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Der vorliegende Beitrag wurde beim Deutschen Studienpreis 2022 mit dem

2. Preis in der Sektion Natur- und Technikwissenschaften ausgezeichnet. Er be-
ruht auf der 2021 an der Technischen Universitat Dresden eingereichten Disser-
tation ,Directed evolution of site-specific recombinases for precise genome
editing and rearrangment” von Dr. Felix Lansing.

Neuartige Gen-Skalpelle kénnten die Gen-Therapie
revolutionieren

Der Fortschritt in der Medizin hat in den letzten Jahrzehnten einen enormen Sprung
gemacht. Dadurch konnen heutzutage die meisten Erkrankungen geheilt werden.
Jeder Mensch, der gegenwartig eine Arztpraxis betritt, kann eine gut begriindete
Hoffnung auf Besserung beziehungsweise Heilung haben. Dies liegt daran, dass in
den meisten Féllen eine konkrete Behandlung bekannt ist und angewendet werden
kann.

Dies ist leider nicht der Fall, wenn der Grund der Erkrankung im Erbgut veran-
kert ist. Oft bleibt nur die Moglichkeit, die Symptome der Krankheit zu lindern, eine
permanente Heilung ist derzeit jedoch noch ausgeschlossen. Dies ist leider kein Ein-
zelfall, denn es gibt momentan etwa 8.000 bekannte Gendefekte mit teilweise tragi-
schen Krankheitsverldufen, die nicht aufgehalten werden konnen. Dies sind zum
Beispiel Erkrankungen wie Muskelschwund, Autoimmunschwichen oder Blutgerin-
nungsstorungen und dullern sich hiufig schon in jungen Jahren.

Spatestens seit dem Nobelpreis fiir Chemie im Jahr 2020 fiir Jennifer Doudna und
Emmanuelle Charpentier konnen Patient*innen mit genetisch bedingten Erkran-
kungen und ihre Familien wieder Hoffnung schopfen. Der Preis wurde fiir die Ent-
deckung und Entwicklung einer Gen-Schere, des sogenannten CRISPR/Cas9- Sys-
tems, vergeben. Diese Gen-Schere erlaubt es, gezielt Veranderungen im Erbgut vor-
zunehmen. Man muss sich dieses System wie eine molekulare Schere vorstellen, die
mit einer Postleitzahl ausgestattet ist. Je nachdem, wie die Postleitzahl lautet, wird
die Schere an die richtige Stelle im Genom geleitet und kann dort das Erbgut schnei-
den. Der Nachteil dabei ist jedoch, dass die Reparatur des Genoms nach dem Schnitt
durch die Zelle selbst durchgefiihrt werden muss. Die Gen-Schere bringt ndmlich
kein Werkzeug zur Reparatur mit. Den durch die Gen-Schere herbeigefiihrten
Schnitt im Erbgut muss man sich wie eine schwerwiegende Verletzung vorstellen
und die Zelle setzt sofort alle Hebel in Bewegung, um diesen Schaden zu beheben.
Dabei kommt es in den meisten Fillen zu kleineren Fehlern, sogenannten indels
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(insertsions and deletions). Ein Detail, welches den meisten Laien nicht bekannt ist,
aber letztendlich bedeutet, dass die Reparatur durch die Zelle nach der Erbgutveran-
derung nicht kontrollierbar ist. Weiterhin, kann diese Gen-Schere nur kleinere Ab-
schnitte im Erbgut bearbeiten und bietet deswegen nur fiir einen Teil der Patient*in-
nen mit genetisch bedingten Erkrankungen eine Chance auf Heilung. Nichtsdestot-
rotz hat die Einfachheit und kontinuierliche Verbesserung dieses Systems zu etli-
chen Firmengriindung gefiihrt. Diese Firmen versprechen, einige der genetisch be-
dingten Erkrankungen zu heilen, und befinden sich zum Teil schon in klinischen
Studien. Trotz der bekannten Sicherheitshedenken und Limitationen in der Anwen-
dungsbreite ist diese Technologie im Moment die einzige Hoffnung auf Heilung fiir
Patient*innen mit genetisch bedingten Erkrankungen.

Die zweite Generation der Genom-Werkzeuge, das Gen-Skalpell

Das Ziel meiner Dissertation war es, ein neuartiges Gen-Skalpell zu entwickeln,
sozusagen die zweite Generation der Genom-Werkzeuge. Dieses Gen-Skalpell soll
prazise arbeiten und im Unterschied zur Gen-Schere das Erbgut nach dem Schnitt
direkt wieder reparieren. Dadurch wird die fehlerbehaftete zelleigene Reparatur
erst gar nicht aktiviert und eine fehlerfreie Korrektur ist sichergestellt. Weiterhin
soll das Gen-Skalpell jedwede Art von Mutationen, also auch grofiere Genabschnitte,
bearbeiten konnen und nicht auf kleine Reparaturen beschriankt sein. Dies wiirde
die Behandlung aller Patient*innen mit genetisch bedingten Erkrankungen ermogli-
chen. Bestenfalls soll es auch komplexe Reparaturen grofler Genabschnitte, wie z.B.
Austausche oder Inversionen, durchfiihren konnen. Dieses Ziel mag sich sehr her-
ausfordernd anhoren, aber ich musste zum Gliick nicht bei ,null‘ angefangen.

In der Natur gibt es zahlreiche Enzyme, welche die DNS bearbeiten konnen, wie
zum Beispiel Restriktionsenzyme, die seit den 70er-Jahren taglich im Labor benutzt
werden. Die Komplexitat der Reaktion, welche durch solch ein Enzym katalysiert
werden kann, reicht von einfachen Schnitten bis hin zu komplizierten DNS-Remo-
dellierungen.

Besonders vielfiltig in ihrer Reaktionsweise sind sequenzspezifische Rekombina-
sen, wie zum Beispiel die Cre-Rekombinase. Dieses Enzym katalysiert nach Erken-
nung der loxP DNS-Zielsequenz ein ganzes Repertoire an verschiedenen DNS-Veran-
derungen. Cre kann DNS-Abschnitte ausschneiden, einfiigen, drehen/invertieren
oder sogar austauschen. Diese Reaktionen werden prazise und gleichzeitig effizient
durchgefiihrt, da Cre keine ,Verletzung‘ der DNS verursacht, eine Reparatur durch
die Zelle also nicht angestol3en wird.
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Das Cre/loxP-System wurde schon 1981 entdeckt und seitdem intensiv erforscht
und benutzt. Es wird von zahlreichen Laboren in der Grundlagenforschung stan-
dardmallig eingesetzt, weswegen es vielfdltige Belege gibt, welche die Effizienz die-
ses Systems untermauern. Hinzu kommen unzihlige Studien, die zeigen, dass dieses
System sogar in verschiedensten Organismen, unter anderem auch in hoheren Wir-
beltieren, zuverlassig funktioniert und sicher ist. Zusammengefasst gibt es genii-
gend Daten, die Rekombinasen, wie das Cre/loxP-System, als perfektes Gen-Werk-
zeug beschreiben.

Wenn die Vorteile der Rekombinasen auf der Hand liegen, warum werden sie
nicht zur Behandlung von genetisch bedingten Erkrankungen eingesetzt? Dies liegt
vor allem daran, dass es dulderst schwierig ist, die Rekombinase an die richtige Stelle
im Erbgut zu bringen. Sie besitzt im Gegensatz zur CRISPR/Cas9-Technologie kein
postleitzahldahnliches Adressiersystem. Daher miisste man zum Beispiel erst die
loxP-Erkennungssequenz von Cre ins Erbgut einschleusen, damit danach eine Bear-
beitung moglich ist. Dies ist in der Grundlagenforschung moglich, aber beim Men-
schen nicht erlaubt. Zur Anwendung von Cre im Menschen miisste die Rekombinase
so verandert werden, dass sie an eine im menschlichen Genom bereits vorhandene
DNS-Sequenz adressiert werden kann.

Genau an dieser Fragestellung habe ich wahrend meiner Dissertation geforscht:
Wie kann man diesem perfekten Gen-Skalpell, der Rekombinase Cre, beibringen,
eine ganz bestimmte Stelle im menschlichen Genom zu erkennen, welche nicht der
urspriinglichen loxP-Erkennungssequenz entspricht? Wenn dies geldnge, konnte
man theoretisch jede genetisch bedingte Erkrankung korrigieren und somit zahlrei-
che Leben retten.

Um Cre beizubringen, eine krankheitsrelevante DNS-Sequenz zu erkennen, habe
ich die Methode der gerichteten molekularen Evolution benutzt. Diese Technologie
funktioniert analog zur natiirlichen Evolution, bei der sich bestimmte Phanotypen
beziehungsweise Merkmale durch Selektionsdruck herausbilden. Angewandt wird
dies schon seit Jahrhunderten bei der Ziichtung von Tieren oder Pflanzen. In der
Zucht werden nach jeder Generation Individuen ausgewahlt, welche einem be-
stimmten Phénotyp entsprechen, und in die neue Generation eigebracht. Uber meh-
rere Generationszyklen mit der gewiinschten Selektion kann man somit neue Indivi-
duen einer Art mit verdnderten Merkmalen hervorbringen.

Die Cre-Rekombinase bringt schon alle Merkmale mit, die sie zum perfekten Gen-
Skalpell machen. Es fehlt nur noch das Merkmal der DNS-Erkennung, damit sie an
eine krankheitsrelevante Sequenz in unserem Genom gelangt, um dort die Korrek-
tur herbeizufiihren. Mir ist es gelungen, den Prozess der gerichteten Evolution so
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weit zu verbessern, dass man nun adressierbare Cre-Rekombinasen herstellen
kann, sogenannte Designer-Rekombinasen. Diese Designer-Rekombinasen konnen
theoretisch jede Mutation, welche eine genetisch bedingte Erkrankung hervorruft,
korrigieren. Besonders profitieren wiirden hier Patient*innen, welche unter einer
Mutation leiden, die einen grofen Genabschnitt betrifft, da das CRISPR/Cas9 fiir
diese Art von Mutationen nicht anwendbar ist und meist nur kleine Genabschnitte
bearbeiten kann.

Eine Designer-Rekombinase zur Behandlung der Hamophilie A.

Die Blutgerinnungserkrankung Hamophilie A, besser bekannt als Bluterkrankheit,
wird durch einen Defekt im Faktor-VIII-Gen (F8) hervorgerufen. Da sich das F8-Gen
auf dem X-Chromosom befindet, sind fast ausschlieRlich Manner von dieser Krank-
heit betroffen; bei Frauen kann die funktionale zweite Kopie des F8-Gens auf dem
anderen X-Chromosom den Gendefekt kompensieren. Das F8-Gen produziert in ge-
sunden Individuen das Faktor-VIII-Protein. Ohne das Faktor-VIII-Protein kann einer
der letzten Schritte der Blutgerinnungskaskade nicht mehr stattfinden und eine Blu-
tung nicht gestoppt werden. Dies ist besonders gefdhrlich bei inneren Blutungen der
Organe, die nur schwer zu erkennen sind, aber auch bei kleinsten Blutungen z.B.
nach zu festem Auftreten zwischen den Gelenken im Knie. Damit sind diese Patien-
ten dullerst vulnerabel und stark in ihrem personlichen Leben beeintrachtigt, phy-
sisch wie auch psychisch. Bei der schwerwiegendsten Form der Himophilie A ist
der zugrunde liegende Gendefekt héaufig eine Gen-Inversion. Dabei ist ein Teil des
Erbgutes wahrend der Zellteilung umgekehrt bzw. invertiert eingebaut worden,
wodurch das F8-Gen inaktiviert wird. Im konkreten Fall der Hamophilie A gibt es
zwei Varianten dieser Gen-Inversion, welche ungefiahr 50 % der schweren Hamophi-
lie-Falle auslosen.

Aktuell gibt es eine effektive Behandlung, bei der Patienten zwei- bis dreimal die
Woche einen Faktor-VIII-Protein-Ersatz erhalten. Bei dieser sogenannten Protein-
Ersatz-Therapie wird das funktionale Faktor-VIII-Protein intravenos verabreicht.
Die Einschrankungen, welche mit der Abhangigkeit zur Protein-Ersatz-Therapie ver-
kniipft sind, beeintrachtigen das private Leben immens. Neben der sporadischen
Verfiigbarkeit der Infrastruktur fiir eine solche Therapie stellt insbesondere auch
die Bildung von Antikorpern gegen das Praparat ein groldes Problem dar. Dies istin
circa 30 % der Behandlungen der Fall und erschwert die Fortsetzung der Protein-Er-
satz-Therapie enorm. Daher wiinschen sich Patienten eine alternative Behandlung,
welche zur Heilung fiihren konnte. Somit wire eine Therapie, welche an der Krank-
heitsursache ansetzt und das F8-Gen wieder korrigiert, eine Chance auf eine
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lebenslange Heilung und bessere Lebensqualitit. Die zugrunde liegenden Gen-In-
versionen konnen nicht oder nur sehr schwer mittels CRISPR/Cas9 behoben wer-
den, da sie mit mehreren Hunderttausend Basenpaaren viel zu grof sind. Die einzi-
gen Gen-Werkzeuge, welche eine so grofe Gen-Inversion aktiv zuriickdrehen konn-
ten, sind Rekombinasen.

Wahrend meiner Dissertation habe ich die Herstellung einer solchen Rekombi-
nase erforscht. Mithilfe der gerichteten Evolution ist es mir gelungen eine Designer-
Rekombinase zu entwickeln, welche eine DNS-Sequenz links und rechts von der
Gen-Inversion im F8-Gen erkennt und bearbeiten kann. Zunachst konnte ich in Bak-
terienzellen die Aktivitdt und Spezifizitat der Rekombinase auf der Ziel-Sequenz
nachweisen. Da die Rekombinase aber letztendlich im Menschen angewandt wer-
den soll, musste ich sie leicht modifizieren, um geniigend Aktivitat in humanen Zel-
len zu gewahrleisten. Bringt man diese Rekombinase nun in eine menschliche Stan-
dard-Zelllinie, ist sie aktiv und kann die 140.000 Basenpaar grof3e Inversion im F8
Gen prazise und effizient zuriickdrehen. Dieses Experiment lieferte zum allerersten
Mal Hinweise darauf, dass die entwickelte Designer-Rekombinase tatsachlich zur
Behandlung von Himophilie A benutzt werden konnte. Um herauszufinden, ob
diese Rekombinase auch in Zellen von einem Hamophilie-A-Patienten aktiv ist, ha-
ben wir uns mithilfe der Himostaseologie-Abteilung der Uniklinik Dresden auf die
Suche nach einer Zellspende begeben. Durch die gute Vernetzung der Himostaseo-
logie-Abteilung konnten wir gliicklicherweise zeitnah an diese Spende gelangen.
Der anonyme Spender und seine Familie waren von unserem innovativen Ansatz
liberzeugt und er erklirte sich bereit, eine Zellspende in Form einer Blutspende, be-
reitzustellen. Da das F8-Gen aber nur in Leberzellen aktiv ist, mussten wir aus den
Blutzellen Leberzellen herstellen. Dies ist dank neuester Entwicklungen in der
Stammzellbiologie moglich. Aus Blutzellen lassen sich induzierte pluripotente
Stammzellen generieren, welche dann zu fast jedem beliebigen Zelltyp differenziert
werden konnen, unter anderem auch zu Leberzellen. Um diese komplexe Technolo-
gie zu erlernen, wurde mir ein viermonatiger Forschungsaufenthalt in den USA im
Labor von Takanori Takebe, einem weltweit fiihrenden Experten auf diesem Gebiet,
ermoglicht. Dieses Wissen konnte ich erfolgreich in Dresden etablieren und aus der
Blutspende des Patienten Leberzellen generieren, sogenannte Leber-Endothelzel-
len. Nach Verabreichung der Designer-Rekombinase in diese Zellen konnte ich zei-
gen, dass etwa 15.-18 % des F8-Gens korrigiert, also zuriickgedreht wurden. Solch
eine Korrektur wiirde einen Patienten von der schweren Form der Himophilie A
heilen. Eine zusatzliche Protein-Ersatz-Therapie ware, wenn tiberhaupt, nur bei ei-
ner bevorstehenden Operation oder schwersten Verletzungen notig. Wir konnten
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somit als erste Forschungsgruppe der Welt zeigen, dass eine Designer-Rekombinase
zur Korrektur von groflen Gen-Inversionen eingesetzt werden konnte.

Um dieses einzigartige Gen-Skalpell bei allen genetisch bedingten Erkrankungen
einsetzen zu konnen, habe ich im zweiten Teil meiner Dissertation die molekulare
Evolution optimiert und das Konzept, wie die Rekombinase ihre Ziel-Sequenz er-
kennt revolutioniert. Dadurch ist es uns faktisch, moglich Designer-Rekombinasen
fiir jede Art von genetisch, bedingten Erkrankungen zu generieren wodurch Pati-
ent*innen neue Hoffnung schopfen konnen.

Die grofRe wissenschaftlich Bedeutung dieser Thematik erlaubte es mir meine
Forschungsergebnisse in den renommierten Fachjournalen ,Nature Communica-
tions‘ und ,Nucleic Acids Research’ zu veroffentlichen (https://www.nature.com/ar-
ticles/s41467-022-28080-7 und https://academic.oup.com/nar/ar-
ticle/48/1/472/5634038).

Fazit

In meiner Dissertation konnte ich zeigen, dass Designer-Rekombinasen eine sehr
gute, prizisere und sicherere Alternative zu bestehenden Gen-Werkzeugen darstel-
len. In einem ersten Anwendungsfall ist es mir gelungen, eine Designer-Rekomin-
ase zu entwickeln, welche zur Behandlung der Himophilie A genutzt werden kann.
Weiterhin konnte ich die Produktion und Entwicklung von Designer-Rekombinasen
so weit beschleunigen, dass wir faktisch jegliche Art von Gendefekten adressieren
konnen. Dieses Potenzial wurde auch von der Pharmaindustrie erkannt, sodass wir
in einer ersten Kollaboration mit Janssen Pharmaceuticals (Johnson&Johnson) und
der Technischen Universitat Dresden an der Herstellung weiterer Designer-Rekom-
binasen arbeiten. Ergdnzend wollen wir unsere Plattform zur Herstellung von Desig-
ner-Rekombinasen weiter optimieren und zu einem Industriestandard fiihren. Dazu
haben wir dieses Jahr (2022) die RecTech GmbH gegriindet mit dem Zweck, die De-
signer-Rekombinasen-Technologie fiir Patient*innen mit genetisch bedingten Er-
krankungen zuginglich zu machen. Wir wollen die Hoffnung auf Heilung eines
Gendefekts zur Realitdt werden lassen.
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