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Programmable nucleases, such as zinc finger nucleases, TALE nucleases,
and CRISPR-Cas nucleases, allow for the introduction of precise modifica-
tions in the human genome. As a consequence, targeted genome editing
has heralded a new area for gene therapy and the treatment of acquired
and inherited disorders. Here, we describe the concept of designer nucle-
ase-mediated genome engineering, discuss risks and potential limitations
of its usage, highlight some of the achieved milestones, and review the
most prominent studies that have made it from the laboratory to the clinic.
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Genscheren ungeahnte Perspektiven in Form
neuartiger gentherapeutischer Ansitze fir
bislang unheilbare Krankheiten.

Designer-Nukleasen - Werkzeuge zur
Genom-Editierung

Gegenwartig finden drei Arten von Designer-
Nukleasen in der Klinik Anwendung: Zink-
finger-Nukleasen (ZFN) [2], transcription acti-
vator-like effector-Nukleasen (TALEN) [3] und
Cas9 als zentrale Komponente der clustered
regularly interspaced short palindromic repe-
ats(CRISPR)-Technologie [4] (Abb. 1). ZEN
und TALEN bestehen aus zwei Monomeren
mit jeweils zwei funktionalen Einheiten: eine
DNA-Bindedoméne, die spezifische DNA-
Sequenzen erkennt und dadurch die daran

Zinkfinger-Domane

B Die Vorstellung, das menschliche Genom
nach Belieben zu modifizieren, ist ein lang
gehegter Traum der Wissenschaft, der spate-
stens seit der Entwicklung von Designer-
Nukleasen Realitat ist. Designer-Nukleasen
sind im Labor erzeugte Werkzeuge, die aus
einer maBgeschneiderten DNA-Bindedoméne
zum Ansteuern der gewlinschten Zielsequenz
sowie einer Endonukleasedomaéne, die die

ZFN

. TGAGACCTATAGNNNNNNCCATGAGCTACA. ..
.« .ACTCTGGATATCNNNNNNGGTACTCGATGT. ..

Nukleasedomane

DNA an dieser Stelle spaltet, bestehen [1].
Neben dem Einsatz in der Grundlagenfor-
schung und der Biotechnologie, eroffnen sich
besonders fiir den klinischen Einsatz dieser
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» Abb. 1: Schematische Darstellung klinisch 'ﬂ
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Nukleasen (ZFN) und transcription activator-like

Nukleasedomane
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TALE-Domane
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effector-Nukleasen (TALEN) bestehen aus zwei
Untereinheiten, die jeweils aus einer DNA-Binde-
doméne, die die Zielsequenz ansteuert, und
einer Fokl-Nukleasedoméne, welche die Spal-
tung der DNA-Zielsequenz nach erfolgter Dime-
risierung der beiden Untereinheiten vermittelt,
bestehen. Die CRISPR(clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats)/Cas9-Tech-
nologie basiert auf der Cas9-Nuklease, die nach
Komplexbildung mit einer Leit-RNA (guide RNA,
gRNA) zur komplementéren DNA-Zielsequenz
geleitet wird. PAM (protospacer adjacent motif)
ist eine essenzielle Substanz, die durch die
Cas9-Nuklease gebunden wird.

CRISPR-Cas9

CTCTGGATGGCTCAGGTﬁCTNGG

GAGACCTACCGAGTCCAgGANCC
CUCUGGAUGGCUCAGGUACU

PAM
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A Abb. 2: Einschleusen von Designer-Nukleasen in Zielzellen. Blutstammzellen kdnnen aus dem
Kérper isoliert und anschlieBend ex vivo durch Einschleusen von Designer-Nukleasen mittels
Transfektion (z. B. Elektroporation der Genscheren in Form von Protein, RNA oder DNA) oder
Transduktion (z. B. Gentransfer mit Virusvektoren) genetisch modifiziert werden. Bei der Genom-
Editierung von Zellen in vivo wird die Designer-Nuklease hauptséchlich mittels viralem Gentrans-

fer dem Patienten appliziert.

gekoppelte Fokl-Nukleasedomédne so aus-
richtet, dass die DNA nach Dimerisierung
gezielt gespalten wird (Abb. 1). ZFN werden
durch mehrere gekoppelte Zinkfinger-Moti-
ve, die DNA-Muster aus mehreren (meist zwei
bis vier) zusammenhdngenden Nukleotiden
erkennen, geleitet. Bei TALEN erkennen dage-
gen kurze, repetitive Module ein einzelnes
Nukleotid, wodurch TALEN wesentlich leich-
ter herzustellen sind. Die CRISPR/Cas-Tech-
nologie basiert auf Cas-Nukleasen, die mit
einer Leit-RNA (guide RNA, gRNA) einen Ribo-
nukleoprotein(RNP)-Komplex bilden. Diese
gRNA ist zur gewiinschten Schnittstelle
komplementdr und dirigiert so die Nuklease
zur Zielsequenz. Dementsprechend unter-
scheiden sich die gegen verschiedene Ziel-
gene gerichteten CRISPR/Cas-Nukleasen
lediglich in ihrer gRNA, die vergleichsweise
leicht generiert werden kann und somit
der CRISPR-Technologie einen entscheiden-
den Vorteil gegeniiber ZFN und TALEN ver-
schafft.

Grundlagen

Ungeachtet ihres Aufbaus, initiieren alle De-
signer-Nukleasen einen Doppelstrangbruch
in der DNA. Solche Schiaden an der DNA stel-
len eine potenzielle Gefahr fiir die Zelle dar
und werden umgehend tiber einen von zwei
moglichen DNA-Reparaturmechanismen be-
hoben [5]. Beide Wege macht man sich fiir
therapeutische Zwecke zunutze. In den meis-
ten Féllen werden die freien DNA-Enden
durch einen Mechanismus, der als nicht-
homologe Endverkniipfung (non-homologous
end-joining, NHE]) bezeichnet wird, wieder

zusammengefiihrt. Da dieser Mechanismus
fehleranfallig ist, kommt es haufig zu kurzen
Insertionen oder Deletionen im Bereich des
Doppelstrangbruchs. Dadurch werden The-
rapieansitze ermoglicht, bei denen ein Gen
ausgeschaltet werden soll (Knock-out), wie
beispielsweise bei der Behandlung von Patien-
ten, die mit dem humanen Immundefizienz-
Virus (HIV) infiziert sind.

Unter bestimmten Bedingungen kann ein
Doppelstrangbruch auch durch Homologie-
vermittelte Reparatur (homology-directed
repair, HDR) behoben werden. Hierbei ver-
wendet die Zelle eine Vorlage, in der Regel
das Schwesterchromatid, zur fehlerfreien
Reparatur des DNA-Schadens. Wird der Zelle
nach Expression der Designer-Nukleasen eine
alternative Vorlage angeboten, kann die
Sequenzinformation dieses DNA-Donors auf
die genomische Zielregion iibertragen wer-
den. HDR wird somit hauptsédchlich zur ziel-
gerichteten Korrektur eines krankheitsaus-
losenden Fehlers im Erbgut, wie beispiels-
weise bei primdren Immundefizienzen
(primary immunodeficiencies, PID), herange-
70ogen.

Das Einschleusen von Designer-
Nukleasen

Der Schliissel zum erfolgreichen genthera-
peutischen Ansatz ist das effektive Ein-
schleusen der Genom-Editierungswerkzeuge
in die zu modifizierenden Zellen (Abb. 2, [6]).
Hierzu wird entweder die Designer-Nuklea-
se direkt als Protein oder ihr Bauplan in Form
von DNA bzw. RNA, aus denen das Enzym in
der Zelle hergestellt wird, in die Zelle einge-

schleust. Abhdangig vom Zelltyp konnen die
Zielzellen entweder transfiziert oder trans-
duziert werden. Bei der Transfektion von pri-
maéaren Zellen wird tiblicherweise die Desi-
gner-Nuklease als Protein oder als mRNA
mittels Elektroporation in die Zellen einge-
fiihrt. Zur Transduktion wird der Bauplan der
Genscheren in Viruspartikel verpackt. Falls
Genkorrektur mittels HDR angestrebt wird,
muss zusidtzlich zur Designer-Nuklease der
DNA-Donor in die Zelle eingeschleust wer-
den. Aufgrund der hohen Zytotoxizitdt nack-
ter DNA in verschiedenen primiren Zellen,
erfolgt dies gewohnlich mit Virusvektoren.

Zellen des Blut- und Immunsystems lassen
sich vergleichsweise leicht mit Designer-
Nukleasen editieren, da sie sich relativ ein-
fach isolieren und auBerhalb des Korpers (ex
vivo) modifizieren lassen. Kniffeliger ist das
Einschleusen der Editierungswerkzeuge
direkt in das Zielorgan im Korper des Patien-
ten (in vivo), da einige Zelltypen nur schwer
zuganglich sind. In solchen Fillen ist es mog-
lich, die Designer-Nuklease und die DNA-Kor-
rekturvorlage mithilfe von viralen Genfahren
(Vektoren) direkt dem Patienten zu appli-
zieren.

Die Spezifitat von Designer-
Nukleasen

Wie bereits diskutiert, initiieren Designer-
Nukleasen gezielt Doppelstrangbriiche inner-
halb des Genoms. In den vergangenen Jahren
hat sich gezeigt, dass Sequenzen, die der
eigentlichen Erkennungssequenz dhneln,
auch gespalten werden konnen. Solche falsch-
licherweise geschnittenen Sequenzen wer-
den als off-Targets bezeichnet [7]. Befindet
sich ein off-Target im Bereich eines Gens oder
regulatorischen Elements, kann dies zum
Funktionsverlust dieser Elemente fiihren.
Obwohl in vielen Féllen ein solches Ereignis
folgenlos bleibt, kann es aber auch den Zell-
tod oder die Entartung der Zelle und somit
die Ausbildung eines Tumors zur Folge haben.
Gerade im Hinblick auf therapeutische Ansat-
ze ist es daher essenziell, die moglichen off-
Targets einer Designer-Nuklease zu identifi-
zieren, um so potenzielle Risiken zu erkennen
und zu minimieren.

Off-Targets konnen entweder in silico, das
heiBt computergestiitzt, vorhergesagt oder
experimentell bestimmt werden. Algorith-
men zur in silico-Analyse basieren auf fest
definierten Parametern, einschlieBlich der
Ahnlichkeit zur Zielsequenz. Im Gegensatz
zur in silico-Analyse ermoglichen es experi-
mentelle Methoden, off-Targets parameter-
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Krankheiten: Lungen-, Blasen-, Prostata- & Nierenkrebs Krankheit: Zervikale intfaepitheliale Neoplasie
Ziel: Reduzierung der Tumormasse Zie"]'.: Turno:vermeidun‘g
Strategie: Verabreichung speziell entwickelter T-Zellen Strateg%e: Zerstorung der viralen Gene E6 & E7
mit erhdhter anti-Tumoraktivitdt Technologie: TALEN /CRISPR-Cas9
Technologie: CRISPR-Cas9 Referenz: NCT03057912
Referenzen: NCT02793856, NCT02863913, NCT02867345 &
NCT02867332 Krankheiten: Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziierte
Krebserkankungen
Krankheit: HIV-Infektion Ziel: FErzeugung EBV-reaktiver T-Zellen
Ziel: Generierung eines HIV-resistenten Immunsystems Strateglje: Inaktivierung von PD-1in T-Zellen
Strategie: Inaktivierung eines HIV-Korezeptors in Stammzellen Technologie: CRISPR-Casd
Technologie: 7FN Referenz: NCT03044743
Referenz: NCT02500849
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Krankheit: HIV-Infektion ; =
Ziel: Generierung HIV-resistenter T-Zellen Krankhgzt: HHIITIODhIIIB B _
Strategie: Inaktivierung eines HIV-Korezeptors in T-Zellen Ziel: Wlede_rherstellung auerIChende' Mengen
Technologie: 7FN an Gerinnungsfaktor X im Blut
Referenz: NCT00847634 Strategie: Eielgerichietes Einhlingen einer
funktionalen Genkopie in Hepatozyten
Technologie: ZFN
Referenz: NCT02695160
Krankheit: Akute lymphoblastische Leukdmie
Ziel: Reduzierung der Tumormasse Krankheiten: Mukopolysaccharidose | &1
Strategie: Verabreichung tumorreaktiver CAR-T-Zellen Ziel: Wiederherstellung der lduronidase ()
Technologie: TALEN zur Erzeugung nicht-alloreaktiver CAR-T-Zellen b i A
zw. lduronat-2-Sulfatase (Il)-Aktivitat
Refarenz: NCTmo0R? Strategie: Zielgerichtetes Einbringen einer
Krankheit: nichtkarzinogene Vorstufe Zervixkarzinom funktionalen Genkopie in Hepatozyten
Ziel: Tumorvermeidung Technologie: ZFN
Strategie: Zerstirung der viralen Onkogene E6 & E7 in Epithelzellen Referenzen: NCT02702115 & NCT03041324
Technologie: ZFN
Referenz: NCT02800369

A Abb. 3: Uberblick iiber klinische Studien mit Designer-Nukleasen. Angegeben ist der Zeitpunkt, zu dem eine Studie begonnen wurde. Studien, bei
denen isolierte Patientenzellen ex vivo modifiziert werden, sind griin unterlegt. Studien, bei denen virale Partikel zur Transduktion von Zielorganen im
Patienten in vivo eingesetzt werden, sind blau hinterlegt (Quelle: www.clinicaltrials.gov).

unabhéngig zu identifizieren. Allerdings sind
experimentelle Methoden arbeitsintensiv
und unterliegen einigen technischen Hiir-
den. Gegenwirtig sind zwei experimentelle
Methoden, die beide auf Hochdurchsatzse-
quenzierung (Next Generation Sequencing,
NGS) basieren, von Bedeutung: Guide-Seq
und Digenome-Seq. Guide-Seq erlaubt die off-
Target-Bestimmung direkt in einer Zelle,
wenn auch nur in ganz bestimmten Zellty-
pen. Dieses Problem besteht bei Digenome-
Seq nicht, da die genomische DNA in vitro
mit den Designer-Nukleasen geschnitten und
danach untersucht wird. Zusammenfassend
ist die in silico-Analyse schnell und relativ
glinstig. Allerdings muss davon ausgegan-
gen werden, dass nicht alles off-Targets iden-
tifiziert werden. Dagegen erlauben Guide-
Seq und Digenome-Seq die Identifizierung
Lechter” off-Targets, sind aber experimentell
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sehr aufwendig, teuer, stark zelltypabhédngig
(Guide-Seq) oder unabhéngig von der Chro-
matinstruktur (Digenome-Seq). Generell lasst
sich aber festhalten, dass moderne Designer-
Nukleasen durch die in den letzten beiden
Jahren erfolgte Weiterentwicklung hochspe-
zifisch und off-Target-Ereignisse relativ selten
sind [7, 8].

Von der Petrischale in die Klinik

Von der Petrischale bis hin zur klinischen
Anwendung wird eine Designer-Nuklease
intensiv in vitro und in vivo untersucht, um
potenzielle Risiken fiir den Patienten zu iden-
tifizieren und zu minimieren. Gegenwartig
befinden sich mehrere Designer-Nukleasen,
die die praklinischen Tests bestanden haben,
in klinischen Studien der Phase I und II zur
Therapie von Patienten mit erblichen und
erworbenen Krankheiten (Abb. 3, [6]). Ein

GroBteil dieser Therapieansitze basiert auf
dem Einsatz von ZFN, da diese Klasse der
Designer-Nukleasen seit mehr als 20 Jahren
erforscht und damit im Unterschied zu TALEN
und CRISPR/Cas am besten verstanden ist.
Der erste Meilenstein, der mithilfe von
ZFN erreicht wurde und gleichzeitig die
Genom-Editierung als Therapieansatz ins
Rampenlicht riickte, gelang im Kontext der
HIV-Therapie. Zur erfolgreichen Infektion
von T-Zellen ist HIV auf die Interaktion mit
einem speziellen Chemokinrezeptor (CCR5)
auf deren Zelloberflaiche angewiesen. 2009
schafften es Forscher, diesen Rezeptor mit-
hilfe von ZFN ex vivo auszuschalten und so
HIV-resistente T-Zellen zu erzeugen. Da T-
Zellen meist nur eine beschriankte Lebens-
dauer haben, wurde 2015 eine Folgestudie
mit dem Ziel initiiert, das CCR5-Gen in
Patienten-eigenen Blutstammzellen zu inak-
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tivieren, um so nach Transplantation dieser
editierten Zellen eine lebenslange HIV-Resis-
tenz zu vermitteln. 2016 wurden erstmals
auch klinische Studien mit TALEN und
CRISPR/Cas9 zugelassen. In einer laufen-
den Studie wird z. B. eine allogene Immun-
zelltherapie (CAR-T-Zellen) gegen die akute
Ilymphoblastische B-Zell-Leukdmie einge-
setzt. Essenziell in diesem Zusammenhang
ist hierbei der TALEN-vermittelte Knock-out
des T-Zell-Rezeptors, um eine immunologi-
sche Reaktion dieser Zellen gegen den Emp-
finger (Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion)
zu verhindern.

Neben der ex vivo-Anwendung des Genome
Editing wurden 2016 weitere Studien bewil-
ligt, bei denen ZFN zur in vivo-Behandlung
von Erbkrankheiten eingesetzt werden. So
versprechen sich Wissenschaftler beispiels-
weise Therapieerfolge durch zielgerichtetes
Einschleusen therapeutischer Expressions-
kassetten in Leberzellen bei der Himophilie
und der Stoffwechselerkrankung Mukopoly-
saccharidose I (Abb. 3).

Ausblick

Die Entwicklung von Designer-Nukleasen zur
Genom-Editierung eréffnet auBerordentliche
Maoglichkeiten bei der Therapie von Krebs,
Infektionskrankheiten sowie erblichen
Erkrankungen. Obwohl ZFN bislang noch am
hédufigsten in der Klinik vertreten sind, ist
davon auszugehen, dass diese Plattform
zukiinftig mehr und mehr durch TALEN und
CRISPR/Cas abgelost wird. Die verbesserte
Aktivitdt und Spezifitit von TALEN und
CRISPR/Cas-Nukleasen im Vergleich zu ZFN
erhohen die Sicherheit und machen sie damit
zu geeigneten Kandidaten fiir die klinische
Translation.
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