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Genoombewerking (‘Genome editing’ in het Engels) is een verzamelnaam voor een reeks revolutionaire
technologieén om snel en precies veranderingen in het erfelijk materiaal van levende wezens aan te
brengen. Dit kan - in principe - in het erfelijk materiaal (DNA) van planten, microben, dieren, en mensen.
Wetenschappers kunnen met deze technologieén heel specifiek één DNA-letter veranderen, een reeks
van meerdere DNA-letters vervangen door een andere reeks, of een welbepaald gen aan- of uitschakelen.

Genoombewerking zorgt sinds enkele jaren voor een stroomversnelling in het onderzoek in de
levenswetenschappen. Dat is voornamelijk te danken aan een zeer succesvolle vorm van de technologie:
CRISPR-Cas (uitgesproken als ‘krisper-kas’). Het vakblad Science riep in 2015 CRISPR-Cas uit tot dé
wetenschappelijke doorbraak van het moment.

Het systeem bestaat uit twee componenten: een ‘schaar’ en een ‘gids’. Cas is de moleculaire schaar. Het is
een eiwit dat DNA in stukken knipt. Cas knipt echter enkel op een plaats in het genoom waar het door een
CRISPR-molecule naartoe wordt geleid. CRISPR bestaat uit een RNA-molecule.

Hoewel wetenschappers het CRISPR-Cas-systeem nog maar recent hebben ontdekt, is het niet nieuw:
bacterién gebruiken het al heel lang om zich te beschermen tegen virussen. CRISPR-Cas is dus geen
uitvinding van de mens, maar werd al miljoenen jaren geleden bedacht door de natuur. De mens kan - mits
enkele aanpassingen - dit systeem nu gebruiken om doelbewuste genoombewerking te realiseren.

Net zoals andere technieken voor genoombewerking stelt CRISPR-Cas wetenschappers in staat om heel
precieze DNA-veranderingen aan te brengen zonder dat er sprake is van het inbouwen van ‘soortvreemde’
genen. CRISPR-Cas blinkt vooral uit ten opzichte van eerdere genoombewerkingstechnieken omdat het

goedkoper, sneller, efficiénter en veelzijdiger is.

Inmiddels wordt dit mechanisme in ontelbare labs over heel de wereld gebruikt. In de eerste plaats voor
onderzoeksdoeleinden, maar naast basisonderzoek is de technologie ook een zeer verfijnd gereedschap
voor gentherapie en gewasveredeling. De eerste toepassingen in de geneeskunde en de landbouw Zzij
dan ook al een feit.

In dit VIB-dossier staat centraal hoe de CRISPR-Cas-technologie vandaag al toepassingen heeft in het
biomedisch onderzoek en welke toekomstige mogelijkheden zich aftekenen.

Het dossier is geschreven op mensenmaat. Ook wie geen specialist is in de moleculaire genetica, maar zich

wel wil informeren en wil bijleren, zal er zijn gading in vinden. De kaderstukken zijn geschreven voor wie wat

dieper wil ingaan op de achterliggende technologie, toepassingen of markante discussiethema'’s.




Feiten en cijfers

In de kern van elke cel bevindt zich het DNA. Dit is de drager van de erfelijke
eigenschappen en vormt het menu met de instructies van wat die cel is en kan.
Het geheel van het DNA in de cel noemen we het ‘genoom’. Een instructie noemen
we een ‘gen’ (zie figuur 1 op pagina 8).

Het genoom is een aaneenschakeling van DNA-bouwstenen of DNA-letters.

Het genoom van bijvoorbeeld de darmbacterie Escherichia coli bestaat uit een
opeenvolging van ongeveer 3 miljoen DNA-letters. Het genoom van de mens telt
er 3,2 miljard.

Toch is de mens geen recordhouder op dat viak. In het dierenrijk spant de axolot/
(Ambystoma mexicanum), een salamander die in delen van Mexico leeft, de kroon
met een genoom van 32 miljard DNA-letters of 10-keer meer dan de mens.

Maar ook hij moet het afleggen tegen de eenbes (Paris japonica) met 150 miljard
DNA-letters. De eenbes is een plantje dat in sub-alpiene gebieden in Japan groeit.
Het is onduidelijk waarom de eenbes zoveel DNA heeft.

Genen worden eerst gekopieerd naar RNA en vervolgens vertaald in eiwitten.
Eiwitten hebben naast een structurele functie in de cel, ook een rol bij chemische
omzettingen, transport van biomoleculen, communicatie en regulatie.

DNA is stabiel. Toch kan de opeenvolging van DNA-letters blijvend veranderen.

We spreken dan van een mutatie. Mutaties kunnen van nature optreden in elk gen,
op elk moment en in elke cel. Mutaties kunnen ook moedwillig worden aangebracht
door de mens, bijvoorbeeld door de cel te bestralen of door genoombewerking.

Het woord mutatie heeft een negatieve connotatie. Mutaties kunnen de functie

van een gen veranderen. Dat kan ten kwade zijn: een opeenstapeling van mutaties
kan bij de mens leiden tot kanker en mutaties liggen aan de basis van erfelijke
Ziekten. Evengoed kan de functie van een gen verbeterd worden door een mutatie.
Het feit dat velen onder ons bijvoorbeeld de voedingsstoffen in koemelk kunnen
verteren, is het gevolg van een mutatie die bij één of meerdere van onze voorouders
is opgetreden. Mutaties zijn daarom lang niet altijd negatief. Bovendien hebben
veel mutaties zelfs geen enkel effect op de functie van een gen. Dan noemen we ze
neutrale mutaties.
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Mutaties creéren bovendien variatie binnen een soort. Ze zijn dus essentieel voor
levende wezens: zonder mutaties, zouden we geen evolutie, en dus geen biodiversiteit,
kennen. Er bestaat een delicate balans tussen DNA-stabiliteit en evolutie.

Genoombewerking is een methode om op een gerichte manier en op een vooraf
bepaalde plaats in het genoom één of meerdere mutaties aan te brengen.

Dat genoombewerking de laatste jaren breed is doorgebroken, is voornamelijk te
danken aan een zeer succesvolle vorm van de technologie: CRISPR-Cas. CRISPR-Cas
maakt het mogelijk DNA te wijzigen met ongekende precisie en efficiéntie.

Het tijdschrift Science riep in 2015 CRISPR-Cas uit tot de belangrijkste
wetenschappelijk doorbraak van het moment. De technologie is ontwikkeld op
basis van het CRISPR-Cas-verdedigingssysteem van bacterién tegen virussen.

In CRISPR-Cas staat CRISPR voor Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats en Cas voor Crispr associated eiwit.




CRISPR-Cas, een revolutie
in genoombewerking

Genoombewerking biedt de mogelijkheid om veranderingen aan te brengen in specifieke

genen, zowel in bacterién als in schimmels, planten, dieren en mensen. Genoombewerking
laat toe de DNA-sequentie van een cel of een organisme te veranderen door DNA-
letters toe te voegen, te vervangen, of te verwijderen.

Bacterie beschermt zich tegen virussen

Het verhaal van CRISPR begint in een bacterie. De
initiéle ontdekking van CRISPR-sequenties werd
gerapporteerd in 1987 door wetenschappers
uit Japan die het genoom van de bacterie E. coli
onderzochten. Ze identificeerden vijf identieke
stukjes DNA die zich herhaalden en die werden
gescheiden door niet-repetitieve DNA-sequenties
van identieke grootte. Op dat moment werden
deze DNA-herhalingen gezien als een curiositeit.
Men kon ze immers niet verklaren.

Toen wetenschappers het genoom van steeds
meer bacteriesoorten onder de loep namen, za-
gen ze telkens deze herhaalde DNA-sequenties
terugkomen. Onder meer in de bacterién die ge-
bruikt worden om kaas en yoghurt te maken, en
in bacterién die van nature voorkomen in onze
darmen. Ondertussen blijkt dat meer dan de
helft van alle bacteriesoorten beschikken over
CRISPR-sequenties.!

De vaststelling dat deze regelmatige DNA-her-
halingen steeds samen voorkomen met een ge-
meenschappelijke groep van genen (CAS-genen)
versterkte het mysterie. In 2002 doopte een team
Nederlandse microbiologen de DNA-regio met
de herhalingen ‘CRISPR|, een acroniem van ‘cluste-
red regularly interspaced short palindromic repeats’

(geclusterde, regelmatig onderbroken, korte
palindroomherhalingen) en de geassocieerde
genen werden gelabeld als ‘CAS-genen, kort
voor CRISPR-associated genen (met CRISPR
geassocieerde genen)? Snel werd duidelijk dat
de eiwitten, waarvoor de CAS-genen coderen,
functioneren als moleculaire scharen die DNA
kunnen knippen.?

Verder onderzoek maakte in 2005 duidelijk
dat de DNA-sequenties tussen de herhalingen
bijna identiek zijn aan het genetisch materiaal
van virussen waarvan bekend is dat ze bacteri-
en infecteren, zogenoemde bacteriofagen. > ©
De CRISPR-regio bleek dus een soort van register
van virale DNA-fragmenten door de bacterie in-
gebouwd in het eigen genoom. Vanaf toen werd
geopperd dat CRISPR-Cas een defensiesysteem is
waarmee bacterién zich verdedigen tegen bacte-
riofagen. De bacterie verzamelt DNA-sequenties
van binnendringende virussen en gebruikt die,
in combinatie met Cas-eiwitten, om het DNA van
die virussen te verknippen en zo onschadelijk
te maken (zie figuur 2).

In 2007 konden wetenschappers voor de eerste
keer experimenteel aantonen dat een bacterie,

met name de yoghurt-makende bacterie




Streptococcus  thermophilus, het  CRISPR-Cas- Over de jaren heen werden verschillende CRISPR- Als we dus één streng aflezen, weten we 0ok de lettervolgorde van de andere - complementaire - streng.
systeem inderdaad gebruikt als afweer tegen Cas systemen met verschillende kenmerken

virussen. Herhaaldelijke blootstelling van de geidentificeerd maar steevast is het mechanisme Een opeenvolging van DNA-letters dlie codeert voor een ‘instructie, noemen we een ‘gen’. Heel vaak is zo'n instructie het
bacterién aan een virus deed bacterién op termijn gelijklopend: uit het CRISPR-register in het DNA recept voor een ‘eiwit. De DNA-code of het gen wordt wordt afgelezen en omgezet in een DNA-molecule dat wordt ver-
resistent worden. Die resistentie ging gepaard van de bacterie worden fragmenten afgeschreven taald in een eiwit. Eiwitten zijn belangrijk als structuurelement van de cel, maar ook als uitvoerders van biochemische
met de opname van stukjes virale genetische (onder de vorm van RNA). Deze stukjes CRISPR taken. Ze zorgen ervoor dat de cel voedingsstoffen omzet in energie, dat een spiercel kan samentrekken, een zenuwcel
code in de CRISPR-regio in het DNA van de RNA gaan op zoek naar virale genen om zich aan elektrische signalen doorgeeft, een speekselkliercel speeksel produceert etc.
bacterién. Wanneer de wetenschappers de virale te binden. Vervolgens knipt het Cas-eiwit, geleid

stukjes verwijderden uit deze CRISPR-regio, was door de CRISPR RNA-sequentie, het virale gen Maar in werkelijkheid codeert slechts een klein deel van het menselijk-DNA effectief voor eiwitten. De rest van het DNA is

de resistentie in één klap verdwenen. in stukken (zie figuur 2). De verzameling stukjes belangrijk voor de regulatie van genexpressie, het kopiéren van het DNA, het behoud van de structuur van het DNA en
virus-DNA dienen dus als geheugen. Zo kan de de chromosomen enz.
bacterie bij de volgende aanval snel het virus
herkennen en het afweren.8910 Af en toe sluipt er een foutje in het DNA-kopieerwerk. We noemen een dergelijk foutje een ‘mutatie’. Een mutatie in een

gen kan leiden tot een defect eiwit. VVaak echter leidt een mutatie niet tot een verandering in het eiwit. Dankzij mutaties

vergroot de variatie binnen de soort en is ze beter aangepast aan veranderende omstandigheden en natuurlijke selectie.

GENOOM STUURT CEL VANUIT DE KERN

Celkern

CRISPR-CAS, DOOR BACTERIEN GEBRUIKT OM VIRUSSEN AF TE WEREN

(1) Virus valt bacterie
aan door zijn
genetisch materiaal
te injecteren

Menselijke cel (2) DNA-stukje
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van virus wordt -
Chromosoom geintegreerd in v (4) CRISPR-RNA
Figuur 1. Genoom stuurt cel vanuit de kern bacterieel genoom In leidt Cas naar een
v eenzelfde virus om
In de kern van elke cel bevindt zich het DNA, de drager van erfelijke informatie die het menu bevat met de instructies -
, B R ) (3) Stukjes uit CRISPR- S Q¥ het onschadelijk
van wat een cel is en kan. Het geheel van het DNA in de cel noemen we het ‘genoom’. Het menselijk genoom telt register worden te maken door het
3,2 miljard DNA-letters. omgezet in RNA lokaal te knippen.

; ) . Figuur 2. CRISPR-Cas, door bacterién gebruikt om virussen af te weren
DNA, een dubbele draad die een helix vormt, zit in de kern verpakt onder de vorm van ‘chromosomen’. Elke cel van ons

lichaam heeft 2x23 chromosomen of 2x23 ‘pakketjes DNA' Van elk duo-pakketje is telkens één exemplaar afkomstig Virussen bestaan uit een eiwitmantel met daarin bacterie een stukje van het virus-DNA in zijn eigen DNA,
van elk van onze biologische ouders. Uitgerold en achter elkaar geplaatst vormen die chromosomen een draad van genetisch materiaal. Een virus vermenigvuldigt zich meer bepaald in het CRISPR-register (2). De bacterie
ongeveer twee meter lang met een diameter van 2 nm (nanometer) of 2 miljoenste van een millimeter. Van zodra door zijn genetisch materiaal in te brengen in een cel schrijft dit register over in CRISPR RNA-moleculen (3)
een cel deelt, krijgt elke dochtercel telkens het volledige genoom - alle DNA-pakketjes - van de oudercel. Dat vraagt flink (bijvoorbeeld een bacterie) en gebruik te maken van de die de Cas-eiwitten gidsen naar nieuw binnenkomend,
wat kopieerwerk. synthesemechanismen van die cel om nieuwe virussen voor de bacterie herkenbaar, virus-DNA. Cas verknipt

aan te maken dlie op hun beurt andere cellen infecteren. het virale DNA en weert op die manier de virale aanval
De DNA-lettercode bestaat uit 4 bouwstenen voorgesteld door de letters A T,C en G. Een letter A op de ene DNA-streng zal Telkens nadat een bacterie door een virus wordt af 4). (Figuur gebaseerd op referentie 11)

steeds gepaard gaan met de letter T op de andere streng, en vice versa. Evenzo voor de letters C en G. aangevallen (1), maar de aanval overleeft, bewaart de
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Onderzoekers leren van bacterie

Gericht knippen ...

De grote doorbraak voor het gebruik van CRISPR-
Cas als technologie om het genoom van microbe,
plant en dier te bewerken kwam er in 2012 toen
een aantal onderzoekers - Jennifer Doudna (UC
Berkeley in de VS), Emmanuelle Charpentier
(toen Universiteit van Umed in Zweden, nu
Max Planck Instituut in Duitsland) en Virginijus
Siksnys (Universiteit van Vilnius in Litouwen) -
onafhankelijk van elkaar aantoonden dat je het
CRISPR-Cas-complex kan ‘herprogrammeren’.
Door de sequentie van het CRISPR RNA-molecule
aan te passen, kan men het complex op elke
gewenste plaats in het genoom laten knippen.
Men moet ervoor zorgen dat de sequentie van het
CRISPR-RNA overeenkomt met de DNA-sequentie
waar men wil knippen.891

Kort daarna, in 2013, toonden vijf onafhankelijke
onderzoeksteams, metonder meer Feng Zhangen
zijn collega’s van het Broad Institute (MIT, Boston,
VS), aan dat het CRISPR-Cas-systeem ook kan
gebruiktworden om het DNAin cellenvan mensen,
muizen en zebravissen te veranderen.' 12131415
De toepassing van CRISPR-Cas in zoogdier-
cellen betekende een kantelmoment in
genoombewerking. Er volgden snel talloze
publicaties waar het systeem werd gebruikt in
verschillende organismen en voor verschillende
toepassingen. Later dat jaar (in augustus 2013)
werden vijf onderzoeksartikels gepubliceerd
die de toepassing van CRISPR-Cas in planten
bespraken.1617181920
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CRISPR-Casisnietde enige moleculairetechnologie
om genomen te bewerken. Er werden meerdere
technieken ontwikkeld die ofwel gebruik maken
van andere moleculaire scharen dan Cas9 (Cas12,
voorheen Cpf1 genoemd; Cas13, voorheen C2c2;
enzovoort) of die gebaseerd zijn op een ander
mechanisme (0.a. oligonucleotide gedirigeerde
mutagenese, TALEN technologie, ZFN technologie
...). Hetzouons echterteverleidenomin dit dossier
hierop dieper in te gaan. Voor een overzicht zie
het VIB-dossier Van plant tot gewas: het verleden,

heden en de toekomst van plantenveredeling'.

... en de natuur laten plakken
Breuken in DNA zijn schadelijk. Om die reden
beschikken levende wezens over natuurlijke
DNA-herstelmechanismen die breuken opsporen
en vervolgens herstellen. Zo ook met breuken
die door Cas worden veroorzaakt. Wanneer
Cas heeft geknipt, kunnen zich twee natuurlijke
scenario’s van DNA-herstel voordoen: 'niet-
homologe samenvoeging van de DNA-uiteinden’
en 'homologie-gestuurd DNA-herstel'. De CRISPR-
Cas-technologie kan gebruik maken van beide
mechanismen.

In het geval van 'niet-homologe samenvoeging van
de uiteinden’ zet de cel specifieke eiwitten in om
de twee eindjes van de DNA-breuk opnieuw aan
elkaar te 'lijmen’. Dit proces is echter foutgevoelig
en leidt vaak tot willekeurige mutaties op de
plaats van het herstel: veelal verdwijnen één of
enkele DNA-letters. Mogelijk wordt hierdoor de
functie van het gen uitgeschakeld. Vaak is dat
echter precies de bedoeling van de onderzoeker
(zie volgend hoofdstuk).

Doelsequentie
DNA van de cel

Herstel

CRISPR-RNA

— Cas9

Eén of enkele DNA letter(s) spontaan toegevoegd of verdwenen

Het Cas-eiwit wordt door het gids-RNA naar een specifieke plaats op het DNA geleid waarna het een breuk

veroorzaakt. De breuk in het DNA wordt vervolgens hersteld door de cel zelf. Tijdens dit natuurlijk herstelproces

worden vaak fouten gemaakt waardoor een of meerdere DNA-bouwstenen verdwijnen of toegevoegd worden.

Deze fouten of mutaties kunnen ervoor zorgen dat het gen niet langer functioneel is.

Men spreekt over ‘homologie-gestuurd DNA-
herstel’ of ‘homologe recombinatie’ wanneer de
cel een andere DNA-sequentie gebruikt als mal
om de breuk te herstellen. Voorwaarde is dat de
uiteinden van dit extra stukje DNA in grote mate
moeten overeenkomen met de DNA-sequenties
rond de breuk. De breuk wordt dan hersteld door

vervanging van de breukregio via het DNA-stukje
dat als mal wordt aangeleverd. Hiermee wordt
het DNA ter hoogte van de breuk in zijn originele
staat hersteld, of kan er doelbewust een wijziging
worden ingebouwd, afhankelijk van de mal die je

aanlevert (zie figuur 3).



wijzigingen iInfDNA"aan te brengen.
gdoelgericht, goedkoopengemakkelijk

isom in het genoom van plant, dier ofmens'wijzigingen aan te brengen. Onderzoekers aan

universiteiten en in bedrijven zijn daarom massaal aan de slag gegaan met CRISPR-Cas.

Het menselijk genoomproject

Overalter wereld zetten wetenschappers zichinom
de moleculaire mechanismen en levensprocessen
in virussen, bacterién, planten, dieren en mensen
te ontcijfferen. Ze willen blootleggen hoe alles
functioneert en hoe verschillende genen, eiwitten
en biologische processen in elkaar grijpen. Dit
basisonderzoek geeft inzicht in de oorsprong van
aandoeningen alskanker, hersen-enzenuwziekten,
hart- en vaataandoeningen, ontstekingen en
infecties. Op termijn leidt deze kennis tot nieuwe
geneesmiddelen, vaccins, diagnostische testen
en behandelingsmethoden (zie onder meer
VIB Fact Series ‘Alzheimer’ en ‘Kanker).

Een belangrijk element in dit fundamenteel
biomedisch onderzoek is het aflezen, ontcijferen
en in kaart brengen van het menselijk genoom.
Dit titanenwerk begon met het Human Genome
Project en het duurde meer dan 10 jaar om
het eerste menselijke genoom van a tot z af
te lezen. Ondertussen is het genoom van vele
tienduizenden mensen in kaart gebracht. Dat
gaat steeds sneller en wordt almaar goedkoper
dankzij de introductie van nieuwe technieken en
afleesmachines. Maar het is niet omdat je een
genoom kan aflezen en alle 25.000 menselijke
genen hebt ontcijferd, dat je het menselijk genoom
ook volledig begrijpt. De uitdaging vandaag is de
functie van die genen te achterhalen, en van de
eiwitten of andere biomoleculen waarvoor ze
coderen. Echter, niet alleen coderende sequenties
zijn belangrijk. Andere genoomgebieden kunnen
een rol spelen bij de regulatie van genen, de
structuur en stabiliteit van chromosomen, de
duplicatie van DNA, enzovoort. Ook deze gebieden
worden intens onderzocht.

Functies van genen doorgelicht

Met CRISPR-Cas kunnen wetenschappers de
functie van bepaalde sequenties of van een gen
veel sneller achterhalen dan vroeger. CRISPR-
Cas laat hen immers toe om het betreffende gen
uit te schakelen en te kijken welke kenmerken
van de cel of het organisme daardoor beinvioed
worden.?’ Ook kunnen meerdere genen in
een keer bestudeerd worden door ze tegelijk
uit te schakelen. Evenzo kan de sequentie van
niet-coderende gebieden worden gewijzigd
en nagegaan welke functie die veranderingen
hebben op de cel. Enkele voorbeelden lichten
het principe toe.

De CRISPR-Cas-aanpak werd meermaals gebruikt
in culturen van kankercellen en in proefdieren
voor de identificatie van genen die essentieel
zijn voor de overleving van kankercellen.?? 22 24
% Recent nog voerden onderzoekers van het
Britse Wellcome Sanger Institute een uitgebreide
CRISPR-Cas-screening uit op 339 kankercellijnen
afkomstig van evenveel kankerpatiénten. Het ging
om meer dan 30 verschillende kankertypes, van
darmkanker over borstkanker tot pancreaskanker.
In elk van de 339 cellijnen schakelden ze via
CRISPR-Cas één voor één een totaal van 18.000
genen uit (bijna elk gekend gen dus). Vervolgens
gingen ze voor elk van de uitgeschakelde genen
na of de kankercellen doodgingen of bleven
delen. Dit leverde een lijst op van vele honderden
genen die essentieel blijken voor de overleving
van kankercellen.?® Elk van deze genen vormt een
potentiéel doel voor de ontwikkeling van nieuwe
geneesmiddelen tegen kanker. Je kan deze genen
- en/of de eiwitten waarvoor ze coderen —immers
zien als schakelaars die de groei van kankercellen
stimuleren. Door nieuwe geneesmiddelen te
ontwikkelen die inwerken op deze schakelaars



kan men mogelijk de overleving van kankercellen
beinvioeden. Op een gelijkaardige manier bracht
een uitgebreide screening met CRISPR-Cas aan
het licht waarom tumoren van sommige patiénten
resistent bleken voor immuuntherapie.?’

Dit soort analyses wordt ook ingezet om eiwitten
opte sporendie essentieel zijn voor infectieziektes
zoals aids.?® Het virus verantwoordelijk voor aids
- hiv - herkent en infecteert menselijke witte

bloedcellen op basis van de aanwezigheid van
welbepaalde receptoreiwitten aan het opperviak
van gastheercellen. De identificatie van deze
‘gastheerfactoren’ kan resulteren in nieuwe
strategieén voor het voorkomen en behandelen
van hiv-infecties. Dat blijkt onder meer uit recent
Belgisch onderzoek.?® Gelijkaardige benaderingen
worden ook gebruikt om andere infectieziekten
te bestuderen.®

Hoe kan men in de praktijk veranderingen in het genoom aanbrengen met CRISPR-Cas? De gewenste sequentie

voor het CRISPR-RNA kan snel en goedkoop worden aangemaakt - bijvoorbeeld door het online bij een van de

talloze DNA- en RNA-productiebedrijven te bestellen. Via een koerierdienst worden de CRISPR-RNA-moleculen dan

afgeleverd in het lab. Net zoals u en ik schoenen, kleren, boeken of kantoorartikelen online bestellen.

Het aangeleverde CRISPR-RNA wordt samen met Cas-eiwitten in de cellen ingebracht, waarna op een plaats

in het genoom, die identiek is aan het gids-CRISPR-RNA, een mutatie wordt aangebracht. De cellen met een mutatie

worden vervolgens geselecteerd en verder opgegroeid in cultuur.

Er bestaan vandaag ook ‘do-it-yourself’ CRISPR-Cas-kits (http://www.the-odin.com/diy-crispr-kit/) om in de kias,

maar evengoed op de keukentafel thuis, te experimenteren met CRIPSR-Cas in bacterién.

Het gebruik van de kit buiten een laboratorium is toegestaan in Belgié, mits aan bepaalde regiestratieverplichtingen
uit de milieuwetgeving wordt voldaan (zie ook https.//www.standaard.be/cnt/dmf20190620_04470564).
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Produceren van ziektemodellen

Cellijnen en proefdieren

Om  ziektes te  doorgronden  werken
wetenschappers met  ‘ziektemodellen’.  Dit
zijn cellen in cultuur of proefdieren waarin
een menselijk ziektebeeld wordt nagebootst,
bijvoorbeeld door middel van genetische
aanpassingen. Veel gebruikte proefdieren
hiervoor zijn muizen, ratten en zebravissen.
Ziektemodellen zijn nodig om de ontwikkeling
en de progressie van een ziekte te bestuderen,
en in een latere fase om medicijnen en andere
interventies te testen. Deze kennis is broodnodig
voor de ontwikkeling van nieuwe methodes om
ziekten te voorkomen, te diagnosticeren en te
behandelen. Veruit de meeste van de bestaande
geneesmiddelen zijn mede dankzij deze modellen

tot stand gekomen.

Wereldwijd zijn er vele duizenden van dergelijke
ziektemodellen gemaakt, vooral in cellijnen maar
ook in muizen. In de afgelopen twintig jaar was
de procedure voor het maken van dergelijke
modellen vrijwel ongewijzigd gebleven. Dankzij
CRISPR-Cas kan men nu echter veel sneller en
efficiénter diermodellen aanmaken om menselijke
ziektes te bestuderen. Door embryo's teinjecteren
met de CRISPR-Cas-componenten kan men
precieze genetische veranderingen aanbrengen
rechtstreeks in het genoom van het proefdier (zie
kaderstuk 'Proefdieren in biomedisch onderzoek,
pagina 16). Op deze manier slaagde in 2013
een Amerikaans-Chinees onderzoeksteam er als
eerste in om in één stap muizen te maken met
meerdere mutaties. Vroeger duurde het jaren om
die te maken, maar dankzij CRISPR-Cas kon dit in
enkele weken.'

De technologie werd door hetzelfde
onderzoeksteam ook gebruikt om genen aan en
uit te zetten die samenhangen met een bepaald
type kanker.> Er liggen vaak meerdere genetische
veranderingen aan de basis van kanker en CRISPR-
Cas is dus erg handig om al deze verschillende
mutaties na te bootsen in een proefdier. Zo kan je
de complexiteit van een tumor benaderen in een
proefdier, hetgeen als model veel beter aansluit
bij de tumoren in een mens dan celculturen.

Het gebruik van genoombewerkingstechnieken
om proefdiermodellen voor een menselijke
ziekte te genereren, blijft echter lang niet beperkt
tot kanker. Met behulp van een combinatie van
geavanceerde genoombewerkingsinstrumenten
konden onderzoekers varkens met de ziekte
van Huntington ontwikkelen** Deze varkens
vertonen niet alleen de selectieve hersenceldood
die wordt gezien bij patiénten met de ziekte
van Huntington, maar ook een breed scala aan
andere symptomen die samenhangen met de
ziekte. Neurodegeneratieve aandoeningen, zoals
de ziekte van Huntington, zijn bijzonder lastig voor
onderzoekers om te bestuderen, omdat men
bij mensen geen monsters kan nemen uit het
beschadigde orgaan - in dit geval de hersenen.
In tegenstelling tot bijvoorbeeld lever-, nier-, long-
of bloedziekten. Daarom blijven proefdieren erg
belangrijk voor het bestuderen van hersenziektes
(zie kader 'Proefdieren in biomedisch onderzoek).



PROEFDIEREN IN BIOMEDISCH ONDERZOEK

Noodzaak

Biomedische onderzoekers gebruiken lang niet altijd proefdieren. Vaak voeren ze experimenten uit in proefbuizen
of op celculturen (in vitro onderzoek).Steeds vaker maken ze zelfs gebruik van computermodellen (in silico-
onderzoek). Of het gaat om klinische studies, om epidemiologisch of zorggericht onderzoek. Toch is onderzoek
op proefdieren (in vivo onderzoek) niet alleen belangrijk, maar zelfs onvermijdelijk, willen we ziekten begrijpen en
effectieve behandelingen ontwikkelen.

Er zijn nu eenmaal belangrijke medische en wetenschappelijke vragen die artsen en onderzoekers uitsluitend
kunnen beantwoorden via onderzoek op levende dieren waarin alle complexe interacties plaatsvinden tussen
cellen, weefsels en organen (op de voorgaande pagina’s werden diverse voorbeelden gegeven,.

Het kan echter niet genoeg worden benadrukt dat onderzoek met proefdieren nu een van de meest gereglementeerde
onderzoeksactiviteiten is. Vaak denkt men dat het hier over onderzoek op apen, katten en honden gaat, maar de
meest gebruikte proefdieren zijn muizen, fruitviiegen en zebravissen, die speciaal voor onderzoek worden gekweekt.
De dieren worden in de beste omstandigheden gehuisvest. Hun welzijn wordt zelfs individueel geregistreerd (bij bv.
muizen) en opgevolgd. Vanzelfsprekend leidt dit tot een significante meeruitgave voor de laboratoria. Een reden
te meer waarom onderzoekers zo ‘zuinig’ mogelijk zijn op hun proefdieren en alleen proefdieren inzetten wanneer
er echt geen alternatieven zijn.

Weloverwogen

Onderzoekers doen experimenten op dieren op een weloverwogen manier. Bij elk nieuw project wegen ze het

gebruik van proefdieren zorgvuldig af tegenover het belang voor de gezondheid van mensen. Bovendien staat

maximalisatie van dierenwelzijn op nummer één in de prioriteitenlijst:

+ Onderzoekers mogen alleen met proefdieren werken als ze een scholing en training hebben gevolgd over
dierenwelzijn en het ethisch gebruik van proefdieren in experimenten.

« Dierproeven kunnen alleen worden opgestart als ze de goedkeuring hebben van de ‘ethische commissie
dierproeven’van de betrokken universiteit. Daarbij moeten onderzoekers argumenteren waarom ze dieren
nodig hebben voor het onderzoek, gedetailleerd de experimenten omschrijven die worden uitgevoerd,
aangeven hoeveel dieren zullen gebruikt worden (en waarom dat aantal nodig is) en aantonen dat de
experimenten voordien nog niet werden uitgevoerd.

- Van onderzoekers wordt verwacht dat zij strikt het 3V-principe toepassen: vervanging, vermindering en
verfiining van dierenexperimenten. Concreet moeten ze er naar streven om dierproeven maximaal te
vervangen door proeven in een reageerbuis, met celculturen of via computermodellen. Voorts moeten ze het
aantal proefdieren tot een strikt minimum beperken en de experimenten op een dusdanige manier uitvoeren
dat dierenleed zo beperkt mogelijk blijft en dierenwelzijn maximaal wordt ondersteund. Ook moet er worden
gekozen voor proefdieren met een zo laag mogelijk bewustzijnsniveau: als een experiment dezelfde resultaten
geeft bij fruitviiegen als bij muizen of ratten, moeten de onderzoekers steevast kiezen om het experiment uit
te voeren op fruitvliegen.
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als er een niet-dierlijk als het op een wetenschappelijk als er manieren zijn
alternatief is moet dit correcte manier kan, om lijden te beperken
gebruikt worden dan moet het experiment dan moeten die
met minder dieren worden uitgevoerd worden toegepast

Weloverwogen proefdierenonderzoek heeft dan ook zijn plaats in het zoeken naar oplossingen voor kanker,
hart- en vaatzieken, hersenziekten en tal van andere aandoeningen. Een idee dat overigens ook wordt gedeeld
door toonaangevende patiéntenorganisaties en organisaties die onderzoek ondersteunen (zie ook VIB Facts

Series Dossier proefdieren).

iPS-cellen

Naast diermodellen gebruiken onderzoekers ook
cellijnen om ziektes te bestuderen. Een redelijk
recente innovatie in onderzoek op cellijnen zijn
iPS-cellen, een afkorting voor ‘geinduceerde
pluripotente stamcellen’. Onderzoekers maken
iPS-cellen door lichaamscellen - bijvoorbeeld
huidcellen - van een volwassen mens te
herprogrammeren  tot  stamcellen.  Deze
stamcellen kunnen ongelimiteerd delen en zijn
in staat zijn zich te ontwikkelen tot verschillende

celtypes. Het maakt hen uitermate interessant

voor ziektemodellering.

Om dit te begrijpen moeten we even wat
achtergrond geven in ontwikkelingsbiologie. Bij
de ontwikkeling van een bevruchte eicel naar
een volwassen individu worden stelselmatig
verschillende genen geactiveerd en gedeactiveerd
naarmate cellen verder differentiéren. Een huidcel
onderscheidt zich van een levercel doordat ze een
andere reeks genen heeft geactiveerd. En in een
hersencel zijn weer andere genen actief dan in

een spiercel. Menselijke gedifferentieerde cellen
hebben doorgaans niet meer de mogelijkheid
om ‘op hun stappen terug te keren. Met
andere woorden een huidcel zal steeds de
karakteristieken van een huidcel behouden, ook al
kweek je ze in het laboratorium op. Ze zal nooit
de capaciteit herwinnen om zich om te vormen tot
een zenuwcel of een hartspiercel.

Tenzij men erin slaagt om bepaalde genen
opnieuw te activeren (bv. Oct4, Sox2, cMyc, Kif4, ...).
Dan slaagt men er wel in om van een huidcel
opnieuw een ‘pluripontente stamcel' (iPS- cel)
te maken en hieruit, mits de toevoeging van
bepaalde groeifactoren, eender welk celtype te
laten uitgroeien. Door lichaamscellen van een
patiént op deze manier terug pluripotent te
maken, kan de moleculaire basis van de ziekte in
een kweekschaaltje onderzocht worden. Je kan
dus bv. hersencellen van een parkinsonpatiént
bestuderen zonder een hersenbiopt te nemen.
Een paar huidcellen nemen kan volstaan.




Deze baanbrekende technologie werd sclerose (ALS)*, de ziekte van Alzheimer®, GM1-

gecombineerd met CRISPR-Cas om iPS-cellen gangliosidose (een biochemische stapelingsziekte
op maat te maken. Onderzoekers slaagden er die bij kinderen fataal kan zijn)*® en erfelijke
recent in om CRISPR-Cas-gewijzigde iPS-cellijnen doofheid® te bestuderen.

te maken om ziekten als amyotrofe laterale

-

GESCHILVOOR DE RECHTER

CRISPR-Cas is het onderwerp van een groot patentenconflict. Verschillende onderzoeksgroepen en bedrijven claimen
dat ze een belangrijke bijdrage hebben geleverd tot de uitvinding en het gebruik van CRISPR-Cas als instrument om
genomen te bewerken. Dat heeft gezorgd voor een complex patentlandschap, met tegenstrijdige argumenten over
eigendom, inbreuk, en de wettigheid van patenten.

Kort nadat Jennifer Doudna en Emmanuelle Charpentier in 2012 aantoonden dat CRISPR-Cas kan gebruikt worden
om DNA te bewerken’®, vroegen ze een patent op de technologie aan bij het Amerikaanse octrooibureau (op 25 mei
2013). Het bureau kende echter een patent toe aan concurrent Feng Zhang. Die had zijn aanvraag pas in oktober
2013 ingediend, maar via een snellere procedure. Zhang had in 2013 de eerste toepassing van CRISPR-Cas op
eukaryote cellen gepubliceerd.”> Ondertussen claimen nog meer onderzoekers dat ze de échte uitvinders zijn: onder
meer een Litouws team onder leiding van Virginijus Siksnys (Universiteit van Vilnius, Litouwen) en Luciano Marraffini
van de Rockefeller University (VS). Ook werden reeds honderden patenten ingediend over het gebruik van CRISPR-Cas

voor specifieke toepassingen. De patentensituatie rond CRISPR-Cas is hierdoor erg complex.

De inzet van het patentendispuut is hoog: wie een patent op CRISPR-Cas krijgt toegewezen, kan bepalen of (en
20 ja, hoeveel) iemand moet betalen als hij of zij de methodologie gebruikt. De manier waarop met voorgaande
revolutionaire doorbraken in de biotechnologie - zoals recombinant DNA, RNA-interferentie en PCR - is omgegaan,
kunnen hier richtinggevend zijn. Bovenstaande technologieén konden vrij gebruikt worden door academische en
niet-commerciéle onderzoeksgroepen, terwijl commerciéle bedrijven toegang kregen tot niet-exclusieve licenties.
Deze aanpak werkte de brede verspreiding van deze technieken in de hand en zou dus ook uitkomst kunnen
bieden in de CRISPR-zaak.
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9 Iherapeutische tog
van CRISPR=(4E

CRISPR-Cas brengt het genezen van erfelijke ziekten'een'stap dic bij. De technologie
immers het potentieel om defecte genen in de cellen van patiénten te herstellen.
Maar CRISPR-Ca gel meer potentiéle therapeutische toepassingen. Zo zijn

er experimenten aan de gang om genoc gtten bij de behandeling van

kanker. Voorts is genoombewerking al gebruikt om afweercellen resistent te maken
tegen hiv.3#3°

Artsen zijn inmiddels gestart met klinische studies om therapieén op basis van

genoombewerking in de praktijk te brengen. De eerste studies focusten zich op

de bestrijding van verschillende vormen van kanker, erfelijke aandoeningen en
infectieziekten. Het merendeel hiervan wordt geleid door Chinese onderzoekers. Er staan
echter ook diverse Amerikaanse en Europese klinische studies op stapel.

Erfelijke aandoeningen

Een spelfout in je DNA

Het menselijk genoom is 3,2 miljard basenparen
groot. Kleine foutjes in de DNA-code kunnen
in  bepaalde gevallen leiden tot erfelijke
aandoeningen die van de ene generatie naar de
volgende worden doorgegeven. Er zijn meer dan
5.000 van die erfelijke ziekten gekend. Eén op de
25 kinderen wordt geboren met zo'n aandoening,.
Gendefecten kunnen echter ook ontstaan tijdens
de ontwikkeling van de foetus of na de geboorte.

Wetenschappers zijn al jaren op zoek naar DNA-
foutjes die aan de basis liggen van genetische
ziektes. Die zoektocht is in een stroomversnelling
gekomen dankzij het humaan genoomproject.
DNA-fouten opsporen is één ding, ze herstellen
is nog iets heel anders. Mogelijk zorgt CRISPR-Cas
voor een nieuwe stroomversnelling.

In theorie kan je met genoombewerking het foute
stukje DNA in een patiént vervangen door een
correct gespeld stukje. In de proefbuis kon men
snel aantonen dat de CRISPR-Cas-technologie
ziekte-veroorzakende mutaties in verschillende
weefsels kan elimineren. Maar de stap om

fouten te repareren in levende organismen is een
immens grote stap. Al doen recente studies de
hoop oplaaien.

Z0 slaagden onderzoekers er in 2014 voor de
eerste keer in een genetische leverafwijking in
volwassen muizen te genezen met behulp van
CRISPR-Cas.* Het ging om een muizenmodel
voor de menselijke erfelijke stofwisselingsziekte
tyrosinemie, veroorzaakt door een mutatie
in het FAH-gen. Patiénten met deze ziekte
kunnen het aminozuur tyrosine onvoldoende
afbreken waardoor het zich ophoopt tot
toxische concentraties. Het gevolg zijn lever-
en nierstoornissen en vaak ook verstandelijke
beperking.

De onderzoekers slaagden erin de levers van
volwassen muizen rechtstreeks te behandelen
met een corrigerend  CRISPR-Cas-complex.
Blijkbaar werd het gen in voldoende levercellen
gecorrigeerd zodat de muizen niet langer leden
aan tyrosinemie.

Reeds in 1972 pleitten de Amerikaanse artsen Theodore Friedmann en Richard Roblin voor onderzoek naar

gentherapie als middel om mensen te helpen of zelfs te genezen die getroffen werden door een erfelijke aandoening.

De theorie achter gentherapie is eenvoudig: het defecte gen wordt vervangen door een nieuw, goed werkend gen.

Meer dan 45 jaar onderzoek toont echter aan dat dit eenvoudig idee bijzonder uitdagend en technisch zeer

complex is, indien men het op een veilige en efficiénte manier wenst uit te voeren op mensen.

De eerste grote uitdaging is: hoe breng je het corrigerende gen binnen in de juiste lichaamscellen van de patiént?

Er is een probleem van selectiviteit en van doeltreffendheid. Om een defect in de lever te corrigeren, heeft het

geen zin dat het gen ook in hersencellen terechtkomt. Integendeel zelfs, het is mogelijk dat het gen in de hersenen

ongewenste bijwerkingen teweegbrengt. Het corrigerende gen moet selectief worden opgenomen en/of geactiveerd

worden in het weefsel of het celtype dat het echte doelwit is.




Verder is het nodig dat voldoende levercellen het corrigerende gen opnemen, anders is er te weinig effect. Men kan

wil er oncontroleerbare kankercellen van maken.

Op beide vlakken werd de voorbije decennia flink vooruitgang geboekt: uit klinische proeven met onschadelijk

effectief kan plaatsvinden.*

onvoorspelbare effecten hebben op genexpressie en onbedoelde effecten op buurcellen

er ook voor zorgen dat de cellen die het gen hebben opgenomen, een groeivoordeel hebben. Zo zullen ze niet-

gecorrigeerde cellen na verloop van tijd ‘overgroeien’. Maar dat kan een tweesnijdend zwaard zijn, want niemand

gemaakte virussen (zoals adeno-associated virussen (AAV) en lentivirussen) als ‘verpakking’ van het corrigerende
DNA, blijkt dat voor verschillende aandoeningen het binnenbrengen van genen in de juiste targetweefsels veilig en

De volgende uitdaging is het stabiel inbouwen van therapeutische genen in het genoom zodat het behouden
blijft in delende cellen. Een nieuw gen dat terechtkomt op een willekeurige plaats in het genoom van een cel kan

In de loop van de voorbije decennia werden vele honderden klinische studies bij patiénten uitgevoerd met boven-
staande klassieke vorm van gentherapie. Lang niet allemaal waren ze succesvol, al haalden enkele wel de eindmeet.

Zo keurde het Europese geneesmiddelenagentschap (EMA) in 2016 het gebruik van Strimvelis goed, een vorm
van gentherapie voor de behandeling van ADA-SCID, een ernstige stoornis van de afweer veroorzaakt door een
defect in het gen voor adenosine deaminase.®

In 2018 werd Luxturna goedgekeurd voor de behandeling van erfelijke retinale dystrofie, veroorzaakt door
mutaties in het RPE65-gen.* Deze zeldzame ziekte leidt tot gezichtsverlies en blindheid.

Begin 2019 gaf EMA een gunstig advies voor Zynteglo, een vorm van gentherapie om volwassenen en adolescen-
ten met [s-thalassemie te behandelen, een zeldzame ziekte die ernstige bloedarmoede (anemie) veroorzaakt.*
Daarnaast werden zeker een 20-tal vormen van gentherapie door de Amerikaanse en/of de Europese overheid
erkend als beloftevol. Ze hebben een goede kans om in de toekomst goedgekeurd te worden als ‘geneesmiddel’
Het gaat hier zowel om behandelingen tegen kanker en bloedaandoeningen als tegen neurologische, lever-,

spier- en oogziekten.*

Bij de klassieke vormen van gentherapie, zoals
beschreven in kaderstuk ‘Gentherapie, ‘oude
stijl' - een lange historie met vallen en opstaan,
worden doorgaans corrigerende genen ingebracht

om het defecte gen te ‘supplementeren’.
Via de nieuwe techniek van genoombewerking
met CRISPR-Cas wordt het defecte gen ter plaatse
hersteld, zonder aan andere DNA-sequenties
te raken. Sommigen zien in deze manier van
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genherstel dan ook een geheel nieuwe vorm van
gentherapie. Noem het misschien ‘gentherapie,
nieuwe stijl".

De eerste therapeutische experimenten op basis
van genoombewerking focusten vooral op bloed-
aandoeningen en immuunziektes. Het gaat hier
concreet om ‘ex vivo' therapieén (zie kaderstuk ‘ex
vivo' en‘in vivo’therapieén) waarbij bloedvormende

stamcellen uit het lichaam van de patiént worden laboratorium hersteld worden. De gewijzigde
gehaald en in het laboratorium verder worden cellen kunnen diverse selectie en controle-

bewerkt. De stamcellen die zich ontwikkelen tot stappen ondergaan alvorens ze terug geinjecteerd

rode en witte bloedcellen kunnen immers relatief worden in de patiént. Een kort overzicht van de

gemakkelijk uit het beenmerg worden geisoleerd.

standvanzakenvanditonderzoek, metthalassemie

Gendefecten in deze cellen kunnen dan in het als voorbeeld, wordt hieronder weergegeven.

EXVIVO OF IN'VIVO GENOOMCORRRECTIE

We onderscheiden verschillende methoden om correcties in het menselijk genoom aan te brengen:

Ex vivo - men haalt zieke cellen uit het lichaam van de patiént, herstelt de defecte genen in het laboratorium,
en vervolgens worden deze gecorrigeerd cellen terug geinjecteerd in de patiént. Aangezien de behandeling
buiten het lichaam gebeurt, noemt men deze manier van werken ‘ex vivo'. Het voordeel van het wijzigen van
cellen buiten het lichaam is dat ze kunnen worden gecontroleerd voordat ze terug worden ingebracht. Dit bied’t
een extra veiligheidsvoordeel. Soms wordt hier ook gesproken over celtherapie, omdat men een ziekte tracht
te genezen via de toediening van hele cellen. Extra ten opzichte van ‘gewone’ celtherapie is wel dat hier een
genoomcorrectie werd doorgevoerd, terwifl dit lang niet bij alle vormen van celtherapie het geval is.

Invivo, systemisch of doelgericht - anderzijds kan men trachten het gen rechtstreeks in het lichaam van de patiént
te herstellen door het CRISPR-Cas-systeem (of andere systemen voor het uitvoeren van genoombewerkingen)
zelf te injecteren in het lichaam van de patiént. Men spreekt hier van ‘in vivo' genoombewerking. Als alle
lichaamscellen van de patiént aan de genoomcorrectie worden onderworpen, spreekt men van een systemische
correctie. Als de genoomcorrectie wordt gericht op een bepaald orgaan, weefsel of celtype dan gaat het om een
doelgerichte of targeted” methode.

Ex vivo
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Figuur 4. Genoomcorrectie in de proefbuis (ex vivo) of rechtstreeks in het licham (in vivo).



B-thalassemie

B-thalassemie is een erfelijke vorm van bloedar-
moede. Wereldwijd is het een van de meest voor-
komende genetische ziektes. Door een mutatie in
het gen voor B-globine wordt onvoldoende en/of
abnormaal hemoglobine aangemaakt. Dit eiwit
zorgt voor het transport van zuurstof in het bloed.
Mensen die leiden aan B-thalassemie hebben le-
venslang bloedtransfusies nodig.

Wetenschappers van de Universiteit van Califor-
nia (VS) konden het gendefect verantwoordelijk
voor de ziekte corrigeren in menselike cellen.
Onderzoekers namen hiervoor stamcellen uit
het lichaam van een [-thalassemie-patiént en
gebruikten CRISPR-Cas om het B-globine-gen te
herstellen. Alhoewel in dit onderzoek de bewerk-
te cellen nog niet werden terug geplaatst bij de
patiént, betekende het toch een belangrijke stap
richting therapie van genetische ziektes op basis

van genoombewerking.

Inmiddels wordt in ziekenhuizen in Canada, Duits-
land en het Verenigd Koninkrijk een klinische stu-
die opgestart waarbij het defecte [3-globine-gen
in bloedvormende stamcellen van patiénten met
B-thalassemie wordt gecorrigeerd met behulp
van CRISPR-Cas. De stamcellen worden eerst uit
het beenmerg van de patiénten afgezonderd, ver-
volgens wordt in het lab het defecte gen gecorri-
geerd, waarna de cellen worden teruggeplaatst.
De resultaten van de studie worden verwacht te-
gen midden 2022.#

Sikkelcelanemie

Sikkelcelanemie is net als B-thalassemie een erfelij-
ke vorm van anemie die echter wordt veroorzaakt
door een andere mutatie in het gen voor (3-globi-
ne. Specifiek aan sikkelcelanemie is dat deze pa-
tiénten onder normale omstandigheden in hun
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rode bloedcellen wel een hemoglobine-eiwit pro-
duceren dat in staat is om zuurstof te binden en te
transporteren, maar bij een lage zuurstofdruk zal
hun hemoglobine samenklonteren. Als gevolg van
deze afwijking krijgen de rode bloedcellen een sik-
kelachtige vorm, vandaar de naam sikkelcelanemie.
De rode bloedcellen verliezen dan hun soepelheid
en worden sneller afgebroken. Bovendien riskeren
ze om opeen te hopen en spontaan te blijven ste-
ken in kleine bloedvaten. Hierdoor ontstaan door-
bloedingsstoornissen, lokale zuurstoftekorten en
uiteindelijk kunnen weefsels en organen afsterven.
Sikkelcelanemie treft wereldwijd ongeveer 3,2 mil-
joen mensen en leidde in 2013 tot 176.000 doden.

Amerikaanse onderzoekers slaagden er in 2016
in om met behulp van CRIPSR-Cas het foute gen
voor [-globine te corrigeren in bloedvormende
stamcellen van patiénten met sikkelcelanemie. Ze
brachten deze gecorrigeerde cellen ook in mui-
zen in en zagen dat de cellen na 16 weken nog
steeds 'gezond’ hemoglobine produceerden.®®
Op dit ogenblik hebben drie Amerikaanse zieken-
huizen een gezamenlijke klinische studie in de
steigers staan om deze technologie te testen bij
45 patiénten met sikkelcelanemie. Ook deze re-
sultaten worden mid-2022 verwacht.*

Een Japans-Amerikaanse onderzoeksgroep volgt
een heel andere strategie. In plaats van het ge-
muteerde gen voor [3-globine te corrigeren, pro-
beren zij het foetaal y-globine-gen opnieuw te
activeren. De rationale achter deze benadering
is de volgende: in de rode bloedcellen van kinde-
ren en volwassenen bestaat hemoglobine in feite
uit een complex van vier eiwitten (twee ketens
a-globine en twee ketens (-globine). Bij foetussen
wordt hemoglobine echter gevormd door twee
ketens a-globine en twee ketens y-globine. Na de

geboorte wordt de expressie van het y-globine op
een steeds lager pitje gezet en van het 3-globine
stelselmatig opgevoerd. De Japans-Amerikaanse
groep is er nu in geslaagd om in bloedvormende
stamcellen het y-globine-gen zodanig te wijzigen
dat het niet langer wordt uitgeschakeld en de
y-globineketens de sikkelcel 3-globine zullen ver-
vangen bij kinderen en volwassenen.*® Voorlopig
gaat het nog om een experiment in de proefbuis.
Vooraleer klinische proeven met mensen te star-
ten, moet het proces verder verfijnd worden en
uitgebreid worden getest bij proefdieren.

Ziekte van Duchenne

De ziekte van Duchenne is een ernstige erfelij-
ke aandoening van de spieren veroorzaakt door
mutaties in het dystrofine-gen. De ziekte verloopt
progressief en tast steeds meer spierweefsel aan,

zowel skelet- als hart- en ademhalingsspieren. De

leeftijd waarop patiénten met Duchenne in een
rolstoel terechtkomen ligt gemiddeld rond het
tiende levensjaar. Op verdere leeftijd worden de
ademhalingsspieren en de hartspier aangetast
zodat ze vaak niet meer zonder ondersteuning
kunnen ademen. Omdat het dystrofine-gen ge-
legen is op chromosoom X treft de ziekte vooral
jongens (1 op 5 000). Meisjes kunnen drager zijn
van de ziekte.

Begin 2016 maakten drie onafhankelijke onder-
zoeksteams bekend dat ze het dystrofine-gen
hadden hersteld in spierweefsel van muizen met
spierdystrofie via in vivo gencorrectie.® >3 Hier
werden dus niet eerst stamcellen in het labora-
torium behandeld, maar gebeurde de toediening
van het CRISPR-Cas-complex rechtstreeks in het
spierweefsel van de dieren (doelgerichte benade-
ring) of via de bloedomloop (systemische bena-




dering). De onderzoekers konden een gedeeltelijk
functioneel dystrofine tot expressie brengen in
het spierweefsel van de dystrofe muizen. Dit leid-
de tot een merkelijke verbetering van de spieront-
wikkeling, maar wel niet tot een volledig herstel.

De patiéntenorganisatie CureDuchenne gelooft
sterk in deze benadering en financierde eigen-
handig een nieuw start-up bedrijf, Exonics Thera-
peutics, gebaseerd op de technologie toegepast
bij muizen. Ze hopen de CRISPR-Cas-correctie
zo snel mogelijk bij mensen te kunnen uittesten.
Er wordt geschat dat als 15% van de spiercellen
gecorrigeerd kan worden, dit voldoende zou zijn
om ziektevoortgang te stoppen. Hoewel de eerste
proeven op mensen nog op zich laten wachten,
bereikte Exonics Therapeutics, in samenwerking
met onderzoekers van de Universiteit van Texas,
in 2018 een opmerkelijk resultaat bij tien hon-
den met spierdystrofie. Na een systemische toe-
diening van dystrofine-corrigerend CRISPR-Cas
zagen de onderzoekers de expressie van functi-
oneel dystrofine toenemen met 3% tot 90% van
het normale niveau, afhankelijk van het spiertype.
In hartspierweefsel werd in sommige dieren zelfs
een herstel tot 92% gemeten.>

De ziekte van Huntington

Een ander voorbeeld van een ziekte waar een
systemische toediening van genoomcorrigerend
CRISPR-Cas tot een verbetering van de sympto-
men zou kunnen leiden, is de ziekte van Hunting-
ton. Deze ziekte ontstaat door een mutatie in het
huntingtine-gen (HTT-gen). Deze mutatie leidt tot
de productie van een afwijkende, toxische vorm
van het huntingtine-eiwit. Hierdoor sterven her-
sencellen in het striatum af. Dit is één van de die-
per gelegen zenuwkernen in de hersenen die in-
staat voor het versterken, afremmen en bijsturen
van de motorische activiteit.
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De eerste symptomen van de ziekte treden meest-
al tussen het dertigste en vijftigste levensjaar op
en omvatten ongecontroleerde bewegingen,
evenwichtsproblemen, stemmingswisselingen en
achteruitgang van geheugen en organisatiever-
mogen. De klassieke gentherapie-aanpak waarbij
een goedwerkende kopie van een gen wordt bin-
nengebracht, zou voor deze ziekte niet werken.
Het aanwezige gemuteerde HTT-gen zal immers
nog steeds toxisch eiwit blijven produceren. Het
komt er dus op aan om via genoombewerking het
gemuteerde gen uit te schakelen of het te herstel-
len in zijn niet-gemuteerde vorm. En dat liefst in
zoveel mogelijk cellen van het striatum.

Met het CRISPR-Cas-systeem konden Chinese on-
derzoekers een stukje van het gemuteerde gen
verwijderen in een muismodel voor de ziekte van
Huntington. Hierdoor verminderen de toxische
opeenhopingen van het afwijkende huntingti-
ne-eiwit.>> De studie onthulde voorts dat de her-
sencellen in het striatum niet alleen langer overle-
ven maar zelfs gedeeltelijk herstellen wanneer de
genetische oorzaak van de toxische eiwitten was
verwijderd. Verder merkten de onderzoekers dat
de motorische vermogens van de CRISPR-Cas-ge-
injecteerde muizen sterk verbeterden in verge-
lijking met zieke controle-muizen. Dezelfde on-
derzoeksgroep publiceerde in 2018 vergelijkbare
resultaten in een varkensmodel voor de ziekte

van Huntington.>

Bovenstaande voorbeelden vormen slechts een
greep uit het grotere aantal aandoeningen die
wetenschappers en artsen ooit hopen te behan-
delen met genoombewerking. Een uitgebreidere
lijst vindt u in bijgevoegde tabel.

Aandoening Doelwitgen

Duchenne spierziekte Dystrofine
Mucoviscidose CFTR

Erfelijke tyrosinemie FAH

Cataract Crygc
Longkanker KRAS, p53, LKB1
Resistentie bij kanker XPO1

Ernstige verstandelijke beperking DISC1

Autisme CHD8

Ziekte van Huntington HTT

Modelsysteem waarop het reeds werd toegepast

Ratten, resusapen, muizen, honden, spierstamcellen

Intestinale stamcellen
Muizen

Muizen

Muizen

T-ALL cellen

iPS cellen

iPS cellen

Varkens, muizen, iPS-cellen

Microdeletie en microduplicatie syndromen 16p11.2 en 15q13.3 kopievarianten iPS-cellen

Epilepsie SCNTA
Fragiel X-syndroom FMR1
B-Thalassemie/Sikkelcelanemie B-globine
Ureumcyclusdeficiéntie oTC
Walker-Walburgsyndroom LSPD
Hepatitis B (HBV) HBV cccDNA
HIV-1 HIV-1 LTR
Epstein-Barrvirus (EBV) Laten EBV

Humaan papillomavirus (HPV)

Kanker

Ook voor de behandeling van kanker lijkt CRISPR-
Cas beloftevol. Kanker is niet één, maar wel
honderd ziekten. Wel gaat het altijd om een
ongecontroleerde aangroei van abnormale cellen.
Deze cellen negeren signalen en mechanismendie
normaal hun groei afremmen. De oorzaak ligt bij
veranderingen in het DNA waardoor de regulatie
van de celgroei en celdeling ontregeld raakt. Door
de opeenstapeling van DNA-veranderingen vormt
een ‘normale’ lichaamscel zich geleidelijk om tot
een kankercel (zie ook VIB Fact Series ‘Kanker’).

Erfelijke aandoeningen en kanker hebben dus als
gemeenschappelijk kenmerk dat ze veroorzaakt
worden door mutaties in het DNA. Logisch dan

ook dat genoomcorrectie een mogelijke manier

iPS-cellen
iPS-cellen
Muizen, iPS-cellen
Muizen

Muizen

Muizen, cellijnen
Muizen, cellijnen

Cellijnen

HPV oncogenen E6 en E7 Muizen, cellijnen

is om kankerende cellen opnieuw tot de orde te
roepen. Al is dat vliugger gezegd dan gedaan.

De groeigenen van de tumor

als doelwit

Zoals eerder aangehaald vertonen kankercellen
een afwijkende celcyclus. Deze cyclus stuurt
de groei en deling van een cel, terwijl we
van kankercellen weten dat ze ongeremd
en ongecontroleerd delen. Recent slaagden
Amerikaanse onderzoekers erin om de op hol
geslagen celcyclus in kankercellen te doorbreken
door met CRISPR-Cas een gen, Tudor-SN, uit te
schakelen.®” Tudor-SN beinvioedt de celcyclus
door het niveau aan bepaalde microRNA-
moleculen te controleren. MicroRNA's  zijn



moleculen die de expressie van duizenden genen

finetunen. Door Tudor-SN uit te schakelen, werd
de groei van de tumorcellen - althans in de
proefbuis - afgeremd.

Andere onderzoekers gebruikten CRISPR-Cas-

technologie om een gen in kankercellen binnen
te smokkelen dat het geneesmiddel ganciclovir

Ondanks de vooruitgang in therapeutische
benaderingen  gebaseerd op de directe
modificatie van het DNA van kankercellen,
moeten we toch voorzichtig blijven en het
therapeutische potentieel niet overschatten.
Kankercellen zijn immers meesters in het
omzeilen van behandelingen (zie VIB Fact Series
‘Kanker’). Ook tegen deze CRISPR-Cas-gebaseerde
behandelingen zullen ze resistentie ontwikkelen,

- identificatie van nieuwe

molecules

+ intellectuele eigendommen

beschermen met octrooien

+ synthese/bereiding van

- veiligheid en biologische

werkzaambheid testen
in proefdiermodellen

- grootschalige aanmaak

van het product

P

testen op 20-100
gezonde vrijwilligers

* registratie van

het geneesmiddel

* prijsbepaling en

aanvraag terugbetaling
door mutualiteit

(o)

Oo_0
00

(op(e)
()

+ opvolging van het

geneesmiddel
dat op de markt is
(neveneffecten,
interacties,....)

omzet in een toxisch product waardoor de

. N ) . _ nieuwe molecules testen op 100-500 - opschalen productie
kankercellen afsterven. De behandeling leek ook daar zijn kankerdeskundigen nu al van overtuigd.®® + werkingsmechanisme PN
ontrafelen

goed aan te slaan in muismodellen met kanker.>® Bovendien is nog veel extra werk en onderzoek

« testen op 1000-5000
patiénten
+ voorbereiding productie

nodig om deze potentiéle behandelingen naar de

Zuid-Koreaanse onderzoekers waren dan weer kliniek te brengen. Want wat werkt in celculturen,

succesvol in het uitschakelen van gemuteerd in een muis of eenrat, werkt daarom nog niet bij de
KRAS - een belangrijk oncogen - zodat de groei mens. Vooraleer een nieuw geneesmiddel tot bij

van de tumoren sterk werd afgeremd.* de patiént geraakt, is er een tijdrovend, complex,

intensief en duur proces aan voorafgegaan. (Zie
‘De ontwikkeling van een geneesmiddel’).

De weg die een molecule aflegt om het tot een erkend geneesmiddel te brengen, is lang en complex. Voor het

*slaagkans om naar de
op de markt komt, wordt elk kandidaat-geneesmiddel uitgebreid getest op veiligheid en doeltreffendheid - volgende fase te gaan
doet het geneesmiddel wat we ervan verwachten en op een veilige manier? Deze evaluatie vindt eerst plaats in

De ontwikkeling van een geneesmiddel in Europa duurt gemiddeld 12,5 jaar en kost om en bij de 500 miljoen tot

het laboratorium en op proefdieren (preklinische fase) , en vervolgens in klinische studies, die we doorgaans

onderverdelen in drie tot vier fasen: 1,25 miljard euro. Door die ontwikkelingskostprijs en de hoge risicograad dat een geneesmiddel in een bepaalde

« In een fase I-klinische studie wordt de veiligheid en werking van het geneesmiddel geanalyseerd op een klein fase toch niet brengt wat ervan verwacht wordt, is het voor overheidslaboratoria en -onderzoekscentra nagenoeg

aantal vrijwilligers. Er wordt gekeken of er ernstige nevenwerkingen optreden. onmogelijk om dit hele traject eigenhandig af te leggen. Daarom kan een geneesmiddel bijna nooit worden

« Indien alles veilig blijkt, wordt in fase Il-klinische studies op een kleine groep patiénten getest of het kandidaat- ontwikkeld zonder de inbreng van het kapitaal én de specifieke expertise van de biotech- en de farmaceutische

geneesmiddel effect heeft in het behandelen van de ziekte (vb. groeit de tumor minder snel, is er minder kans industrie, ook niet voor kankergeneesmiddelen.
op uitzaaiingen, overleeft de patiént langer, verbetert zijn levenskwaliteit).

- Indien fase-Il hoopvolle resultaten oplevert, wordt een fase lll-klinische studie uitgevoerd waarbij in een grote
groep patiénten de veiligheid en de efficiéntie van het geneesmiddel verder wordt onderzocht. Enkel wanneer
deze resultaten positief zijn, zal een kandidaat-geneesmiddel door de bevoegde overheidsinstanties worden
toegelaten op de markt.

« In fase-IV, wanneer het geneesmiddel op de markt is, wordt nog een grotere groep patiénten opgevolgd

om eventuele onontdekte bijwerkingen op lange termijn op te sporen.
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CRISPR-Cas inimmuuntherapie
tegen kanker

Een nieuwe telg onder de innovatieve
kankerbehandelingen is immuuntherapie. Er zijn
verschillende vormen van immuuntherapie, maar
wat ze allen gemeenschappelijk hebben is dat
ze de eigen afweercellen van de patiént willen
versterken en stimuleren om de kankerende
cellen uit de weg te ruimen (zie VIB Fact
Series 'Kanker’).

CAR-T-cellen

Een specifieke vorm van immuuntherapie, die
recentzowel in Europa als de VS door de bevoegde
geneesmiddelenautoriteiten werd goedgekeurd,
is gebaseerd op de ‘CAR-T-cel-technologie. ‘CAR’
staatvoor ‘chimere antigenreceptor’ en T-cel' voor
een klasse van witte bloedcellen die ook betrokken
is bij het opruimen van kankercellen. De therapie
bestaat eruit om de T-cellen bij de patiént af te
nemen en er vervolgens in het lab een nieuw
gen in te planten zodat ze de kankercellen beter
herkennen. Het ingeplante gen codeert voor een
kunstmatig geconstrueerd receptoreiwit (vandaar
‘chimeer antigenreceptor’) dat specifieke eiwitten
op de buitenzijde van kankercellen herkent. Eens
de genetisch gewijzigde T-cellen opnieuw worden
ingebracht in de patiént zullen ze, aangestuurd
door hun nieuw-ontworpen receptor, zich binden
aan kankercellen en een mechanisme op gang
brengen om deze te doden. Bovendien zullen
deze T-cellen zich in het lichaam van de patiént
vermenigvuldigen zodat ze ook op lange termijn
een anti-kankereffect teweeg brengen.®’

Op dit ogenblik worden wereldwijd honderden
bijkomende klinische studies uitgevoerd met CAR-
T-cellen. De eerste goedgekeurde therapieén
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waren vooral gericht tegen specifieke vormen
van bloedkankers (leukemie) en lymfomen.
Nieuwe studies focussen ook op vaste tumoren.

Een grote beperking voor deze therapievorm is
het verplicht autologe gebruik van T-cellen: elke
patiént dient behandeld te worden met eigen
T-cellen om het gevaar op afstoting te vermijden.
Precies omdat telkens opnieuw lichaamseigen
cellenvan elke patiént genetisch moeten gewijzigd
worden, duurt de procedure lang, is ze complex
en bovendien ontzettend duur.®?

Waar kan CRISPR-Cas het
verschil maken in
CAR-T-immuuntherapie?

Tot nu toe worden de CAR-genen in de T-cellen
ingebracht via virale vectorsystemen - de
gentherapie 'oude stijl, bij wijze van spreken.
Zonder twijfel biedt CRISPR-Cas mogelijkheden
als alternatieve strategie voor het inbouwen van
CAR-genen.%0

Maar meer nog wordt CRISPR-Cas gezien als
een instrument om universele CAR T-cellen te
produceren die bij patiénten geen afstoting
veroorzaken. Dus niet langer CAR T-cellen op maat
van elke patiént, maar cellen die men bij wijze van
spreken ‘uit een rek van de ziekenhuisapotheek
kan plukken’ (zie ook figuur 5 ‘Mogelijke rol van
CRISPR-Cas bij het produceren van autologe en
universele CAR T-cellen’ op pagina 31).

A. Patiént met kanker

Afnemen en CRISPR-Cas
opzuiveren
van T-cellen

B. Donor zonder kanker

Afnemen en CRISPR-Cas
opzuiveren
van T-cellen

. Via een bloedafname worden T-cellen bij de patiént met kanker afgezonderd en opgezuiverd. Met behulp van
CRISPR-Cas wordt een chimeer antigenreceptor (CAR) ingebracht. Deze receptor verhoogt de anti-kankeractiviteit
van de T-cellen. De CAR T-cellen worden bij dezelfde patiént geinjecteerd. Dit is sterk gelijkend op de bestaande
CAR-T-therapie, alleen zou de inbreng van een CAR-gen met behulp van CRISPR-Cas gemakkelijker zijn.

. Via een bloedafname worden T-cellen bij een kankervrije donor afgezonderd en opgezuiverd. Met behulp

van CRISPR-Cas wordt een chimeer antigenreceptor (CAR) ingebracht. Eveneens via CRISPR-Cas worden
‘ofstotingsgenen’ uitgeschakeld. Het gaat hier onder meer om genen die coderen voor de T-celreceptor (TCR)
en het humaan leukocyten-antigensysteem (HLA). De universele CAR T-cellen kunnen vervolgens bij meerdere

Inbrengen van
een chimeer
antigenreceptor
(CAR)

Inbrengen van
een chimeer
antigenreceptor
(CAR)

Uitschakelen van
genen betrokken
bij afstoting (0.a.
TCR en HLA)

patiénten met kanker worden geinjecteerd. Figuur gebaseerd op referentie .

Injectie van
CAR T-cellen in
dezelfde patiént

Injectie van
universele CAR
T-cellen in een
patiént met
kanker




T-cellen zodanig behandelen dat ze niet langer
afstotingsreacties oproepen, kan door genen uit
te schakelen die verantwoordelijk zijn voor die
afstotingsreacties. Een procedure die zeker niet
onmogelijklijkt, wantrecentwerdenineenLondens
ziekenhuis twee meisjes met leukemie behandeld
met CAR T-cellen van een donor (zie ‘Kinderen
gered van leukemie door designercellen”).®®
De meisjes maakten zelf nog te weinig gezonde
T-cellen aan om die te gebruiken als basis van
de CAR T-therapie. Daarom moest overgestapt
worden op een donor. Hierbij werd de TALEN-
technologie gebruikt, een methode voor
genoombewerking die verwant is aan CRISPR-Cas.

PD1-immuuntherapie

tegen kanker

Niet alleen CAR T-cellen houden grote beloften in
als immuuntherapie tegen kanker. Er zijn ook nog
andere gelijkaardige therapieén in ontwikkeling
(zie VIB Fact Series ‘Kanker’). Ook hier kan CRISPR-
Cas-genoombewerking een bijdrage leveren.
Zo hebben Chinese onderzoekers CRISPR-Cas
gebruikt om het PD1-eiwit onklaar te maken
in T-cellen. PD1 is een receptoreiwit dat de
reactiviteit van T-cellen tegen kankercellen afremt.
T-cellen zonder dit eiwit reageren furieuzer op
kankerende cellen. Chinese artsen testen nu deze
vorm van immuuntherapie in klinische studies
uit bij patiénten met long-, blaas-, prostaat-
en nierkanker.%* De eerste resultaten worden
verwacht in de loop van 2020.

Infectieziekten

Een derde domein in de geneeskunde waarin

oombewerking in de toekomst een belangrijke
spelen zijn infectieziekten. Bijvoorbeeld
n. andere virale aandoeningen een halt
n of om het nijpende gebrek aan
3 te helpen oplossen.
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Hiv en aids

Hiv, de veroorzaker van aids, infecteert en doodt
afweercellen, meer specifiek de CD4* T-cellen.
Maar hiv is eerder een sluipende dan een acute
doder van T-cellen. Het virus bouwt immers zijn
eigen genetisch materiaal in het genoom van zijn
gastheer in. Het kan zich daar jaren schuilhouden
onder de vorm van een ‘provirus, om op onver-
wachte momenten opnieuw actief te worden en
zichzelf te laten vertalen in nieuwe virusdeeltjes.
Die zullen dan opnieuw andere afweercellen be-
dreigen. Antivirale hiv-therapie, die vandaag al
bijzonder succesvol is, richt zich tegen de repli-
catie van virusdeeltjes in de gastheercel, maar
slaagt er niet in om de ‘slapende’ provirussen aan
te pakken.

Biedt CRISPR-Cas-genoombewerking een oplos-
sing om hiv en aids, wereldwijd toch nog steeds
een groot medisch probleem, definitief af te stop-
pen? Mogelijk wel, en dat op verschillende viakken.

Onlangs slaagde een team van Chinese en
Amerikaanse onderzoekers erin om met behulp
van CRISPR-Cas hiv-provirussen onschadelijk te
maken in muizen.® Het team liet als eerste zien dat
hiv helemaal uit het lichaam van zoogdieren kan
verwijderd worden. Na slechts één behandeling,
bleek de techniek succesvol om alle sporen van
de hiv-infectie uit te wissen. De volgende fase is
om de studie te herhalen bij apen, een geschikter
diermodel voor hiv-infecties en aids dan muizen.

CRISPR-Cas zou echter ook ingezet kunnen
worden om binnenkomende virussen onmiddellijk
te verknippen, zodat ze zichzelf niet kunnen
vermenigvuldigen of zich niet kunnen nestelen
als provirussen in het genoom van de gastheer.
Dit werd met succes getest op celculturen, al
slaagden de virussen er wel in om na een tijdje
resistentie op te bouwen.®¢’

Een derde strategie is om hiv de toegang tot
de CD4" T-cellen te ontzeggen. De virussen
maken immers gebruik van receptoren op de
buitenzijde van T-cellen om deze te infecteren.
De belangrijkste receptoren en co-receptoren zijn
CD4, CCR5 en CXCR4.

CD4 uitschakelen in menselijke T-cellen om zo
de opname van hiv te voorkomen, zou een slecht
idee zijn omdat CD4 een kritisch eiwit is om de
afweer goed te laten functioneren. CCR5 en
CXCR4 zouden echter wel goede kandidaten zijn.
Er zijn immers mensen die van nature geen CCR5
aanmaken en die als gevolg daarvan immuun zijn
voor hiv. De voorbije jaren toonden vooral Chinese
onderzoekers in celculturen aan dat zowel het
onklaar maken van CCR5 als van CXCR4 leidde tot
langdurige resistentie tegen hiv-infectie.®®®

Ook de eerste klinische studies zijn onderweg;
in het militair hospitaal van Peking (China)
worden hiv-patiénten behandeld met hun eigen
bloedstamcellen waarin het CCR5-gen werd
uitgeschakeld.”® Bovendien werd recent in China
een tweeling geboren waarbij met opzet de
CCR5-genen waren gewijzigd om te voorkomen
dat de kinderen besmet zou worden door hun
vader die hiv-positief was. Maar dat is een ander
verhaal, waarop we in het volgende hoofdstuk in
detail terugkomen.

Herpesvirus

Het herpesvirus blijft eveneens levenslang latent
in het lichaam omdat het virus zijn genoom
inbouwt in dat van de gastheer. Herpesvirussen
veroorzaken onder meer koortsblazen op de
lippen, waterpokken en gordelroos. Tot hier
toe bestaat er nog geen methode om het virus
volledig te elimineren uit zijn gastheer. Het latent
aanwezige virus vermenigvuldigt zich niet en blijft

Hiv-virussen (blauwe bolletjes)
infecteren een witte bloedcel




onopgemerkt voor het afweersysteem. Tot het nu
en dan opflakkert.

De huidige behandelingen onderdrukken de
symptomen, maar kunnen de infectie niet
verwijderen. In 2016 konden Nederlandse
onderzoekers de vermenigvuldiging van het virus
indammen in zoogdiercellen met behulp van
CRISPR-Cas.”" In bijkomende experimenten werd
het herpesvirus zelfs volledig verwijderd uit het
genoom van de cellen.”?

Humaan papillomavirus (HPV)

Het humaan papillomavirus (HPV) veroorzaakt
onder meer baarmoederhalskanker. Een normale
besmetting verloopt via seksueel contact.
Bij iemand die besmet is, is het moeilijk tot
onmogelijk om het virus te verwijderen. Vandaar
dat vrouwen best regelmatig een cervicovaginaal
uitstrijkje laten nemen om te screenen op
baarmoeder- of vaginale kanker. Sinds meer dan
10 jaar bestaan er ook vaccins tegen bepaalde
HPV-stammen. Die vaccins worden in Vlaanderen
(gratis) aangeboden aan alle meisjes in het eerste
jaar van het secundair onderwijs, en vanaf het
schooljaar 2019-2020 ook aan de jongens van
dezelfde leeftijd.

In 2014 toonde een Chinese onderzoeksgroep
aan dat ze cervicale kankercellen - die met
HPV-waren geinfecteerd - konden aanzetten tot
cellulaire zelfdoding (apoptose) via een CRISPR-
Cas geinduceerde aanval op de virale HPV-geno-
men.”? Ook in proefdiermodellen bleek hun me-
thode effectief om de tumorgroei af te remmen.’

Recent werd aan de Universiteit van Guangdong
(China) eenklinische studie opgestart gebaseerd op
een gelijkaardige CRISPR-Cas-genoombewerking.
In de niet-invasieve behandeling krijgen 60 vrouwen
die positief zijn voor de HPV16- en/of HPV18-
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stammen een vaginale gel toegediend met daarin
CRISPR-Cas tegen deze virussen.”*Voorlopig zijn er
nog geen resultaten over het klinisch onderzoek
bekend en het primaire doel van deze studie is
vooral om na te gaan of de behandeling veilig is.

Potentieel levensreddend
antibioticum

CRISPR kan ook dienen als een nieuw soort anti-
bioticum.” Hoewel CRISPR-Cas van nature door
bacterién wordt gebruikt om zich te beschermen
tegen binnendringende virussen, kan het ook
zodanig worden geherprogrammeerd dat het
DNA van bacterién verknipt. Bacterién hebben
zelf overigens geen geavanceerd DNA-herstel-
systeem zoals wij. Daarom zijn ze zeer gevoelig
aan DNA-schade en leidt een CRISPR-Cas-aanval
tegen bacterieel DNA in de meeste gevallen tot de
vernietiging van de bacterie. Dit gegeven heeft de
deuren geopend voor talrijke onderzoeksprojec-
ten die nagaan of CRISPR-Cas kan ingezet worden
als zeer specifiek antibioticum.”” 767980

Evenzeer kan CRISPR-Cas in bacteriestammen
de genen uitschakelen die verantwoordelijk zijn
voor antibioticumresistentie. Op deze manier
worden de bacterién opnieuw gevoelig gemaakt
aan bestaande antibiotica. Dit zou een oplossing
kunnen zijn tegen de huidige toename van multi-
resistentie in talrijke bacteriestammen.®’

Maar CRISPR-Cas kan ook worden ingezet om
de samenstelling van de menselijke darmflora te
wijzigen ten voordele van onze gezondheid of het
voorkomen van onder meer obesitas.®?#

Het zijn slechts enkele mogelijkheden uit
het grotere scala aan opportuniteiten die
genoombewerking met zich meebrengt in het
domein van de bacteriéle infectieziekten.

STUP MALARIA

Kan CRISPR-Cas worden ingezet om malaria te bekampen? Het zou welkom zijn, want de strijd tegen malaria
wordt al meer dan 100 jaar met wisselend succes gevoerd.: de ziekte doodt nog elk jaar een half miljoen mensen,

vooral kinderen. Malaria maakt jaarlijks 200 miljoen mensen ziek.

Deze infectieziekte wordt veroorzaakt door eencellige parasieten van het geslacht Plasmodium. De parasieten
worden overgedragen op mens en dier door muggen van het geslacht Anopheles.

CRISPR-Cas als ‘gene driver’

Meerdere onderzoeksgroepen proberen CRISPR-Cas in te zetten als een ‘gene drive-systeem om het aantal
malariamuggen in risicovolle malariagebieden te doen dalen. Gene drive is een krachtige genetische techniek om
gewenste DNA-veranderingen in populaties van wilde dieren, insecten of planten te verspreiden. Het is de bedoeling
dat de gewenste DNA-verandering, naarmate de generaties vorderen, in steeds meer individuen aanwezig zal zijn.
Hoewel het concept al meer dan 80 jaar geleden werd beschreven, zijn pas nu de instrumenten beschikbaar om
het principe ook in werkelijkheid toe te passen.

Wetenschappers van het Imperial College in London (VK) maken in hun experimenten gebruik van drie genen
in de mug Anopheles gambiae die, indien gemuteerd, leiden tot infertiliteit bij vrouwtjesmuggen. Weliswaar
slechts op voorwaarde dat de vrouwtjes twee gemuteerde kopieén van het gen hebben (muggen erven van elk
gen twee exemplaren, één van elke ouder-mug). De fertiliteit van mannetjesmuggen wordt niet beinvioed door de
mutatiestatus van de drie genen.

Natuurlijke selectie omzeild

Onder normale natuurlijke selectie zouden dergelijke mutaties weinig kans op overleven hebben, want

vrouwtjesmuggen met twee mutaties kunnen geen nakomelingen hebben. Het gevolg is dat vooral niet-gemuteerde
kopieén worden doorgegeven aan het nageslacht. Door echter een complex CRISPR-Cas-DNA-fragment in te bouwen
in het genoom van mannetjesmuggen, wisten de Britse onderzoekers de natuurlijke selectie te omzeilen en ervoor te

zorgen dat gemuteerde versies van de fertiliteitsgenen de bovenhand krijgen (zie ook figuur 6 op de volgende pagina).

Het geheim van hun gene drive techniek zit verscholen in de inhoud van het ingebouwde CRISPR-Cas-DNA-
fragment. Die bevat:

- een CRISPR-gidssequentie die bestaat uit een normaal stukje van het fertiliteitsgen

* de DNA-code voor een Cas-eiwit

+ homologe, maar gemuteerde DNA-sequenties van het fertiliteitsgen

Bij muggen met een CRISPR-Cas-fragment zal de CRISPR-gidssequentie op zoek gaan naar het normale
[fertiliteitsgen en ermee binden waarna het Cas-eiwit de DNA-streng zal knippen. Via homologe recombinatie
(zie pag. 8) zal de gezonde kopie van het fertiliteitsgen worden vervangen door het gemuteerde fertiliteitsgen.
Het gevolg is dat beide chromosomen nu een gemuteerd fertiliteitsgen dragen.




Elke nakomeling van een dubbel gemuteerde mannetiesmug zal op één van beide chromosomen een
[fertiliteitsmutatie dragen naast een gezond gen van hun moeder (zie figuur 5). Maar ook bij hen zal het moleculaire
genoombewerkingsmechanisme zich herhalen en zullen ze eindigen met twee gemuteerde fertiliteitsgenen.

Vrouwelijke nakomelingen zullen zelf geen nakomelingen meer kunnen krijgen, de mannetjesmuggen wel.

Ondanks het evolutionaire nadeel zal de mutatie zich op deze manier toch razendsnel verspreiden en op termijn
de muggenpopulatie uitroeien bij gebrek aan fertiele vrouwelijke muggen. Daarmee zou 0ok de overdracht van
de malariaparasiet ingedijkt zijn. De onderstaande figuur maakt duidelijk hoe gene drive-overerving een gewenste

mutatie veel sneller verspreidt over een populatie, zelfs al is dit een mutatie die de populatie op termijn uitroeit.

De Britse onderzoekers voerden ook een ‘proof-of-concept-experiment uit: onder gecontroleerde omstandigheden
brachten ze 600 muggen samen, waarvan de helft een niet-gemuteerd genoom had en de andere helft de
CRISPR-Cas-gene-drive-fragment droeg. Na vier generaties droeg 75% van de muggen de mutaties voor
infertiliteit. Dit is in liin met de theoretische verwachtingen van hoe de mutaties zich zouden verspreiden.
Recent brachten ze nog verfijningen aan in hun technologie en toonden ze via een gecontroleerde veldproef aan
dat een muggenpopulatie daadwerkelijk kan uitgeroeid worden.®
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Het gewijzigde gen verspreidt zich traag in de
populatie. Tenzij het een evolutionair voordeel
met zich meebrengt, zal het meestal zelfs
volledig verdwijnen uit de populatie.

Het gewijzigde gen verspreidt zich snel in
de populatie. Omdat vrouwelijke muggen
geen nakomelingen kunnen krijgen, sterft
de populatie uit.

Figuur 6. Principes van een gene drive om gewenste mutaties in een populatie snel

Voorbij malaria

Ook andere ziektes die verspreid worden door insecten of andere vectoren zouden op een gelijkaardige manier
kunnen aangepakt worden. Denk aan knokkelkoorts, gele koorts, het West Nijlvirus, slaapziekte, de ziekte van
Lyme, het Zika-virus etc. Gene drives kunnen in theorie niet alleen de verspreiding van een ziekte tegengaan,
ze zouden 0ok pesticide- en herbicide-resistentie in insecten en onkruiden ongedaan kunnen maken, of schadelijke

invasieve soorten onder controle houden.

Risico’s op vernietiging van ecosystemen

Maar lang niet iedereen is enthousiast over deze technologie. In het verleden zijn de malariaparasiet en de
mug er telkens opnieuw in geslaagd om resistentie op te bouwen tegen door de mens uitgevonden middelen en
technologieén om hen te bestrijden. Ook nu lopen we het risico dat de parasiet en de mug een uitweg vinden.®”
Dit argument wordt door de voorstanders gecounterd met het argument dat men niet één maar tegelijk drie

fertiliteitsgenen zou kunnen uitschakelen, wat de kans op de opbouw van resistentie zou minimaliseren.

Andere onderzoekers maken zich grote zorgen omdat het elimineren van een hele populatie in de natuur ongekende
gevolgen kan hebben voor het ecosysteem. Mogelijk dagen andere plagen op of stuikt het hele ecosysteem in
elkaar. Bovendien is het niet uitgesloten dat het gids-CRISPR-RNA na verloop van tijd zodanig muteert dat het
zich op een ander deel van het genoom richt of op andere organismen. Deze mutatie kan dan door populaties
razen, met totaal onvoorspelbare effecten. Zij vragen dan ook dat de overheid maatregelen neemt om gene drive-

experimenten in laboratoria en in de open natuur te onderwerpen aan strikte veiligheidsregels.®” ¢

te doen toenemen. Figuur geinspireerd op referentie 85.
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CRISPR-CAS IN DE LANDBOUW

De technologie van genoombewerking vindt niet alleen toepassingen in de gezondheidszorg. Ook in het
plantenonderzoek, gewasveredeling en de landbouw wordt gretig gebruik gemaakt van CRISPR-Cas. Door genen
in planten uit te schakelen verwerven onderzoekers inzicht in hun groei- en ziektemechanismen, in welke genen
bijdragen aan de opbrengst van landbouwgewassen in normale en extreme omstandigheden (bv. droogte) of
welke rol ze spelen bij plagen en ziekten.

Voorts wordt CRISPR-Cas gezien als een instrument voor precisieveredeling: de technologie laat toe om op zeer
gecontroleerde wijze DNA-veranderingen aan te brengen in planten en gewassen zodat ongewenste eigenschappen
verzwakt kunnen worden en gewenste eigenschappen versterkt. Daarmee is genoombewerking een geavanceerde
vorm van mutatieveredeling, zoals die al decennialang wordt toegepast. Bovendien onderscheidt CRISPR-Cas-
veredeling zich op een aantal fundamentele viakken van de ‘klassieke’ genetische modificatietechnologie.

Diverse gewassen werden al veredeld dankzij genoombewerking: van meeldauwresistente tarwe, druiven en
tomaten, over pompelmoezen die bestand zijn tegen citruskanker, ziekteresistente bananen, soja en koolzaad met
een gezondere vetzuursamenstelling tot mais die droogtes beter verdraagt. De meeste van deze gewassen zitten
wel nog in het onderzoekstadium, al is het de verwachting dat de eerste producten over enige tijd op de markt
zullen komen.

Een overzicht van het gebruik van de CRISPR-Cas-technologie in de landbouw vindt u in de VIB Fact Series
‘Precisieveredeling in planten via CRISPR-Cas’.
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ardige technieken om menselijke genomen te

bewerken, zet ook di ( e en maatschappelijke«discussies op scherp.

De technologie kan bi]'voorbeeld gebruikt worden om erfelijke ziekten in een embryo te

genezen waarbij de gecorrigeerde genen worden doorgegeven aan volgende generaties.
Deze vorm van genetische modificatie, die de menselijke kiembaan beinvioedt, werd tot nu
toe met veel omzichtigheid en reserve benaderd.

De technologie kan in principe ook voor niet-therapeutische doeleinden worden gebruikt.
Wat als mensen de technologie gebruiken om hun kind volledig naar smaak te ontwerpen,
met het gewenste uiterlijk, intelligentiepeil en karakter? Hoewel er geen eenduidige relatie
bestaat tussen de meeste van die eigenschappen, talenten en competenties met welbepaalde
genetische variaties, blijft het risico dat sommige ouders toch genetische kenmerken willen
laten inbouwen die hun kinderen een voordeel geven.

Genoombewerking bij embryo's

Van moratorium ...

Tijdens een bijeenkomst in december 2015 boog
een internationale groep wetenschappers en
ethici zich over de ethische implicaties van het
genetisch aanpassen van humane embryo's. De
deelnemers vertegenwoordigden onder meer
de Academies of Sciences and Medicine van de
VS, de Royal Society van het VK en de Chinese
Academy of Sciences. Op het einde van de
bijeenkomst riepen de deelnemers op om niet te
sleutelen aan het DNA van menselijke embryo’s
die bedoeld zijn voor implantatie (en dus het
creéren van een zwangerschap), omwille van de
‘onvoorziene effecten op toekomstige generaties'.
Wel verklaarden ze dat er goede redenen zijn
om genoombewerking van embryo’s toe te
laten voor basisonderzoek. Een totaalverbod
op onderzoek naar genoombewerking wilden
de wetenschappers dus niet, want de techniek
belooft veel nuttige toepassingen.

De wetenschappelijke gemeenschap sprak
dus zelf een vrijwillig moratorium uit over
genoombewerking in menselijke embryo's met het
doel genetisch gewijzigde kinderen te creéren. In
diverse publicaties traden andere onderzoekers
dit standpunt voor een moratorium bij.?°°!

...over voorzichtige
experimenten...

Een gelijkaardige aanbeveling maakten de Ameri-
kaanse National Academies of Science, Enginee-
ring, and Medicine. In hun rapport, gepubliceerd
in 2017, staat te lezen dat genoombewerking
van menselijke embryo's op dit ogenblik alleen
wenselijk is voor onderzoeksdoeleinden.®? Wel
achtten ze het waarschijnlijk dat in de toekomst
de techniek aanvaard zal worden om embrya's te

veranderen voo6r implantatie, op voorwaarde
dat men er een ongeneeslike ziekte mee wil
behandelen én er geen haalbare alternatieven
voorhanden zijn.

Ondertussen hadden meerdere onderzoeksgroe-
pen al aangetoond dat het bewerken van geno-
men van menselijke embryo’s technisch mogelijk
was. In 2015 slaagden Chinese wetenschappers
daar voor het eerst in.* Ze gebruikten voor die
experimenten menselijke embryo's die niet le-
vensvatbaar waren. Hun onderzoek was ove-
rigens geen sluitend succes: slechts iets meer
dan de helft van de geteste embryo’'s bevatte
de gewenste verandering in het DNA, en boven-
dien niet in alle cellen. De publicatie kreeg veel
media-aandacht en startte een wereldwijd debat.

In 2016 kon een ander onderzoeksteam uit China
de technologie gebruiken om menselijke embryo's
resistent te maken tegen hiv®*, en in hetzelfde jaar
kreeg Kathy Niakan van het Francis Crick Instituut
in London de toelating van de Britse overheid
om CRISPR-Cas te gebruiken in onderzoek naar
zeer vroege embryonale ontwikkeling. Concreet
wilden de Britse wetenschappers diverse genen
uitschakelen waarvan ze vermoedden dat ze
een rol spelen bij die ontwikkeling van embryo's
en foetussen. Met dit onderzoek hoopten
de onderzoekers beter te begrijpen waarom
sommige zwangerschappen vroegtijdig eindigen
in een miskraam.” Ook het Karolinska Instituut
kreeg van de Zweedse overheid de toestemming
om via genoombewerking op embryo’'s meer te
leren over de ontwikkelingsbiologie van menselijke
embryo’s.%.



Nog recenter gebruikte een Amerikaans, Zuid-

Koreaansen Chinees consortiumvanonderzoekers
CRISPR-Cas om een ziekte-veroorzakende mutatie
in het MYBPC3-gen te verbeteren in menselijke
embryo's.”” Mutaties in dit gen leiden bij patiénten
tot hypertrofe hartspierziekte. In tegenstelling tot
de eerdere studies, was de genoombewerking
deze keer wel bijzonder succesvol want ze bleek
geslaagdin alle cellenvan de behandelde embryo’s.
In geen enkel van de bovenstaande studies werden
de genoombewerkte embryo's gebruikt om een
zwangerschap tot stand te brengen.

... tot een donderslag bij

heldere hemel: de Chinese
CRISPR-Cas-baby’s

Op 26 november 2018 raakte in de media bekend
dat de allereerste genoombewerkte baby’s in Chi-
na waren geboren: een tweeling, twee meisjes,
genaamd Lulu en Nana. De genoombewerkings-
procedure met CRISPR-Cas werd uitgevoerd door
onderzoeker He Jiankui, als onderdeel van een
in vitro fertilisatieprocedure. Nadat de sperma-
cel in de eicel was geintroduceerd, voegde He
Jiankui ook componenten toe waarmee een
doelgerichte kleine wijziging aan het CCR5-gen
van het embryo werd doorgevoerd. Voordat het
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embryo in de baarmoeder werd teruggeplaatst
hebben de onderzoekers één cel ervan wegge-
nomen en gecontroleerd of de gewenste wijzi-
ging effectief was doorgevoerd. Die controle zou
nog eens zijn uitgevoerd nadat de baby's gebo-
ren waren. Bovendien werd nagegaan of er zich
geen andere wijzigingen aan het erfelijk materiaal
hadden voorgedaan.® Om de zekerheid op een
succesvolle zwangerschap ter verhogen, plantte
hij meerdere genoombewerkte embryo's in bij de
aanstaande moeder.

He Jiankui verdedigde zijn aanpak twee dagen
later tijdens een congres in Hong Kong (The
Second International Summit on Human Genome
Editing). Volgens de onderzoeker was de
procedure gerechtvaardigd omdat de vader van
de baby's hiv-drager was. Door een variatie aan
te brengen in het CCR5-gen zouden de kinderen
genetisch beschermd zijn tegen elke mogelijke
hiv-infectie. Tegelijkertijd postte He Jiankui een
videoboodschap op Youtube waarin hij zijn
interventie uiteenzette  (www.youtube.com/
watch?v=thOvnOmFltc&app=desktop). Daarnaast
maakte de Chinese onderzoeker nog bekend dat
een derde CRISPR-baby op komst was.

Wereldwijde veroordeling

In plaats van applaus oogstte He Jiankui wereldwij-
de afkeuring. Nog voor het congres afsloot op 29
november, een dag na zijn uiteenzetting, brachten
de organisatoren volgende verklaring: “We werden
op de hoogte gebracht van het onverwachte en
zeer verontrustende nieuws dat het genoom van
menselijke embryo’s werd bewerkt waarna ze wer-
den geimplanteerd. Dit resulteerde in een zwan-
gerschap en de geboorte van een tweeling. Zelfs
als de genoomwijzigingen werden geverifieerd,
was de procedure onverantwoord en niet in over-
eenstemming met de internationale normen.” %

Ook alle andere reacties waren ronduit afwijzend.
Collega-wetenschappers, beleidsmakers, academi-
sche instellingen en artsenorganisaties noemden
He Jiankui's onderzoek misleidend, onverantwoord,
in overtreding met de Chinese wet en internatio-
nale regels. Of simpel gezegd: het gaat hier om
onethisch geéxperimenteer op mensen met een
technologie die daar nog niet klaar voor was/is."®

Veel critici argumenteerden dat er in ethisch op-
zicht een onderscheid gemaakt wordt tussen
genoombewerking voor ‘zwaarwegende’, levens-
bedreigende erfelijke ziekten waarvoor geen be-
handeling bestaat en voor genoombewerking die
tot doel heeft om minder zwaarwegende zaken
aan te pakken, of die zelfs tot doel hebben de mens
te verbeteren (‘enhancement). De CCR5-modifica-
tie kan volgens hen niet gezien worden als het be-
handelen of voorkomen van een (zware) erfelijke

ziekte, en al zeker niet bij embryo’s.

Bovendien zijn er onderzoekers die opmerken
dat er maar weinig situaties zijn waarin
genoombewerking van embryo's een medisch
voordeel zou hebben tegenover de huidige
gangbare techniek van pre-implantatie genetische
diagnostiek (PGD) om te vermijden dat erfelijke
ziektes worden doorgegeven.'?" Bij PGD worden
embryo's na in vitro fertilisatie getest op de
aanwezigheid van een ziekte. Alleen embryo’s

Voordat een behandeling op de mens kan worden toegepast, moeten wettelijk gezien heel wat fasen doorlo-

pen worden. Er moet eerst uitgebreid preklinisch onderzoek plaatshebben, daarna een aantal fasen van klinisch

onderzoek, en daarna is er ook nog een markttoelating noodzakelijk vooraleer een behandeling in de praktijk

grootschalig mag worden toegepast. Bovendien is het in veel landen wettelijk verboden om bij de mens genetische

wijzigingen aan te brengen die doorgegeven worden aan het nageslacht (‘kiembaan-gentherapie)).

In Belgié bestaat de Wet op onderzoek op embryo’s in vitro, die het gebruik van embryo’s voor onderzoeksdoelein-

den reguleert. Onderzoek op embryo’s is enkel onder zeer strikte voorwaarden toegelaten. De wet regelt niet het in

de praktijk toepassen van therapieén op embryo’s. Dat valt onder de reguliere wetgeving inzake het op de markt

brengen van geneesmiddelen en andere therapieén.

Klinisch onderzoek dat betrekking heeft op genoombewerking bij de mens, moet altijd door een medisch-ethische

commissie worden goedgekeurd. Het lijkt uiterst onwaarschijnlijk dat in Belgié een ethische commissie genoombe-

werking voor een zwangerschap vandaag en in de nabije toekomst zou goedkeuren.




zonder de mutatie worden teruggeplaatst in
de baarmoeder. Ten opzichte van PGD lijkt
genoombewerking technisch moeilijk, duur en
onzeker en biedt ze weinig voordelen.

Van de aardbol verdwenen

De gevolgen voor He Jiankui bleven niet uit:
de Chinese autoriteiten verplichtten hem met
onmiddellijke ingang zijn onderzoek stop te zetten.
Enkele maanden later werd hij ontslagen door zij
werkgever, de Southern University of Science and
Technology in Shenzhen. Referenties naar zijn on-
derzoek werden weggehaald van officiéle Chinese
websites, op Chinese sociale media worden discus-
sies over de onderzoeker gecensureerd en er werd
een gerechtelijk onderzoek tegen hem gestart.'®
Bovendien beloofde China haar regelgeving over
genoombewerking bij mensen aan te passen.'®

Ondertussen lijkt He Jiankui zelfs helemaal van de
aardbodem verdwenen. Het Chinese stilzwijgen
rond hem is zelfs zo opmerkelijk dat sommigen
beginnen te twijfelen aan de echtheid van zijn be-
weringen. Zou het om een wetenschappelijke hoax
gaan, vragen ze zich af.'® Er is tot op dit ogenblik
immers nog geen onafhankelijke wetenschappelij-
ke bevestiging dat het DNA van Lulu en Nana ook
werkelijk succesvol werd bewerkt. Het onderzoek
van He Jiankui is evenmin in een peer reviewed we-

tenschappelijk tijdschrift gepubliceerd.

Vanuit diverse hoeken wordt gepleit voor een
internationale regulering voor genoombewerking
op embryo’s, al zijn onderzoekers er zelf nog niet
uit wat er nu precies moet gebeuren. Sommigen
pleiten opnieuw voor een moratorium met
een strikt verbod op genoombewerking van de
menselijke kiembaan gedurende een bepaalde
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periode.'®® Anderen, waaronder leiders van de
Amerikaanse National Academy of Sciences,
de National Academy of Medicine en de Britse
Royal Society pleiten eerder voor een brede
maatschappelijke consensus alvorens om het
even wat te besluiten. Die globale consensus
vinden zij nodig gezien de brede implicaties van
erfelijke genoombewerking.'® Zij hebben alvast
een werkgroep van experten aan het werk gezet -
bestaande uit onderzoekers en ethici - om
specifieke standaarden en criteria op te stellen voor
dit soort onderzoek. Tientallen wetenschappelijke
instellingen over de hele wereld hebben hieraan
hun medewerking toegezegd.

Ook de Wereldgezondheidsorganisatie (WHO)
heeft de handen uit de mouwen gestoken. De
WHO wil een wereldwijd register aanleggen van
alle studies waarbij het menselijk genoom - ook
dat van embryo’s - bewerkt wordt. Zo kan ze het
overzicht behouden over wie wat doet. Via dit re-
gister wil het onderzoekers ook verplichten trans-
parant te zijn over hun werk. Aan organisaties die
onderzoek sponsoren en aan uitgevers die onder-
zoeksresultaten publiceren, vraagt de WHO om
erop toe te zien dat studies die ze respectievelijk
financieel ondersteunen of waarover ze publice-
ren, geregistreerd zijn.'® De hoofdredacteurs van
de bladen Nature, Science en Cell hebben op dit
voorstel alvast positief gereageerd.

In de komende maanden zal de WHO werken aan
een internationaal raamwerk om het gebruik van
genoombewerking met klinische doeleinden -
zowel met als zonder beinvioeding van de

kiembaan - internationaal te regelen.

De toekomst zal uitwijzen waar we naartoe gaan
met genoombewerking.

5 Besluit

De snelheid waarmee de genetica vooruitgaat is enorm: in minder tijd dan één mensenleven zijn
we gegaan van de ontdekking van de dubbele helix-structuur van DNA (1953) door James Watson,
Francis Crick en Rosalind Franklin, naar genetische manipulatie met restrictie-enzymen en PCR in de
jaren 1980, grootschalige genoomanalyse sinds 2000, en nu de ontwikkeling van genoombewerking.

Toekomstig basisonderzoek met CRISPR-Cas zal zich onder meer richten op de ontwikkeling van
nieuwe methodes voor efficiénte en veilige toediening van Cas-eiwitten en hun gids-CRISPR-RNA's in
cellen en weefsels van complexe organismen. De snelle vooruitgang in de technologie laat echter nu
al toe om ongekend accurate veranderingen in DNA aan te brengen in zowat alle levende wezens.

Dat helpt onderzoekers om diepgaande inzichten te krijgen in allerhande ziekten bij de mens.

Daarnaast zien tal van toepassingen het levenslicht. Zowel in de landbouw als in de gezondheidszorg.
We hebben nog nooit zo dicht gestaan bij een succesvolle implementatie van gentherapie als vandaag,
dankzij de nieuwe ‘toolkit’ voor genoombewerking waarover we nu beschikken. Maar ook op vlak van

kanker en infectieziekten kan de nieuwe technologie ongekende opportuniteiten bieden.

Net als vele andere nieuwe technologieén werpt genoombewerking maatschappelijke en ethische
vragen op. Bijvoorbeeld over het genetisch verbeteren van mens, dier en plant, of het doorgeven van

bewerkte genomen aan volgende generaties.

De regelgeving daarover is nog verre van uitgeklaard en blijft daarom een uitdaging voor beleidmakers
en regelgevende instanties, zowel nationaal als internationaal. Technologieén en hun producten
evolueren snel en moeten continue overzien en gereguleerd worden, dat is duidelijk. De mogelijk
negatieve effecten die ze hebben op de gezondheid moeten tot een minimum worden beperkt.
Regelgeving mag echter innovatie niet verlammen en investeringen in en ontwikkeling van nuttige
nieuwe therapieén niet blokkeren.

Daarom is ook een dialoog met de eindgebruiker van die nieuwe technologieén - in dit geval
de patiént, de potentieel toekomstige patiént, de burger, kortom, u en ik dus - belangrijk.
Tweerichtingscommunicatie houdt in dat wetenschappers en artsen luisteren naar de bezorgdheden
en argumenten van die eindgebruikers. Niet alleen het wat, hoe en waarom moeten besproken
worden, maar vooral moeten we samen nadenken en overleggen over waar we naartoe willen.
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