeld voor KCNQ2 en
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SCN1A encefalopathie (Wout et al., 2022). Het grootste
obstakel van deze toepassing is, net zoals bij de CRISPRa
experimenten in de muis, de lage efficiéntie van het
inbrengen van de CRISPR-machinerie. Ons onderzoek
richt zich dan ook voor een deel op het verhogen van de
efficiéntie van dit proces. Op dit moment is een herhaalde
toediening van de gene editing machinerie noodzakelijk om
in voldoende cellen een succesvolle mutatie correctie te
verkrijgen. Gene editing in de mens lijkt daardoor voorals-
nog voorbehouden aan ex-vivo applicaties, waarbij cellen
waarin de mutatie succesvol is gecorrigeerd, na een selec-
tie weer terug in de patiént getransplanteerd worden.

Discussie en conclusies

Ondanks alle limitatie en huidige technologische beper-
kingen verwachten wij dat gen- en RNA-therapie in de
toekomst een belangrijke rol gaat spelen in de behande-
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ling van ernstige monogenetische epilepsiesyndromen.
Voor de implementatie van deze therapieén zijn kennis
over het natuurlijk verloop, vroege en accurate genetische
diagnostiek, een zorgvuldige regulering en het waarborgen
van de veiligheid essentieel. De potentie voor epilepsie is
enorm. De huidige ontwikkelingen zijn gericht op een
klein aantal van de belangrijkste epilepsiegenen, maar er
zijn honderden verschillende epilepsiegenen waarvoor
eenzelfde toepassing mogelijk is. Het wachten is dan ook
op een succesvolle applicatie en formulering van een

gen- of RNA-therapie. Het is daarna mogelijk om met

een kleine aanpassing, zoals aanpassing van de RNA-
sequentie van een ASO, of de guide RNA voor CRISPR-
technieken, de succesvolle therapie geschikt te maken
voor een ander epilepsiegen. Hierdoor kan het tijdrovende
en kostbare preklinische traject significant verkort worden
en zal het mogelijk worden om echte precisietherapie,
ontworpen voor de individuele patiént toe te passen in

de kliniek. De toediening van de therapie, via virale-,
liposomale-, of andere nanopartikelen, is ook generiek

te gebruiken voor verschillende doelgenen. Het NWA-
project Nanospresso-NL (https://[www.nwo.nl/onder-
zoeksprogrammas/nationale-wetenschapsagenda/onder-
zoek-op-routes-door-consortia-orc/toekenningen/2020/21)
is een goed voorbeeld van deze aanpak. Het project wil
een lokale academische productielijn van liposomale
DNA- en RNA-geneesmiddelen maken met een gestan-
daardiseerde machine in de ziekenhuisapotheek. Hierdoor
wordt de bereiding van direct klinisch toepasbare geneti-
sche therapie mogelijk in het ziekenhuis, als het ware
naast het bed van de patiént. Zo zien wij de veelbelovende
toekomst voor snelle en goedkope ontwikkeling van
gerichte genetische therapie.
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