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GENTHERAPIE

Vielversprechender «Base Editing»-

Ansatz gegen kindliche Vergreisung

Spontan auftretende Veranderungen
im menschlichen Erbgut kdnnen verschie-
dene, zum Teil schwere Erkrankungen aus-
I6sen. Der Austausch eines einzelnen, spe-
zifischen Buchstabens im LMNA-Gen, das
eine Rolle fur die Struktur des Zellkerns
spielt, fihrt zum Hutchinson-Gilford-Proge-
rie-Syndrom. Betroffene Kinder altern etwa
finfmal schneller als normal, vergreisen
bald, und sterben bereits mit durchschnitt-
lich 14 Jahren an Herz-Kreislauf-Erkrankun-
gen. Eine Behandlung dagegen existiert bis-
her nicht. Die Krankheit ist ausserordentlich
selten, nur etwa 400 Patienten sind weltweit
davon betroffen.

Die auslosende Punktmutation im
LMNA Gen ist genau bekannt. Ein Forscher-
team von Harvard und der Vanderbilt Uni-
versitat unter Leitung von David Liu haben
jetzt neueste Entwicklungen im Werkzeug-
kasten flir die Genomeditierung genutzt, um
diese Mutation direkt im Korper zu korrigie-
ren. Sie verwendeten eine Variante des
CRISPR/Cas9 Systems, welche ganz spezi-
fische Positionen im Erbgut findet, diese
aber nicht schneidet, sondern nur einen ge-
zielten Buchstaben austauscht («Base Edi-
ting»). Das genetische Programm fiir diese
Korrektur wurde mit Hilfe eines Lentivirus in
die Zellen eingefihrt.

In isolierten Korperzellen von Kindern,
die von Progerie betroffen sind, konnte die
Funktion des Ansatzes bestatigt werden:
tatsachlich wurde der Erbgut-Fehler in ei-
nem grossen Teil der Zellen korrigiert, uner-
wartete Veranderungen traten dabei nur
sehr selten auf. Um zu prifen, ob der An-
satz auch im Korper funktioniert, fihrten die
Forscher Versuche mit Mausen durch, wel-
che ebenfalls die krankheitsauslosende Mu-
tation trugen. Sie injizierten das Virus mit
der Korrektur-Maschinerie in junge Tiere.
Die Resultate Ubertrafen ihre Erwartungen
bei weitem: nach der Behandlung verbes-
serten sich Vitalitat und Gesundheitszu-
stand der Tiere dramatisch. Ihre durch-
schnittliche Lebenserwartung verlangerte

sich 2.4-mal und erreichte damit fast das
Normalalter gesunder Mause.

Forscher-Kollegen beschrieben diese
Resultate als «unglaublich» und «jenseits
der kiihnsten Erwartungen», und hoffen auf
eine rasche Weiterentwicklung des Verfah-
rens, damit es in wenigen Jahren auch in
Menschen eingesetzt werden kann.

Die Studien-Autoren mochten jetzt
die Effizienz und Préazision ihres Ansatzes
weiter verbessern, um die Moglichkeit denk-
barer Nebenwirkungen soweit wie moglich
zu reduzieren. Hier stellt sich die schwierige
Frage nach der Abwagung zwischen einer
maglichst raschen, unmittelbaren Linderung
des Leids der Betroffenen und den sorgfalti-
gen, aber langwierigen Abklarungen, um
magliche unerwinschte Nebenwirkungen
ZU minimieren.

Die Arztin Leslie Gordon, eine der Mit-
autoren der Studie, hat ihren eigenen Sohn
durch die Progerie-Erkrankung verloren. Als
Mitbegriinderin der Progeria Research Foun-
dation setzt sie sich energisch dafiir ein, die
Planung erster klinischer Studien voranzu-
treiben, um das grosse Potential des neuen
Gentherapie-Ansatzes maglichst bald fur
betroffene Kinder zu nutzen.

Bei dem hier vorgestellten Genthera-
pie-Ansatz werden Korperzellen behandelt
(«somatische Gentherapie»). Die neuen
Technologien ermoglichen im Grundsatz
auch Veranderungen der Keimbahn, die an
die Nachkommen weitergegeben werden.
Das ist in vielen Landern verboten, Experten
drangen hier auf ein langsames Vorgehen.

Quellen: ‘Incredible’ gene-editing result in mice
inspires plans to treat premature-aging syn-
drome in children, Science News, 06.01.2021;
Luke W. Koblan et al. 2021, In vivo base editing
rescues Hutchinson—Gilford progeria syndrome
in mice, Nature (online 06.06.2021,
doi:10.1038/s41586-020-03086-7); National
Academy of Medicine, National Academy of Sci-
ences, and the Royal Society 2020, Heritable Hu-
man Genome Editing. Washington, DC: The Na-
tional Academies Press.
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CRISPR-SPRY

Verbessertes Werkzeug fur die Genom-
Editierung bei Pflanzen

Mit Hilfe des CRISPR/Cas9-Verfah-
rens lassen sich an fast beliebigen Positio-
nen im Genom von Lebewesen Modifikatio-
nen einfuhren. Allerdings nur fast: damit
das Cas9-Eiweiss Uberhaupt an das Erbma-
terial DNA binden kann, um dann an der
programmierten Position einen Schnitt oder
eine andere gewiinschte Veranderung ein-
zufihren, bendtigt es eine kurze Abfolge
von Buchstaben des Gen-Codes, z. B. «GG».
Diese kurze Sequenz unterscheidet sich je
nach Cas-Variante, und wird als PAM («Pro-
tospacer Adjacent Motif») bezeichnet. Diese
PAMs treten haufig, Gberall im Erbgut ver-
teilt auf, oft auch in der Nahe einer Position,
die gezielt verandert werden soll — aber
eben nicht immer. Ohne PAM kann das
klassische Cas9-Protein nicht aktiv werden.
Das ist vor allem dann ein Problem, wenn
Veranderungen an einer ganz bestimmten
Position erfolgen sollen.

Im April 2020 beschrieben Forscher
aus den USA die Anwendung eines neu ent-
wickelten CRISPR-SpRY Systems in
menschlichen Zellkulturen, das weitgehend
unabhangig von PAMs an DNA binden kann.
Jetzt berichten zwei chinesische Forscher-
teams Uber die Anpassung des Systems fir
die Genomeditierung in Pflanzen.

Sie konnten zeigen, dass mit CRISPR-
SpRY gezielte Schnitte und Buchstaben-
Austausche («Base Editing») sowohl bei
Reis als auch in einer Larchenart an prak-
tisch beliebigen Positionen moglich werden.
Dies ermoglichte zum Beispiel, in einem be-
stimmten Reisgen (ALS) eine Reihe von Ver-
anderungen einzuflihren, deren Auswirkun-
gen zu prufen, und so eine neue zuvor unbe-
kannte Variante von Herbizidtoleranz zu er-
zeugen — einen Vorgang, den die Autoren
als «gerichtete Evolution» bezeichnen.

Das jetzt verfligbare CRISPR-SpRY
System erweitert den Werkzeugkasten der
neuen Pflanzenzlichtungs-Verfahren weiter,
umgeht bisherige Einschrankungen, und er-
moglicht damit eine prazisere Anpassung
der genetischen Eigenschaften von Nutz-
pflanzen. Damit kénnen Pflanzen noch
schneller an neue Anforderungen, wie den
Klimawandel oder neue Krankheiten ange-
passt werden.

Quellen: Logan T. Hille & Benjamin P. Kleinstiver
2021, Plant genome editing branches out, Nature
Plants 7:4-5; Qiurong Ren et al. 2021, PAM-less
plant genome editing using a CRISPR-SpRY
toolbox, Nature Plants 7:25-33; Ziyan Xu et al.
2021, SpRY greatly expands the genome editing
scope in rice with highly flexible PAM recogni-
tion, Genome Biol 22:6 (2021); Russell T. Walton
et al. 2020, Unconstrained genome targeting with
near-PAMless engineered CRISPR-Cas9 vari-
ants, Science 368:290—-296.
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GESUNDHEIT

CRISPR/Cas9 ermoglicht Entwicklung

eines Impfstoffs gegen Toxoplasmose

Der mikroskopisch kleine Parasit To-
xoplasma gondii ist weltweit verbreitet. Er
kann alle warmblUtigen Tiere befallen. Es
wird geschatzt, dass auch etwa 30 % aller
Menschen damit infiziert sind. In der Regel
verursacht eine Infektion keine Symptome,
und wird daher gar nicht bemerkt. Proble-
matisch ist allerdings, wenn eine Erstinfek-
tion wahrend der Schwangerschaft auftritt.
Dies kann zu Schaden am ungeborenen
Kind oder gar einer Fehlgeburt fihren. Aber
auch immungeschwachte Personen konnen
ernsthaft erkranken. Es wird daher fir diese
Personengruppen dringend empfohlen, eine
Toxoplasmose-Infektion zu vermeiden.

Der Erreger beféllt zwar viele ver-
schiedene Wirte, kann aber ausschliesslich
im Darm von Katzen seine infektiésen Eier
(Oozysten) bilden. Auf den Menschen kann
er durch den Verzehr von rohem Fleisch von
infizierten Schweinen, Ziegen
oder Schafen Ubertragen werden, durch Be-
rihrung mit Katzenkot z. B. bei der Garten-
arbeit, oder durch direkten Kontakt mit er-
krankten Katzen. Nach der ersten Anste-
ckung scheiden Katzen einige Wochen lang
grosse Mengen an Oozysten aus und ver-
breiten so die Krankheitserreger in der Um-
welt, so auch auf Weiden fur Nutztiere. Da-
nach sind die Katzen lebenslang immun.
Konnte man die Produktion der Oozysten in
den Katzen verhindern, ware es maoglich
den Infektionszyklus zu unterbrechen und
sowohl Tiere als auch Menschen vor einer
Toxoplasmose-Ansteckung zu schitzen.

Ein Forscherteam um die Professo-
ren Peter Deplazes und Adrian Hehl vom
Institut fir Parasitologie der Universitat Zi-
rich konnte zusammen mit Kollegen aus
Australien und den USA 2019 zeigen, dass
sich Toxoplasma gondii-Parasiten durch
eine genetische Veranderung so entwaffnen
lassen, dass sie keine funktionierenden
Oozysten mehr produzieren konnen. Dazu
entfernten ein Gen (HAP2), das bei der
Oozysten-Entwicklung beteiligt ist, mit Hilfe

des CRISPR/Cas9-Systems aus dem Erbgut
der Parasiten.

Nach Ansteckung von Katzen mit den
fortpflanzungsblockierten hap2-Knockout-
Mutanten von Toxoplasma gondii vermehr-
ten sich diese zunachst, bildeten aber keine
infektiosen Oozysten. Danach waren die
Katzen immun gegen eine neue Ansteckung
mit der natdrlichen, infektiosen Toxo-
plasma-Variante. Die genetisch entwaffne-
ten Erreger wirken daher als Lebend-Impf-
stoff, und konnen den Vermehrungszyklus
der Parasiten durchbrechen.

Rahel Winiger und Adrian Hehl haben
jetzt eine entscheidende Verbesserung ih-
res Ansatzes verdffentlicht. Durch Ubertra-
gung eines im Reagenzglas vorgefertigten
Komplexes aus Cas9-Protein und der zur
Programmierung erforderlichen gRNA kon-
nen sie fir die Infektiositat erforderliche Pa-
rasiten-Gene ausschneiden, ohne sonstige
Spuren im Toxoplasma-Erbgut zu hinterlas-
sen. Derartige Veranderungen konnten auch
spontan in der Natur entstehen, sind dort
aber schwer zu finden.

Die so entwickelten naturidentischen
Toxoplasma-Varianten haben im Moment
aber keine Chance, als Katzen-Impfstoff ge-
gen die Ausbreitung der Toxoplasmose An-
wendung zu finden. Der Schweizer Bundes-
rat hat alle genomeditierten Organismen,
auch naturidentische, aufgrund der veralte-
ten Gesetze als «gentechnisch veranderte
Organismen» (GVO) eingestuft. Fiir deren
Verwendungen gelten sehr restriktive Re-
geln, welche einen Einsatz als Lebend-Impf-
stoff praktisch unmaglich machen.

Quellen: Gentechnik ohne unerwiinschte Neben-
effekte hilft bei Parasiten-Bekampfung, Medien-
mitteilung Universitat Zurich, 23.12.2020; Chan-
dra Ramakrishnan et al. 2019, An experimental
genetically attenuated live vaccine to prevent
transmission of Toxoplasma gondii by cats, Sci.
Rep. 9:1474; Adrian B. Hehl & Rahel R. Winiger
2020, A streamlined CRISPR/Cas9 approach for
fast genome editing in Toxoplasma gondii and
Besnoitia besnoiti, J. Biol Methods 7:e140 (doi:
10.14440/jbm.2020.343).
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Ausgewachsener Roter Baumwollkapse

Bt-Baumwolle unterstutzt Ausrottung
eines verheerenden Schadlings in

den USA

Hundert Jahre lang verursachte der
gefurchtete Rote Baumwollkapselwurm, die
Larve einer Mottenart, riesige Schaden an
Baumwollkulturen in den USA. Im Oktober
2018 konnte der damalige US-Landwirt-
schaftsminister Sonny Perdue stolz die
Ausrottung des Schadlings verkinden. Dazu
haben der Anbau transgener, insektenresis-
tenter Baumwollsorten und die massen-
hafte Freisetzung steriler Insekten entschei-
dend beigetragen.

Seit 1996 standen den US Landwirten
Bt-Baumwollsorten zur Verfligung, welche
ein insektizides Eiweiss produzieren und so
zuverlassig gegen Frass-Schaden durch
den Kapselwurm geschutzt sind. Die Sorten
eroberten sich einen rasch zunehmenden
Anteil der Anbauflache. Bereits zehn Jahre
spater wurden sie auf Gber der Halfte der
Gesamtflache gepflanzt. Die Schéadlings-Po-
pulation brach um 90 % ein. Um die Ent-
wicklung resistenter Schadlinge zu brem-
sen, waren die Farmer allerdings verpflich-
tet, einen Teil der Felder mit herkommli-
chen, anfélligen Sorten als Refugium zu be-
stellen.

Seit 2006 kam daher eine weitere Be-
kdmpfungsmassname zum Einsatz: die
massenhafte Ausbringung durch Bestrah-
lung sterilisierter Motten mittels Flugzeu-
gen, welche die Fortpflanzung der Schéad-
linge auf dem Feld unterbrachen. Diese

zusatzliche Strategie erlaubte es, auf die
vorgeschriebenen Refugienflachen zu ver-
zichten. Der Flachenanteil der Bt-Baumwolle
konnte so weiter erhdht werden. Innerhalb
nur weniger Jahre ging der Befall der Pflan-
zen um das tausendfache zurlick. Ab 2018
konnten keine Baumwoll-Kapselwirmer
mehr gefunden werden, der Schéadling
wurde als ausgerottet erklart.

Eine detaillierte Analyse durch Insek-
tenkundler um Bruce Tabashnik von der
Universitat Arizona zeigt jetzt, dass nur die
Kombination der insektenresistenten Bt-
Sorten mit der Freisetzung der sterilen
Schadlinge diesen Erfolg ermaglichte, jede
Massnahme fir sich hatte dazu nicht aus-
gereicht.

Durch die Ausrottung des Roten
Baumwollkapselwurms in den USA, auch
mit Hilfe der transgenen Baumwollsorten,
werden jahrlich Millionenschaden fur die
Farmer verhindert, der Insektizideinsatz im
Baumwollanbau konnte um Uber 80 % redu-
ziert werden.

Quellen: Proclamaition: Eradication of Pink Boll-
worm, US Department of Agriculture, 19.10.2018;
Biotech Cotton Key to Eliminating Devastating
Pest from US and Mexico, University of Arizona
News, 21.12.2020; Bruce E. Tabashnik et al.
2021, Transgenic cotton and sterile insect re-
leases synergize eradication of pink bollworm a
century after it invaded the United States, PNAS
118:€2019115118 (online 05.01.2021,
doi:10.1073/pnas.2019115118).
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ZUCHTUNG

Kassette mit funf Resistenzgenen

schutzt Welzen vor Schwarzrost

Der durch den Pilz Puccinia graminis
f. sp. tritici verursachte Getreideschwarz-
rost bedroht weltweit die Weizenernten.
Nachdem die Krankheit langere Zeit durch
angepasste Anbauverfahren und resistente
Sorten einigermassen kontrolliert werden
konnte, haben in den letzten Jahren viru-
lente Pilzvarianten vielerorts die vorhande-
nen Resistenzen durchbrochen. Aufgrund
der Anpassungsfahigkeit des Pilzes bleibt
die Zlchtung von Getreidesorten mit dauer-
hafter Resistenz eine grosse Herausforde-
rung. Durch die klassische Kreuzungszlch-
tung kdnnen vorhandene Resistenzgene
zwischen Weizensorten ausgetauscht wer-
den. Das ist aber ein sehr langwieriger Pro-
zess, bei dem jeweils nur einzelne Resisten-
zeigenschaften angepasst werden konnen.

Ein internationales Forscherteam aus
Australien, China, den USA, Danemark,
Frankreich und Grossbritannien berichtet
jetzt Uber einen gentechnischen Ansatz, mit
dem flnf bewéahrte Weizen-Resistenzgene
zugleich in eine krankheitsanfallige Wei-
zensorte Ubertragen wurden. Dabei mach-
ten sich die Forscher neue Methoden zum
Zusammenbau grosser Einzel-Gene zu einer
einzelnen Gen-Kassette zunutze, sowie ver-
besserte Verfahren zur Ubertragung in Wei-
zenpflanzen. Die Genkombination wurde
mit Hilfe der Agrobacterium tumefaciens-
Transformation an einer Position im Erbgut
von Weizenzellen eingebaut, aus denen

anschliessend wieder intakte Pflanzen ge-
zogen wurden.

Sowohl in Labor- als auch in Feldver-
suchen zeigte sich, dass Weizenpflanzen
mit der Resistenzgen-Kassette eine hohe
Widerstandskraft gegen verschiedene ag-
gressive und hoch ansteckende Schwarz-
rost-Erreger aufwiesen, und nur sehr ge-
ringe oder gar keine Krankheitssymptome
zeigten. Auch gegen den verwandten Braun-
rost waren die Pflanzen teilresistent. Meh-
rere der Ubertragenen Gene wirken gegen
Infektion mit der geflrchteten Ug99-Vari-
ante des Schwarzrosts, die sich in Afrika
und dem mittleren Osten zunehmend aus-
breitet und dort bisher resistente Weizens-
orten dezimiert.

Die Forscher schlagen ihren Resis-
tenzgen-Kassetten-Ansatz vor, um etab-
lierte Weizensorten einfach und schnell mit
mehrfachen Resistenzen auszustatten. Das
macht es dem Erreger fast unmaglich,
diese zu durchbrechen, da dazu mehrere
gleichzeitige genetische Veranderungen
notwendig waren. Durch eine geeignete
Kombination verschiedener Gene konnte die
Entwicklung lokal angepasster, pilzresisten-
ter Weizensorten ermoglicht werden.

Quelle: Ming Luo et al. 2021, A five-transgene
cassette confers broad-spectrum resistance to a
fungal rust pathogen in wheat, Nature Biotech-
nology (online 04.01.2021, doi:10.1038/s41587-
020-00770-x).
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