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Genome Editing mit CRISPR-Cas9

— was ist jetzt alles mdglich?

Wer wiirde nicht gerne einmal einen Blick auf einen Drachen
werfen wollen? Inihrem gemeinsamen Buch ,, How to Build
a Dragon or Die Trying” erklaren der US-amerikanische Bio-
loge und Schriftsteller Paul Knoepfler und seine 17-jahrige
Tochter Julie, wie sie ihren eigenen Drachen bauen wiirden
- dank einer der groRten technologischen Innovationen
der jiingsten Zeit, der Genom-Editierung. Die beiden Auto-
ren schreiben: ,Wéhrend wir liber die coole Wissenschaft
staunten, die es schon gibt, wurde uns auch klar - inmitten
unserer Drachenbau-Pléne [...] -, dass die Dinge fiir uns
katastrophal schieflaufen kénnten.” Das Buch liefert einen
satirischen Blick auf die aktuell bahnbrechendste Wissen-
schaft. Wir sollten uns jedoch fragen, was noch Satire und
was schon Realitéat ist?

Die Fortschritte in der genomischen Biotechnologie bieten erst-
mals vielleicht die Moglichkeit, lang ausgestorbene Arten — oder
zumindest , Ersatz”-Arten mit Merkmalen und 6kologischen Funk-
tionen ahnlich wie die der ausgestorbenen Originale — zurlickzu-
bringen. Ein Team unter der Leitung von George Church an der
Harvard University versucht, bereits ausgestorbene Mammuts
wieder zum Leben zu erwecken, indem es das Erbgut seines
heute noch lebenden Verwandten, des asiatischen Elefanten,
Buchstabe fir Buchstabe umschreibt. Das ist moglich seit For-
schern der Pennsylvania State University 2008 die erste nahezu

vollstdndige Sequenzierung des Erbguts eines ausgestorbenen
Wollhaarmammuts gelungen ist und damit theoretisch der Zugriff
auf die Information fir alle seine Eigenschaften. Mehr als vier
Milliarden DNA-Basen wurden dafir dekodiert [ERETINENEE]].

Das Mammut eignet sich wie kaum ein anderes ausgestorbe-
nes Wirbeltier zur Analyse seines vorzeitlichen Erbguts. Denn
die Fossilien der eiszeitlichen Elefanten stammen vorwiegend
aus dem Permafrostboden Sibiriens, wo sie relativ gut erhalten
bleiben. Der nachste lebende Verwandte des Wollhaarmam-
muts ist der asiatische Elefant. Nach Erbgutanalysen von Svante
Pdabo und seinem Team vom Max-Planck-Institut fir evolutio-
nare Anthropologie haben sich der asiatische Elefant und das
Wollhaarmammut vor etwa 440.000 Jahren in verschiedene
Arten aufgespalten. Das Genom des Wollhaarmammuts und
des asiatischen Elefanten unterscheidet sich daher ,nur” um
etwa 1,4 Millionen Mutationen: Ein asiatischer Elefant besteht
also praktisch bereits zu 99,96 Prozent aus Wollhaarmammut.

JURASSIC PARK - VON DER FIKTION ZUR REALITAT?

Das Harvard Woolly Mammoth Revival-Team hat 2015 zunachst
das Erbgut eines Wollhaarmammuts analysiert und dann von
bestimmten Mammutgenen exakte Kopien kinstlich hergestellt.
Diese wurden erfolgreich in Fibroblasten-Zelllinien des asiati-
schen Elefanten eingebaut. ,Wir haben vor allem Gene genom-
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Der Bakteriophage koppelt an passende Rezeptoren an der
Oberflache des Bakteriums an (a) und injiziert die phagenei-
gene DNA bzw. RNA (b). Dann beginnt die Transkription des
Virusgenoms und es kommt zur Produktion der Virushestand-
teile (c). Diese werden zu reifen Phagen zusammengebaut
(d). Die fertigen Phagen werden durch enzymatische Auflo-
sung der Wirtszelle befreit (e). Die Zelle platzt, und etwa 200
infektiose Phagen werden frei.

men, die etwas mit der Kélteresistenz zu tun haben —also Gene
furlanges Fell, kleinere Ohren, die Einlagerung von Unterhautfett
und vor allem fir Mammut-Hamoglobin”, erklarte George Church
gegeniber den Medien. Es ist ein erster Erfolg, der sich aber
schnell relativiert. Denn selbst wenn man sich auf das Wesentli-
che beschrankt: Um ein dem Mammut stark gleichendes Genom
zu erhalten, mussten die Forscher schon ein paar hunderttau-
send Erbgutabschnitte ersetzen, so die vorsichtige Schatzung.
Hinzu kommt: Noch kennen sie gar nicht alle Sequenzen, die fur
die mammuttypischen Merkmale relevant sind.

Ungeachtet dessen wollen die US-amerikanischen Wissen-
schaftler aber auch die Expression von Mammut-Mutationen in
lebenden Elefantenzellen untersuchen, um Vorhersagen tber die
Genfunktion zu testen. Wie formt die Evolution dasselbe Gen,
um es in einer Linie an tropische Lebensrdume anzupassen, wah-
rend eine alternative Version dieses Gens an kalte Lebensrdume
angepasst wird? Diese Forschung bildet nicht nur die Grundlage
fur die Wiederbelebung (,,de-extinction”) des Mammuts, son-
dern liefert potenziell wertvolle Einblicke in die Evolution unter
verschiedenen Klimabedingungen. Die Erkenntnisse kdnnten
neue Ansatze flr die genetische Biotechnologie aufzeigen, um
die Anpassung an vom Klimawandel bedrohte wildlebende Tiere
zu erleichtern. Aber zum jetzigen Zeitpunkt ist das alles noch
Zukunftsmusik.

Um was fur eine Technik handelt es sich eigentlich, die die Mog-
lichkeiten der Molekularbiologie in den vergangenen Jahren so
grundlegend erweitert hat und die Fantasie der Wissenschaftler
befligelt? Wir blicken zurlck in das Jahr 1987: Bei der Untersu-
chung von E. coli-Bakterien stoRen japanische Mikrobiologen
zum ersten Mal auf ungewdhnliche, sich wiederholende DNA-
Sequenzen im Erbgut eines Bakteriums. ,, Die biologische Bedeu-
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tung dieser Sequenzen ist vollkommen unbekannt”, schreiben
sie. Wenig spater nimmt der spanische Mikrobiologie Francisco
Mojica an der Universitat von Alicante diese Sequenzen genauer
unter die Lupe. Sie lassen sich vorwarts wie rlickwarts lesen,
wie die Palindrom-Worte , Rentner” oder , Lagerregal” in der
menschlichen Sprache. Wéahrend diese Worte aber durchaus
eine Bedeutung haben, ergeben Palindrome im Wortschatz der
Genetik keinen Sinn: Sie lassen sich nicht in funktionstlichtige
Proteine Ubersetzen.

Mojica nennt diese Sequenzen Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats — oder kurz CRISPR. 2005 entdeckt
er, dass sie mit Ausschnitten aus dem Genom eines Bakterio-
phagen, eines flir Bakterien schadlichen Virus, Gbereinstimmen.
Erstmals auRert er die Vermutung, dass CRISPR in Bakterien
die Funktion eines adaptiven Immunsystems haben konnte.
ZweiJahre spater gelingt einem franzosischen Wissenschaftler
der Firma Danisco, dem weltweit groRten Hersteller von Nah-
rungsmittelzusatzen, bei der Untersuchung von Streptokokken,
die zur Herstellung von Joghurt eingesetzt werden, tatsachlich
der experimentelle Nachweis: Philippe Horvath und seine Kol-
legen integrieren Ausschnitte der Phagen-DNA in den CRISPR-
Abschnitt und kénnen so tatsachlich die nachste Phagen-Attacke
bekdmpfen.

Bakterien sind standigen Angriffen durch Bakteriophagen aus-
gesetzt. Denn diese sind nicht in der Lage, sich eigenstandig zu
vermehren. Sie missen einen anderen Organismus kapern, in
den sie ihr Erbgut einschleusen kénnen. Die vom Phagen einge-
schleusten Fremdgene programmieren das Genom des Wirtes
um: Das Bakterium produziert nun keine Proteine mehr fir sich
selbst, sondern wird zu einer kleinen ,Phagenfabrik”. Sie arbei-
tet so lange auf Hochtouren bis die Bakterienzelle voller Phagen
ist und platzt, sodass die Phagen freigesetzt werden



Aber Bakterien haben Abwehrmechanismen entwickelt, um sich
gegen solche Infektionen zu wehren. Wenn die Enzyme eines
Bakteriums es schaffen, die injizierte Virus-DNA in kleine Stlicke
zu schneiden, dann kommen andere Enzyme hinzu und bauen
diese Fragmente in den CRISPR-Abschnitt im bakterieneigenen
Genom ein. Die seltsam aufgebauten Sequenzen stellen somit
eine , Erinnerung” an zurlickliegende Virusinfektionen dar. Es
ist eine Art Bibliothek samtlicher Erreger, mit der das Bakterium
schon konfrontiert worden ist. Und diese Bibliothek kann es
sogar an seine Nachkommen weitergeben.

DAS LETZTE PUZZLE-TEIL IM CRISPR-CAS-SYSTEM

Im Jahr 2011 réatselt die franzésische Mikrobiologin Emmanuelle
Charpentier an der Universitat Umea in Schweden dariber, wie der
dahinterliegende Mechanismus der Immunabwehr funktioniert.
Charpentier findet das letzte Puzzleteil im CRISPR-cas-System,
indem sie eine RNA-Sequenzierung bei einem Streptococcus-
Bakterium durchfihrt und dabei auf zwei kurze RNAs st6f3t: Das
Bakterium schreibt namlich die Fremd-DNA im CRISPR-Abschnitt
in ein RNA-Molekil um, CRISPR-RNA (crRNA) genannt. Diese
CRISPR-RNA ist quasi ein molekularer Steckbrief, sie liefert die
Erkennungssequenz, mit der das Enzym namens Cas9, eine Nu-
klease, die entsprechende DNA-Sequenz des eingedrungenen
Virus aufspirt. Damit Cas9 aktiv werden kann, bedarf es jedoch
einer zweiten kleinen RNA, die die Mikrobiologin als trans-akti-
vierende CRISPR-RNA (tracrRNA) bezeichnet. Erst der Komplex
aus crRNA und tracrRNA fihrt das Cas-Enzym zum Ziel: Indem
Cas9 beide Strange der Virus-DNA zerschneidet, verhindert es
eine erfolgreiche Infektion durch den Bakteriophagen [IAV1:E].

Zusammen mit Jennifer Doudna von der University of California
in Berkeley gelingt Emmanuelle Charpentier, die heute die Max-
Planck-Forschungsstelle fur die Wissenschaft der Pathogene in
Berlin leitet, ein Jahr spéater der entscheidende technologische
Durchbruch: Sie fusionieren die beiden RNA-Molekile crRNA und
tracrRNA im Labor zu einem einzigen MolekUl, einer sogenannten
Single Guide RNA. Fir den Einsatz der CRISPR/Cas-Methode
muss nur noch eine RNA kloniert werden. Die beiden Wissen-
schaftlerinnen haben damit das Funktionsprinzip von CRISPR-
Cas9, in der Offentlichkeit gerne als Gen-Schere bezeichnet,
radikal vereinfacht.

2013 adaptiert der Biochemiker Feng Zhang, der am Broad Insti-
tute des MIT und der Harvard University forscht, CRISPR-Cas9
erfolgreich fir die Genom-Editierung in eukaryotischen Zellen.
Zhang und seinem Team gelingt die gezielte Genom-Editierung
in kultivierten Zellen der Maus und des Menschen. Sie zeigen,
dass das CRISPR-Cas-System so programmiert werden kann,
dass es verschiedene genomische Abschnitte verandert. George
Church, der das Wollhaarmammut wieder zum Leben erwecken
will, berichtet in der gleichen Ausgabe des Fachmagazin Science
Uber dhnliche Ergebnisse.

Grundsaétzlich ist Genom-Editierung nicht neu — verschiedene
Techniken dafir gibt es schon seit Jahren. Was CRISPR so revo-
lutionar macht, ist seine Prazision. Und es ist unglaublich billig
und einfach. Mussten Forscher friher Tausende von US-Dollar
und Wochen oder Monate im Labor einsetzen, um ein Gen zu
verandern, so kostet es heute noch etwa 75 US-Dollar und dau-
ert lediglich ein paar Stunden. Und diese Technik hat bei jedem
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Organismus, an dem sie ausprobiert wurde, funktioniert — vom
Fadenwurm Uber Pflanzen bis hin zum Menschen.

CRISPR ist heute das heifdeste Forschungsgebiet. 2011 gab es
weniger als 100 Veroffentlichungen Gber CRISPR, 2018 waren
es schon mehrals 17.000. Und es werden immer mehr, mit neu-
en Techniken zur Manipulation von Genen, Verbesserungen in
der Prazision sowie weiteren Arten von CRISPR-Proteinen, die
ebenfalls als Gen-Editoren arbeiten. Cas13, zum Beispiel, kann
RNA statt DNA editieren. ,Wir sind an dem Punkt angelangt, an
dem die Effizienz der Genbearbeitung auf einem Niveau liegt,
das eindeutig sowohl therapeutisch als auch fir eine Vielzahl
anderer Anwendungen nutzlich sein wird”, sagt Jennifer Doudna
in einem Interview.

Und genau deshalb gibt es schon seit einigen Jahren einen inten-
siven Rechtsstreit dariiber, wem die potenziell lukrativen Patent-
rechte fur die CRISPR-Technologie zugesprochen werden sollen.
Im September 2018 wies ein US-Bundesberufungsgericht die
Einwédnde der University of California in Berkeley zurtck und
bestatigte die Patente des Broad Institute fir einige CRISPR-
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KEINE EINGRIFFE IN DIE MENSCHLICHE KEIMBAHN

Der Fall des chinesischen Forschers Jiankui

He, derim November 2018 berichtete, es seien
Zwillinge zur Welt gekommen, bei denen er im

Embryonalstadium gezielt ein Gen ausgeschal-
tet habe, hatte eine weltweite ethische Debatte
ausgelost. Im Oktober 2019 hat die Max-Planck-
Gesellschaft in einem Positionspapier zur Ge-
nom-Editierung erklart, dass sie aufgrund der

Tragweite vererbbarer klinstlicher Mutationen,
wie sie bei der Genom-Editierung von Zellen der
Keimbahn hervorgerufen werden, bis auf Wei-
teres keine Forschung zur genetischen Verénde-
rung von Keimbahnzellen vornehmen wird. Auch
der Deutsche Ethikrat halt Keimbahn-Eingriffe
derzeit flr zu risikoreich, will sie aber ethisch
nicht grundsatzlich ausschlief3en.

Anwendungen. Die europaischen Regulierungsbehdérden wieder-
um haben der Universitat grundlegende Patente in Europa erteilt.
Diese decken die Single Guide RNA fir CRISPR-Cas9 in allen
Bereichen, einschlieRlich eukaryotischer Zellen, weitgehend ab.
2019 hat die University of Californiain USA neue Dokumente vor-
gelegt und ficht damit die Entscheidung der US-amerikanischen
Behorden an. Die Patentschlacht geht also weiter.

GENOM-EDITIERUNG - CHANCEN UND RISIKEN

Viele Mediziner sind Uberzeugt, dass sie durch das Editieren
von Genen zum Beispiel Erbkrankheiten behandeln kénnen, bei
denen ein oder mehrere Gene nicht richtig funktionieren. Sie
wollen es bei Mutationen anwenden, die beispielsweise die
Huntington-Krankheit oder Mukoviszidose auslésen. Versuche
an Mausen haben gezeigt, dass fehlerhafte Genabschnitte, wie
sie auch bei menschlichen Erbkrankheiten auftreten, durch das
Editieren von Genen entfernt und die entsprechenden Krank-
heitsbilder behandelt werden kénnen.

Eines der groRten Probleme beim Versuch, die menschliche
DNA zu verandern, besteht in den sogenannten Off-Target-Ef-
fekten. Diese entstehen, wenn Cas9 ein Stick DNA schneidet,
auf das es nicht programmiert wurde. Das ist wie bei der Pro-
grammierung des Navigationsgerates im Auto beispielsweise
mit der Adresse ,, Restaurant”. In jeder Stadt fihrt diese Suche
zu mehreren individuellen Standorten. Aber welcher Standort
ist der richtige? In der gleichen Weise wird Cas9 durch die
Guide RNA zu seinem DNA-Ziel geleitet. Wenn die von der
Guide RNA angegebene Adresse nicht eindeutig ist — was bei
lediglich 20 Basenpaaren leicht moglich ist —, wird Cas9 an
mehrere Stellen geflhrt, wo es die DNA schneidet. Das kdnnte
zu unerwdinschten und schwerwiegenden Nebenwirkungen,
einschliel3lich Krebs, fihren. Fir jede therapeutische Anwen-
dung beim Menschen mit Hilfe von CRISPR ist die Minimierung
dieser Off-Target-Effekte daher von grof3ter Bedeutung.

Es gibt aber auch schon erste erfolgversprechende Ansétze.
So wurden zwei Patientinnen mit Beta-Thalassamie bzw.
Sichelzellanamie mit der CRISPR-Technik behandelt. Bei
beiden Krankheiten ist die Herstellung des Blutfarbstoffs
Hamoglobin gestort, beide konnten bislang nur mit haufigen
Bluttransfusionen behandelt werden, die lebensverkirzende
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Nebenwirkungen haben. Nun kommen die Patientinnen seit
Monaten ohne Bluttransfusionen aus, wie das Bostoner Online-
Magazin STAT im November 2019 vermeldete. Die Gentherapi-
en wurden von den Biotech-Firmen Vertex Pharmaceuticals und
CRISPR Therapeutics entwickelt. Emmanuelle Charpentier hat
CRISPR Therapeutics gegrindet und zeigt sich gegentber der
Presse glicklich, ,dass CRISPR-basierte Gentherapien nach
einer einzigen Behandlung einen heilsamen Effekt fir Patienten
mit Beta-Thalasséamie und Sichelzellandmie haben.” Aber noch
ist die Studie nicht abgeschlossen, insgesamt 45 Patienten
sollenim Rahmen derer therapiert werden. Bei vielen von ihnen
hat die Behandlung noch nicht einmal begonnen. Und noch kann
man nicht sagen, ob die Therapie fir immer wirkt und ob sie —
ggf. zu einem viel spateren Zeitpunkt — Nebenwirkungen zeigt.
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Link-Tipps
www.t1p.de/mpg-CRISPR
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Video-Tipp
® www.t1p.de/mpg-Gen-editing

Hier finden Sie Hintergrundinformationen und Materialien fir den Unterricht zu den
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» der Link zur Forschung fiir Schiler und Lehrer
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