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Genomchirurgie: CRISPR/Cas9
eine Revolution im Genom-Editing

Th. Reischer

it Schlagzeilen wie ,Genschere

heilt Erbkrankheiten®, ,Das Spiel

mit der Schopfung oder ,Mit der

Genschere zum  Designerbaby“

wurde erst kiirzlich ein weite-
rer Meilenstein der molekularbiologischen
Forschung in das Rampenlicht der Offent-
lichkeit geriickt. Die ,,Genschere“ CRISPR/
Cas9 wurde erstmals 2012 in Bakterien zur
Immunabwehr gegen Viren von Jennifer
Doudna und Emmanuelle Charpentier be-
schrieben. Seither sind unzahlige Publi-
kationen zu dieser Technik verdffentlicht
worden. In China gelang es 2015, mit Hil-
fe von CRISPR/Cas9 eine krankheitsauslo-
sende genetische Verdnderung in huma-
nen Embryonen zu korrigieren. Eine rezen-
te ,Nature“-Publikation berichtet eine noch
effizientere Anwendung dieser Methode in
humanen Embryonen. Die Verwendung von
CRISPR/Cas9 zur Korrektur humaner Em-
bryonen ist zum jetzigen Zeitpunkt sowohl
technisch unausgereift als auch ethisch
sehr umstritten.

Wie funktioniert CRISPR/Cas9?

Das wesentliche Prinzip dieser Methode ist
es, im ersten Schritt prizise an einer spe-
zifischen Stelle des Erbguts an die DNA zu
binden und dort einen Doppelstrangbruch
zu induzieren. Im zweiten Schritt wird
durch verschiedene Mechanismen die Repa-
ratur des DNA-Doppelstrangs erreicht.

Das CRISPR/Cas9-System basiert auf
einem natiirlichen Mechanismus (adapti-
ves Abwehrsystem) von Bakterien, das dazu
dient, sich vor schidlichen Viren oder Plas-
miden zu schiitzen. CRISPR (Clustered re-
gularly interspaced short palindromic re-
peats) sind kurze, sich wiederholende DNA-
Sequenzen im Erbgut der Bakterien, die
zwischen diesen identischen palindromi-

schen DNA-Abschnitten spezifische DNA-
Sequenzen beinhalten, welche viralen DNA-
Sequenzen entsprechen (Spacer-DNA).

Wenn ein Virus in ein Bakterium ein-
dringt, wird ein Teil der Virus-DNA in die
CRISPR-DNA integriert (Spacer-DNA), folg-
lich produziert das Bakterium zwei Typen
von RNA: die CRISPR-RNA (welche einen
kleinen Teil der Sequenz des Virus beinhal-
tet) und die tracrRNA (transactivating
CRISPR-RNA), welche das Cas9-Protein re-
krutiert und gemeinsam einen Komplex
bildet. Cas9 (CRISPR associated protein)
ist eine Endonuklease, ein Enzym, das DNA
schneiden kann. Wenn die CRISPR-RNA die
komplementire Sequenz in dem Genom
des Virus findet, bindet diese, so dass Cas9
dort die DNA schneiden kann und das Virus
ausgeschaltet wird.

Die CRISPR-RNA und die tracrRNA lassen
sich zu einem Molekiil der sgRNA (single-
guide RNA) fusionieren. Man kann die Se-
quenz dieser fusionierten RNA-Molekiile
variieren und dadurch genau bestimmen,
wo das CRISPR/Cas9-System einen Doppel-
strangbruch auslost. Ein Vorteil zu anderen
Genom-Editing-Verfahren ist, dass diese
Methode kein Protein-Engineering (spezifi-
sche Proteinherstellung) erfordert, sondern
nur die Herstellung der sgRNA, dadurch
ist das Verfahren schneller und kosten-
gilinstiger.

Nach einem Doppelstrangbruch gibt es in
der Zelle zwei Arten von Reparaturmecha-
nismen:

— NEHJ (nicht homologes Endjoining):
Dabei handelt es sich um einen fehler-
anfilligen Reparaturmechanismus, der
oft Veranderungen in der Gensequenz
(Mutationen) oder auch Deletionen (Ver-
lust an genetischem Material) zur Folge
hat. Diese Methode wird vor allem beim
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Knockout von Genen verwendet, da man
durch die induzierten Fehler in der DNA-
Sequenz ein gewiinschtes Gen ausschal-
ten kann.

— Homologe Rekombination (HDR): Diese
durch einen prizisen Reparaturvorgang
charakterisiert, der es ermdoglicht, gan-
ze Gene auszutauschen, Gene gezielt zu
fusionieren, DNA-Sequenzen einzufiigen
(Insertion) oder diese gezielt zu veran-
dern. Mit diesem Mechanismus konnen
fehlerhafte Gene oder eine fehlerhafte
DNA-Sequenz, nach dem Ausschneiden
durch CRISPR/Cas9, mit Hilfe von Repa-
raturschablonen (repair template DNA)
korrigiert werden, indem so genau die
gewiinschte DNA-Sequenz an der Bruch-
stelle eingebaut wird. Dieser Reparatur-
mechanismus ist jedoch vorrangig in
Zellen, welche sich in der Zellteilung be-
finden, aktiv, wobei NEHJ in allen Zell-
zyklusphasen aktiv ist.

Zusammenfassend ist das CRISPR/Cas9-
System im Vergleich zu anderen Genom-
Editing-Verfahren einfach, effizient, robust
und in allen Spezies anwendbar. Auf3erdem
ist es mit dieser Methode moglich, in einem
Experiment an mehreren Stellen gleichzei-
tig DNA zu verandern (= Multiplexing). Je-
doch gibt es auch einige Limitierungen, wie
zum Beispiel ungezielte (off-target) Aktivi-
titen des Cas9-Proteins, die zu ungewoll-
ten Veranderungen an der DNA fiihren kon-
nen. Des Weiteren ist eine Verbesserung der
Kontrolle tiber Reparaturmechanismen in
der Zelle notwendig, um die Zelle vor feh-
lerhaften DNA-Veranderungen zu schiitzen.

Klinische Anwendungen von
CRISPR/Cas9

— Tiermodelle der nichsten Generation: Al-
len voran bietet CRISPR/Cas9 unzahlige
Anwendungsmoglichkeiten in diversen
Bereichen der Forschung, wie zum Bei-
spiel zur Herstellung von Krankheits-
modellen komplexer Erkrankungen, wie
Krebserkrankungen, in welchen multiple
parallel auftretende Veranderungen im
Genom charakteristisch sind.

— Gentherapie in monogenetischen Er-
krankungen: Wie bereits beschrieben, ist
es mit CRIPR/Cas9 mdoglich, krankheits-
verursachende Mutationen zu ldschen
und zu ersetzen. Dies ist vor allem bei ge-
netischen Erkrankungen des Immunsys-
tems gut umsetzbar, in welchen die Her-

stellung von funktionellen Kopien des
krankheitsverursachenden Gens die Er-
krankung heilen kann. In einem Maus-
modell wurden bereits Erfolge in der Be-
handlung der Muskeldystrophie Duchen-
ne berichtet.

— Antivirale Therapie: Aus der Entdeckung
von CRISPR/Cas9 als erworbenes Im-
munsystem von Bakterien gegen Viren
ergibt sich die Uberlegung, diese Strate-
gie zur Behandlung von viralen Erkran-
kungen in Pflanzen und Siugetieren zu
verwenden. Mit Hilfe von CRISPR/Cas9
ware es zum Beispiel moglich, eine be-
stimmte virale DNA-Sequenz, welche fiir
die virale Replikation verantwortlich ist,
zu eliminieren, um die Vermehrung des
Virus zu hemmen. Daraus konnten sich
in der Zukunft weitere Therapiemoglich-
keiten fiir HIV-, Hepatitis B- und Hepati-
tis C-Infektionen ergeben.

— Korrektur pathogener Mutationen in
menschlichen Embryos: 2015 berichtete
ein chinesisches Forschungsteam erst-
mals tiber die Anwendung von CRISPR/
Cas9 in menschlichen Embryonen. Ziel
dieses Projekts war es, eine genetische
Veranderung im HBB-Gen, welche ho-
mozygot ursichlich fiir Beta-Thalassamie
ist (autosomal rezessive Erkrankung), in
den embryonalen Zellen zu korrigieren.
Dies gelang zwar, jedoch entstanden in
den Embryonen haufig Mosaike (= das
Vorliegen des defekten und des korrigier-
ten Genotyps in einem Embryo als Mo-
saik) sowie ungewollte DNA-Verande-
rungen. Zwei Jahre spater wurde nun im
Journal ,Nature“ eine verbesserte und ef-
fizientere Anwendung von CRISPR/Cas9
beschrieben. Den Wissenschaftlern aus
Oregon gelang es, in menschlichen Em-
bryonen, welche eine heterozygote Ver-
anderung im MYBPC3-Gen (ursach-
lich fiir hypertrophe Kardiomyopathie,
eine autosomal dominante Erkrankung)
trugen, durch eine verbesserte Doppel-
strang-Reparatur mittels homologer Re-
kombination effizient zu korrigieren und
Mosaike in Embryonen zu verhindern.

Ethische Aspekte der Anwendung
in humanen Embryonen

Im Allgemeinen sind hierbei zwei grundle-
gende Aspekte zu unterscheiden: Zum einen
die moglichen Risiken bei fehlerhafter An-
wendung und zum anderen die Folgen ei-
ner erfolgreichen Anwendung. Wie bereits
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erwahnt, sind ungewollte genetische Ver-
anderungen bei diesem Verfahren moglich,
wobei auch weitere Generationen davon be-
troffen sein konnen und deren Folgen zum
jetzigen Zeitpunkt nicht einschatzbar sind.

Bei erfolgreichem Gebrauch von CRISPR/
Cas9 in menschlichen Embryonen riickt
der Begriff , Eugenik“ in den Vordergrund.
Diesbeziiglich unterscheidet man zwischen
der Auswahl positiver Merkmale (positi-
ve Eugenik) und der Verhinderung von Er-
krankung (oder auch negativer Merkmale/
negative Eugenik). Wahrend ein moglicher
Verlust der genetischen Vielfalt in folgen-
den Generationen wenig diskutiert wird,
sind vielmehr Bedenken tiber die Erschaf-
fung von ,,Designerbabys“ oder ,Ubermen-
schen“ in den medialen Diskussionen vor-
rangig. In welchem Ausmaf} eine Anwen-
dung von CRISPR/Cas9 in der Zukunft
moglich sein wird, obliegt der Gesellschaft
und den Gesetzgebern. Die Novelle des Gen-
technikgesetzes 2015 hat gezeigt, dass in
Osterreich diesbeziiglich eine eher zuriick-
haltende Haltung eingenommen wird. Das
bedeutet, dass man zumindest in Osterreich
beziiglich der Angst einer CRISPR/Cas9-
Anwendung zur Produktion von ,Designer-
babys“ eher Entwarnung geben kann.

Zukunftsperspektiven

Technologien basierend auf CRISPR/Cas9
werden das Verstandnis der genetischen Ba-
sis von menschlichen Erkrankungen grund-
legend verbessern. Es wird ohne Zweifel in
der Zukunft moglich sein, genetische Er-
krankungen, die momentan nicht behan-
delbar sind, gezielt und erfolgreich zu the-
rapieren. Auflerdem werden diese Techno-
logien zur Verbesserung der personalisier-
ten Medizin und dadurch zur effektiveren
Behandlung von Patienten fithren. Eine An-

wendung von CRISPR/Cas9 in der mensch-
lichen Keimbahn, nicht nur zur Behand-
lung von genetischen Erkrankungen, son-
dern auch zur Verdnderung von Intelligenz
oder anderen Merkmalen und Eigenschaf-
ten wird in naher Zukunft realistisch und
somit zu einer wachsenden ethischen Her-
ausforderung.
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