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GENOMCHIRURGIE

Neue Methoden zur Veranderung
unseres Erbguts

Wie kaum eine andere Technologie hat in den letzten Jahren die Entdeckung und
Anwendung von CRISPR-Cas9 die Lebenswissenschaften revolutioniert. Wihrend
das ,Lesen” in unseren genetischen Daten seit einigen Jahren standardisiert und in
groflem Umfang durchgefiihrt wird, ermoglicht CRISPR-Cas9 das gezielte ,Um-
schreiben” von DNA Sequenzen in Genomen.

Ziel der Marsilius Fellowship war es, die aktuellen Entwicklungen im Bereich des
,Genome-Engineerings” und die sich daraus ergebenen Herausforderungen inter-
disziplindr zu diskutieren.

Lesen und Schreiben im Genom

Seit der Entdeckung des genetischen Codes vor mehr als 50 Jahren bleibt eine wich-
tige wissenschaftliche Aufgabe, Genome in ihrer Gesamtheit zu untersuchen und zu
verstehen. Wihrend der letzten Jahrzehnte wurden sehr grofde Fortschritte gemacht,
die das ,Lesen” von Genomen beschleunigen. Neue DNA-Sequenziertechnologien
ermoglichen es seit einigen Jahren, Genome in ihrer Gesamtheit zu lesen und durch
bioinformatische Verfahren in ihrer Tiefe zu analysieren. Diese Ganzgenom-Sequen-
zierungen erlauben detaillierte Einblicke in Verdnderungen von individuellen Genen,
um zum Beispiel genetische Risikofaktoren von Krankheiten zu erkennen, die evolu-
tiondre Entwicklung von Genen in verschieden Organismen zu beschreiben und
libergreifende strukturelle Merkmale von Genomen besser zu verstehen. Ganzgenom-
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Sequenzierungen haben auch zur Identifikation von Genen gefiihrt, die bei Krank-
heiten eine wichtige Rolle spielen. Ganzgenom-Sequenzierungen erreichen mittler-
weile auch erste klinische Anwendungen, wie in der molekularen Diagnostik von
Tumoren oder der Charakterisierung von Erbkrankheiten.

Gezielte Anderungen in Genen einzufiigen ist seit vielen Jahren mdglich, jedoch
waren die Prozesse bisher aufwendig und der Eingriff in komplexe Genome fehler-
anfillig und langwierig. Durch gentechnologische Verfahren wurde in der Grund-
lagenforschung die Funktionsweise von Genen {iberpriift und sie wurden auch in
biotechnologischen Prozessen eingesetzt, um Pharmazeutika zu produzieren oder
Nutzpflanzen genetisch zu dndern.

Die Anwendung von CRISPR-Cas9 beschleunigt gentechnologische Verfahren
erheblich und ermdglicht Anderungen in komplexen und sehr groflen Genomen, die
zuvor nicht praktikabel gewesen sind. CRISPR-Cas9 offnet so eine Vielzahl von
neuen Moglichkeiten in der Grundlagenforschung, in der ,roten” und ,.griinen” Bio-
technologie, aber auch die Moglichkeit fiir Anderungen im menschlichen Genom, die
zu einer breiten gesellschaftlichen Diskussion {iber die Grenzen ihres Einsatzes ge-
fithrt haben. Wiahrend auch die ethischen Fragestellungen - wie der Eingriff in die
menschliche Keimbahn - an sich nicht neu sind, erhalten sie durch die rasante Ent-
wicklung in diesem Bereich eine neue Aktualitit und Dringlichkeit.

CRISPR (,clustered regularly interspersed short palindromic repeats”) wurden erst-
mals durch experimentelle und bioinformatische Analysen in den 9Qer Jahren in
Bakterien entdeckt.!? Die Funktion dieser repetitiven DNA Sequenzen, die in vielen
bakteriellen Genomen gefunden wurden, blieb lang unklar und wurde erst viele
Jahren spiter besser verstanden. Um 2005 fanden mehrere Forschungsgruppen
heraus, dass diese repetitiven Sequenzen eine hohe Ahnlichkeit mit der DNA von
bakteriellen Viren haben. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass sie Teil eines adaptiven
Immunsystems von Bakterien sind und Bakterien CRISPR Sequenzen verwenden,
um die Infektion mit Viren zu verhindern.3#>6 In den folgenden Jahren wurde die
Funktionsweise der CRISPR-Sequenzen weiter aufgeklirt und es wurde gezeigt, dass
sie ihre Wirkung durch den Einbau in einen Protein-RNA Komplex entfalten, der
DNA an gezielten Stellen schneidet.”® Die repetitiven CRISPR-Sequenzen werden
so zum Teil einer , programmierbaren Genschere®, die gleiche Sequenzen im Genom
sucht und die DNA-Stringe durch einen Schnitt an definierter Stelle zertrennt.
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Durch weitere Optimierung und Forschungsarbeiten zu der Struktur des CRISPR-
Cas9 Komplexes gelang es wenig spiter, diesen als programmierbare Genschere
auch in anderen Organismen wie in menschliche Zellen einzusetzen, um DNA an
gezielten Stellen zu dndern.’ Experimentell l4sst sich dies einfach durchfiihren,
indem eine 20-Basenpaar lange Sequenz, die als Leit-RNA Sequenz (,guide-RNA”)
ausgewihlt wird und der zu modifizierenden Stelle entspricht, zusammen mit einer
gleichbleibenden Hilfs-RNA Sequenz (,tracr-RNA”) und dem fiir den Schnitt ver-
antwortlichen Protein Cas9 in Zellen eingebracht wird. Dieser Komplex sucht die der
Leit-Sequenz entsprechenden Stelle im Genom und schneidet die DNA. Zwei ver-
schiedene Szenarien fiihren zu gezielten Anderungen im Genom: (1) das geschnittene
Gen wird inkorrekt repariert (sg. ,non-homologous end-joining”, NHE]), was in den
meisten Fillen zu einem Verlust der Gen-Funktion fiihrt; (2) das Einbringen einer
zusitzlichen DNA Sequenz ersetzt das Gen oder ,repariert” Mutationen (,homo-
logous-directed repair”, HDR) (Abbildung A und B, S.114).

Mit diesem ,Zwei-Komponenten“ System, bestehend aus allgemein verwendbarer
DNA-Schere und programmierbarer Leit-Sequenz, wurde ein sehr flexibles Werk-
zeug entwickelt, das zur Anderung von Informationen in Genomen breit einsetzbar
ist und im Gegensatz zu vorherig zur Verfligung stehenden Methoden schnell an-
gepasst werden kann. Anderungen, die zuvor Monate dauerten und grofie Ressour-
cen benotigten, konnen nun innerhalb von Tagen umgesetzt werden. CRISPR-Cas9
wurde auch angepasst, um Gene zu inhibieren und aktivieren, oder epigenetische
Anderungen durchzufithren. Die Simplizitit und Anpassbarkeit der Technologie
macht CRISPR-Cas9 zu einem der michtigsten Werkzeuge in der Genetik und be-
schleunigt viele Forschungsgebiete.

Anwendungen von CRISPR-Cas9 beim Menschen

Wihrend der Einsatz von CRISPR-Cas9 in der Grundlagenforschung weitgehend
unumstritten ist, haben mogliche Eingriffe in das menschliche Genom, und ins-
besondere in die menschliche Keimbahn zu einer weitgehenden Diskussion (iber den
Einsatz der Technologie gefiihrt. In der sog. somatischen Gentherapie, fiir die erste
klinische Anwendungen zur Zeit erprobt werden, werden Zellen aus dem mensch-
lichen Korper entfernt und aufserhalb des Korpers gedndert. So kénnen zum Beispiel
Immunzellen genetisch manipuliert werden, um Gene gezielt zu reparieren oder sie
gegen Krebszellen zu aktivieren. Diese Ansitze sind insgesamt wenig umstritten, da
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die eingefiigten Anderungen nicht in die menschliche Keimbahn iibergehen und es
vorrangig Sicherheits- und Effizienzfragen sind, die in den klinischen Studien erprobt
werden. Demgegeniiber sind Eingriffe in die menschliche Keimbahn, d.h. die An-
derungen von menschlichen Keimbahnzellen durch CRISPR-Cas9 (oder auch andere
gentechnologische Verfahren) hochumstritten und in vielen Lindern, wie auch in
Deutschland, nicht erlaubt.

In ersten Publikationen wurden Experimente beschrieben, in denen mit Hilfe von
CRISPR-Cas9 gezielte Anderungen an (nicht implantierten) menschlichen Embryo-
nen durchgefiihrt wurden, um gezielt Erbkrankheiten zu modifizieren. So wurde von
einer US-amerikanischen Gruppe eine Mutation in dem MYBPC3 Gen ersetzt, das
zur angeborenen Kardiomyopathie fiihrt *°. Diese Studie behauptete, dass es méglich
ist, Gen-Anderungen mit hoher Effizienz in menschlichen Embryonen einzufiigen;
allerdings wurden die Ergebnisse der Studie von anderer Seite in Zweifel gezogen.
Bisherige wissenschaftliche Studien, die verkiindeten, erfolgreich , Gen X" in mensch-
lichen Embyonalzellen ,repariert” zu haben, erwiesen sich bei kritischem Blick als
vielfach zu optimistisch und es wird abzuwarten sein, ob sie kritischen Nach-
priifungen standhalten. Eine Reihe von interdiszipliniren Studiengruppen, wie die
,Hinxton Group”'! oder eine Arbeitsgruppe der ,National Academy of Sciences”
(NAS) haben weitergehende Forschungen angeregt 2, sich aber nicht grundsitzlich

gegen Keimbahntherapien ausgesprochen.’® Aufgrund der unterschiedlichen natio-
nalen Rahmenbedingungen und bisherigen Stellungsnahmen, hat der Deutsche
Ethikrat auch eine Diskussion auf internationaler Ebene angemahnt.'*

Diskussionen im Marsilius-Kolleg und Marsilius kontrovers

Bei den regen Diskussionen im Marsilius-Kolleg standen vor allem die umstrittenen
Einsatzmdglichkeiten beim Menschen von CRISPR-Cas9 im Vordergrund. Es wurde
auch unterschieden zwischen dem Einsatz als neue Forschungsmethode, die sich
prinzipiell nicht von vorhandenen Technologien unterscheidet, und neuen, nun
technologisch moglich gewordenen Ansitzen des Einsatzes beim Menschen. In den
Diskussionen wurde auch herausgearbeitet, dass neue Methoden zum ,Genome-
Engineering” keine grundlegend neuen Fragen aufwerfen, sie jedoch hiufig bisherige
Standpunkte auf den Priifstand stellen, da es technisch wesentlich naher riickt,
Eingriffe in das menschliche Erbgut vornehmen zu kénnen.

Die Diskussionen im Marsilius-Kolleg waren auch eine hervorragende Vorbereitung
einer 6ffentlichen Diskussion im Rahmen von , Marsilius kontrovers” mit dem Thema
,Diirfen wir Menschen designen? - CRISPR/Cas und Genomchirurgie als Ver-
heifSung oder Alptraum®, die in einer interdisziplindren Diskussionsrunde zusammen
mit den Marsilius Fellows Phillip Stoellger (Theologie) und Albrecht Jahn (Public
Health) Fragen zu dem Einsatz der CRISPR-Cas9 Technologie erorterte. Zu der Ver-
anstaltung, die in Kooperation mit der Rhein-Neckar Zeitung stattfand, kamen mehr
als 200 Teilnehmer, um zu CRISPR-Cas9 und Genom-Editing zu diskutieren. Aus
unterschiedlichen Blickpunkten wurde dariiber gesprochen, was neu an der CRISPR-
Cas9 Technologie ist, welche Méglichkeiten sie eréffnet und was sie zum Beispiel in
Bezug auf Anderungen an der menschlichen Keimbahn bedeutet. In einer breit gefi-
cherten und durchaus differenzierten Diskussion ging es um Themen der Sinnhaftig-
keit von genetischen Anderungen an der menschlichen Keimbahn, aber auch um die
Frage des Zugangs und der Kosten aus gesundheitsokonomischer Sicht, ob ein Ver-
bot des Einsatzes ein Akt , unterlassener Hilfeleistung™ an zukiinftigen Generationen
sein konnte und um die Gefahren des moglichen Einsatzes von genetischen ,Enhan-
cements”. Die Diskussion zeigte, dass hiufig die Erwartungen und Befiirchtungen
zum Einsatz von CRISPR-Cas9 die heutigen Méglichkeiten bei weitem (iberschrei-
ten - verdeutlichte aber auch die Notwendigkeit eines breiten gesellschaftlichen Dis-
kurses.
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Interdisziplindres Marsilius Seminar zu CRISPR-Cas9 und dem Einsatz der
Genomchirurgie

Ein weiteres Ergebnis der Marsilius Fellowship war ein interdisziplinires Seminar im
Rahmen der Marsilius Studien, das im Sommersemester 2017 zum ersten Mal
stattfand und im Wintersemester 2017/18 wiederholt wird. In diesem Seminar
(zusammen mit Fruzsina Molnar-Gabor von der Juristischen Fakultit) beschiftigten
sich Studierende aus einem breiten Ficherspektrum - u.a. Biowissenschaften,
Medizin, Naturwissenschaften Physik, Jura, Politikwissenschaften - mit der Historie,
den Moglichkeiten, den gesetzlichen Grundlagen des Verbots von Anderungen von
menschlichen Embryosund mit Fragen, inwieweitdie rechtlichen Rahmenbedingungen
von den technischen Moglichkeiten iiberholt werden. Besonders interessant war
auch eine vergleichende Betrachtung der unterschiedlichen Rechtssysteme und
Forschungsforderung in Amerika, Europa und Asien.
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CRISPR-Cas9 System zur Anderung von DNA.

(A) Aufbau und Einsatz von CRISPR-Cas9. (B) Struktur und Beispiel der Leit-RNA.
(C) Einsatz von CRISPR zur Anderung von Gensequenzen, Repression oder
Aktivierung von Genen und Andern von epigenetischen Merkmalen.
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Schlussbetrachtung

Das Jahr als Marsilius Fellow war geprigt von einer Vielzahl von interessanten und
auch unerwarteten Diskussionen. Es war ein sehr bereicherndes Jahr, in dem in den
Montagssitzungen Themen breit diskutiert wurden und aus unterschiedlicher
Facherperspektive kontrovers, aber immer respektvoll miteinander gesprochen und
debattiert wurde. Auch ergaben sich fiir mein Thema eine Reihe von interessanten
Uberlappungen mit anderen Themen, wie Diskussionen zur Deutungsmacht der Le-
benswissenschaften, Gesundheitsokonomie oder auch rechtlichen Fragen der
Leihmutterschaft. Besonders bemerkenswert waren die Diskussionen aus den Pers-
pektiven von sehr unterschiedlichen Fachrichtungen, (iber die biowissenschaftlichen
Grundlagen, mogliche medizinische Anwendungen, aber auch gesundheitspolitische
und gesellschaftliche Auswirkungen des Einsatzes der CRISPR-Cas9 Technologien.
Fiir mich personlich war dies ein sehr anregendes Jahr mit vielen interessanten
Gesprichen, die in einem disziplindren Kontext nicht moglich gewesen wiren.
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