
Genome Editing

–Prinzipien und Anwendung der 

Genomeditierung–

Dirk Heckl

Pediatric Hematology & Oncology

29.09.2018 



Genkorrektur ist die einzige 

wirkliche Heilung von 

genetischen Erkrankungen



• Das Prinzip der Genomeditierung

• Off-Target Aktivität und Lösungsansätze

• Verfügbare Technologien

• Keimbahnmodifikation

• CRISPR-Cas9 Applikationen

• Gentherapie

• CAR-T Zellen

• Keimbahnmodifikation

• Gene Drive



Genome Editing: 

Genmodifikation durch DNA-Schädigung
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Anwendungen

Turitz Cox et al., Nat Med 2015
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Genome Editing und CRISPR-Cas9



Genome Editing und CRISPR-Cas9



ZFN und TALENs - Aufbau

Gaj et al., Cold Spring Harbor Prot 2016

DNA-bindender Proteinarm

Zinkfinger-Module

(Erkennung von je 3 Basen)

FokI

(heterodimere Nuklease)
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TAL-Module

(Erkennung von je 1 Basen)
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HIV Resistenz durch Genomeditierung

• CCR5: Ko-Rezeptor von HIV

• CCR5 Δ32 in 3% der mitteleuropäischen Bevölkerung vermittelt Resistenz

CCR5

CCR5

HIV Hüllprotein

(erkennt CD4/CCR5)

CCR5- Δ32

HIV Hüllprotein

(erkennt CD4/CCR5)

CCR5- Δ32

Virus kann nicht binden 

und nicht infizieren



Zink-Finger-Nukleasen

-Klinische Studie gegen HIV Ausbreitung-

Details in:

Tebas et al, NEJM 2014

https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMoa1300662

Ergebnis

• Wirksamkeit in 1/12 Patienten

• Keine Nebenwirkungen

CCR5-Zinkfinger Clinical trial

→ Persistenz der modifizierten T-Zellen

→ Absinken der Viruslast in einem Patienten



Genome Editing und CRISPR-Cas9

Ursprung des Namens:

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats



CRISPR-Cas9 nativ

-Immunisierung-

Mali et al. 2013; Nat Methods

tracrRNA Cas9      Cas/Csn CRISPR-Array

Spacer

= genetische Information des Ziels (Phagen)
repetitive, palindromatische Sequenz

Cas-Komplex

(schneidet „feindliche“ 

DNA und integriert sie als 

Spacer in den CRISPR-

Lokus

Bakterium

Phage



Mali et al. 2013; Nat Methods

CRISPR-Cas9 nativ

-Abwehr-

tracrRNA Cas9      Cas/Csn CRISPR-Array

Bildet crRNA mit Spacer

= genetische Information des Ziels (Phagen)
repetitive, palindromatische Sequenz

Cas9 erkennt mit 

crRNA+tracrRNA über 

Basenpaarung die 

„feindliche“ DNA und 

schneidet sie

Bakterium

Phage



CRISPR-Cas9 

Faszinierende Einfachheit trifft höchste Effizienz

Jinek et al., Science 2012; Cong et al., 

Science 2013; Mali et al., Science 2013



CRISPR-Cas9 

Faszinierende Einfachheit trifft höchste Effizienz

Jinek et al., Science 2012; Cong et al., 

Science 2013; Mali et al., Science 2013

Cas: DNA-Bindung, RNA-Bindung, Topoisomerase, Nuklease (2x) 



Die Evolution des Genome Editing

ZFN1 TALEN2 CRISPR-Cas93

Ursprung Eukaryotic

(Human)

Prokaryotic

(Pflanzenpathogen)

Prokaryotic

(Humanpathogen)

Erstmals ~1996 2009 2012

Prinzip Protein:DNA Protein:DNA Protein:RNA:DNA

Flexibilität (Design) niedrig hoch sehr hoch

Activität variabel hoch hoch

Toxizität (akut) hoch niedrig nicht geklärt

Kosten sehr hoch hoch niedrig

1: Zinc Finger Nucleases
2: Transcriptional Activator Like Effector Nucleases
3: Clustered Regularly Interspaced Short Palnindromic Repeats (CRISPR) – CRISPR-associated 9
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Das Off-Target Dilemma



Fu et al, Nat Biotech 2013

Fehlpaarungen zwischen gRNA und Ziel Aktivität

Je nach Position im Ziel und in Abhängigkeit vom Ziel

ist eine Fehlpaarung nicht ausreichend die Aktivität zu senken

Das Off-Target Dilemma 

- Das Problem -

• Minimal 3 Fehlpaarung zu jeder Stelle im Genom notwending

• Verteilung der Fehlpaarungen über die gRNA Länge effizienter

Bei einer Fehlpaarung der Basen zwischen

sgRNA und Ziel-DNA schneidet die Cas9 

Immernoch mit fast vollständiger Aktivität



Das Off-Target Dilemma 

- Lösungsansätze: “Double-Knicking” -

nach:Mali et al., Nat Biotech 2013

Ran et al., Cell 2013

DNA-Schnitt erfolgt getrennt

für beide Stränge

→ Inaktivierung einer Schnittdomäne

= Cas9-Nickase
Erzeugung eines Doppelstrangbruchs

durch kombinierte Einzellstrangbrüche
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Das Off-Target Dilemma 

- Lösungsansätze: “Protein-Engineering” -

nach:Nishimasu et al., Cell 2014

Kleinstiver et al., Nature 2016

DNA-Cas9-Interaktion

→ Destabilisierung der 

Bindung

= Cas9- High-Fidelity

% Aktivität

Cas9 

Aminosäuren

Fehlpaarungen zwischen gRNA und Ziel

Native Cas9

SpCas9-HF1

Kristallstruktur von Cas9+
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CRISPR-Cas9

- mehr als DNA Modifikation-

Inactivation of genes

Removal of genetic elements

Correction of genes

• Endonuklease-defiziente Cas9 (dCas9)

• Transkriptios Inhibitor (KRAB) oderr Aktivator (VP64)

modified from Heckl & Charpentier, Mol Cell 2015

CRISPRi



Transkriptionelle Regulation mit dCas9-Fusionen

Gilbert et al, Cell 2013; Gilbert et al, Cell 2014, Konermann et al, Nature 2014
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Limitationen der Gentherapie

Turitz Cox et al., Nat Med 2015

Genome Editing besitzt eine variable Effizienz.

Bei der Planung einer Therapie ist daher die Effizienz sowie 

der Einfluss auf die Zelle zu betrachten:

A) Besitzt die veränderte Zelle einen Wachstumsvorteil durch die 

Veränderung?

B) Besitzt die veränderte Zelle einen Wachstumsnachteil durch die 

Veränderung?

C) Die Veränderung hat keinen Einfluss auf das Zellwachstum

→ Können genug Zellen mit korrigiertem Defekt generiert werden 

um den Defekt zu beheben?



CRISPR-Cas9 Anwendung - Zulieferung

??
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Behandlung der Sichelzellanämie

Mutiertes ß-Globin

• Korrigiertes ß-Globin

• Re-expression fetales Globin



HIV Resistenz durch Genomeditierung

• CCR5: Ko-Rezeptor von HIV

• CCR5 Δ32 in 3% der mitteleuropäischen Bevölkerung vermittelt Resistenz

Kang et al., NAR 2015
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Virus kann nicht binden 
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HIV Exzision mit CRISPR-Cas9

Hu et al, PNAS 2014

• HIV: Keine Behandlungsoptionen für latenten Virus

• CRISPR-Cas9 kann latent Infektion beheben

• Resistenz durch Abwehr neu eindrigender Viren

LTR LTR

Latenter HI-Virus im Genom bildet potentiell dauerhafte Gefahr der Re-Infektion



HIV Exzision mit CRISPR-Cas9

Hu et al, PNAS 2014

• HIV: Keine Behandlungsoptionen für latenten Virus

• CRISPR-Cas9 kann latent Infektion beheben

• Resistenz durch Abwehr neu eindrigender Viren

LTR LTR

Latenter HI-Virus im Genom bildet potentiell dauerhafte Gefahr der Re-Infektion

→ Exzision mittels CRISPR-Cas9



Young et al., Cell Stem Cells 2016

Tabebordbar et al., Science 2016

- in iPSC

- in vivo (lokal)

- alle Muskeln betroffen

Gentherapie Duchenne Muscular Dystrophy

Genkorrektur durch partielles Entfernen eines Genbestandteils und 

folgender Wiederherstellung des Leserasters

• Durchgeführt in iPS Zellen

• In vivo mittels AAV

→ Siehe Referenzen
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Gentherapie: Hereditary Tyrosinemia

• Genkorrektur des FAH (fumarylacetoacetate hydrolase) Gens 

• korrigiert Tyrosin-Abbau und verhindert Leberschäden

Yin et al, Nat Biotech 2014
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CAR T-Zellen

Chimeric Antigen Receptor T-Zellen

M. Hudecek, Universitätsklinikum Würzburg



CD19 CAR T-Zellen – pädiatrische B-ALL 

Chimeric Antigen Receptor T-Zellen
M. Hudecek, Universitätsklinikum Würzburg

Maude et al., NEJM 2018

• Anwendung des CD19-CAR in 

pädiatrischer ALL

• >60 Patienten behandelt

• ~60% overall survival

• Siehe Maude et al.



CD19 CAR T-Zellen – pädiatrische B-ALL 

Chimeric Antigen Receptor T-Zellen

M. Hudecek, Universitätsklinikum Würzburg

Krebs Antigen

Lymphom/ 

Akute Lymphoblastische

Leukemie

CD19

CD20

CD22

Multiples Myelom BCMA

NG2D

Akute Myeloische Leukemie CD33

CD123

Glioblastom EGFR

IL13Ra

Pancreas Karzinom MSLN

Brustkrebs HER2

Darmkrebs HER2

CEA



CAR T-Zellen & ALL

Maus, Nature 2017

T-Zell-Rezeptor (TCR)

CAR

Aktuell:

CAR wird mittels lentiviralen Gentransfer in die Zelle 

eingebracht

→ additiv

→ T-Zelle trägt CAR und TCR auf der Oberfläche

→ Aktivierung des CAR stimuliert T-Zelle, welche dann 

durch den TCR autoimmun werden kann

T-Zell-Rezeptor (TCR)

CAR

Genome Editing:

TCR-knock-out oder CAR knock-in in den TCR Lokus 

→T-Zelle trägt nur CAR

→Theoretisch T-Zellen von Fremdspender möglich

Weitere Anwendungen:

z.B. PD1 knock out (Immuntherapie)
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CRISPR-Cas9 - Applikationen



Modifikation embryonaler Zellen

-CRISPR-Cas9 in humanen Zygoten-

Liang et al, Protein Cell 2015

- β-Thallassemie Gentherapie Ansatz

- Mikroinjektion von Cas9 mRNA und gRNA

- 3PN Zygoten aus Cryokonservierung

Durchschnittliche Schnittrate

Rekombination mit homologem Gen (HBD)

Unerwartete Off-Target Aktivität



Modifikation embryonaler Zellen

-CRISPR-Cas9 in humanen Zygoten-

Ma et al, Nature 2017

Hohe Genkorrektur

Mechanistische Untersuchungen

keine Off-Target Aktivität
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Gene Drive

https://en.wikipedia.org/wiki/Gene_drive
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Selbsterneuerung und Differenzierung: 

Schlüssel zur Transformation

Hämatopoetische 

Stammzellen
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Zwaan et al., JCO 2015

Die Synergie der Mutationen



Identifikation onkogener Kooperation in der Onkogenese

Heckl et al.; Nature Biotechnology 2014, Shalem[..]Heckl et al.; Science 2014, Reimer,Knoess[..]

Klusmann*, Heckl*; Haematologica 2017, Gialesaki[..]Heckl*, Klusmann*; Haematologica 2018; *equally contributing 



Aufdeckung neuer Therapieziele in der AML durch 

genetische Perturbation



Fazit

• CRISPR-Cas9 ist in jedem bisher getesteten Organismus anwendbar

• Nur ein kleiner Teil der vorhandenen Technologien wird bisher für 

therapeutische Ansätze genutzt

• Genome Editierung hat das Potential nahezu jede angeborenen, 

genetische Krankheit zu heilen

• Genome Editierung findet Einsatz bei Infektionskrankheiten

• Genomeditierte CAR T-Zellen stellen eine vielversprechende 

Behandlungsmethode in der Krebstherapie dar

• Gene Drive ermöglicht die schnelle Veränderungen ganzer 

Populationen (z.B. Malariaresistente Mücken)

• Modellierung von Erkrankungen und genetische Screenings werden 

zur Entwicklung pharmakologischer Behandlungswege beitragen
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