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Genome Editing mit CRISPR-Cas9 —

was ist jetzt alles moglich?

Wer wiirde nicht gerne einmal einen Blick auf einen Drachen wer-
fen wollen? In ihrem gemeinsamen Buch ,How to Build a Dragon
or Die Trying” erklaren der US-amerikanische Biologe und Schrift-
steller Paul Knoepfler und seine 17-jahrige Tochter Julie, wie sie
ihren eigenen Drachen bauen wiirden — dank einer der gro3ten
technologischen Innovationen der jiingsten Zeit, der Genom-
Editierung. Die beiden Autoren schreiben: ,Wahrend wir iiber die
coole Wissenschaft staunten, die es schon gibt, wurde uns auch
klar - inmitten unserer Drachenbau-Pléne [...] -, dass die Dinge
fiir uns katastrophal schieflaufen konnten.” Das Buch liefert einen
satirischen Blick auf die aktuell bahnbrechendste Wissenschaft.
Wir sollten uns jedoch fragen, was noch Satire und was schon
Realitat ist?

Die Fortschritte in der genomischen Biotechnologie bieten erstmals
vielleicht die M&glichkeit, lang ausgestorbene Arten — oder zumin-
dest ,Ersatz"-Arten mit Merkmalen und 6kologischen Funktionen
ahnlich wie die der ausgestorbenen Originale — zuriickzubringen.
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 fiir Buchstabe
umschreibt. Das ist méglich, seit Forschern der Pennsylvania State
University 2008 die erste nahezu vollstandige 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 daflr
dekodiert [EREIETIEAEE]]. Das Mammut eignet sich wie kaum ein
anderes ausgestorbenes Wirbeltier zur Analyse seines vorzeitlichen
Erbguts. Denn die Fossilien der eiszeitlichen Elefanten stammen vor-
wiegend aus dem Permafrostboden Sibiriens, wo sie relativ gut erhal-
ten bleiben. Der nachste lebende Verwandte des Wollhaarmammuts
ist der asiatische Elefant. Nach Erbgutanalysen von Svante Paabo
und seinem Team vom Max-Planck-Institut fir evolutionére Anthro-
pologie 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 un-
terscheidet 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 bestimm-
ten Mammutgenen exakte Kopien kiinstlich hergestellt. Diese wur-
den erfolgreich in Fibroblasten-Zelllinien des asiatischen Elefanten
eingebaut. ,Wir haben vor allem Gene genommen, die etwas mit der
Kalteresistenz zu tun haben — also Gene fiir langes Fell, kleinere
Ohren, die Einlagerung von Unterhautfett und vor allem fiir Mam-
mut-Hamoglobin®, erklarte George Church gegentiber den Medien.
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Der Bakteriophage koppelt an passende Rezeptoren an der
Oberflache des Bakteriums an (a) und injiziert die phagen-
eigene DNA bzw. RNA (b). Dann beginnt die Transkription
des Virusgenoms und es kommt zur Produktion der Virus-
bestandteile (c). Diese werden zu reifen Phagen zusammen-
gebaut (d). Die fertigen Phagen werden durch enzymatische
Auflosung der Wirtszelle befreit (e). Die Zelle platzt, und
etwa 200 infektiose Phagen werden frei.

Esist ein erster Erfolg, der sich aber schnell relativiert. Denn selbst
wenn man sich auf das Wesentliche beschrédnkt: Um ein dem
Mammut stark gleichendes Genom zu erhalten, misste das Team
schon ein paar hunderttausend Erbgutabschnitte ersetzen, so die
vorsichtige Schatzung. Hinzu kommt: Noch kennen sie gar nicht alle
Sequenzen, die fir die mammuttypischen Merkmale relevant sind.

2024 verkiindete das von Church mitgegriindete Start-up Colossal
Bioscences nun aber die weltweit erste Reprogrammierung von
Elefantenzellen. Mit den induzierten pluripotenten Stammzellen

will man zumindest den langen und komplexen Ent-
wicklungs- und Trachtigkeitszyklus von Elefanten und damit auch
Mammuts besser verstehen. Und die Forschenden kénnen mit die-
sen Zellen auch Merkmale wie Wollhaarwachstum und Fettspei-
cherung untersuchen. Die Wiederbelebung (,de-extinction) des
Mammuts bleibt einstweilen noch Zukunftsmusik.

Um was fir eine Technik handelt es sich eigentlich, die die M&glich-
keiten der Molekularbiologie in den vergangenen Jahren so grund-
legend erweitert hat und die Fantasie der Wissenschaftler beflU-
gelt? Wir blicken zurlick in das Jahr 1987: Bei der Untersuchung von
E. coli-Bakterien stoRen japanische Mikrobiologen zum ersten Mal
auf ungewdhnliche, sich wiederholende DNA-Sequenzen im Erbgut
eines Bakteriums. ,Die biologische Bedeutung 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 riickwarts lesen, wie die Palindrom-Worte ,Rentner”
oder ,Lagerregal”in der menschlichen Sprache. Wahrend diese Wor-
te aber durchaus eine Bedeutung haben, ergeben Palindrome im
Wortschatz der Genetik keinen Sinn: Sie lassen sich nicht in funk-
tionstlichtige Proteine libersetzen. Mojica nennt diese Sequenzen
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats — oder

SEITE /

kurz CRISPR. 2005 entdeckt er, dass sie mit Ausschnitten aus dem
Genom eines Bakteriophagen, eines fiir Bakterien schadlichen Virus,
Ubereinstimmen. Erstmals duRert er die Vermutung, dass CRISPRin
Bakterien die Funktion eines adaptiven Immunsystems haben konn-
te. Zwei Jahre spater gelingt einem franzdsischen Wissenschaftler
der Firma Danisco, dem weltweit groRten Hersteller von Nahrungs-
mittelzusatzen, bei der Untersuchung von Streptokokken, die zur
Herstellung von Joghurt eingesetzt werden, tatsachlich der expe-
rimentelle Nachweis: Philippe Horvath und sein Team integrieren
Ausschnitte der Phagen-DNA in den CRISPR-Abschnitt und knnen
so tats&chlich die ndchste Phagen-Attacke bekdmpfen.

Bakterien sind standigen Angriffen durch Bakteriophagen ausge-
setzt. Denn diese sind nicht in der Lage, sich eigenstandig zu ver-
mehren. Sie missen einen anderen Organismus kapern, in den sie
ihr Erbgut einschleusen kdnnen. Die vom Phagen eingeschleusten
Fremdgene programmieren das Genom des Wirtes um: Das Bakteri-
um produziert nun keine Proteine mehr fiir sich selbst, sondern wird
zueiner kleinen ,Phagenfabrik”. Sie arbeitet so lange auf Hochtouren
bis die Bakterienzelle voller Phagenist und platzt, sodass die Phagen
freigesetzt werden . Aber Bakterien haben Abwehrmecha-
nismen entwickelt, um sich gegen solche Infektionen zu wehren.
Wenn die Enzyme eines Bakteriums es schaffen, die injizierte Virus-
DNA in kleine Stiicke zu schneiden, dann kommen andere Enzyme
hinzu und bauen diese Fragmente in den CRISPR-Abschnitt im bak-
terieneigenen Genom ein. Die seltsam aufgebauten Sequenzen stel-
len somit eine ,Erinnerung” an zuriickliegende Virusinfektionen dar.
Esist eine Art Bibliothek samtlicher Erreger, mit der das Bakterium
schon konfrontiert worden ist. Und diese Bibliothek kann es sogar
an seine Nachkommen weitergeben.

Im Jahr 2011 réatselt die franzdsische Mikrobiologin Emmanuelle
Charpentier an der Universitat Umed in Schweden darlber, wie der



dahinterliegende Mechanismus der Immunabwehr funktioniert.
Charpentier findet das letzte Puzzleteil im CRISPR-cas-System, in-
dem sie eine RNA-Sequenzierung bei einem Streptococcus-Bakteri-
um durchfiihrt und dabei auf zwei kurze RNAs stoi3t: Das Bakterium
schreibt namlich die Fremd-DNA im CRISPR-Abschnitt in ein RNA-
Molekil um, CRISPR-RNA (crRNA) genannt. Diese CRISPR-RNA ist
quasi einmolekularer Steckbrief, sie liefert die Erkennungssequenz,
mit der das Enzym namens Cas9, eine Nuklease, die entsprechen-
de DNA-Sequenz des eingedrungenen Virus aufspirt. Damit Cas9
aktiv werden kann, bedarf es jedoch einer zweiten kleinen RNA, die
die Mikrobiologin als trans-aktivierende CRISPR-RNA (tracrRNA)
bezeichnet. Erst der Komplex aus crBNA und tracrBRNA fiihrt das
Cas-Enzym zum Ziel: Indem Cas9 beide Strange der Virus-DNA
zerschneidet, verhindert es eine erfolgreiche Infektion durch den
Bakteriophagen

Zusammen mit Jennifer Doudna von der University of California in
Berkeley gelingt Emmanuelle Charpentier, die heute die Max-Planck-
Forschungsstelle fir die Wissenschaft der Pathogene in Berlin leitet,
ein Jahr spater der entscheidende technologische Durchbruch: Sie
fusionieren die beiden RNA-Molekiile crRNA und tracrRNA im Labor
zu einem einzigen Molekiil, einer sogenannten Single Guide RNA.
Firden Einsatz der CRISPR/Cas-Methode muss nur noch eine RNA
kloniert werden. Die beiden Wissenschaftlerinnen haben damit das
Funktionsprinzip von CRISPR-Cas9, in der Offentlichkeit gerne als
Gen-Schere bezeichnet, radikal vereinfacht und daftirim Jahr 2020
den Nobelpreis flir Chemie erhalten.

2013 adaptiert der Biochemiker Feng Zhang, der am Broad Institute
des MIT und der Harvard University forscht, CRISPR-Cas9 erfolg-
reich 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 Woll-
haarmammut wieder zum Leben erwecken will, berichtet in der glei-
chen Ausgabe des Fachmagazin SCIENCE Uber ahnliche Ergebnisse.
Grundséatzlichist Genom-Editierung nicht neu — verschiedene Tech-
niken dafir gibt es schon seit Jahren. Was CRISPR so revolutionar
macht, ist die Prazision. Und es ist unglaublich billig und einfach.
Mussten Forschende friiher Tausende von US-Dollar und Wochen
oder Monate im Labor einsetzen, um ein Gen zu veréndern, so kos-
tet es heute noch etwa 75 US-Dollar und dauert lediglich ein paar
Stunden. Und diese Technik hat bei jedem Organismus, an dem sie
ausprobiert wurde, funktioniert — vom Fadenwurm tber Pflanzen
bis hin zum Menschen.

CRISPR ist eines der heilesten Forschungsgebiete. Im Jahr 2020
wurden Uber 6.000 Publikationen mit CRISPR-Bezug zur Datenbank
PubMed hinzugefligt, was einem unglaublichen Durchschnitt von 16
Artikeln pro Tag entspricht. Es geht um neue Techniken zur Mani-
pulation von Genen, Verbesserungen in der Prazision sowie weitere
Arten von CRISPR-Proteinen, die ebenfalls als Gen-Editoren arbeiten.
Cas13,zum Beispiel, kann RNA statt DNA editieren. ,Wir sind an dem
Punktangelangt, an dem die Effizienz der Genbearbeitung auf einem
Niveau liegt, das eindeutig sowohl therapeutisch als auch fir eine
Vielzahl anderer Anwendungen niitzlich sein wird", sagt Jennifer
Doudna in einem Interview.
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Und genau deshalb gibt es einen intensiven Rechtsstreit darlber,
wem die Patentrechte fir die CRISPR-Technologie zugesprochen
werden sollen. Im Februar 2022 entschied die Berufungsinstanz des
US-Patentamts, dass dem Broad Institute das Patent fir CRISPR-
Anwendungen bei hoheren Lebewesen allein zustehe. In Europa —
und ahnlichiin weiteren 30 Landern — ist die Lage jedoch anders. Das
Europaische Patentamt hat die University of California in Berkeley mit
Doudna und Charpentier erneut als Patentinhaberinnen bestatigt.
Die Rechtslage ist verworren. Unternehmen, die an kommerziellen
CRISPR-Anwendungen arbeiten, wissen nicht, an wen sie die falli-
gen Lizenzgebihren zahlen missen. Die unterschiedliche Auffas-
sung in den USA und der EU flihrt dazu, dass Patente haufig ange-
fochten werden. Fiir akademische und andere nicht-kommerzielle
Forschungsprojekte bleiben die CRISPR-Verfahren jedoch frei und
ohne Lizenzgeblhren nutzbar. Patentanspriiche gelten hier nicht.

Viele Mediziner sind Uberzeugt, dass sie durch das Editieren von
Genen zum Beispiel Erbkrankheiten behandeln kdnnen, bei denen
ein oder mehrere Gene nicht richtig funktionieren. Sie wollen es bei
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KEINE EINGRIFFE IN DIE MENSCHLICHE KEIMBAHN

Der Fall des chinesischen Forschers Jian-
kui He, der im November 2018 berichtete,
es seien Zwillinge zur Welt gekommen, bei

denen er im Embryonalstadium gezielt ein
Gen ausgeschaltet habe, hatte eine weltwei-
te ethische Debatte ausgelost. Im Oktober
2019 hat die Max-Planck-Gesellschaftin ei-
nem Positionspapier zur Genom-Editierung
erklart, dass sie aufgrund der Tragweite

vererbbarer kiinstlicher Mutationen, wie
sie bei der Genom-Editierung von Zellen
der Keimbahn hervorgerufen werden, bis
auf Weiteres keine Forschung zur geneti-
schen Veranderung von Keimbahnzellen
vornehmen wird. Auch der Deutsche Ethik-
rat halt Keimbahn-Eingriffe derzeit fir zu
risikoreich, will sie aber ethisch nicht grund-
sétzlich ausschlielen.

Mutationen anwenden, die beispielsweise die Huntington-Krankheit
oder Mukoviszidose ausldsen. Versuche an Mausen haben gezeigt,
dass fehlerhafte Genabschnitte, wie sie auch bei menschlichen Erb-
krankheiten auftreten, durch das Editieren von Genen entfernt und
die entsprechenden Krankheitshilder behandelt werden konnen.
Eines der groRten Probleme beim Versuch, die menschliche DNA
zu veradndern, besteht in den sogenannten Off-Target-Effekten.
Diese entstehen, wenn Cas9 ein Stiick DNA schneidet, auf das es
nicht programmiert wurde. Das ist wie bei der Programmierung des
Navigationsgerates im Auto beispielsweise mit der Adresse ,Res-
taurant”. In jeder Stadt fiihrt 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 gefiihrt, wo es die DNA schneidet. Das
kénnte zu unerwiinschten und schwerwiegenden Nebenwirkungen,
einschlieBlich Krebs, fiihren. Fir jede therapeutische Anwendung
beim Menschen mit Hilfe von CRISPR ist die Minimierung dieser
Off-Target-Effekte daher von groRter Bedeutung.

DIE ERSTE CRISPR-THERAPIE

Der erste Durchbruch ist nun aber gelungen: Im November 2023 er-
hielt eine CRISPR-Therapie in UK die weltweit erste Zulassung, im De-
zember erfolgte die Zulassung in den USA und im Februar 2024 nun
auchin der EU. Das Ziel der neuartigen Therapie ist die Heilung von
zwei Bluterkrankungen: Beta-Thalassamie bzw. Sichelzellanamie.
Beibeiden Krankheiten ist die Herstellung des Blutfarbstoffs Hamo-
globin gestort, beide konnten bislang nur mit hdufigen Bluttransfu-
sionen behandelt werden, die lebensverkiirzende Nebenwirkungen
haben. Die Gentherapien wurden von den Biotech-Firmen Vertex
Pharmaceuticals und CRISPR Therapeutics entwickelt. Emmanuelle
Charpentier hat CRISPR Therapeutics gegriindet und zeigt sich ge-
gentber der Presse gliicklich, ,dass CRISPR-basierte Gentherapien
nach einer einzigen Behandlung einen heilsamen Effekt fiir Patienten
mit Beta-Thalassamie und Sichelzellanamie haben." Die CRISPR-
Therapie zielt darauf ab, die blutbildenden Zellen im Knochenmark
der Patientinnen und Patienten selbst zu ,ertlichtigen”: Die Zellen
werden dazu gebracht, ein anderes, namlich das fetale Himoglobin
wieder herzustellen, das sie schon vor der Geburt und in den ersten

Lebenswochen produziert haben. Auch dieses Hamoglobin eignet
sich gut fir den Sauerstofftransport, aber es verursacht nicht die
genannten Krankheitssymptome. Wie andere Gentherapien auch
sind CRISPR-Therapien als Einmalbehandlung mit mdglichst lang
anhaltender Wirkung konzipiert. Nun ist es wichtig, genau zu be-
obachten, ob und gegebenenfalls welche Nebenwirkungen in den
nachsten flnf bis 15 Jahren auftreten.

Schliisselbegriffe
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Buch-Tipps

® Doudna, J.A. & Sternberg, S.H. (2018). Eingriff in die
Evolution: Die Macht der CRISPR-Technologie und die
Frage, wie wir sie nutzen wollen. Springer.

® Knoepfler, P. & Knoepfler, J. (2021). Drachenzucht
fiir Einsteiger: Ein ,gefahrlicher” Zeitvertreib fiir Hobby-
Genetiker. Springer.

Link-Tipps

® Themensammlung Genom-Editierung
www.mpg.de/b351 > QR

® Genom-Editierung (Potenziale und Risiken)
www.mpg.de/b352

® De-Extinction-Project
www.mpg.de/b353

Audio-Tipp

® Crispr-Cas9 und Gene Drive
www.mpg.de/b354 > youtube

Video-Tipps
® Gen-Editing
www.mpg.de/b355 > youtube

® Genmanipulation
www.mpg.de/b356 > youtube

® Gene Drive
www.mpg.de/b357 > youtube > QR
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