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Gentechnik in neuer Dimension

Mit CRISPR/Cas kann jedes Gen in jedem Lebewesen ausgeschaltet oder ersetzt werden

Eine neue Methode erobert die Labore der Welt. Mit
der «CRISPR/Cas-Technik» lisst sich das Genom je-
des Lebewesens verdndern, und zwar schneller,
glinstiger und préaziser als mit allen anderen Me-
thoden zuvor. Forscher und Journalisten iiberschla-
gen sich vor Begeisterung. Von einem «Quanten-
sprung», von «der grossten Biotech-Entdeckung des
Jahrhunderts» ist die Rede, und die Entwickler der
Methode Jennifer Doudna, Emmanuelle Charpen-
tier und Feng Zhang werden bereits als Nobelpreis-
kandidaten gehandelt.

Die Bestandteile des neuen molekularen Werkzeug-
kastens kommen in der Natur vor. CRISPR/Cas wur-

de im Erbgut von Bakterien schon vor fast 30 Jahren
entdeckt. Aber erst seit kurzem weiss man, dass
Bakterien sich damit vor eindringenden Viren
schiitzen. Diese Immunabwehr der Bakterien be-
steht aus zwei Komponenten: einem zelluliren
Skalpell, das DNA schneiden kann (Cas) und einem
kurzen RNA-Abschnitt, der das Skalpell an die Stel-
le leitet, die geschnitten werden soll.

Doch nicht nur in Bakterien funktionieren diese
Werkzeuge. Im Labor schneidet das Skalpell auch
isolierte DNA und die Erbinformation in Zellen von
Pflanze, Tier und Mensch. Je nach Programmierung
kann mit CRISPR/Cas dann entweder ein Gen nur

Wie die Technik funktioniert

Leit-RNA
Soll das Erbgut gezielt an einer Stelle
verandert werden, wird das Gegen-

stiick dazu in Form eines einstrangigen
Erbmolekiils synthetistiert. Diese Leit-
RNA dient als Schablone, um
das gesuchte Gen im Erbgut
zu finden.

—

Molekulare Schere
Ebenfalls im Labor wird die Leit-RNA
mit einer molekularen Schere gekop-

pelt. Als am besten dafiir geeignet hat
sich das Protein Cas9 erwiesen.
Noch prizisere Scheren
werden erforscht.
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Genetische Manipulation
e Der Crispr-Cas9-Komplex wird mittels
Injektion oder mithilfe eines Virus als
Fihre in eine Zelle befordert. Dort spiirt
er das anvisierte Gen im Erbgut auf und
manipuliert dessen DNA. Der Eingriff
kann im Organismus erfolgen oder an
Zellen, die isoliert wurden und nach
der Behandlung wieder in den
Korper zuriickgefithrt werden.

Ausgeschaltetes Gen

hafte Gen funktionsuntiichtig.

der Kom-
die Zelle
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herausgeschnitten oder zerstort oder aber etwa bei
einer fehlerhaften Mutation durch eine zugefiigte
intakte Basenfolge ersetzt werden. Die Methode
funktioniert im Prinzip wie die «Suche-Erset-
zer-Funktion am Computer. Was gesucht und was
ersetzt werden soll, entscheidet der Forscher durch
die zugegebene Leit-RNA, die im Labor passend fiir
jede Stelle im Genom hergestellt werden kann.

Die Technik ist noch jung, aber sie wird Mensch
und Umwelt verdndern. Vor zwei Jahren entfernten
chinesische Wissenschafter alle drei Kopien eines
Weizengens und erschufen damit eine Sorte, die
resistent ist gegeniiber dem Befall mit Mehltau. Ja-
panische Forscher nutzten die Technik bereits er-
folgreich, um die Lebensdauer von Tomaten zu ver-
lingern.

Auch Dirk Becker vom Biozentrum Klein Flottbek in
Hamburg setzt auf CRISPR/Cas: «<Das grosse Potenzi-
al dieser Methode liegt darin, ein Gen zu 100% aus-
zuschalten. Mit anderen Verfahren gelang das in
der Vergangenheit nicht so vollstindig.» Ein Anwen-
dungsbeispiel sind etwa Kartoffelpflanzen, die eine
besondere Art Stirke enthalten. «Hierzu schaltet
man mit CRISPR/Cas ein Gen im Syntheseweg der
Stdrke aus», erkldrt Becker. Die Stédrke in diesen Kar-
toffeln besteht daher nicht wie tiblich aus Amylose
und Amylopektin sondern nur aus Amylopektin.
Die Hersteller von Papier und Klebstoff sind daran
interessiert, weil sie fiir ihre Produktionsprozesse
Stidrke ohne Amylose benotigen.

In Europa wird gerade heftig diskutiert, ob die mit
CRISPR/Casverdnderten Pflanzen als Gentech-Pflan-
zen deklariert werden miissen. In den USA hat man

sich dagegen entschieden. Wenn mit der Methode
nur die Funktion eines Gens ausgeschaltet wiirde,
sei CRISPR/Cas lediglich eine weitere Methode
innerhalb der klassischen Pflanzenziichtung. Die-
ser Ansicht ist auch Dirk Becker: «Nur wenn zuséatz-
lich noch ein Transgen eingebracht wird, sollte die
Pflanze unter das Gentechnik-Recht fallen.»

Die biomedizinische Grundlagenforschung an Zell-
kulturen oder Tiermodellen ist schon jetzt ohne
CRISPR/Cas kaum noch vorstellbar. «<Was ich am
meisten an CRISPR mag, ist, dass man in jeder Kreb-
szell-Linie jedes beliebige Gen ausschalten und
schauen kann, wo die Achilles-Ferse diese Tumors
liegt», sagt Eric Lander, Direktor des Broad-Institu-
tes im US-amerikanischen Cambridge und einer
der fiihrenden Kopfe des <Human Genome Projects».
Es konnen sogar mehrere Gene gleichzeitig ausge-
schaltet und daher auch Krankheiten mit komplex-
em genetischen Hintergrund wie Diabetes, Alzhei-
besser verstanden

mer, Autismus oder Krebs

werden.

CRISPR/Cas eignet sich nicht nur zur Erforschung
sondern auch zur Behandlung von Krankheiten.
Ideen fiir die Anwendung einer solchen «Genchirur-
gie» gibt es in Hiille und Fiille. Zum Beispiel kénn-
ten gewisse Virusinfektionen behandelt werden.
Einige Viren, etwa das Hepatitis-B-Virus oder HIV,
bauen ihre Erbinformation in das Genom der infi-
zierten Wirtszellen ein. So kénnen sie trotz Medika-
mentengabe ein Leben lang im Korper ausharren
und die Gefahr bleibt bestehen, dass die Viren
wieder «zum Leben» erwachen und sich aktiv ver-
mehren. Forscher vom University College of Medici-
ne in Taipei (Taiwan) versuchten mit CRISPR/Cas bei

langsamer reifen und linger
haltbar sind, oder Sojabohnen,
die nahrhafter sind: Crispr-Cas9
hat bereits optimierte
Nutzpflanzen hervorgebracht.

Anwendungen Optimierte Nutzpflanzen Gene Drive bei Miicken

in Tier- und Weizen, der resistent ist gegen Miicken, die Malaria iibertragen,
Echte Mehltaupilze; Tomaten, die assen sich genetisch so verdndern,

Pflanzenwelt T e anpn a lassen sich genetisch d

dass sie weniger Nachkommen
haben und mit der Zeit aussterben.
Mit Gene Drive, einer speziellen
Anwendung von Crispr-Cas9, wird
diese Eigenschaft in einer
Population schneller verbreitet.

Massgeschneiderte Hunde
Beagles sind als Modellorganismen
in der Forschung beliebt. Chinesische
Wissenschafter haben mit Crispr-
Cas9 zwei muskulésere Exemplare
produziert. Denkbar wiren auch
andere Eigenschaften, die sich
Hundehalter wiinschen.

Ertragreichere Ziegen
Chinesische Forscher haben das
Erbgut von Kaschmir-Ziegen so
verdndert, dass diese lingere Haare
haben und mehr Muskeln ansetzen -
also einen hoheren Ertrag liefern.
Andere Wissenschafter arbeiten an
Kithen ohne Horner.
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Mdéusen eine Infektion mit Hepatitis-B-Viren zu
heilen. Die Genschere entfernte zwar einiges an
Viren-DNA, jedoch (noch) nicht ausreichend, um
die Infektion ginzlich zu beenden.

Bevor CRISPR/Cas therapeutisch angewendet wer-
den kann, miissen neben der Effektivitdt noch eini-
ge andere Hiirden beseitigt werden. Wie bekommt
man die Genschere zum Beispiel dorthin, wo sie im
Korper wirken soll? Und: ist die Technik wirklich so
prazise? Wird das Genom tatsdchlich nur an der an-
visierten Stelle geschnitten oder moglicherweise
auch an einer zufélligen, unbekannten — mit nicht
einkalkulierbaren Folgen? Laut Studien zur Zielsi-
cherheit von CRISP/Cas schwankt die Methode zwi-
schen keinem und 150 falsch angesteuerten Zielen
im Genom. Wird jedoch geschnitten, wo nicht ge-
schnitten werden soll, etwa an einem Genort, der
die Zellteilung reguliert, kénnte das eine unge-
hemmte Zellvermehrung, also Krebs, auslosen.

Viel sicherer ist die Genchirurgie, wenn sie ausser-
halb des Koérpers angewendet wird. «<Behandelt man
Zellen im Labor, kann man nur diejenigen in den
Korper zuriickgeben, bei denen die Reparatur oder
das Ausschalten eines Gens tatsdchlich geklappt
hat», sagt Gerald Schwank vom Institut fiir Moleku-
lare Gesundheitswissenschaften an der ETH Ziirich.
Schwanks Team hat aus Darmgewebe von Patienten
mit der Erbkrankheit Cystische Fibrose Stammzel-
len isoliert. «Mit Hilfe von CRISPR/Cas konnten wir
das defekte Gen in diesen Zellen reparieren, der zu-
vor fehlerhafte Kanal fiir den Ausstrom von Chlo-
rid-Ionen funktionierte wieder», erkldrt Schwank.

Damit die Aktion fiir den Patienten von Nutzen ist,
miissten die reparierten Zellen in den Kérper des Pa-
tienten zurtickgegeben werden und sich im Darm
niederlassen. Doch auch hier weiss man noch nicht,
wie das gelingen kann. Im Experiment an Mdusen
siedelte sich nur ein geringer Teil der verdnderten
Zellen im Darm an. Aufgeschlossener fiir die Integ-
ration von reparierten Zellen, die von aussen zuge-
geben werden, ist offenbar die Leber. «<Der Harn-
stoffzyklusdefekt,
der Leber, konnte die erste Krankheit sein, die mit
Hilfe von CRISPR/Cas so geheilt wird», sagt Gerald
Schwank. Die Technik sei hier enorm vielverspre-

eine Stoffwechselerkrankung

chend, um die Gentherapie bald in den klinischen
Alltag zu bringen.

Grosse Wellen schlagen die Versuche, mit CRISPR/
Cas genetische Fehler auch in Keimzellen oder Em-
bryonen zu korrigieren. Bei Mdusen gelang dies be-
reits mit Genen, deren Mutation den «Grauen Star»
bzw. degenerative Muskelerkrankungen auslosen.
Im April des letzten Jahres sorgten chinesische For-
scher fiir Aufsehen. Sie versuchten an 86 befruchte-
ten, menschlichen Eizellen das fiir die Bluterkran-
kung Thalassimie verantwortliche Gen zu
reparieren. Die Forscher nutzten solche (triploiden)
Eizellen, die bei der in-vitro-Fertilisation anfallen

und nicht tiberlebensfihig sind.

Die Zukunft beim Menschen

Erforschung von Krebs

Krebs ist eine der grossten
Geisseln der Menschheit. Crispr-
Cas9 konnte helfen, die Ent-
stehung verschiedener Krebs-
arten besser zu verstehen. Dazu
schalten Forscher in Krebszellen
bestimmte Gene aus und unter-
suchen, welchen Einfluss das auf
ihre weitere Entwicklung hat.

Gentherapie gegen HIV

Manche Menschen haben eine
genetische Mutation, die dafiir
sorgt, dass das HI-Virus an ihren
Zellen nicht andocken kann. Liesse
sich diese Eigenschaft mit Crispr-
Cas9 auf Blut-Stammzellen von
HIV-positiven Menschen tibertra-
gen, konnten diese vielleicht
geheilt werden.

Keimbahn-Therapie

Erbkrankheiten wie Chorea Hun-
tington, die man nicht heilen kann,
sollen gar nicht erst entstehen.
Dazu miisste man das der Krank-
heit zugrunde liegende defekte
Gen bereits in der Keimbahn repa-
rieren, die zur Bildung von Eizellen
und Spermien fiithrt. Der Ansatz ist
héchst umstritten.

Designer-Baby

Wenn sich schidliche Merkmale
aus dem Erbgut eliminieren
lassen, konnte man theoretisch
auch erwiinschte Eigenschaften
einfligen. Doch die Idee ist in der
Wissenschaft verpont: Kein serio-
ser Forscher will Designer-Babys
mit blauen Augen oder blonden
Haaren schaffen.

Quellen: «Nature» (Bd. 522, S. 20 und
Bd. 528, S. $1); «New Scientist»
(Nr. 3050, S. 32); «Cell» (Bd. 164, S. 18)
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Doch die meisten Zellen, in die anstelle des defek-
ten ein intaktes Gen eingebracht wurde, bauten
dies nicht dauerhaft in ihr Erbgut ein. Zudem
schnitt das molekulare Skalpell die DNA hédufiger
an unerwiinschten Stellen als erwartet. Die Folgen
dieser Fehler sind nicht abschétzbar, die Methode
noch zu riskant. «Die Forscher haben mit der Studie
gute Arbeit geleistet, weil sie zeigen konnten, dass
CRISP/Cas noch nicht bereit ist fiir eine derartige
Anwendung», sagt Dieter Egli, Stammzellforscher
von der Columbia University in New York. Fiir Klaus
Ammann ist klar, dass das Genom-Editing eines Ta-
ges beim Menschen kommen wird. Der emeritierte
Professor fiir Botanik und Okologie von der Univer-
sitdt Basel hat eine Monografie mit iiber 1000 Publi-
kationen zu CRISPR/Cas zusammengestellt. <Die Eu-
phorie ist mir zu dick aufgetragen und zu
unkritisch», sagt Ammann. Wie bei jedem wissen-
schaftlichen Fortschritt miisse man genau hin-
schauen und abwégen.

Ideal wéare es, wenn wir ein Verstandnis der komplizierten Ablaufe

in einem Organismus auch ohne belastende Tierversuche gewinnen
kénnten. Leider ist dies jedoch bis heute nicht méglich.

Das Dilemma wird uns aber noch lange Zeit begleiten: Grundlagen-
forschung ohne Tierversuche wirde den Verzicht auf medizinischen
Fortschritt bedeuten. «<Mausblick» will Gber die Hintergriinde aufklaren
und berichtet daher Uber Erfolgsgeschichten in der Medizin,

die nur dank Tierversuchen moglich waren.

IMPRESSUM

Herausgeberin in Kooperation:

RATIQ
N v
<

Basel Declaration Society, www.basel-declaration.org

Forschung fir LebeH -

www.forschung-leben.ch | www.recherche-vie.ch

Autor: Dr. Ulrike Gebhardt
Redaktion: Astrid Kugler, Geschaftsfihrerin



