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SYNTHETISCHE BIOLOGIE

Hefe produziert Ausgangsstoffe fur

Krebsmedikament Vinblastin

Der pflanzliche Stoffwechsel kann
eine erstaunliche Vielfalt hochkomplexer
Molekile mit einer Vielzahl von nitzlichen
Eigenschaften erzeugen. Viele davon spie-
len wichtige Rollen als Arznei- und Heilmit-
tel. Aufgrund ihrer Struktur ist eine chemi-
sche Synthese der Substanzen im grosse-
ren Massstab oft kaum oder gar nicht mog-
lich. Um die Abhangigkeit von seltenen,
schwer verflgbaren pflanzlichen Rohmate-
rialien zu verringern und um die Nachhaltig-
keit der Produktion zu steigern, wird ange-
strebt, die biochemischen Stoffwechsel-
wege aus Pflanzen in einfach zu vermeh-
rende Mikroorganismen zu Ubertragen. Ein
internationales Forscherteam unter Leitung
von Michael K. Jensen und Jay D. Keasling
vom danischen «Novo Nordisk Foundation
Center for Biosustainability» berichtet jetzt
dber die bislang umfassendste genetische
Veranderung von Hefezellen, um die Vorlau-
fer des lebenswichtigen Krebsmedikaments
Vinblastin zu produzieren.

Vinblastin wird aus der Pflanze Mada-
gaskar-Immergriin (Catharanthus roseus)
gewonnen. Diese produziert zwei Alkaloide,
Catharanthin und Vindolin, welche durch
eine einfache chemische Reaktion zu Vin-
blastin gekoppelt werden konnen. Fir die
Produktion von einem einzigen Gramm
Wirkstoff werden 500 kg getrocknete Im-
mergrin-Blatter bendétigt. Da ein gleichmas-
siger Nachschub mit so grossen Mengen
des Pflanzenmaterials nicht immer gesi-
chert ist, gab es in Europa und den USA in
den letzten Jahren wiederholt Versorgungs-
Engpasse bei Vinblastin. Das gefahrdete
laufende Krebsbehandlungen von Kindern
und Erwachsenen, da das Medikament
kaum gleichwertig ersetzt werden kann.

Fortschritte der Biotechnologie haben
in den letzten Jahren ermoglicht, dass wich-
tige pflanzliche Wirkstoffe auch in Mikroor-
ganismen hergestellt werden konnen, so
das Malariamedikament Artemisinin, Opi-
oid-Schmerzmittel und medizinische Can-
nabinoide. Allerdings ist der Stoffwechsel-
weg zur Produktion der Vinblastin-Vorlaufer
ausserordentlich komplex und umfasst 31
Schritte. Erst 2018 wurden samtliche Kom-
ponenten davon identifiziert.

In einer wissenschaftlichen tour-de-
force fUhrten die Biotechnologen insgesamt
56 genetische Veranderungen in Hefezellen
ein. Darunter befanden sich 34 heterologe
Stoffwechselgene aus Pflanzen. Am Hefe-
Erbgut selbst wurden, auch durch Genom-
editierung, zehn Anpassungen durchgefihrt,
um die Produktion effizienter zu machen.
Tatsachlich gelang es so, einen Hefestamm
zu entwickeln, der die Vinblastin-Vorlau-
fersubstanzen produziert — wie das Mada-
gaskar-Immergrun. Fur eine kommerzielle
Produktion mussen allerdings die Ausbeu-
ten noch verbessert werden. Aufgrund des
komplett neuen Stoffwechselwegs in den
Mikroorganismen durch umfangreiche ge-
netische Veranderungen stufen die Wissen-
schaftler ihre Entwicklung als «Synthetische
Biologie» ein. Sie kann als Grundlage zur
nachhaltigen Produktion zahlreicher weite-
rer pflanzlicher, pharmakologisch relevanter
Substanzen dienen. Die Arbeiten werden
durch das EU Projekt MIAMi gefordert.

Quellen: Jie Zhang et al. 2022, A microbial sup-
ply chain for production of the anti-cancer drug
vinblastine, Nature 609:341-347 (2022); Knappe
Krebsmedikamente? Die L6sung heil3t Bierhefe ,
EU CORDIS News, 19.09.2022; Sustainable pro-
duction of plant-derived active pharmaceutical
ingredients, MIAMi Project Website.
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GENOMEDITIERUNG

CRISPR/Cas9 zur Entwicklung von Diat-

Reils mit niedrigem Glutelingehalt

Die Verbesserung der Produktqualitat
von Nutzpflanzen ist eines der wichtigsten
Einsatzgebiete der neuen molekularen
Zuchtungsverfahren, zu denen auch die ge-
zielte Genomeditierung mit CRISPR/Cas9
gehdrt. Sie werden zur Losung immer weite-
rer Probleme eingesetzt, die mit der her-
kommlichen Pflanzenzichtung schwer oder
gar nicht zugéanglich sind. Dazu gehort auch
die Reduktion des Gehalts an unerwtnsch-
ten Substanzen, wie Allergenen oder unver-
traglichen Nahrungsstoffen. Weil der Auf-
wand mit den neuen Zichtungsverfahren
Uberschaubar ist, lohnen sich solche Ent-
wicklungen auch fir Markte, die fir die klas-
sische Zlchtung wenig interessant sind.

Ein chinesisches Forschungsteam
zeigt jetzt, dass mit Hilfe von CRISPR/Cas9
Reissorten mit reduziertem Glutelingehalt
entwickelt werden kdnnen. Gluteline sind
die wichtigsten Protein-Speichersubstanzen
in Reiskornern, und tragen damit den wich-
tigsten Teil zum Eiweissgehalt in Reis bei.
Wahrend Eiweiss normalerweise ein er-
winschter und fur die ausgewogene Ernah-
rung wichtiger Bestandteil von Nahrungs-
mitteln ist, gibt es Personengruppen, die
ihre Proteinzufuhr reduzieren sollten. Dazu
gehoren Patienten mit chronischen Nieren-
krankheiten oder der angeborenen Stoff-
wechselkrankheit Phenylketonurie (PKU).
Auch fir Diabetiker ist Glutelin in der Nah-
rung ungtnstig. Daher besteht Nachfrage
nach Reissorten mit einem reduzierten Glu-
telingehalt — speziell in Weltregionen, in de-
nen grosse Mengen Reis verzehrt werden.

Durch chemische, ungerichtete Muta-
genese wurden bereits vor etwa 30 Jahren
Reispflanzen mit einem niedrigeren Glu-
telingehalt entwickelt. Allerdings haben
diese unglinstige agronomische Eigen-
schaften und niedrige Ertrage, so dass sie
fir den kommerziellen Anbau nicht geeignet
sind. Bei den proteinreduzierten Diatreispro-
dukten, die aktuell auf dem asiatischen
Markt sind, handelt es sich um Kdrner,

denen nach der Ernte das Eiweiss entzogen
wird, oder um Pressformen aus gereinigter
Starke. Beide tragen kaum zu einem kulina-
rischen Erlebnis bei, da der angenehme
Reisgeschmack fehlt.

Gluteline werden durch eine Familie
ahnlicher Gene kodiert. Das bedeutet, dass
Anderungen an einzelnen Genen kaum Aus-
wirkungen auf den Gesamt-Glutelingehalt
haben. Die chinesischen Pflanzenforscher
verwendeten daher in einem parallelen An-
satz drei CRISPR/Cas9-Konstrukte, welche
neun der Glutelingene zugleich erkennen
und schneiden konnen. Tatsachlich fanden
sich unter den Nachkommen der Behand-
lung Pflanzen mit gleichzeitigen Mutationen
in bis zu sieben Glutelingenen. Durch her-
kommliche, ungerichtete Mutagenese durch
Chemikalien oder Strahlung ware es fast
unmaoglich, eine so grosse Zahl von Zielge-
nen zugleich zu treffen.

Die genetische und biochemische Un-
tersuchung der Pflanzen zeigte verschie-
dene Kombinationen von Mutationen in Glu-
telingenen, und eine Bandbreite von Veran-
derungen des Glutelingehalts. Bei einigen
der Pflanzenlinien war der Glutelingehalt
um mehr als 50% reduziert. Durch sorgfal-
tige Analyse der Kornqualitaten und der ag-
ronomischen Eigenschaften der verschiede-
nen Pflanzenlinien konnten Pflanzen mit
niedrigem Glutelingehalt in den Kérnern,
aber weitgehend unveranderten Anbau-, Er-
trags- und Kocheigenschaften identifiziert
werden. Diese kdnnten als Grundlage fir die
Entwicklung kommerzieller Reissorten mit
massgeschneidertem, reduziertem Glutelin-
gehalt dienen. Anfang 2022 hat China Richt-
linien flr die erleichterte Sicherheitspriifung
genomeditierter Pflanzen erlassen und da-
mit eine Weiche fir deren Anbau gestellt.

Quellen: Zhihui Chen et al. 2022, Efficient breed-
ing of low glutelin content rice germplasm by
simultaneous editing multiple glutelin genes via
CRISPR/Cas9, Plant Science 324:111449; Chi-
nese Ministry of Agriculture and Rural Affairs Is-
sues First Ever Gene-Editing Guidelines, USDA-
GAIN, 28.01.2022.
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NEUE ZUCHTUNGSVERFAHREN

EU-Burger fordern Anpassung der
rechtlichen Rahmenbedingungen
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In nur einem Jahrzehnt haben die
neuen Moglichkeiten der Genomeditierung
einen Innovationsschub in der Pflanzen-
zlichtung ausgelost. Die ersten mit Hilfe der
neuen Zichtungsverfahren entwickelten
Pflanzen sind bereits auf dem Markt, die
Entwicklungspipeline ist mit Uber 500 Pro-
jekten gut geflllt. Am haufigsten wird eine
verbesserte Qualitat des Ernteguts ange-
strebt, gefolgt von hoheren Ertragen, Krank-
heits- und Schadlingsresistenz. Auch Wider-
standsfahigkeit gegen unginstige Umwelt-
bedingungen, wie Dirre und Hitze, wird ver-
folgt (POINT 240, 06/2022).

In vielen Landern hatte die Politik
zunachst Mihe, mit den schnellen Fort-
schritten bei den Methoden und Anwendun-
gen Schritt zu halten und angemessene
rechtliche Rahmenbedingungen zu schaf-
fen. Allerdings haben in den letzten Jahren
immer mehr Lander praxistaugliche Regeln
fdr Zichtung und Anbau genomeditierter
Pflanzen ausgearbeitet. Aktuell gibt esin
neun der zehn bevdlkerungsreichsten Lan-
dern Bestimmungen, welche den Einsatz
neuer Zlchtungsverfahren ermoglichen. Ge-
nomeditierte Pflanzen ohne artfremde Erb-
information werden dabei nicht den restrik-
tiven Bestimmunen fir «gentechnisch ver-
anderte Organismen» (GVO) unterstellt, da
sie auch durch herkdmmliche Zichtungs-
verfahren entstehen konnten.

Die weltweit grosste Ausnahme
hierbei bildet Europa. In der EU werden ge-
nomeditierte Pflanzen pauschal als GVO
eingestuft, was deren Einsatz in der Land-
wirtschaft praktisch unmaoglich macht.
Auch die Schweiz hat sich dieser Sicht-
weise angeschlossen. Die Europaische
Kommission kiindigte 2021 eine Uberpri-
fung und Anpassung der Bestimmungen an,

und flhrte dazu von April bis Juni 2022 eine
offentliche Konsultation durch, deren Resul-
tate jetzt prasentiert wurden.

Die etwa 2200 Antworten stamm-
ten zu 2/3 von Birgerinnen und Biirgern,
der Rest von Organisationen aus For-
schung, Zichtung und Landwirtschaft so-
wie von Unternehmen und Verbanden. 79%
der Antwortenden betonen, dass die aktuel-
len Bestimmungen ungeeignet zur Regulie-
rung der neuen Zichtungsverfahren sind,
und sehen Handlungsbedarf. 61% fordern
eine Anpassung der Risikobeurteilung fir
genomeditierte Produkte, die auch durch
herkommliche Zichtung erzeugt werden
konnten. Fur 27% ist unter diesen Umstan-
den keine separate Risikobeurteilung erfor-
derlich, 34% fordern eine Beurteilung, die
sich an den tatsachlichen Eigenschaften
der Pflanzen orientiert. Nur 29% der Antwor-
tenden fordern Transparenz fir Konsumen-
ten durch verpflichtende Kennzeichnung auf
den Produkten, der Rest kann sich andere
Ansétze (z. B. Informationen auf 6ffentli-
chen Websites) vorstellen, oder halt bei
neuen Zichtungsverfahren keine speziellen
Transparenzbestimmungen fir erforderlich.

Bis Mitte 2023 will die Europaische
Kommission, unter Berlcksichtigung der
Konsultations-Ergebnisse, einen Regulie-
rungsvorschlag fur den Einsatz neuer Zlich-
tungsverfahren in der EU vorlegen.

Quellen: Thorben Sprink et al. 2022, Genome edi-
ting around the globe: An update on policies and
perceptions, Plant Physiology (online 17.08.2022,
doi:10.1093/plphys/kiac359); Rechtsvorschriften
fur Pflanzen, die mithilfe bestimmter neuer geno-
mischer Verfahren gewonnen werden, 6ffentliche
Konsultation, 29 April 2022 - 22 Juli 2022, Euro-
paische Kommission; Legislation for plants pro-
duced by certain new genomic techniques:
Public Consultation Factual Summary Report, Eu-
ropean Commission, September 2022.
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GENTHERAPIE

CRISPR/Cas9 Infusion reduziert Odem-

attacken bei HAE Patienten

Erst zehn Jahre ist es her, seit das
CRISPR/Cas9 System als bahnbrechendes
Werkzeug zur prazisen Erbgut-Veranderung
vorgestellt wurde. Dies hat auch in der Me-
dizin vollig neue Perspektiven eroffnet. The-
rapien fur schwere Erbkrankheiten riicken in
greifbare Nahe. Erstmals prasentiert jetzt
ein internationales Forschungsteam die Re-
sultate klinischer Versuche, welche die
deutliche, anhaltende Verbesserung von
Krankheitssymptomen durch die Infusion
von CRISPR/Cas9 in die Blutbahn zeigen.

Das hereditare (erbliche) Angio6dem
HAE ist eine seltene Erbkrankheit, bei der
die Steuerung von Entzindungsprozessen
im Korper gestort ist. Es kommt ohne Vor-
warnung zu Anféllen, bei denen an verschie-
denen Korperteilen starke Schwellungen der
Haut oder der Schleimhaute (Odeme) auf-
treten. Es kann auch zu plotzlichen, heftigen
Schmerzen im Bauchraum kommen.
Schwellungen im Rachenbereich konnen
durch eine Blockade der Luftwege lebens-
bedrohlich werden. Die Odemattacken kdn-
nen mehrmals pro Woche auftreten. Eine
dauerhafte Heilung ist bisher nicht moglich,
die regelmassige Anwendung von Medika-
menten kann den Zustand nur stabilisieren.

Eine neuartige Gentherapie eréffnet
jetzt die Aussicht auf langfristige Linderung
der Symptome oder gar eine dauerhafte
Heilung. Die Forschenden schlossen die ge-
netische Information fiir das erbgut-

schneidende Enzym Cas9 in Form von
mRNA und ein kurzes RNA-Stlck, um die
Schneideposition zu programmieren, in Li-
pid-Nanovesikel ein. Diese wurden freiwilli-
gen Versuchspersonen in die Blutbahn inji-
ziert. In der Leber wurden die Nanovesikel in
die Zellen aufgenommen und inaktivierten
dort durch einen gezielten Schnitt das
KLKB1-Gen fir das Protein Kallikrein. Die-
ses ist an der Steuerung von Entzindungs-
reaktionen beteiligt. Zwei der drei Patienten
hatten in sechs bis acht Monaten seit der
Infusion keine HAE Anféalle mehr, bei einer
Person mit zuvor 14 Anféllen pro Monat tra-
ten zunachst deutlich weniger und jetzt seit
tiber dreieinhalb Monaten gar keine Odem-
attacken mehr auf.

Das ist das erste Mal, dass eine deut-
liche Symptomverbesserung durch unmit-
telbare Injektion des CRISPR/Cas9 Systems
in die Blutbahn beschrieben wird. Es ist
noch nicht sicher, wie lange der Erfolg an-
halten wird — Vorversuche lassen auf eine
langanhaltende Wirkung hoffen. Aktuell
werden klinische Versuche flr eine weitere
Optimierung durchgefihrt.

Quellen: CRISPR infusion eliminates swelling in
those with rare genetic disease, Science News,
16.09.2022; Intellia Therapeutics Announces
Positive Interim Clinical Data for its Second Sys-
temically Delivered Investigational CRISPR Can-
didate, NTLA-2002 for the Treatment of Heredi-
tary Angioedema (HAE), Intellia Therapeutics me-
dia release, 16.09.2022; Hilary Longhurst et al.
2022; In vivo CRISPR/Cas9 editing of KLKBT in
patients with HAE, Prasentation am Bradykinin
Symposium (Berlin), 16.09.2022.

Der POINT Newsletter «Aktuelle Biotechnologie» erscheint monatlich in elektronischer Form.
Er fasst aktuelle Meldungen aus Forschung und Anwendung rund um die Biotechnologie zu-
sammen. FUr ein Abonnement einfach hier klicken oder ein E-mail an die Redaktion senden.
Frihere Ausgaben stehen im Online-Archiv zur Verfligung.
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