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st Gentherapie

Erkrankungen durch
Sch\g;sten X ay = Fehler der
Guanin.. L) ~ Erbinformation

Therapie durch
Korrektur der
Erbinformation

Fotoquelle: klinikumfrankfurt.de



il - Geschichte der Gentherapie

1865: Mendelsche Gesetze- Begriindung der Genetik
1944: DNA als Trager der Erbsubstanz
1953: DNA-Doppelhelix

1966: Tatum/Lederberg: gezielte Modifikation humaner

Zellen
1970: 1. Gentherapie-Versuch am Menschen (Kéln!)

1974: 1. menschliches Gen kloniert & sequenziert

Bildquelle: Wikipedia.org
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wmusmeniotl - Die Gentherapie begann in Kéln...

2. Kingdeeheitk, 119, 1 =3 (1975;
i by Springer.Verlag 1075

Unsuccessful Trial of Cene Replacement in Arginase Defiriency

H. G, Terheggen
Somicipal Children’s Hogpilal. Cologne
4, Lowenthal and F. Larinha
Born-Bunge Foundation, Berchem. Laikwerp
J. P. Colombo
Chemischen Zentrallabor, Inselapital, Upiversity of Beme, Bome
3. Rogers
The University of Tenneseee, College of Basic Medical Scicnces, Memphiv

Ezcetved July 30, 1851

Therapieansatz: Injektion des Shope papilloma virus (SPV) in zwei
Schwestern mit Hyperarginamie (Wildtyp SPV — Warzen b. Kaninchen)

Wissenschaftlicher Hintergrund:
- Ersatz (,replacement”) des fehlenden Enzyms durch virale Arginase
- geringere Serumargininspiegel bei Shope & einigen Labormitarbeitern

Spezieller Dank an Prof. Stefan Kochanek (Kdln)
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et Geschichte der Gentherapie |l

1975:
1980:
1989:
1990:
1999:
2000:

2011
2014
2017

Asilomar-Konferenz (internationale Richtlinien)
illegale Gentherapie-Versuche bei B-Thalassamie
1. offizielle Genmarkierungsstudie

1. therapeutische Studie

1. Todesfall infolge Gentherapie

1. iberzeugender Heilungserfolg

: CD19-CAR-Gentherapie funktioniert

: CRISPR/Cas

: Brauchen wir Asilomar 2.0?




et Geschichte der Gentherapie |l
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CRISPR/Cas9 - Sputnik 2.0

CARs & Onkolyse
Leukdmien in WAS-Studie

Hamophilie (FIX)

Lysosomale Speichererkrankung
ALS und b-Thalassamie

Phase I-Erfolg GT bei Blindheit

Todesfall in CGD-Studie
CGD-Studie bei Erwachsenen

Todesfall in SCID-X1-Studie

ADA-SCID Studie erfolgreich
1. Leukamie in Paris

SCID-X1 Studie erfolgreich
STOP Suizidgen-Studie in USA

Suizidgen-Ansatz funktioniert
kein therap. Nutzen bei ADA
1. padiatr. Studie ADA-SCID

1. therapeutische Studie ADA-SCID
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amecnirl - Der gute Patient von Sezuan (Sichuan)

nature International weekly journal of science » Advanced search

Home ‘ Mews & Comment ‘ Research | Careers & Jobs

Current Issue ‘ Archive ‘ Audio & Video | For Authors

I The introduction of CRISPR will probably accelerate the race to get gene-edited cells into the clinic across the world,

says Carl June, who specializes in immunotherapy at the University of Pennsylvania in Philadelphia and led one of the
earlier studies.

C "I think this is going to trigger ‘Sputnik 2.0’, a biomedical duel on progress between China and the United States, which is

tl important since competition usually improves the end product,” he says.
TS

The move by Chinese scientists could spark a biomedical duel between China and the United
States.

CRISPR gene-editing tested in a person for the

first time
15 November 2016 The move by Chinese scientists could spark a

biomedical dusl between China and the United
@, Rights & Permissions States.

David CyranoskKi




el Sputnik 2.0 (?1)

SPUTNIK-1
CNYTHHK-1

Fotoquellen: renederosity.com, commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=137926 (NASA); thetimes.co.uk; wikipedia.de; wikimedia.org (Kennedy Space Center)
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) Loesoent, Ur-Prinzip” der Gentherapie

+DER TYP IST VOLL”

1
\/
»,Falsche Information korrigieren*

V

+DER TYP IST TOLL”

Bildquellen: www.brohltal-info24.de; de.flash-screen.com



sl Ein winziges Wortchen...

Exodus 20,14
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Il Eapituid fureon Summstioy

Biblia, Deutsch (1731):
Biblia, Das ist. Die gantze Heil. Schrift Altes und Neues Testaments ...
Canstein 34. Auflage Halle Waisenhaus, 1731. 708 BI. 12°; Sign.: Bibel-S. 102

*“Das Exemplar der "Ehebrecherbibel"” wurde Besuchern der Herzog August Bibliothek bei Fiihrungen so haufig gezeigt, daR es
auf den entsprechenden Seiten gadnzlich abgegriffen und vergilbt ist.“ Heimo Reinitzer: Biblia Deutsch, 1983, S.228

Bildquelle: http://www.bibelarchiv-vegelahn.de/Bibel_buntgemischt.html



el - Korrigieren ist leicht gesagt...

.Ehebrecher-Bibel” Korrekte Bibel

Bildquelle: National Human Genome Research Institute, www.bibelarchiv-vegelahn.de/Bibel_buntgemischt.html, www.kulturpixel.de, www.stuttgarter-zeitung.de



sl - Gentherapie 2017: eBibel und eGenom
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Bildquellen: www.die-bibel.de, www.genome.gov



meetsskinkn] 1, Druckfehler finden

. ? X
2. Mose - Kapitel 20 Suchen

Die Zehn Gebote Suchen nach:

. Di list e
1Und Gott redete alle diese Worte: ) Du :é_mlemsmreibung — SchlieBen
?Ich bin der HERR, dein Gott, der ich dich aus Agyptenland, aus dem Diensthause, gefuhrt habe. | 5 |, ganzes wort suchen Erestzen..

3 Du sollst keine anderen Gétter neben mir haben.

4Du sollst dir kein Bildnis noch irgend ein Gleichnis machen, weder des, das oben im Himmel, noch des, das unten auf Erden, oder des, das im
Wasser unter der Erde ist.

5Bete sie nicht an und diene ihnen nicht. Denn ich, der HERR, dein Gott, bin ein eifriger Gott, der da heimsucht der Viter Missetat an den
Kindern bis in das dritte und vierte Glied, die mich hassen;

6und tue Barmherzigkeit an vielen Tausenden, die mich liebhaben und meine Gebote halten.

7Du sollst den Namen des HERRN, deines Gottes, nicht mikbrauchen; denn der HERR wird den nicht ungestraft lassen, der seinen Namen
miRbraucht.

8 Gedenke des Sabbattags, daR Du ihn heiligest.

Sechs Tage sollst du arbeiten und alle dein Dinge beschicken;

103ber am siebenten Tage ist der Sabbat des HERRN, deines Gottes; da sollst du kein Werk tun noch dein Sohn noch deine Tochter noch dein
Knecht noch deine Magd noch dein Vieh noch dein Fremdling, der in deinen Toren ist.

11 Denn in sechs Tagen hat der HERR Himmel und Erde gemacht und das Meer und alles, was darinnen ist, und ruhte am siebenten Tage.
Darum segnete der HERR den Sabbattag und heiligte ihn.

12Du sollst deinen Vater und deine Mutter ehren, auf daR du lange lebest in dem Lande, daR dir der HERR, dein Gott, gibt.

13 Du sollst nicht toten.

14 Du sollst ehebrechen.

15 Du sollst nicht stehlen.

16 Du sollst kein falsch Zeugnis reden wider deinen Nachsten.

17 LaR dich nicht geliisten deines Nachsten Hauses. LaR dich nicht geliisten deines Nichsten Weibes, noch seines Knechtes noch seiner Magd,
noch seines Ochsen noch seines Esels, noch alles, was dein Nachster hat.

18 Und alles Volk sah den Donner und Blitz und den Ton der Posaune und den Berg rauchen. Da sie aber solches sahen, flohen sie und traten
von ferne

19 und sprachen zu Mose: Rede du mit uns, wir wollen gehorchen; und laR Gott nicht mit uns reden, wir méchten sonst sterben.

20 Mose aber sprach zum Volk: Fiirchtet euch nicht; denn Gott ist gegkommen, daR er euch versuchte und daR seine Furcht euch vor Augen
ware, daB ihr nicht siindigt.

21 Also trat das Volk von ferne; aber Mose machte sich hinzu in das Dunkel, darin Gott war




messsinion] 2. Druckfehler markieren

2. Mose - Kapitel 20 .
Die Zehn Gebote 1 2uchen nach: Weitersuchen

. Du soll o
! Und GOtt rEdete a”e dlese Worte: . |:|u j]oroth-e'Kleinschreibung beachten SEEEN
?Ich bin der HERR, dein Gott, der ich dich aus Agyptenland, aus dem Diensthause, gefihrt habe. | 7 . sanzes wort suchen ereeteen.. | |

3 Du sollst keine anderen Gotter neben mir haben. . S
4 Du sollst dir kein Bildnis noch irgend ein Gleichnis machen, weder des, das oben im Himmel, noch des, das unten auf Erden, oder des, das im
Wasser unter der Erde ist.

5Bete sie nicht an und diene ihnen nicht. Denn ich, der HERR, dein Gott, bin ein eifriger Gott, der da heimsucht der Viter Missetat an den
Kindern bis in das dritte und vierte Glied, die mich hassen;

6und tue Barmherzigkeit an vielen Tausenden, die mich liebhaben und meine Gebote halten.

7Du sollst den Namen des HERRN, deines Gottes, nicht mikbrauchen; denn der HERR wird den nicht ungestraft lassen, der seinen Namen

millbraucht.

8 Gedenke des Sabbattag o oc

Sechs Tage sollst du arQ )) D u SOI ISt Wa re a IS

10 aber am siebenten Tag . deine Tochter noch dein
mecntnoch aeinemaed KO rrekturanker NICHT geeignet

1 Denn in sechs Tagen h am siebenten Tage.

Darum segnete der HERR den Sabbattag und heiligte ihn.

12 Dy sollst deinen Vater und deine Mutter ehren, auf daR du lange lebest in dem Lande, daR dir der HERR, dein Gott, gibt.

13 Du sollst nicht téten.

14 Du sollst ehebrechen.

15 Du sollst nicht stehlen.

16 Du sollst kein falsch Zeugnis reden wider deinen Nachsten.

17 LaR dich nicht geliisten deines Nachsten Hauses. LaR dich nicht geliisten deines Nichsten Weibes, noch seines Knechtes noch seiner Magd,
noch seines Ochsen noch seines Esels, noch alles, was dein Nachster hat.

18 Und alles Volk sah den Donner und Blitz und den Ton der Posaune und den Berg rauchen. Da sie aber solches sahen, flohen sie und traten
von ferne

19 und sprachen zu Mose: Rede du mit uns, wir wollen gehorchen; und laR Gott nicht mit uns reden, wir méchten sonst sterben.

20 Mose aber sprach zum Volk: Fiirchtet euch nicht; denn Gott ist gegkommen, daR er euch versuchte und daR seine Furcht euch vor Augen
ware, daB ihr nicht siindigt.

21 Also trat das Volk von ferne; aber Mose machte sich hinzu in das Dunkel, darin Gott war




mesenerl - 1a) Suche reloaded (verfeinern!)

. ? X
2. Mose - Kapitel 20 Suchen

Die Zehn Gebote Suchen nach:

. hebrech ~
' Und Gott redete alle diese Worte: . &EG:;-?Kr:einschreibung beachten SchiieBen
?Ich bin der HERR, dein Gott, der ich dich aus Agyptenland, aus dem Diensthause, gefuhrt habe. | 5 |, ganzes wort suchen Erestzen..

3 Du sollst keine anderen Gétter neben mir haben.

4Du sollst dir kein Bildnis noch irgend ein Gleichnis machen, weder des, das oben im Himmel, noch des, das unten auf Erden, oder des, das im
Wasser unter der Erde ist.

5Bete sie nicht an und diene ihnen nicht. Denn ich, der HERR, dein Gott, bin ein eifriger Gott, der da heimsucht der Viter Missetat an den
Kindern bis in das dritte und vierte Glied, die mich hassen;

6und tue Barmherzigkeit an vielen Tausenden, die mich liebhaben und meine Gebote halten.

7Du sollst den Namen des HERRN, deines Gottes, nicht mikbrauchen; denn der HERR wird den nicht ungestraft lassen, der seinen Namen
miRbraucht.

8 Gedenke des Sabbattags, daR Du ihn heiligest.

Sechs Tage sollst du arbeiten und alle dein Dinge beschicken;

103ber am siebenten Tage ist der Sabbat des HERRN, deines Gottes; da sollst du kein Werk tun noch dein Sohn noch deine Tochter noch dein
Knecht noch deine Magd noch dein Vieh noch dein Fremdling, der in deinen Toren ist.

11 Denn in sechs Tagen hat der HERR Himmel und Erde gemacht und das Meer und alles, was darinnen ist, und ruhte am siebenten Tage.
Darum segnete der HERR den Sabbattag und heiligte ihn.

12Du sollst deinen Vater und deine Mutter ehren, auf daR du lange lebest in dem Lande, daR dir der HERR, dein Gott, gibt.

13 Du sollst nicht toten.

14 Du sollst ehebrechen.

15 Du sollst nicht stehlen.

16 Du sollst kein falsch Zeugnis reden wider deinen Nachsten.

17 LaR dich nicht geliisten deines Nachsten Hauses. LaR dich nicht geliisten deines Nichsten Weibes, noch seines Knechtes noch seiner Magd,
noch seines Ochsen noch seines Esels, noch alles, was dein Nachster hat.

18 Und alles Volk sah den Donner und Blitz und den Ton der Posaune und den Berg rauchen. Da sie aber solches sahen, flohen sie und traten
von ferne

19 und sprachen zu Mose: Rede du mit uns, wir wollen gehorchen; und laR Gott nicht mit uns reden, wir méchten sonst sterben.

20 Mose aber sprach zum Volk: Fiirchtet euch nicht; denn Gott ist gegkommen, daR er euch versuchte und daR seine Furcht euch vor Augen
ware, daB ihr nicht siindigt.

21 Also trat das Volk von ferne; aber Mose machte sich hinzu in das Dunkel, darin Gott war




messsinion ] 2Q. Druckfehler markieren

. ? X
2. Mose - Kapitel 20 Suchen

Die Zehn Gebote Suchen nach:

. hebrech ~
' Und Gott redete alle diese Worte: . &EG:;-?Kr:einschreibung beachten SchiieBen
?Ich bin der HERR, dein Gott, der ich dich aus Agyptenland, aus dem Diensthause, gefuhrt habe. | 5 |, ganzes wort suchen Erestzen..

3 Du sollst keine anderen Gétter neben mir haben.

4Du sollst dir kein Bildnis noch irgend ein Gleichnis machen, weder des, das oben im Himmel, noch des, das unten auf Erden, oder des, das im
Wasser unter der Erde ist.

5Bete sie nicht an und diene ihnen nicht. Denn ich, der HERR, dein Gott, bin ein eifriger Gott, der da heimsucht der Viter Missetat an den
Kindern bis in das dritte und vierte Glied, die mich hassen;

6und tue Barmherzigkeit an vielen Tausenden, die mich liebhaben und meine Gebote halten.

7Du sollst den Namen des HERRN, deines Gottes, nicht mikbrauchen; denn der HERR wird den nicht ungestraft lassen, der seinen Namen
miRbraucht.

8 Gedenke des Sabbattags, daf |
9Sechs Tage sollst du arbeiten u N u r ei n m a | i m Text 9 a IS
103ber am siebenten Tage ist de
Knecht noch deine Magd noch d .
1 Denn in sechs Tagen hat der H KO r re kt u ra n ke r gee | g n et ruhte am siebenten Tage.
Darum segnete der HERR den S4
12Du sollst deinen Vater und deine Mutter ehren, auf daR du lange lebest in dem Lande, daR dir der HERR, dein Gott, gibt.

13 Du sollst nicht toten.

14 Du sollst ehebrechen.

15 Du sollst nicht stehlen.

16 Du sollst kein falsch Zeugnis reden wider deinen Nachsten.

17 LaR dich nicht geliisten deines Nachsten Hauses. LaR dich nicht geliisten deines Nichsten Weibes, noch seines Knechtes noch seiner Magd,
noch seines Ochsen noch seines Esels, noch alles, was dein Nachster hat.

18 Und alles Volk sah den Donner und Blitz und den Ton der Posaune und den Berg rauchen. Da sie aber solches sahen, flohen sie und traten
von ferne

19 und sprachen zu Mose: Rede du mit uns, wir wollen gehorchen; und laR Gott nicht mit uns reden, wir méchten sonst sterben.

20 Mose aber sprach zum Volk: Fiirchtet euch nicht; denn Gott ist gegkommen, daR er euch versuchte und daR seine Furcht euch vor Augen
ware, daB ihr nicht siindigt.

21 Also trat das Volk von ferne; aber Mose machte sich hinzu in das Dunkel, darin Gott war

h noch deine Tochter noch dein




el 3. Druckfehler korrigieren

2. Mose - Kapitel 20

Die Zehn Gebote

1Und Gott redete alle diese Worte:

2|ch bin der HERR, dein Gott, der ich dich aus Agyptenland, aus dem Diensthause, gefiihrt habe.

3Du sollst keine anderen Gotter neben mir haben.

4Du sollst dir kein Bildnis noch irgend ein Gleichnis machen, weder des, das oben im Himmel, noch des, das unten auf Erden, oder des, das im
Wasser unter der Erde ist.

5Bete sie nicht an und diene ihnen nicht. Denn ich, der HERR, dein Gott, bin ein eifriger Gott, der da heimsucht der Viter Missetat an den
Kindern bis in das dritte und vierte Glied, die mich hassen;

6und tue Barmherzigkeit an vielen Tausenden, die mich liebhaben und meine Gebote halten.

7Du sollst den Namen des HERRN, deines Gottes, nicht mikbrauchen; denn der HERR wird den nicht ungestraft lassen, der seinen Namen
miRbraucht.

8 Gedenke des Sabbattags, daR Du ihn heiligest.

Sechs Tage sollst du arbeiten und alle dein Dinge beschicken;

103ber am siebenten Tage ist der Sabbat des HERRN, deines Gottes; da sollst du kein Werk tun noch dein Sohn noch deine Tochter noch dein
Knecht noch deine Magd noch dein Vieh noch dein Fremdling, der in deinen Toren ist.

11 Denn in sechs Tagen hat der HERR Himmel und Erde gemacht und das Meer und alles, was darinnen ist, und ruhte am siebenten Tage.
Darum segnete der HERR den Sabbattag und heiligte ihn.

12Du sollst deinen Vater und deine Mutter ehren, auf daR du lange lebest in dem Lande, daR dir der HERR, dein Gott, gibt.

13 Du sollst nicht toten.

14 Du sollst nicht ehebrechen.

15 Du sollst nicht stehlen.

16 Du sollst kein falsch Zeugnis reden wider deinen Nachsten.

17 LaR dich nicht geliisten deines Nachsten Hauses. LaR dich nicht geliisten deines Nichsten Weibes, noch seines Knechtes noch seiner Magd,
noch seines Ochsen noch seines Esels, noch alles, was dein Nachster hat.

18 Und alles Volk sah den Donner und Blitz und den Ton der Posaune und den Berg rauchen. Da sie aber solches sahen, flohen sie und traten
von ferne

19 und sprachen zu Mose: Rede du mit uns, wir wollen gehorchen; und laR Gott nicht mit uns reden, wir méchten sonst sterben.

20 Mose aber sprach zum Volk: Fiirchtet euch nicht; denn Gott ist gegkommen, daR er euch versuchte und daR seine Furcht euch vor Augen
ware, daB ihr nicht siindigt.

21 Also trat das Volk von ferne; aber Mose machte sich hinzu in das Dunkel, darin Gott war




mesesinkn ] Geht das auch bei Genen?

Vier “Buchstaben” (Nukleotide)*:

A = Adenosin

G = Guanosin ] . o

C = Cytydin genetischer Code: 3 Nukleotide = 1 Aminosaure
T =Thymidin

CTG.CCA.AAA.AAT.CAA.TGT.GAA.GCA.AAT.CGC.AGC.CCG.CCT.CCT.GCC.TCC.GCT.CTA.CTC.ACT
Leu Pro Lys Asn Gln Gys Glu Ala Asn Arg Ser Pro Pro Pro Ala Ser Ala Leu Leu Thr

* Die Namen sind verkirzt, eigentlich handelt es sich um Phosphate



mesesinkn ] Geht das auch bei Genen?

Genom = Abfolge von 3 Milliarden (3x10°) Buchstaben (A, G, C, T)

AGATGGATTATCAAGTGTCAAGTCCAATCTATGACATCAATTATTATACATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAATGTGAAGCAA
ATCGCAGCCCGCCTCCTGCCTCCGCTCTACTCACTGGTGTTCATCTTTGGTTTTGTGGGCAACATGCTGGTCATCCTCATCCT
GATAAACTGCAAAAGGCTGAAGAGCATGACTGACATCTACCTGCTCAACCTGGCCATCTCTGACCTGTTTTTCC . ..

Diese Abfolge ist spezifisch, bildet also quasi einen eigenen (Sequenz-) Code:

Lange der Buchstabenfolge Varianten Varianz

1 A,G,CoderT 4

Eine 20er Sequenz kommt statistisch nur 1x im Genom vor (Chance: 1:333)
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I 1. Sequenzspezifische Suchfunktion

DNA-bindende Domane

ltgctggtcatcctcatcctg]

121 agatggattatcaagtgtcaagtccaatctatgacatcaattattatacatcggagccct

181 gccaaaaaatcaatgtgaagcaaatcgcagcccgcectectgectecgetcetactcactgg

241 tgttcatctttggttttgtgggcaacatgctggtcatcctcatcctgataaactgcaaaa

301 ggctgaagagcatgactgacatctacctgctcaacctggccatctetgacctgtttttec

361 ttcttactgtccceccttectgggctcactatgctgecgeccagtgggactttggaaatacaa

421 tgtgtcaactcttgacagggctctattttataggcttcttctctggaatcttcttcatca

481 tcctcectgacaatcgataggtacctggcectgtegtecatgetgtgtttgetttaaaageca

541 ggacggtcacctttggggtggtgacaagtgtgatcacttgggtggtggectgtgtttgegt

601 ctctcccaggaatcatctttaccagatctcaaaaagaaggtcttcattacacctgecaget

661 ctcattttccatacagtcagtatcaattctggaagaatttccagacattaaagatagtca

721 tcttggggctggtcctgccegectgettgtcatggtcatctgetactecgggaatectaaaaa ..

CCR5 Gen (kodierender Bereich)

Quelle: NCBI Genbank
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I 2. Sequenzspezifische Markierung

DNA-bindende Domane

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

agatggattatcaagtgtcaagtccaatctatgacatcaattattatacatcggagccct

gccaaaaaatcaatgtgaagcaaatcgcagcccgectectgecteecgetcectactecactygg

| tgctggtcatecctecatcctg |

tgttcatctttggttttgtgggcaacatgctggtcatcctcatcctgataaactgcaaaa

ggctgd

ttctts

tgtgt(

tcecteg

Die zu modifizierende Stelle
ist markiert = gerichtete
Genomeditierung moglich

ccC

faa

ca

[cCa

ggacggtcacctttggggtggtgacaagtgtgatcacttgggtggtggetgtgtttgegt

ctctcccaggaatcatctttaccagatctcaaaaagaaggtcttcattacacctgecaget

ctcattttccatacagtcagtatcaattctggaagaatttccagacattaaagatagtca

tcttggggctggtectgecgetgettgtcatggtcatctgetactecgggaatectaaaaa ..

CCR5 Gen (kodierender Bereich)

Quelle: NCBI Genbank



) Loseenen) - Und wie funktioniert das praktisch?

Erkennung der Sequenz anhand der Sequenz per Schliissel-/Schlossprinzip

Vier “Buchstaben” (Nukleotide):

A Adenosi GACGGTTTTTTAGTTACACT
A SYSCCARRARANY CRRY =Y =R
C: Cytydin
T: Thymidin

Zwei Komplementarpaare:

A=T Jetzt noch die
=G Schere dazu!

wADMAMuMBumasssaaMuas sMOMBLLD A0

CAGTATCTGCCAAAAAATCAATGTGAAGCAG




o) Leeanenl - Und wie funktioniert das praktisch?

Erkennung der Sequenz anhand der Sequenz per Schliissel-/Schlossprinzip

Vier “Buchstaben” (Nukleotide):

A: Adenosin
G: Guanosin
C: Cytydin

T: Thymidin

Zwei Komplementarpaare:

A=T
C=G

X

EQSEETTTTTTéETTég%ST
-A.IAull.l.!AAA!!N.!!N.“.!A.-A.
CAGTATCTGCCAAAAAATCAATCGTGAAGCAG




) Lszssmizl Prinzip des Genome Editing

Genschere (Designernuklease)

DNA-Bindedomane (,,Gen“) Effektordomane (,,Schere”)

Reparaturmechanismen der Zelle N
Donor-DNA / Matrix

(Exakte Genomchirurgie bzw.
Ersatz ganzer Abschnitte)

Modified from Bogdanove and Voytas et al. Science 2011
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Gebrauchliche Genscheren

Kosten Anwendbarkeit Effektor-
Off-target Herstellung -
(Euro) Genom Organismen domanen
_ DIY: _
Moglich 2-12 Monate Abhadngig
480 - 740
. . von . Nukleasen
Zink-Finger Sangamo: Sauger .
(abhangig von kein Large scale erhaltlichen Fische Nickasen
Target) moglich 9 000- Modulen
18 000 Insekten
Bakterien
selten 1-12 Wochen DIY: Nukleasen
50 (-1000) Abh Pflanzen Nick
- angig von . ickasen
TALEN (abhangig von L / Cellectis: UPStfﬁg’Ggm T >auger Aktivatoren
Target) arge scaie ' Fische
moglich 600-5000 Repressoren
Insekten
Bakterien
2.T. haufig 1 Woche Nukleasen
o Pflanzen ]
DIY: Abhangig von . Nickasen
CRISPR/Cas Sauger _
(abhingig von Large scale 10 (-200) PAM Fische Aktivatoren
Design) moglich Repressoren
Insekten

— CRISPR/Cas wird permanent mit grofRer Geschwindigkeit optimiert
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I Geschichte des Genome Editing

LA — 8, %% .
CRISPR-Cas is i
- is RNA-guided
1985-1991 bacterial immune =
NA |
Zinc-finger system (45) PG eRtondEietselen)
proteins (25-27)
1979 199642003 200942010
Gene replacement ﬁ'”‘i"“”gerf TAL ettectors;
in veast (1 nucleases for genome TALE nucleases
Rt engineering (28-30) (31-33) é:g 2013m| ——
8}_ é} o O O—' site-specific genome
2011 - | engineering in human cells,
2003 onward nature methods other eukaryotes
1989-1994 Expanded use of (75,85, 86)
Genome break ZFNs for genome %
repair by NHEJ, engineering '
HDR (2; 6-9) T =
2010 onward
1985-1986 Increasing use of
Human genome TALENSs for genome
editing by HDR (3-5) engineering

Nobelpreis 2007:
Capecchi & Smithies

Modifiziert nach: Doudna JA & Charpentier E. Science 2014;346:1258096



el Evolution des CRISPR-Cas Systems

tracrBMNA forms a duplex structure

with ctRMA in association with Cas9

First experimental evidence for yabeheva el a

EH.I_SF_ﬁa_antTe mmunity Type Il CRISPR systems are
PR madular and can be

heterologously expressed

in other organisms

First repor
OHEHIBER Coined ‘CRISPR" * Type lll-B Cmr First demanstration of
clustered repeats nama, defined CRISPR complexes Casd genome engineering
bl signature Cas genes cleave RMNA in eukaryolic cells
I et al Ha I3 Ci v @t al
Recognition that Identified forsign CRISPR acts upon In vitro Ganome-wide functional
CRISPR families arigin of spacers, DNA targets characterization  screening with Casg
are present proposed adaplive Marral la of DNA targeting al
mrmunity function
rposs | e | Spacosar T
: i bl converted into nek ot al
Majica et al *aurcel et a Gaszunas et al Crystal structure of apo-Casd
i ' : mature crRMAs J \’I" i P
Identified PAK 3 I Jinek
| I.. st al .hq;ac;aismall Casd is quided by spacer
i gu:\ f‘:" b _5_ sequencas and cleaves Crystal structure of Casd in
S target DMA via DSBs complex with quide BMA and

target DMA

*Clustered regularly interspaced palindromic repeat

Hsu PD et al. Cell 2014; 157:1262-78.



msesl - \Was kann Genome Editing?

Hamburg-Eppendorf

Zielgerichtete Veranderung der Erbinformation lebender Organismen!

Reparatur defekter Gene

Insertionen (Addition von Information)

,Knockout” (Ausschalten)

Deletionen (Entfernung von Information)

Enhancement (Verbessern)

Modifikationen

Anwendungsgebiete:

N
LS
o
(=]
£
=
0
o
c
)
o

Hsu PD et al. Cell 2014; 157:1262-78.



@ Lzl Ur-Prinzip” der Gentherapie

Erkrankungen durch
Schwester, % i
I A R Fehler der
guanin,; N A Erbinformation

Therapie durch
Korrektur der
Erbinformation

Fotoquelle: klinikumfrankfurt.de
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Die neuen Probleme sind die alten ...

l. ,,Delivery” (Zustellung)




amusemirl |, Das Zustellproblem

1999
Inder Verma
Salk Institute

“There are only 3 problems in gene therapy...
DELIVERY

DELIVERY

DELIVERY®
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Vektoren als Gentaxis

Anforderungen:
- Zielgenau
- effizient
- sicher
- ,one way"
- gunstig

Realitat:
- unspezifisch
- rel. ineffizient
- ,Restrisiko”
- Insertion
- teuer




amuzeeniorl - DEN Optimalen Gentransfervektor...

 Effizient und einfach in der Anwendung
« Zellspezifisch

« Adequate Expression, ideal: regulierbar
« Nicht toxisch, nicht immmunogen

» Grolde Verpackungskapazitat
 Leichte Produktion unter “GMP”
 Biosicherheit

« Kostengunstig




il DeN ,Supervektor” gibt es nicht

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials

#
'
=

Viele der heute klinisch
verwendeten Vektoren sind fur
in-vivo-Anwendungen des
Genome Editing eher ungeeignet

@ Herpes 5imp|exlviru5 ﬂr.E':f'rf: (n=713)
® Other vectors 7.6% [n=174)
@ Unknown 3.3% (n=74)

R4

The Journal of Gene Medicine, © 2015 John Wiley and Sons Lid wiww wiley o uk /genmed/clinical
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Die neuen Probleme sind die alten ...

Il. Immunogenitat
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DNs enthalten bakterielle Elemente

ZFNs: konserviert, aber Fokl
TALEN: Ursprung — Pflanzenbakterien; dazu Fok1l
CRISPR/Cas9: Ursprung — Bakterien (z.B. Streptokokken)

In vivo

» Postnatal: sehr wichtig, Einfluss von Expressionsdauer/-system

> Pranatal: wahrscheinlich irrelevant

Ex vivo

» Postnatal: Dauer der Antigenexpression (transient!) und
wahrscheinlich Art der Zielzellen entscheidend

> Pranatal: wahrscheinlich irrelevant
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Die neuen Probleme sind die alten ...

l1l. Effizienz (Korrekturrate)




sl Reparaturmechanismen

Reparatur von Doppelstrangbriichen in der Zelle

oye
y
GATAGAATGGTCTG~
CTATCTTACCAGTC

¢ Cleavage by nucleases

[EESCRTCTCACCETARGEEY [CCTooATAGAATCRTOTEH]
BESSTACACTGCGATTGRGA BocacoTATCTTACCAGEC]
DSB

Ohne Matrix:

- Nicht-homologes Endjoining:
- Reparaturmechanismus, der ohne Matrix funktioniert
- fehleranfallige Reparatur (Insertion / Deletion von bp)
- fihrt oft zu einer Verschiebung des Leserahmens (=k.0.)

- ,quick and dirty“ Reparatur, vor allem in der G1-Phase

- funktioniert NUR bei Doppelstrangbriichen!

Smallindels

Modifiziert nach Kim H and Kim JS Nat Rev Genet 2014



sl Reparaturmechanismen

Reparatur von Doppelstrangbriichen in der Zelle

Jem

[BETACAC TG COATTORGAEGCACCTATC TTACCAGTC:
¢ Cleavage by nucleases

BEEEATGTGACGETARGHGY [EEGTGOATAGAATGOTCTE:]
BESSTACACToCGATTOAG [GCACCTATCTTACCAGEC:]

DSB

NAi+ NA~dvring.

Knockout ist einfacher als Editing [

R)

TAT~~~CTTA GGATAGAATGG
ATA-~~GAAT CCTATCTTACCH
Donor DNA

/

TAT~~~CTTA
[T ¥ U BGCACCTATCT TACCAGTCS

Gene or tag insertion

[FfeceTeeaTacanTee
[feccaccTaTcTTACS
Donor DNA

QOr

[fEceTGGATAGAATEEA]
ssODN

~.

a GGATAGAATGGTCTG~
G CCTATCTTACCAGTC~

Gene correction or point mutagenesis

TITPTaOTCs

(z.B. Fremd-DNA oder Schwesterchromatid)
Reparatur exakt

Vor allem in der G2- und M-Phase
Funktioniert auch bei Einzelstrangbriichen

Genkorrektur, gerichtete Mutationen etc.
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Die neuen Probleme sind die alten ...

IV. Prazision (Fehlerrate)
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st Die Prazision des Genome Editing

e Spezifitat hangt von der Genauigkeit der Einzelbindungen sowie der
Lange der Erkennungssequenz ab

e Cave! Nicht alle Nukleotide in der Zielsequenz sind gleich wichtig fur
die Bindung der Designernukleasen

e Viele Gene haben homologe “Verwandte” im Genom
— Potentielle off-target Bindestellen

e Zudem beeinflussen Expressionshohe und Dauer einer DN ihre off-
target Aktivitat




arismectl - Risiken der off-target Aktivitat

Cleavage
on a single chromosome

[ T
[ T

Ii—

H
|
Two DSBs

DNA repair
by NHE]

B 2
B 22 0
Large deletion
Or

Inversion

|

Cleavage on
two different chromosomes

DNA repair
by NHE]

Translocations

Kim H and Kim JS Nat Rev Genet 2014
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il EiN Rechenbeispiel

Wir postulieren eine gegebene off-target Frequenz von 1 in 1 Mio.
(unabhangig vom Zelltyp)

Der Korper eines Erwachsenen besteht aus ~ 3x1013, die Leber: >10% Zellen

- Genome Editing in ca. 1% der Hepatozyten (>101° Zellen)
v’ > 10* off-target Ereignisse

- Hohe Anforderungen an Effizienz und Spezifitat bei in-vivo-Gentherapie

—> Erste klinische Anwendungen an Blutzellen ex vivo
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il EiN Rechenbeispiel

Wir postulieren eine gegebene off-target Frequenz von 1 in 1 Mio.
(unabhangig vom Zelltyp)

Hat man es nur mit einer Zelle zu tun (Zygote)

- Wahrscheinlichkeit eines off-target-Schnittes: 10°

ABER:

- Risiko = Eintrittswahrscheinlichkeit * Schadensschwere
— bisher werden solche Spezifititen bei weitem NICHT erreicht

- Off-target Aktivitat kann sich in verschiedenen Zellen
unterscheiden
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4-"41&“?

... und was ist nun mit der Therapie?




amsencorl - Die ersten Gentherapieansatze...

... benutzen Blutzellen

v

v

NN

Leicht zu bekommen, kdnnen aulierhalb der Korpers (ex
vivo) behandelt werden

Lebensbedrohliche monogene Erbkrankheiten des
Blutsystems, die sich durch Transplantation, aber auch
Gentherapie heilen lassen (z.B. Immundefekte, 3-
Thalassamie)

Verbesserung von Immuntherapien fur Krebs

Schutz von Blutzellen, z.B. vor HIV
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CCR5 knockout:
Eine moégliche klinische Anwendung

Interessenskonflikt:

Das Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf (UKE) hat fiir CCR5-
Uco-TALEN einen Patentantrag gestellt (noch nicht entschieden)

Erfinder: Ulrike Mock and Boris Fehse




amsencerl - Hintergrund CCR5

CCR5

CC-motif chemokine receptor 5

- Ko-Rezeptor fiir HIV (“CCR5-trope Stamme”)

- Naturliche Mutation (CCR5A32) fiihrt zu nahezu
vollstandigem Schutz vor HIV-Infektion (10% der Europaer

sind Trager, 1% homozygot)

- Keine signifikanten negativen Effekte der CCR5A32-
Mutation




amseniotl - HIV-Schutz Ubertragbar

@ e NEW ENGLAND
=7 JOURNAL of MEDICINE

Long-Term Control of HIV by CCR5 Delta32/
Delta32 Stem-Cell Transplantation

Gero Hiitter, M.D., Daniel

Susanne Ganepola, M.D., /
Thomas Schneider, M.D., Ph.D., §&

Olga Blau, M.D., Igor VERVAYA R B}

and H '
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Lasst sich der ,,Berlin patient” wiederholen?

e NEW ENGLAND
JOURNAL of MEDICINE

Machbarkeitsstudie.
Verbesserungsbedartf.

Pablo Tebas, WT.., Davia Stem, V.., WISON W. 1ang, V.., 1an Frank, V.-, SNeley . wang, V.., Gary Leg, PR.D.,
S. Kaye Spratt, Ph.D., Richard T. Surosky, Ph.D., Martin A. Giedlin, Ph.D., Geoff Nichol, M.D.,
Michael C. Holmes, Ph.D., Philip D. Gregory, Ph.D., Dale G. Ando, M.D., Michael Kalos, Ph.D.,
Ronald G. Collman, M.D., Gwendolyn Binder-Scholl, Ph.D., Gabriela Plesa, M.D., Ph.D.,
Wei-Ting Hwang, Ph.D., Bruce L. Levine, Ph.D., and Carl H. June, M.D.




Limesmairl  Eine CCR5-spezifische TALEN

CCR5-specific TALEN

Left TALEN am; GCR5-Usc-L

112139 1V¥V019¥YJ_01lVOoy

N-term 232
EL2 EL3
EL1
™1 ™2 TM3 M4 TM5 8§, TM6 ™7

o

QD

N
Q.. £
m® S, M
ICL1
ICL3

CCR5-Uco-TALEN

targeted region L2

C-term




wmoageeendotl - MoOdifizierte T-Zellen sind vor HIV geschitzt

2000000 - - 99.8%
|
1600000 -
1200000- Praktisch vollstandige
2 Unterdriickung der HIV-
(14 . .
800000 - Ausbreitung in der
Zellkultur
400000 -
0-

TALEN Kontrolle

Mock et al. Nucleic Acids Res (2015)
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amssencerl - ZUS@MMenfassung

Das Genome Editing

v’ stellt eine Revolution in der Grundlagen- wie auch angewandten
Forschung in unterschiedlichen Gebieten (rote, weilde, griine
Gentechnik) dar

v’ steht hinsichtlich der klinischen Anwendung vor dhnlichen
Herausforderungen wie andere Gentherapieansatze,
insbesondere in Bezug auf in-vivo-Anwendungen

v’ Ex-vivo-Anwendungen sind technisch am einfachsten und
hinsichtlich Effizienz und Sicherheit am besten kontrollierbar




el - Gentherapie — Darf man das ...

... oder spielt hier jemand Gott?

...ZU Wem gehort

das geklonte Baby§

Entbindung




messnkn] - Gentherapie — Angste

sle I:ahen
I(Ionl Eelll,nrzle
o

predigen |

R ahvs s
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... keine Korrektur komplexer Erbanlagen
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wmorstppendotl — GeNtherapie —somatisch vs. Keimbahn

somatisches Gentherapie Keimbahn-Gentherapie
= Korrektur in den klinisch = Korrektur in der
relevanten Korperzellen Keimbahn
- technisch kompliziert - eventuell ,einfacher”
- evtl. zu spat - Krankheit wird ,eliminiert”
- Krankheit wird vererbt - reproduktives Klonen
- kausale Therapie - kausal, KEINE Therapie
- ethisch unbedenklich - ethisch sehr umstritten*
- in Deutschland verboten

Eigenes Dia aus Gentherapievorlesung von ca. 2007
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amusieniarl - GENOME Editing — somatisch vs. Keimbahn

somatisches Genome Editing Keimbahn-Genome Editing

= Korrektur in den klinisch = Korrektur in der
relevanten Korperzellen Keimbahn
- technisch kompliziert - technisch einfacher
- evtl. zu spat - evtl. ,,sicherer”
- Krankheit wird vererbt - Krankheit wird eliminiert
- kausale Therapie - kausal, KEINE Therapie
- ethisch unbedenklich - ethisch sehr umstritten*
- in Deutschland verboten*

*Gesetzeslage z.T. liickenhaft




oz eendotl - D@ Gesetzestext

§ 5 ESch@G: Kiinstliche Veranderung menschlicher Keimbahnzellen

(1) Wer die Erbinformation einer menschlichen Keimbahnzelle kiinstlich verandert, wird mit Freiheitsstrafe
bis zu flinf Jahren oder mit Geldstrafe bestraft.
(2) Ebenso wird bestraft, wer eine menschliche Keimzelle mit kiinstlich veranderter Erbinformation zur
Befruchtung verwendet.
(3) Der Versuch ist strafbar.
(4) Absatz 1 findet keine Anwendung auf
1. eine kinstliche Veranderung der Erbinformation einer auRerhalb des Korpers
befindlichen Keimzelle, wenn ausgeschlossen ist, dafd diese zur Befruchtung verwendet wird,
2. eine klinstliche Veranderung der Erbinformation einer sonstigen kdrpereigenen
Keimbahnzelle, die einer toten Leibesfrucht, einem Menschen oder einem Verstorbenen
entnommen worden ist, wenn ausgeschlossen ist, daR
a) diese auf einen Embryo, Foetus oder Menschen libertragen wird oder
b) aus ihr eine Keimzelle entsteht,
sowie
3. Impfungen, strahlen-, chemotherapeutische oder andere Behandlungen, mit denen eine
Veranderung der Erbinformation von Keimbahnzellen nicht beabsichtigt ist.




il Legale Keimbahnmodifikation™

Hautzelle
y

.;r Reprogrammierung

Genome editing 9 iPS-Zelle

Injektion in
Blastozyste
Verboten! Wahrscheinlich
(§7 ESchG) erlaubt!?
Vielleicht nicht
verboten!?

Mensch-Mensch
Chiméare

Abb.: wissenschau.de (modifiziert)
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amseniorl  JUFIStische und ethische Abwagungen

» Juristisch

* [ntention des ESchG: Schutz des EMBRYOS, nicht der KEIMBAHN

e Aus juristischer Sicht musste die Keimbahntherapie neu gepruft
werden, wenn sie fur den Embryo SICHER ware

» Ethisch

e Werteabwagung, z.B. gegen (Spat-) Abtreibung

e Eingriff in Leben eines zukinftigen Individuums: Einwilligung?!
e Verteilungsgerechtigkeit

e Rettung des Embryo?




et Biomedizinische Abwagungen

e Genome editing erfordert PID

- Gesunde Embryonen wirden identifiziert

= Nach dem Editing misste wahrscheinlich eine 2. PID durchgefiihrt
werden

[Theoretische Alternative bei 100%iger Effizienz und Sicherheit: GE an

allen Embryonen]

e Genome editing bei potentiellen Krankheitsgenen [BRCA1 etc.]
- PID ware vergleichsweise sicherer
= IVF hochbelastend und mit eigenen Risiken assoziiert

e GE bei komplexen Erbanlagen
= nach bisheriger Datenlage wenig effizient und sehr riskant

— Brauchen wir das Genome editing in der Keimbahn tiberhaupt?




el - Genome editing in den Medien

China: Erste Hunde mit editiertem Genom

Rmology 25.11.2015 15:02Uhr - Antonio Regalado

Bully
Whippet
(natdrliche
Mutante

Mehr Muskelmasse: Chinesische Forscher haben das Genmaterial vo

Beagles

Biomedicine and Health, Diane Shelton, and Neuromuscular Disorders)

erdandert. (Bild: Guangzhou Institutes of

Chinesische Wissenschaftler haben nach eigenen Angaben erstmals mithilfe der Gen-
Editiermethode CRISPR-Cas9 die Gene von Hunden verandert.

Heise.de Newsticker 25.11.2015



essinin ] 50 sehen die Hunde wirklich aus

A

Delation

I { nsetol  (3lguben Sie nicht unbesehen alles,

wother was in den Medien berichtet wird!
#11 Delation of 4 bp

mwt

mother

Zou et al J Mol Cell Biol 2015
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Vielen Dank fiir lhre Aufmerksamkeit!

Prof. Dr. Boris Fehse
Forschungsabt. Zell- und Gentherapie
Klinik fiir Stammzelltransplantation

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE)
MartinistraBe 52

D-20246 Hamburg

Telefon: +49 (0) 40 7410-55518

fehse@uke.de

www.uke.de

UK

HAMBURG




