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Die Haut stellt aufgrund ihrer Zu-
ganglichkeit ein ideales Zielorgan
fiir eine gentherapeutische Anwen-
dung dar. Aktuelle klinische Studien
bzw. praklinische Ansatze basieren
auf einer Ex-vivo-Behandlung am
Patienten. Bei einer Ex-vivo-Gen-
therapie werden Hautstammzellen
aus dem Patienten gewonnen, mit-
tels gentherapeutischer Verfahren
unter Zellkulturbedingungen korri-
giert und danach auf den Patienten
zuriicktransplantiert. Die Zellkorrek-
tur kann durch eine im Zuge einer
Genersatztherapie durchgefiihrten
Geneinbringung oder durch eine
gezielte Genmodifikation mittels
Designer-Nukleasen erfolgen.

Eine Gentherapie stellt die einzige Mog-
lichkeit dar, die genetische Ursache einer
Erkrankung zu beheben. Dabei kann die
Genkorrektur in vivo oder ex vivo, al-
so innerhalb oder auflerhalb des Kor-
pers erfolgen, wobei eine Ex-vivo-Be-
handlung mit weniger Risiken verbun-
den ist. Uber eine einfache Hautbiopsie
konnen Hautstammzellen vom Patien-
ten entnommen, im Labor korrigiert und
wieder im Gegensatz zu anderen Orga-
nen am Patienten zuriicktransplantiert
werden (8 Abb. 1). Dies erméglicht ei-
ne Sicherheitsanalyse der genetisch kor-
rigierten Zellen, ehe diese am Patien-
ten appliziert werden. Thre ersten An-
wendungen fand die Ex-vivo-Genthera-
pie in der blasenbildenden Hauterkran-
kung Epidermolysis bullosa (EB) [2, 11,
17].
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Ex-vivo-Stammzellgentherapie

an der Haut

Reif fiir klinische Anwendungen?

Epidermolysis bullosa als erste
Zielerkrankung

EB ist eine monogenetische Erkrankung,
bei der genetische Veranderungen bzw.
Mutationen in Genen, aus denen Struk-
turproteine der Haut gebildet werden, zu
dessen Verlust der stabilisierenden Funk-
tion fithren [6]. Diese Strukturproteine
befinden sich innerhalb der sog. Basal-
membranzone der Haut, die die Oberhaut
(Epidermis) mit der darunterliegenden
Lederhaut (Dermis) verankert. Fehlt ei-
nesdieser Proteine bzw. ist dessen Funkti-
on eingeschrinkt, hat dies eine destabili-
sierende Wirkung auf die Hautintegritit.
Blasen an der Haut und den Schleimhéu-
ten, begleitet von Schmerz und Juckreiz,
sind die Folge. Die Hauterkrankung EB
kann in 4 Untergruppen unterteilt wer-
den:

== EB simplex (EBS),

== junktionale EB (JEB),

== dystrophe EB (DEB) und

== Kindler-Syndrom [6].

Bei den schweren EB-Formen gelten
Plattenepithelkarzinome, die praferenzi-
ellin chronischen Wunden entstehen, als
Hauptgrund fiir die hohe Mortalititsrate
[18]. Der Schweregrad der Erkrankung
steht im engen Zusammenhang mit dem
betroffenen Gen bzw. dem daraus re-
sultierenden Protein und die Art und
Position der kausalen genetischen Verén-
derung im Gen. Die hiufigste EB-Form
EBS macht ca. 85% aller EB-Fille aus.
Hier sind in der Regel heterozygot ver-
erbte dominant-negative Mutationen in
den Keratin-Genen 5 und 14 verantwort-
lich fiir die Erkrankung. Die junktionale
Form der EB (JEB) mit einer Privalenz
von 1:350.000 bzw. die rezessiv dystrophe
Form der EB (DEB, Privalenz: 1:50.000
bis 1:1.000.000) stellen, wenn man den
Phinotyp betrachtet, die schwersten EB-
Formen dar [6]. JEB wird rezessiv vererbt
und durch Mutationen in den Genen
fiir Laminin (LAMB3, LAMA3, LAMC2)
und Integrin (ITGA6, ITGB4) sowie im
COL17A1-Gen verursacht. Mutationen
im COL7A1-Gen fithren zu DEB, wobei

Korrektur

Abb. 1 <« Ex-vivo-
Stammzellgenthe-
rapie an der Haut
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die rezessive Form (RDEB) mit einer
geringen Expression oder vollstindigen
Abwesenheit des Kollagen-VII-Proteins
in der Haut einhergeht. Das Kindler-
Syndrom ist eine seltene EB-Form, die
durch rezessive Mutationen im KINDI-
Gen verursacht wird, was zur Abwesen-
heit des Kindlin-1-Proteins in der Haut
fuhrt [6].

Genersatztherapie als Pionier

Die einzige Moglichkeit, die genetische
Ursache einer erblichen Erkrankung kau-
sal zu bekdmpfen, ist die Durchfiihrung
einer somatischen Gentherapie. Erste kli-
nische Studien fiir die junktionale Form
der EB zeigen bereits, dass eine lokale
Heilung am Patienten durch die Trans-
plantation von korrigierter Haut moglich
ist [2, 11, 17]. Auf dem Weg vom be-
troffenen Gen zum daraus resultierenden
defizienten Protein kann auf verschiede-
nen Ebenen eine Genkorrektur und so-
mit eine Verbesserung oder Umkehrung
des Krankheitsbildes erreicht werden. Als
Beispiel ist hier die Genersatztherapie zu
nennen.

Die Genersatztherapie ist bis jetzt die
einzige klinische Anwendung mit Lang-
zeitwirkung, bei der die Funktion des be-
troffenen Gens wiederhergestellt werden
kann. Bei derklassischen Ex-vivo-Gener-
satztherapie wird das mutierte Gen durch
eine zusétzlich in die Zelle eingebrach-
te gesunde Genkopie ergidnzt, wodurch
wieder ein funktionelles Protein gebildet
wird. Fiir Aufsehen sorgte kiirzlich eine
Transplantation von genetisch korrigier-
ten epidermalen Stammzellen bei einem
7-jahrigen Patienten, der an der Universi-
tatsklinik Bergmannsheil in Bochum be-
handelt wurde [11]. Bei dem jungen Pa-
tienten wurde die junktionale Form der
EB diagnostiziert, bei der das LAMB3-
Genmutiertist. Das LAMB3-Genkodiert
fir einen der Komponenten des Lami-
nin-332-Proteins, das zur Stabilitdt der
Haut im Bereich der Basalmembranzo-
ne beitrigt [6]. Eine schwere bakterielle
Infektion 2015 fithrte zum Ablésen von
tiber 60 % der Haut des Jungen. Eine in
kurzer Zeit initiierte Ex-vivo-Genersatz-
therapie diente als lebensrettende Maf3-
nahme, bei der tiber 80 % seiner Haut re-
konstruiert werden konnten [11]. Diese
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klinische Anwendung untermauerte das
grof3e Potenzial einer Ex-vivo-Genthera-
pie fiir die Behandlung von Patienten, die
unter der blasenbildenden Hauterkran-
kung EB leiden. Auch 3 Jahre nach der
Applikation ist die Haut des Patienten
an den behandelten Stellen intakt (Dr.
Michele De Luca, personliche Kommu-
nikation).

» Mithilfe der Genersatz-
therapie kann die Funktion
des betroffenen Gens
wiederhergestellt werden

Aufgrund der vielversprechenden Er-
kenntnisse, die in den Studien mit JEB-
Patienten gewonnen wurden [2, 11, 17],
wurde ein dhnlicher Ansatz fiir die dys-
trophe Form der EB untersucht [22].
Uber Hautbiopsien gewonnene Zellen
der Haut wurden mit einem retroviralen
Vektor behandelt, der eine komplet-
te COL7AI-Genkopie beinhaltet. Aus
den korrigierten Zellen generierte Haut-
schichten zeigten eine Wiederherstellung
der Ankerfibrillen, die fiir den Zusam-
menhalt von Epidermis und Dermis
wichtig sind und von Kollagen VII auf-
gebaut werden [21]. Eine erste Phase-
I/II-klinische Studie unterstreicht zwar
das Potenzial der Applikation, zeigte aber
auch eine progressive Verringerung der
Kollagen-VII-Produktion innerhalb des
ersten Jahres nach der Transplantation
[22]. Dieses Phinomen wurde bei den 3
behandelten JEB-Patienten nicht beob-
achtet, was zur Annahme fiithrt, dass der
Erfolg einer Ex-vivo-Genersatztherapie
entscheidend vom zu ergénzenden Gen
und folglich von der jeweiligen EB-Form
abhingt.

Hindernisse auf dem Weg
zum Therapieerfolg

Entscheidend fiir den langfristigen Er-
folg einer Ex-vivo-Gentherapie ist die
Korrektur von epidermalen Stammzel-
len der Haut. Die Anzahl der epiderma-
len Stammzellen nimmt im Alter bzw.
durch die wiederkehrenden Blasenbil-
dungen und chronischen Wunden, spezi-
ell in den schweren EB-Formen, sukzes-

sive ab. Obwohl éltere EB-Patienten auch
weiterhin eine neue Epidermis ausbilden
kénnen, wird es mit zunehmendem Al-
ter immer schwieriger, ausreichend epi-
dermale Stammzellen fiir eine folgende
autologe Stammzelltherapie aus der Haut
zu gewinnen [4].

Die enormen Kosten, die mit einer Ge-
nersatztherapie einhergehen [8], bzw. die
theoretischen Gefahren, die von den vi-
ralen Vektoren ausgehen, die fiir die Gen-
einbringung verwendet werden [9], be-
glinstigen aber die Entwicklung kosten-
glinstigerer bzw. potenziell sicherer gen-
therapeutischer Anwendungen am Pati-
enten. Aufgrund der Notwendigkeit ei-
ner stabilen Einbringung der Genkopie
indas Wirtsgenom der Zielzellen wird bei
der klassischen Ex-vivo-Genersatzthera-
pie ein integrierender Vektor verwendet.
Als Beispiele sind hier das Gammare-
trovirus und das Lentivirus anzufiihren.
Da die virale Integration eher zufillig
ablduft, konnen Gene im Bereich der In-
tegration gestort oder deren Expression
beeinflusst werden, wodurch eine Akti-
vierung von Protoonkogenen potenziell
stattfinden kann. Obwohl bislang keine
Tumorentwicklung bei den behandelten
JEB-Patienten beobachtet wurde [5], be-
darfes einer engmaschigen Kontrolle der
transplantierten Hautregionen. Zur Jahr-
tausendwende fithrte eine gentherapeu-
tische Behandlung mittels eines retrovi-
ralen Vektors von 5 an X-SCID (,,severe
combined immunodeficiency“) erkrank-
ten Kindern zu Fallen von Leukamie [9].
Grund dafiir war die virale Integration
im Bereich eines Protoonkogenlokus und
dessen Transaktivierung.

Designer-Nukleasen als
Gentherapiewerkzeuge
der Zukunft

Moderne Gentherapieansitze basieren
auf einer Designer-Nukleasen-vermit-
telten Genkorrektur, die ganz ohne den
Einsatz von viralen Vektoren auskom-
men kann. Hierbei wird keine zusitzli-
che Genkopie in die Zelle eingebracht,
sondern die Genkorrektur direkt im vor-
handenen Erbgut der Zelle vollzogen.
Im Gegensatz zur Genersatztherapie,
bei der der Grofiteil an Patienten mit
genetischen Verdnderungen in einem be-
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troffenen Gen behandelt werden kann,
wird bei der tiber Designer-Nukleasen
vermittelten Gentherapie priferenziell
mutationsspezifisch und somit patien-
tenspezifisch agiert. Mitanderen Worten:
Es werden gentherapeutische Ansitze
fur definierte Patientengruppen bzw.
individuelle Patienten entwickelt. Der
Einsatz von Nukleasen als Genthera-
piewerkzeuge begann in den 1990er-
Jahren mit der Entwicklung von gen-
spezifischen Zinkfingernukleasen, die
in weiterer Folge in vielen Einsatzge-
bieten aufgrund der erhohten Spezifitit
und Effizienz von TALENS (,,transcrip-
tion activator-like effector nuclease®) [1,
15, 19] verdrangt wurden. Die kirzlich
(2012) entdeckten CRISPR (,clustered
regularly interspaced short palindro-
mic repeats®)/Cas9(,,CRISPR associated
protein  9“)-Nukleasen stellen aktuell
vielleicht die am vielseitigsten einsetz-
baren Gene-editing-Werkzeuge dar. Der
grundlegende Reparaturmechanismus,
der zur Korrektur von Erbschiden (oder
Mutationen) fithrt, wird durch das spe-
zifische Andocken der Nuklease im
Bereich der genetischen Veridnderung
und in weiterer Folge durch das Schnei-
den der DNA (Desoxyribonukleinsdure)
an dieser Stelle initiiert. TALENs sowie
die CRISPR/Cas9-Nukleasen wurden
bereits fir therapeutische Ansitze fiir
ausgewihlte Genodermatosen als Gene-
editing-Werkzeuge ausgewihlt. Darun-
ter fallen die monogenetischen Hauter-
krankungen EB [1, 3, 10, 12, 13], epider-
molytische Palmoplantarkeratose [14]
oder epidermolytische Ichthyose [15].
Gene-Editing mittels Designer-Nuklea-
sen ermoglicht einerseits die Deletion
von Genen, in denen eine dominant-
negative Mutation den Phinotyp am
Patienten verursacht [1, 15], aber auch
die potenziell spurenlose Reparatur von
Mutationen {iiber die sog. homologe
Rekombination (HR) [10, 12, 13].
Analog zur Genersatztherapie ist bei
der  Designer-Nukleasen-vermittelten
Gentherapie eine einmalige Anwendung
am Patienten ausreichend, da die Gen-
korrektur direkt im Erbgut erfolgt und
somit langlebig ist. Auch hier werden
Hautstammzellen vom Patienten gewon-
nen und dann folglich unter Zellkultur-
bedingungen mit den entsprechenden
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Anwendungen?

Zusammenfassung

Hintergrund. Eine Ex-vivo-Stammzellgen-
therapie ermdglicht die Behebung der
genetischen Ursache einer monogenetischen
Hauterkrankung.

Fragestellung. Dargestellt werden die
Vorgehensweise und Wahl der Gentherapie-
methode im Zuge einer Ex-vivo-Gentherapie
an der Haut.

Material und Methoden. Aktuelle Genthera-
pieansatze fokussieren sich auf die Erganzung
oder gezielte Korrektur des betroffenen Gens
im Erbgut.

Ergebnisse. Bis dato wurde die Gener-
satztherapie erfolgreich an Patienten mit
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Ex-vivo-Stammzellgentherapie an der Haut. Reif fiir klinische

der blasenbildenden Hauterkrankung
Epidermolysis bullosa angewandt. Designer-
Nukleasen-vermittelte Gentherapieansatze
befinden sich in der praklinischen Phase.
Schlussfolgerungen. Die Wahl der Gen-
therapiemethode richtet sich nach deren
Sicherheitsprofil, der zu behandelten
Genodermatose und dem zu korrigierenden
Erbschaden.

Schliisselworter

Genersatztherapie - Designer-Nukleasen -
CRISPR/Cas9 - Epidermolysis bullosa -
Sicherheitsprofil

Abstract

Background. Use of ex vivo stem cell gene
therapy enables the correction of the genetic
cause of a monogenetic skin disease.
Objectives. The procedure and choice of gene
therapy method in the course of ex vivo gene
therapy of the skin are presented.

Materials and methods. Current gene
therapeutic applications focus on the addition
or targeted correction of the respective gene
within the genome.

Results. So far, gene replacement therapy has
been successfully used in patients suffering
from the blistering skin disease epidermolysis

Ex vivo stem cell gene therapy of the skin. Ready for clinical use?

bullosa. Designer nuclease-based gene
therapy approaches are at the preclinical
stage.

Conclusions. The selection of the gene
therapy method depends on its safety profile,
the target genodermatoses and the genetic
mutation to correct.

Keywords

Gene replacement therapy - Designer
nucleases - CRISPR/Cas9 - Epidermolysis
bullosa - Safety profile

Nukleasen behandelt [16]. Anders als
bei der Genersatztherapie, bei der die
Zellen mit viralen Partikeln behandelt
werden, die die zu erginzende Genkopie
beinhalten, kann hier die Einbringung
der Nukleasen in die Zellen z. B. tiber die
Methode der Elektroporation erfolgen
[3]. Diese Art der Zellbehandlung geht
bis dato mit einer hohen Genkorrekturef-
fizienz und einem vielversprechenden
Sicherheitsprofil einher.

Generell ist bei allen Gentherapie-
werkzeugen, die das Erbgut verdndern,
auflerste Vorsicht geboten, und es bedarf
vorab einer griindlichen Sicherheitsana-
lyse der generierten Reparaturmolekiile.
Gerade bei Nukleasen ist bekannt, dass
diese auch an ungewiinschten Orten im

Erbgut (oder Genom) schneiden kénnen
[7, 12, 13, 24, 25]. Aus diesem Grund
wird aktuell intensiv am Einsatz potenzi-
ell sicherer Nukleasen [12, 13,20] bzw. an
sensitiveren Analysemethoden [23, 25]
gearbeitet, um diese moglichen Neben-
wirkungen, auch Off-Targets genannt,
im Erbgut aufspiiren zu kénnen.

)) Eine Gentherapie iiber
Designer-Nukleasen erfolgt
eher patienten- bzw.
mutationsspezifisch

Durch die stetige Entdeckung und Wei-
terentwicklung von Designer-Nukleasen
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als gentherapeutische Werkzeuge ge-
winnt das Schlagwort personalisierte
Therapie immer mehr an Bedeutung.
Die mutations- und daher patienten-
spezifische Herstellung von Nukleasen
kann in einer relativ kurzen Zeitspanne
von wenigen Wochen erfolgen, was vor
10 Jahren noch undenkbar war. Trotz
dieser vielversprechenden Entwicklun-
gen im Bereich des Gene-Editing in den
letzten Jahren muss man erste klinische
Studien fiir andere schwere Erkrankun-
gen (s. https://clinicaltrials.gov/) ab-
warten, um wichtige Erkenntnisse zum
Thema Effizienz und Sicherheit zu er-
halten. Zu diesen Erkrankungen zihlen
diverse Krebsformen wie Leukédmie oder
Tumoren des Magen-Darm-Traktes, die
erbliche Erkrankung des roten Blutfarb-
stoffes p-Thalassimie oder HIV(,human
immunodeficiency virus®)-Infektionen.

Gentherapie bei Geno-
dermatosen - Status quo

Zusammenfassend kann die Genersatz-
therapie als Pionier der Ex-vivo-Gen-
therapie fiir Genodermatosen gesehen
werden. Speziell bei der junktionalen
Form der EB konnten in 3 unabhin-
gigen Studien eine hohe Effizienz und
Sicherheit gezeigt werden [2, 11, 17],
wobei ein langfristiges Follow-up not-
wendig ist, um etwaige Nebenwirkungen
der Behandlung studieren zu konnen.
Erste Experimente und Studien haben
aber gezeigt, dass jedes zu korrigieren-
de Gen bzw. die Vererbung (dominant
oder rezessiv) der vorliegenden Mu-
tation einen wesentlichen Einfluss auf
die Durchfithrung einer autologen Ex-
vivo-Genersatztherapie hat. Gerade bei
diesem Punkt kommen Designer-Nu-
kleasen wie CRISPR/Cas9 ins Spiel, die
punktuell die Korrektur von genetischen
Verdnderungen induzieren konnen. Ob-
wohl Gene-Editing noch nicht in der
Klinik praktiziert wird, liefern erste
Studien im Labor vielversprechende Re-
sultate. Neben der Effizienz der Methode
istim Hinblick auf eine klinische Anwen-
dung v. a. die Sicherheit ein wichtiger
Aspekt. Die Wahl der oben genann-
ten Gentherapiemethode héngt von der
Genodermatose und von der Art der
Mutation ab. Die gewéhlte Therapieme-

thode soll aber 2 wesentliche Punkte
im Endeffekt vereinen konnen: Effizienz
und Sicherheit!

Fazit fiir die Praxis

== Die Wahl der Gentherapiemethode
hangt von der vorliegenden Ge-
nodermatose und von der Art der
genetischen Veranderung im Erbgut
ab.

== Mit der Genersatztherapie kann ein
groBBerer Anteil an Patienten behan-
delt werden, wahrend eine Genthe-
rapie iiber Designer-Nukleasen eher
patienten- bzw. mutationsspezifisch
erfolgt.

== Viren, die fiir die Einbringung des zu
erganzenden Gens bei der Genersatz-
therapie verwendet werden, bzw.
magliche Verletzungen des Erbguts
durch Designer-Nukleasen sind po-
tenzielle Gefahren einer Gentherapie
an der Haut, die beachtet werden
miissen.

== Da die Ex-vivo-Stammzellgenthe-
rapie einen invasiven Eingriff am
Patienten darstellt, miissen 2 Vor-
aussetzungen fiir eine erfolgreiche
Anwendung gegeben sein: Effizienz
und Sicherheit.
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