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Abstract

B-Hamoglobinopathien wie Sichelzellandmie und -Thalassamie gehdren zu den weltweit
haufigsten monogen bedingten Erkrankungen. Sie flihren zu einer beeintrachtigten Funk-
tion der roten Blutkérperchen (Erythrozyten), was Anamie, Stérungen beim Sauerstoff-
transport und andere Symptome zur Folge hat. Die Genschere « CRISPR/Cas9» bietet
das Potenzial, diese Erkrankungen kurativ zu behandeln. Diese Arbeit beschaftigt sich
mit der Frage, welche Anwendungen der CRISPR/Cas9- Gentechnologie aktuell in der
wissenschaftlichen Forschung und medizinischen Praxis fur die Behandlung von Sichel-

zellanamie und B-Thalassamie untersucht werden.

Im praktischen Teil wurde die Effizienz von CRISPR/Cas9-vermittelten Knockouts mittels
eines Western Blots nachgewiesen. Dazu wurden in G3B1-Brustkrebszelllinien mit drei
unterschiedlichen sgRNAs Knockouts in dem Gen «Kif3a» erzeugt. Ziel des Protein-
Nachweises war die Bestatigung einer signifikanten Reduktion von Kif3a in mindestens
einer Zelllinie. Damit konnte die Methode CRISPR/Cas9 im Labor praktisch nachvoll-

gezogen werden.

Erste klinische Studien mit der CRISPR/Cas9-basierten Gentherapie «Exa-cel» zeigen
vielversprechende Ergebnisse. Mehr als 90 % der behandelten Patientinnen und
Patienten blieben frei von vasookklusiven Krisen oder erreichten eine Transfusionsun-
abhangigkeit. Die hohen Kosten stellen jedoch eine Hirde fir den Zugang zur Therapie in
ressourcenarmen Landern mit hoher Pravalenz der 3- Hdmoglobinopathien dar. Dies und
auch die Genschere CRISPR/Cas9 an sich wirft ethische Fragen bezlglich Gerechtigkeit

und Human Enhancement auf.
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1 Einleitung

Die weltweite Krankheitslast durch vererbte Hamoglobinerkrankungen nimmt zu
(OncehemakKey, 2017). Doch die revolutionare CRISPR/Cas-Technologie bietet von [3-
Hamoglobinopathien betroffenen Patientinnen und Patienten eine neue Perspektive.
CRISPR/Cas basiert auf einem bakteriellen Immunsystem, das manche Prokaryoten
nutzen, um sich gegen Viren zu verteidigen (Cathomen & Putcha, 2018, S. 179, 26).

Dieses System kann kiinstlich umgenutzt werden, um Erbkrankheiten zu behandeln.

CRISPR/Cas ist eine molekulare Genschere, die DNA prazise schneiden kann.
CRISPR/Cas9 besteht aus der Endonuklease Cas9 und einer Leit-RNA, die den Komplex
zur Zielsequenz im Erbgut fuhrt. Dort schneidet Cas9 die DNA an der gewtinschten Stelle
(Cathomen & Puchta, 2018, S. 14). Die Genschere hat das Potenzial, genetische
Erkrankungen wie Hamoglobinopathien zu behandeln oder sogar zu heilen, indem sie die
fur die Erbkrankheit verantwortlichen Gene bearbeitet (Cathomen & Puchta, 2018, S.
114).

Laut dem IMD Institut fir Medizinische Diagnostik Berlin-Potsdam (o. D.) sind
Hamoglobinopathien die haufigsten monogen bedingten Erkrankungen weltweit. Friher
waren sie ausschliesslich in Malariaendemiegebieten verbreitet (Kunz, 2023, S.4). Durch
Migration haben B-Hamoglobinopathien wie Sichelzellandmie und B-Thalassamie auch in
der Schweiz eine hohe Relevanz erhalten. Es gibt bereits erste Ansatze flr kurative
Therapien mittels CRISPR/Cas9 bei Sichelzellanamie und p-Thalassamie (Cathomen &

Puchta, 2018, S. 114), welche in dieser Arbeit untersucht werden.

In dieser Maturaarbeit werde ich folgende Fragestellung beantworten:
Welche Anwendungen der CRISPR/Cas9-Gentechnologie werden aktuell in der
wissenschaftlichen Forschung und der medizinischen Praxis fur die Behandlung von

Sichelzellandmie und B-Thalassamie untersucht?

In meiner Arbeit beleuchte ich unter anderem auch ethische Aspekte. Dabei konzentriere
ich mich darauf, wie die CRISPR/Cas9-Gentechnologie im Allgemeinen ethisch vertretbar
eingesetzt werden kann und wie der Zugang zu Gentherapien in armeren Landern mit

hoher Pravalenz der -Hamoglobinopathien aussieht.



2 Theorie

2.1 Genetische Grundlagen

Die Erbinformation eines Organismus ist auf der spiralférmigen, doppelstrangigen DNA in
den Zellkernen gespeichert. Einzelne Abschnitte der DNA, sogenannte Gene, enthalten
die Bauanleitungen fiir Proteine. Die Bauplane werden durch die Abfolge von vier Basen
definiert. Auf den zwei Strangen der DNA stehen sich jeweils zwei Basen gegentber: eine
Purinbase (Adenin = A oder Guanin = G) und eine Pyrimidinbase (Cytosin = C oder
Thymin = T) (SCNAT Wissen, o. D.; SimplyScience, 2013). Adenin (A) paart sich
komplementar mit Thymin (T) und Guanin (G) mit Cytosin (C) (SimplyScience, 2013). Die
Abfolge dieser Basen wird als DNA-Sequenz bezeichnet (SCNAT Wissen, o. D.). Je drei
aufeinanderfolgende Basen der DNA-Sequenz bilden ein Codon, welches fiir eine
bestimmte Aminosaure codiert. Aminosauren sind die Grundbausteine fur die Proteine
(SimplyScience, 2013).

Kommt es zu Fehlpaarungen der Basen, sogenannten Mutationen, wird eine falsche Base
in die DNA eingebaut, wodurch die DNA-Sequenz verandert wird. Das kann zur Folge
haben, dass bei der Proteinbildung eine andere Aminosaure eingebaut wird (ARD Alpha,
2019). Dadurch kénnen fehlerhafte Proteine entstehen, die Krankheiten auslésen
(SimplyScience, 2021).

Wenn Mutationen bereits in Ei- oder Spermienzellen der Eltern vorhanden sind (Erbkrank-
heit), kann jede Koérperzelle des Kindes die genetische Veranderung tragen. Durch solche
erblich bedingte Mutationen sind auch die B-Hamoglobinopathien Sichelzellanamie und 8-

Thalassamie entstanden.

2.2 CRISPR/Cas9
2.2.1 CRISPR/Cas9 als Immunabwehr gegen eindringende Viren

Die CRISPR/Cas9-Geneditierung macht sich das mikrobielle CRISPR/Cas-Abwehrsystem
zu Nutze. CRISPR steht fir «Clustered Regular Interspaced Short Palindromic Repeats»
(deutsch: gruppierte kurze palindromische Wiederholungen mit regelmassigen Abstan-
den). CRISPR bezeichnet bestimmte Sequenzen im Genom von manchen Prokaryoten
(90 % aller Archaeen und 30 % aller Bakterien (Cathomen & Putcha, 2018, S. 28)). Diese
Sequenzen erflllen die Funktion eines genomischen Archivs friherer Virusangriffe.
Gemeinsam mit Cas-Proteinen (CRISPR-assoziierten Proteinen) verwenden Bakterien

die CRISPR-Sequenzen, um Virenangriffe abzuwehren (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 1).



Bei einem Virusangriff in einem Bakterium erkennt ein Cas1-Cas2-Komplex die fremde
DNA und schneidet einen Teil heraus (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 2). Die virale DNA wird
dabei nicht zerstort (Wikipedia, 2025). Der Komplex fugt das DNA-Stuck als «Spacer»
zwischen die CRISPR-Sequenzen im Genom des Bakteriums ein. Die Spacer-Sequenz
wird in eine pra-crRNA (pra- CRISPR-RNA) transkribiert und bildet gemeinsam mit einem
Cas9-Protein (bakterielle Endonuklease (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 2)) einen CRISPR-
Cas9-Komplex. Dieser erkennt bei einer erneuten Infektion desselben Virus die fremde
Viren-DNA-Sequenz und schneidet sie, um eine vollstandige Infektion zu verhindern (Bio-
Rad Explorer, 0. D., S. 1).

Genauer erfolgt die Erkennung folgendermassen: Die pra-crRNA, welche nach der
Transkription des Spacers entsteht, wird zu einer sogenannten Guide-RNA (gRNA)
prozessiert. Diese leitet den Cas9-Komplex an die Stelle im Genom des Virus, an dem
sich die komplementare Sequenz der gRNA befindet. In dieser Zielsequenz schneidet

Cas9 und erzeugt einen Doppelstrangbruch (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 1 und 2).
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Abbildung 2: Das CRISPR/Cas-System zur Virenabwehr (Bio-Rad Explorer, 0. D.)
2.2.2 CRISPR/Cas9 zur Geneditierung

Die 20 Nukleotide lange Sequenz der Ziel-DNA, an der Cas9 schneidet, wird als Proto-
spacer bezeichnet und ist durch die Guide-RNA definiert. Bei der Anwendung des
CRISPR/Cas9-Systems zur Geneditierung wird eine gentechnisch hergestellte Form der
Guide-RNA verwendet, eine «single guide RNA» (sgRNA), die gemeinsam mit Cas9
einen Komplex bildet. Die sgRNA ist ca. 100 Nukleotide lang und besteht aus zwei

separaten Regionen (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 2).

Die Leitregion ist meist 20 Nukleotide lang und komplementar zur DNA-Zielsequenz

(Protospacer-Sequenz). Damit gibt die Leitregion vor, wo Cas9 schneidet. Die Leitregion
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Iasst sich fir wissenschaftliche Zwecke verandern und dadurch den Komplex an beliebige

Stellen in Genomen leiten (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 2).

Die tracrRNA (transaktivierende CRISPR-RNA), auch Gerustregion genannt, weist eine
starke Faltung auf («Haarnadelschleifen»), mit der sie sich fest in einer Vertiefung des
Cas9-Proteins bindet (CRISPR-Whisper, o. D.; Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 2).

Fir die Funktion von Cas9 ist zudem eine PAM-Sequenz nétig. PAM steht fir
«Protospacer Adjacent Motif». Das Vorhandensein und die Lage von PAM-Sequenzen
geben die Bereiche im Genom vor, die von CRISPR/Cas9 behandelt werden kénnen
(Helmholtz Institut fliir RNA-basierte Infektionsforschung, 0. D.). Die Endonuklease Cas9
erkennt die PAM-Sequenz 5-NGG (N steht fiir ein beliebiges Nukleotid (A, T, C oder G).
Bei der Bindung von Cas9 an die PAM-Sequenz werden die DNA-Strange der
benachbarten Sequenz getrennt, damit die Leitregion der sgRNA eine Basenpaarung mit
der Protospacer-Sequenz eingehen kann. Ist die Leitregion der sgRNA komplementar zu
der Protospacer-Sequenz (Sequenz stromaufwarts neben der PAM-Sequenz), erzeugt
Cas9 einen Doppelstrangbruch in der DNA drei Basenpaare stromaufwarts von der PAM-
Sequenz und |6st sich anschliessend wieder von der DNA. Ist die Sequenz nicht
komplementar, |6st sich der Komplex wieder und versucht sich an einer neuen PAM-
Sequenz an die DNA zu binden (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 2 und 3).

Cas9

Nukleasen Leitregion mit 20 Nukleotiden

Ziel-DNA LU L]

T 1T
L] lllD

111
Gerustregion —
Haarnadelschleifen

sgRNA

Protospacer-
Sequenz.

sgRNA

Abbildung 3: Cas9-sgRNA-Komplex (Bio-Rad Explorer, o. D.)

Durch den Doppelstrangbruch werden zelleigene Reparatursysteme aktiviert (Fachstelle
Gentechnik und Umwelt, o. D.). Es wird zwischen nicht-homologer Endverknupfung
(NHEJ) und homologer Endverknupfung (HDR) unterschieden (Bio-Rad Explorer, 0. D.,
S. 8). Bei der nicht-homologen Endverkntpfung werden die beiden Enden des Doppel-
strangbruchs durch Enzyme wieder verkniipft. Dabei kbnnen aber mehrere Basen, die
die Funktion oder Expression eines Gens behindern kénnen, zufallig eingefihrt (Inser-

tion) oder entfernt werden (Deletion).

Bei der homologen Endverknipfung reparieren bestimmte Proteine den Doppelstrang
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mithilfe einer Donor-DNA-Matrize (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 38).

«Dazu wird eine Donor-DNA-Matrize mit einer gewinschten Sequenz entworfen,
die auf beiden Seiten von <Homologiearmen: flankiert wird. Diese stimmen mit der
Sequenz stromaufwarts und stromabwarts des Schnitts Uberein. Bei der Reparatur

entsteht ein komplementarer DNA-Strang.» (Bio-Rad Explorer, 0. D., S. 8).

Durch die Reparaturmechanismen der Zelle konnen Gene durch NJEH inaktiviert oder
geldscht werden (indem man zwei sgRNAs braucht und die Sequenz dazwischen
ausgeschnitten wird) (CRISPR Therapeutics, o. D.). Dieses Verfahren wird als Knockout
bezeichnet (National Human Genome Research Institute, 2025). Gene kénnen aber auch

mittels HDR korrigiert oder sogar neu hinzugefiigt werden (CRISPR Therapeutics, 0. D.).

Wird nun ein solcher CRISPR/Cas9-Komplex in eine Zelle eingefiihrt, so kann das Genom
der Zelle an gezielten Sequenzen editiert werden. Dies bietet grosses therapeutisches

Potenzial und ermdglicht zum Beispiel eine Gentherapie fur f-Hamoglobinopathien.

Obwohl CRISPR/Cas9 eine sehr prazise Methode zur Geneditierung ist, kann die gRNA
in seltenen Fallen auch an Stellen binden, deren Sequenz der eigentlichen Zielsequenz
sehr dhnlich sind. Dadurch schneidet Cas9 an einer falschen Stelle, was zu

unerwinschten Mutationen fihren kann. Solche sogenannten Off-target-Effekte treten in

rund 3 % der mdglichen Off-target-Bereiche auf (transGen, 0. D.).

2.3 B-Hamoglobinopathien

«Die Versorgung mit Sauerstoff ist unser vitalstes Bedurfnis» (Markl Biologie, 2018,

S. 101). Hamoglobin (Hb) spielt eine entscheidende Rolle beim Transport von Sauerstoff
im Blutkreislauf. Hdmoglobin transportiert Sauerstoff (O2) aus den Lungen zu den
Geweben im ganzen Korper, wo es den Sauerstoff wieder abgibt. In den Zellen bindet
Hamoglobin Kohlendioxid (CO.), ein Abfallprodukt des Stoffwechsels, und transportiert

dieses in die Lungen zurlck (Mediq, 0. D.).

Hamoglobin ist ein tetramerisches Molekul und besteht aus vier Untereinheiten. Jede
Untereinheit besitzt eine Hamgruppe, in dessen Mite sich ein Eisen-lon (Fe?*) befindet,

das den Sauerstoff binden kann (Mediq, o. D.).

Das Hamoglobin liegt etwa ab dem 6. Lebensmonat als adultes Hamoglobin (HbA) vor
(Simon, 2025). Adultes Hamoglobin ist aus zwei a-Globin-Ketten und zwei p-Globin-
Ketten zusammengesetzt (Mediq, 0. D.). Vor dem dritten Lebensmonat liegt das
Hamoglobin als fetales Hamoglobin (HbF) vor, welches aus zwei y-Ketten und zwei B-
Globin-Ketten besteht. Das HbF wird in den Kapiteln 7.1.3, 7.2.5 und 9 relevant, da die
Induktion der fetalen Hamoglobinsynthese ein wichtiger therapeutischer Ansatz bei (3-

Hamoglobinopathien darstellt (Simon, 2025).
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«Transfusionsabhangige B-Thalassamie (TDT) und Sichelzellanamie (SCD) sind die
weltweit haufigsten monogenen Krankheiten mit einer jahrlichen Diagnose bei etwa 60.000
Patientinnen und Patienten mit TDT und 300.000 Patientinnen und Patienten mit SCD.»
(Frangoul et al., 2021, S. 252, eigene Ubersetzung) Beide Krankheiten haben funktionelle
Defizite des adulten Hamoglobins zur Folge und sind auf Punktmutationen im HBB-Gen
zurlckzufihren, welches fir die p-Globin-Kette codiert. Sowohl TDT als auch SCD sind
autosomal-rezessive Erkrankungen (Simon, 2025; Kunz, 2023, S. 12 und 54). Das heisst,
dass die Erkrankungen nur auftreten, wenn beide Allele des Gens (je eines von Mutter und
Vater) defekt sind.

Im Fall von SCD flihrt der Austausch einer Aminosaure zu einem veranderten Hamoglo-
bin, das im desoxygenierten Zustand polymerisiert, was zu sichelférmigen Erythrozyten
fuhrt und dadurch schmerzhafte Gefassverschlisse (Vasookklusionen) verursacht
(Frangoul et al., 2021, S. 252; Kunz, 2023, S. 12 und 23).

Bei TDT bewirken Mutationen im HBB-Gen eine vollstandige (B°-Mutationen) oder partiell
fehlende (3*-Mutationen) Expression von 3-Globin, was zu einer ineffektiven Erythropoese
fuhrt (Kunz, 2023, S. 54).



Laboranalyse

3 Einleitung der Laboranalyse
3.1 Hintergrund

Zur Uberpriifung der Effizienz von CRISPR/Cas9-vermittelten Knockouts, wie sie auch bei
Gentherapien von B-Hamoglobinopathien eingesetzt werden, wurde ein Western Blot
durchgefihrt. Ziel war der Nachweis einer signifikanten Reduktion des Proteins Kif3a in

drei Zelllinien nach Knockouts mit drei verschiedenen sgRNAs.

Im folgenden Western Blot wurden Brustkrebszelllinien (G3B1-Zelllinien) von Mausen, die
BRCA1-positiv sind, auf das Protein of Interest Kif3a untersucht. BRCA1-positiv bedeutet,
dass die Zelllinien ein funktionelles BRCA1-Gen besitzen, das an der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen beteiligt ist (Rubio, 0. D.). Das Gen «Kinesin Family Member 3a»
(Kif3a) befindet sich auf dem Chromosom 11 der Maus, etwa 32 cM vom Anfang entfernt,
in der Cytobande A5-B1 (Mouse Genome Informatics (0. D.)). In den letzten Jahren hat

Kif3a in der Krebsforschung an Bedeutung gewonnen.

In der Studie von Wang et al. (2020) wird die Uberexpression von Kif3a mit Tumor-
rezidiven (Ruckfall) und Lymphknotenmetastasen assoziiert. Forschungen wie diese
zeigen, dass Kif3a eine zentrale Rolle bei der Tumorentwicklung von Brustkrebs spielt
und dass ein Knockout von Kif3a ein potenzieller therapeutischer Ansatz zur Hemmung

des Tumorwachstums und zur Verbesserung der Chemosensitivitat sein konnte.

Mittels CRISPR/Cas9 wurden drei Zelllinien mit Knockouts erzeugt, jeweils mit einer von
drei unterschiedlichen sgRNAs: sgRNA1 mit Zielsequenz ccgtcagcgtggatgaaatg, sgRNA2
mit Zielsequenz tctttgcatatggacagact und sgRNA3 mit Zielsequenz

tgggtaaagatcagacccag.

Zur Positivkontrolle dienten eine Wildtype-Zelllinie (WT) und eine Non-Target-Zelllinie
(NT). Die WT-Zellen sind unbehandelt, wahrend die NT-Zellen mit Plasmiden behandelt
wurden, die Cas9 und eine nicht im Genom bindende sgRNA enthalten. Dadurch simuliert
die NT-Kontrolle die Belastung durch CRISPR/Cas9 auf die Zellen ohne Knockout. Somit
werden alle nicht-spezifischen Effekte von Plasmid und Cas9 aufgezeigt, wodurch die

Knockout-spezifischen Effekte klarer sichtbar werden.

Die Zellen wurden 24h inkubiert und danach selektioniert. Anschliessend wurde die

Effizienz der sgRNAs durch einen Western Blot Gberpriift.



3.2 Fragestellung und Hypothesen
Fragestellung: Sind in den G3B1-Brustkrebszelllinien die erwlinschten CRISPR/Cas9-

vermittelten Knockouts des Kif3a-Gens eingetreten?

Nullhypothese (Ho): Die CRISPR/Cas9 vermittelten Knockouts des Kif3a-Gens fiihren

nicht zu einer signifikanten Reduktion der Kif3a-Proteinmenge in G3B1-

Brustkrebstzelllinien.

Alternativhypothese (H1): Die CRISPR/Cas9 vermittelten Knockouts des Kif3a-Gens

fuhren in mindestens einer der G3B1-Brustkrebszelllinien zu einer signifikanten Reduktion

der Kif3a-Proteinmenge.

4 Material und Methoden

Die Untersuchung erfolgte im Western-Blot-Verfahren. Eine ausfuhrliche Beschreibung
der Methode findet sich im Anhang (Kapitel 12).

4.1 Lysat-Vorbereitung

Material: Zellenkulturen, Trypsin 0.05 %, Eppendorf-Pipette, 5 x 15 ml Falcon-Tubes, Zentrifuge, PBS, Eis,
100 pl RIPA-Puffer, 5 ul Phosphatase-Inhibitor, 20 ul Protease-Inhibitor, 10 x 1,5 ml Eppendorf Tubes,
Vortexermischer

Um die Proteinmenge zu bestimmen, wurden die Zellproteine aus den Zellkulturen
extrahiert. Die Zellen wurden trypsiniert, in 15 ml Falcon-Tubes pipettiert, zentrifugiert, mit
PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Anschliessend wurden die Zellpellets auf Eis mit
RIPA-Puffer und Inhibitoren versetzt, in 1,5 ml Gberfihrt und vortexiert. Zuletzt wurden die
Lysate zentrifugiert und der Uberstand wurde in neue, gekiihlte 1,5 ml Eppendorf-Tubes
uberfuhrt.

4.2 Proteinquantifizierung

Material: Zellpellets mit Lysaten, 96 Well-Platte (Flachboden), BSA, Eppendorf-Pipette, 50 yl DEPC-Wasser
(Diethylpyrocarbonat), Kupfer(ll)-Sulfat, Bicinchoninséure, Stepper, Bakterien-Inkubator, Plattenreader,
Microsoft Excel, Laemmli-6X-Puffer, Thermoblock, Tiefkihler

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den Lysaten wurde ein BCA-Assay
durchgefihrt. In einer 96-Well-Flachbodenplatte wurde eine Serienverdiinnung des
Standardproteins BSA mit bekannter Konzentration hergestellt. Die finf Lysate wurden
jeweils mit DEPC-Wasser verdiinnt, anschliessend wurden beide BCA-Komponenten in

alle Wells pipettiert und die Platte inkubiert. Im Plattenreader wurde die optische Dichte



jedes Wells beim Absorptionsmaximum des BCA-Komplexes gemessen und aus den
BSA-Standardwerten ein Standarddiagramm mit einer Trendlinie erstellt. Mit dem
Laemmli-6X-Puffer wurden die Lysate auf eine einheitliche Konzentration gebracht und
die Zellproteine denaturiert. Zur vollstandigen Denaturierung wurden die Proben im

Thermoblock erhitzt.

4.3 SDS-Page

Material: 2 Glasplatten (1,5 mm), Klemmen, gepolsterter Stander, Wasser, Filterpapier, 2 x 50 ml Falcon-
Tube, Abzug, Running-Gel (2811 ul 30 % Acrylamide/Bis-acrylamide, 4 x 2811 pl Tris-CI/SDS pH 8,8, 5625 ul
H20, 75 pl 10 % Ammoniumpersulfat (APS), 15 yl TEMED), Eppendorf-Pipette, Isopropanol, Stacking-Gel
(487,5 pl 30 % Acrylamide/Bis-acrylamide, 937,5 pl 4x Tris-Cl/SDS ph 6,8, 2287,5 pyl H20, 37,5 ul 10 %
Ammoniumpersulfat (APS), 7,5 yl TEMED), Kamm, Elektrophoresekammer, Running-Puffer, 5 pl
Proteinmarker (PM2600), 37,5 ul Lysat von NT, 37,5 pl Lysat von WT, 37,5 pl Lysat von sgRNA1, 37,5 pl
Lysat von sgRNA2, 37,5 ul Lysat von sgRNAS3, Kabel, Stromquelle

Bei der SDS-Page wurden die denaturierten, negativ geladenen Proteine nach ihrer
MoleklImasse aufgetrennt. Unter elektrischer Spannung wandern die Proteine durch das
Polyacrylamidgel zum positiven Pol. In eine Gelkassette wurde das Running-Gel
gegossen und zur Glattung der Oberflache mit Isopropanol lberschichtet. Anschliessend
wurde das Stacking-Gel auf das Running-Gel pipettiert und ein Kamm eingeftihrt. Die
SDS-Gelkassette wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt und der Kamm entfernt.
In die erste Tasche wurde der Proteinmarker PM2600, in die nachsten funf die Lysate
(NT, WT, sgRNA1, sgRNA2, sgRNA3) pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V

und wurde beendet, sobald die Bromphenolblaulinie aus dem Gel austrat.

4.4 Wet Transfer

Material: 2 kleine Boxen, 1 gréssere Box, 1 grosse Wanne, 1 Pinzette, 1 kleines Réhrchen, 1 Schutzmappe, 2
Fasermatten, 2 Filterpapiere, 1 PVDF-Membran (0,45 ym), Transferpuffer (WTB), Methanol, Abzug, Schaber,
Transferkassette, Transferbehalter, Eispacks, Kabel, Stromquelle

Durch den Wet Transfer werden die im Polyacrylamid-Gel getrennten Proteine auf eine
PVDF-Membran Ubertragen. Unter elektrischer Spannung wandern die Proteine aus dem
Gel auf die Membran. Transferpuffer wurde in die Behalter geflillt und die PVDF-Membran
wurde in Methanol aktiviert. Anschliessend wurde das SAS (Sandwich Assembly Station)
aufgebaut, in dessen Mitte sich die PVDF-Membran und das Gel befinden. Das SAS
wurde in den Transferbehalter eingesetzt. Der Transferbehalter wurde mit Eispacks und
WTB geflllt. Eine Spannung von 100 V wurde angelegt. Nach 1 h wurde die Stromquelle

ausgeschaltet und das SAS auseinandergebaut.



4.5 Blocking

Material: 2,5 g BSA, 50 ml TBS-T, 50 ml Falcon-Tube, Eppendorf-Pipette, flacher Behalter, PVYDF-Membran,
TBS-T (noch mehr)

Nach dem Transfer weist die PVDF-Membran freie Stellen auf, an die sich Proteine oder
Antikoérper unspezifisch binden kénnten. Beim Blocking werden diese Stellen durch das
Protein BSA besetzt. Eine Blocking-Lésung (5 % BSA in TBS-T) wurde hergestellt. Damit

wurde die PVDF-Membran bedeckt, inkubiert und anschliessend in TBS-T gewaschen.

4.6 AntikOrper-Inkubation

Material: Kif3a-Primarantikorper (D7G3 von Cell Signaling), Vinculin-Primarantikorper (1390S von Cell
Signaling), Blocking-Lésung, PVDF-Membran, Schere, Behalter mit Fachereinteilung, Stift, Eppendorf-Pipette,
Stepper, Shaker, Kiihlschrank, TBS-T, Anti-Rabbit-Sekundarantikdrper (7074S von Cell Signaling)

Das Protein of Interest Kif3a und das Loading-Control-Protein Vinculin wurden mit Antikor-
pern markiert, die bei der ECL-Entwicklung sichtbar gemacht werden konnten. Die
Primarantikorper binden spezifisch an die Zielproteine, wahrend die Sekundarantikorper,
an die ein Enzym gekoppelt ist, an die Fc-Region der Primarantikérper binden. Dieses
Enzym wird spater fur die ECL-Entwicklung genutzt. Flr die beiden Primarantikdrper-
I6sungen wurden die Primarantikdrper gegen die Proteine Kif3a (D7G3 von Cell
Signaling) und Vinculin (1390S von Cell Signaling) jeweils mit 1:1000 mit der Blocking-
Losung verdunnt. Die PVDF-Membran wurde ca. bei 100 kDA geschnitten, um die
Proteine Kif3a und Vinculin separat zu detektieren. Die beiden Teile der Membran wurden
Uber Nacht mit den entsprechenden Primarantikdrperlésungen inkubiert. Die Antikdrper-
I6sungen wurden wieder entfernt und die Membrane wurden in TBS-T gewaschen. Eine
Sekundarantikorperlésung wurde hergestellt. Dabei wurde ein Anti- Rabbit-Sekundaranti-
korper (7074S von Cell Signaling) 1:2500 mit der Blocking-L&sung verdinnt. Die

Membrane wurden erneut inkubiert und wieder in TBS-T gewaschen.

4.7 ECL-Entwicklung

Material: Peroxid, Luminol, destilliertes Wasser, Fusion FX7 Imaging System, Plastikfolie, Eppendorf-Pipette,
Filterpapier

Bei der ECL-Entwicklung werden die Signale der Antikorper sichtbar gemacht und damit
die detektierten Proteine nachgewiesen. Die Methode basiert auf einer Chemilumines-
zenzreaktion. Die ECL-L6sung wurde im Dunkeln hergestellt. Die Membrane wurden

damit inkubiert. Zuletzt nahm das Imaging-Geréat ein Bild mit und eines ohne Marker auf.
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5 Resultate

Abbildung 4 zeigt, dass kein Signal fur Kif3a (75—120 kDA) bei den Zellen mit den
sgRNAs vorhanden ist. Die drei Proben mit unterschiedlichen sgRNAs zeigen keine
Unterschiede in der Signalstarke. Das Vinculin (ca. ab 120 kDA) zeigt ein ahnlich starkes
Signal in allen Proben. Bei den kleineren Proteinen (ca. 60 kDA) erscheint eine
unerwartete Bande, die in den Knockout-Proben (sgRNA1-3) starker ist als bei den
Positivkontrollen (NT, WT).
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Abbildung 4: Western Blot von Kif3a in NT-Zellen, WT-
Zellen und Zellen mit sgRNAs, Vinculin als Loading
Control (DBMR, 2025)

6 Diskussion der Laboranalyse

Die Resultate bestatigen die Alternativhypothese (H+). Kif3a zeigt in den Knockout-Zellen
(sgRNA1-3) im Vergleich zu den Positivkontrollen (NT, WT) eine tiefere Expression von
Kif3a. Die gleichmassige Proteinladung (Loading Control) beweist, dass Unterschiede in
der Signalstarke nicht durch unterschiedliche Probenmengen verursacht sind, sondern auf
die gezielten Knockouts zurtckzufuhren sind. Die drei sgRNAs wirken dabei gleich

effizient.

Studien wie Wang et al. (2020) zeigen, dass Knockouts von Kif3a mittels CRISPR/Cas9
erfolgreich sind und die verminderte Expression von Kif3a durch einen Western Blot

nachweisbar ist.

Da die Membran geschnitten wurde, um Vinculin und Kif3a einzeln nachzuweisen,
kénnten minimale Unterschiede beziglich der Inkubationsbedingungen zu Unterschieden
in der Signalintensitat gefuhrt haben. Dies liesse sich vermeiden, indem die Membrane

ungeschnitten in Fluoreszenz-Inkubationsbeuteln inkubiert werden.

Die unterste Bande konnte ein Protein darstellen, das in Knockout-Zellen die Funktion von
Kif3a teilweise ibernimmt und so die starkere Expression in den Knockout-Zellen erklart.
Diese Hypothese kdnnte durch weitere Experimente Uberprift werden und das

verantwortliche Protein mittels Massenspektrometrie identifiziert werden.
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CRISPR/Cas9 in der Behandlung von
B-Hamoglobinopathien

7/ B-Hamoglobinopathien
7.1 Sichelzellanamie

7.1.1 Grundlagen

Genetik
Bei der Sichelzellanamie fuhrt eine Punktmutation auf dem kurzen Arm des Chromosoms
11 in HBB dazu, dass die hydrophile Aminosaure Glutaminsaure an der Position 6 der (3-
Globin-Kette durch hydrophobe Aminosaure Valin ersetzt wird (Kunz, 2023, S. 12).
Zu einer funktionellen Stérung des Hamoglobins kommt es,
e wenn die Sichelzellmutation entweder homozygot vererbt wurde (SCD-S/S),
e wenn es sich um eine gemischte Heterozygotie fir die Sichelzellmutation handelt
(in Kombination mit einer anderen 3-Hamoglobinopathie auf dem anderen Allel mit
keiner oder stark verminderter Expression),
o oder wenn das zweite Allel fur ein B-Globin codiert, welches die Polymerisierung
des HbS nicht stort (z. B. Hdmoglobin C) (Kunz, 2023, S. 13).

Der weltweit haufigste Genotyp ist SCD-S/S, welcher zu schwerer SCD flhrt. Die SCD-
S/B-Thal. kann im Falle von S/B*-Thal. zu einem milderen Verlauf fihren (Kunz, 2023, S.
13). Bei ca. 20 % aller SCD-Falle weltweit liegt SCD-S/C vor, bei dem es sich im
Vergleich zur homozygoten Sichelzellandmie um eine moderate Anamie handelt (Kunz,
2023, S. 13). Betroffene haben sowohl das Sichelzell-Gen als auch ein HbC-Gen geerbt.
Bei HbC wird die Aminosaure Glutamat an der Position 6 der 3-Globin-Kette durch Lysin
ersetzt (Karna, Jha & Al Zaabi, 2023).

«Die isolierte Heterozygotie der Sichelzellmutation hat keinen Krankheitswert.» (Kunz,
2023, S. 13)

Pathophysiologie

Durch den Austausch der Glutaminsaure durch Valin resultiert ein Hamoglobin, das nach
Abgabe von Sauerstoff zur Bildung von Polymeren neigt. Bei der Desoxygenierung geht
das Hamoglobin aus der entspannten, mit Sauerstoff beladenen R-Konfirmation in die
gespannte T-Konfirmation Gber. Dabei werden die nach aussen gerichteten hydrophoben
Valin-Reste freigelegt, die mit Aminosauren auf der Oberflache anderer HbS-Molekdile in

hydrophobe Wechselwirkung treten. Durch die Polymerbildung entstehen Fibrillen, die
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den Erythrozyten ihr sichelférmiges Aussehen verleihen. Eine Depolymerisation der
Fibrillen ist durch eine erneute Sauerstoffaufnahme maéglich, wobei HbS wieder in die R-
Konfirmation zurlckspringt (Kunz, 2023, S. 14). Die verformten Erythrozyten von SCD-
Betroffenen haben mit einer Uberlebenszeit von 10 Tagen eine ums Zehnfache
verminderte Uberlebenszeit im Vergleich zu gesunden Erythrozyten. Dieser Prozess des

Absterbens wird als Hamolyse bezeichnet (Kunz, 2023, S. 15).

Epidemiologie

«Trotz der schwerwiegenden Folgen fur homozygot Betroffene hat sich die HbS-Mutation
uber mehrere Jahrtausende durchgesetzt und verbreitet.» (Kunz, 2023, S. 13). Grund
dafur ist laut Kunz (2023, S. 13) der Selektionsvorteil fur HbS-Merkmalstragerinnen und
-trager unter Bedingungen hohen Malariadrucks. Dies fihrt zu einer Pravalenz der
Sichelzellanamie in Malariagebieten. SCD ftritt deshalb gehauft bei Menschen mit
Ursprung im subsaharischen Afrika, im Nahen und Mittleren Osten und Indien auf. Der
Sklavenhandel in der Vergangenheit und die Migration fuhrten jedoch zu einer weltweiten

Verteilung der Krankheit auch in Malaria-freie Regionen (Kunz, 2023, S. 17).

Diagnose
Eine verbreitete diagnostische Methode zum Nachweis von Sichelzellanamie ist die Hoch-

leistungs-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC), eine Methode zur Trennung von Hb-
Varianten. Die Diagnose einer Sichelzellanamie kann gestellt werden, wenn in der aufbe-
reiteten Blutprobe der HbS-Anteil am Gesamthamoglobin Uber 50 % liegt. Weiter gibt es
molekulargenetische Test zum Nachweis der HbS-Mutation (Kunz, 2023, S. 19).

Die ersten Krankheitssymptome kénnen ca. ab dem vierten Lebensmonat auftreten, da in
den ersten Lebensmonaten das fetale Hamoglobin dominiert, welches die Sichelbildung
der Erythrozyten verhindert (Kunz, 2023, S. 22). «Ein Neugeborenenscreening in Popula-
tionen, in denen die Sichelzellanamie endemisch ist, ist sinnvoll, weil eine prasympto-
matische Diagnose friher Interventionen erdffnet.» (Kunz, 2023, S. 21) Dementsprechend
sollte bis zum dritten Lebensmonat ein solches Neugeborenenscreening durchgefihrt
werden. Weiter gibt es auch Modelle des Pramaritalscreenings (Kunz, 2023, S. 21).
Menschen, die aus Hochpravalenzregionen kommen (zum Beispiel Flichtlinge), sollten
auch nach dem Neugeborenenalter gescreent werden. Vor allem Patientinnen und
Patienten mit unerklarten Schmerzepisoden, Hdmolysen oder Nierenfunktionsstérungen

im Kindesalter sollten auf Sichelzellanadmie gescreent werden (Kunz, 2023, S. 21).
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7.1.2 Symptome

Schmerzen

Die haufigsten Symptome der Sichelzellanamie sind wiederkehrende, oft starke
Schmerzen (akute Schmerzkrisen, chronische Schmerzen und neuropathische
Schmerzen) und chronische hamolytische Anéamie (Kunz, 2023, S. 23).

Bei Sauerstoffmangel polymerisiert HbS und Sichelzellen entstehen. Die deformierten
Sichelzellen verstopfen kleinste Gefasse (mikrovaskulare Okklusion) (Fischer, 2022).
Dieser Verschluss hat eine verminderte Durchblutung des Gewebes (Sauerstoffmangel =
Ischamie) zur Folge. Bleibt die Ischamie bestehen, stirbt das Gewebe ab (Infarkt) (Sinn,

2024; Wolter, 2024). Als vasookklusive Krise bezeichnet man die klinische Manifestation

mit starken Schmerzen und Organstérungen (Fischer, 2022).

Abbildung 5: Mikrovaskulére Okklusion (Adobe
Stock, 0.D.)

Akute Schmerzkrisen variieren in der Haufigkeit und der Schwere stark, die Schmerzen
kénnen uberall am Koérper auftreten und wenige Stunden bis zwei Wochen dauern
(Antwerpes et al., 2025).

Vasookklusive Krisen kénnen durch Infektionen, Hypoxie (Verminderung des Sauerstoff-
partialdrucks (van den Héfel et al., 0.D.), Dehydration, Azidose (Uberséuerung des Blutes
beeintrachtigt die Sauerstoffaufnahme des Hamoglobins (van den Héfel et al., 0.D.),
medikamenteninduzierte Hdmolyse oder durch grosse kdrperliche Anstrengung
beglnstigt werden (Antwerpes et al., 2025).

Laut Kunz spricht man bei einer Sichelzellanamie dann von chronischen Schmerzen,
wenn Uber einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten an mehr als der Halfte aller
Tage eine uni- oder multilokale Schmerzsymptomatik auftritt (2023, S. 24). Als Folge einer
Schadigung des somatosensorischen Systems kdnnen auch neuropathische Schmerzen
auftauchen. Diese Art von Schmerzen werden als kribbelnd, elektrisierend, stechend und
plétzlich einschiessend beschrieben (Kunz, 2023, S. 24).

Anamie

Der schnellere Abbau der Erythrozyten fihrt zu einer chronischen hamolytischen Anamie

(Blutarmut), dessen Schwere vom Genotyp abhangig ist. Viele Patientinnen und Patienten

sind auch bei einem Hamoglobingehalt von < 7 g/dl in ihrem Alltag nicht schwer
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beeintrachtigt. Bei schwerwiegender Anamie sollten jedoch allfallige weitere Ursachen wie

z. B. Eisenmangel ermittelt und gegebenenfalls behandelt werden (Kunz, 2023, S. 25).

Organe
Die Sichelzellanamie kann viele Organe schadigen. Die jedoch am haufigsten betroffenen

sind Milz, Knochen und Lunge.

Zum Beispiel verbleiben bei einer akuten Milzsequestration in gewissen Fallen so viele
Erythrozyten als Sichelzellen, dass die Milz durch das viele Blut anschwillt und eine
lebensbedrohliche Blutarmut eintritt (Kunz, 2023 S. 27). Durch wiederholte, kleine Infarkte
verliert die Milz bei vielen von SCD betroffenen Kindern ihre Funktion (Autosplenektomie
(Kunz, 2023, S. 27)). Da die Milz zum korpereigenen Abwehrsystem gehort, erhdht sich
mit einer funktionsunfahigen Milz das Risiko fir bestimmte, teilweise lebensbedrohliche
Infektionen (Riabowol, 2024).

Besonders haufig ist das Knochenmark von durch Sichelzellen verursachten
Gefassverschlissen betroffen. Bei Kleinkindern kommt es vermehrt zu Schmerzen,
Roétungen und Schwellungen der Hande und Fusse. Die durch wiederholte akute
Infarzierung ausgeldsten vasookklusiven Krisen treten am haufigsten bei Huft- und
Schultergelenken auf und kdnnen langfristig zur avaskularen Knochennekrose fiihren
(Kunz, 2023, S. 28; Riabowol, 2024). Als avaskulare Knochennekrose (AVN) bezeichnet
man das Absterben eines Knochensegments, das durch eine Durchblutungsstorung
verursacht wird (Ethianum Klinik Heidelberg, o. D.).

Wenn Sichelzellen Blutgefasse in der Lunge verstopfen, kann es zum akuten
Thoraxsyndrom kommen, welches oft in Verbindung mit einer Schmerzkrise auftritt
(Riabowol, 2024). Das akute Thoraxsyndrom tragt erheblich zur Mortalitat im Kindes- und
Erwachsenenalter bei (Kunz, 2023, S. 28).

Schlaganfalle
Auch zerebrovaskulare Komplikationen tragen erheblich zur Mortalitat von Patientinnen

und Patienten mit Sichelzellanamie bei (Kunz, 2023, S. 28). Bei der Sichelzellanamie
kann es auch zu Verengungen oder Verschlissen von Blutgefassen im Gehirn kommen,
was einen Schlaganfall zur Folge hat (Riabowol, 2014). Kunz unterscheidet zwischen
zwei verschiedenen Arten von Schlaganfall, abhangig vom Alter der Betroffenen: «Im
Kindes- und Jugendalter dominieren ischamische Infarkte, im dritten Lebensjahrzehnt
eher hamorrhagische Infarkte. Bei alteren Patienten nehmen ischamische Infarkte wieder
zu» (2023, S. 28). Beim ischamischen Schlaganfall handelt es sich um eine
Minderdurchblutung des Gehirns, wahrend der hamorrhagische Infarkt eine Hirnblutung

bezeichnet (Universitatsspital Zirich, o. D.).
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Verlauf
Der Verlauf der Sichelzellanamie ist stark von prophylaktischen und therapeutischen
Massnahmen abhangig. Folgende Faktoren haben dazu beigetragen, die Morbiditat
(Krankheitshaufigkeit (Lecturio, 2023)) und die Mortalitat von Patientinnen und Patienten
mit Sichelzellandmie zu reduzieren (Kunz, 2023, S. 31):

e Elternschulungen zur Friherkennung der Milzsequestration,

o die Einfihrung einer Penicillinprophylaxe ab dem Sauglingsalter und die Impfung

gegen bekapselte Erreger zur Risikoverminderung einer Infektion,
e das Neugeborenenscreening fiir eine friihzeitige Diagnose
e und die regelmassige transkranielle Dopplersonographie (TCDS) der zerebralen

Gefasse zur Friherkennung und Vermeidung von Schlaganfallen.

Im Kleinkindesalter dominieren Schmerzen durch Knochenmarkinfarkte, die kleine
Knochen betreffen (Hand-Fuss-Syndrom). Im Kindesalter treten vermehrt akute
ischamische neurologische Komplikationen auf und auch haufig Schmerzen in den langen
Roéhrenknochen und im Achsenskelett, die vor allem im Jugendalter zu avaskularen
Nekrosen des Huftkopfes fuhren kdnnen. Von Schmerzkrisen und vom Thoraxsyndrom
sind alle Altersgruppen betroffen, wahrend chronische Organschaden bei Herz und Niere
hauptsachlich bei Erwachsenen auftreten (Kunz, 2023, S. 31).

In Entwicklungslandern, so auch in vielen afrikanischen Landern, versterben zwischen

50 % und 90 % der Kinder mit Sichelzellkrankheit ohne Behandlung bis zum funften
Lebensjahr. Dabei stellen im Kindesalter infektidse Komplikationen (haufig Malaria) die
Haupttodesursache dar, im Jugendalter das akute Thoraxsyndrom und im
Erwachsenenalter chronische Organschaden wie die Niereninsuffizienz (Kunz, 2023,

S. 31).

In Industrieldndern mit guter medizinischer Versorgung ist die Uberlebensrate von Kindern
mit Sichelzellanamie mit der von gesunden Kindern vergleichbar. Durch alle oben
genannten Massnahmen hat sich zwar die Lebensqualitat und die Mortalitat der
erwachsenen Patientinnen und Patienten mit Sichelzellandmie erheblich verbessert, aber
die Lebenserwartung von Betroffenen liegt trotzdem ca. 20-30 Jahre unter der

Lebenserwartung der Allgemeinbevélkerung (Kunz, 2023, S. 32).

7.1.3 Therapie

Viele Komplikationen kénnen durch einfache Massnahmen wie das
Neugeborenenscreening, die Vorbeugung infektidser Komplikationen und die

Elternschulung zur Friherkennung einer Milzsequestration vermieden werden (Kunz,
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2023, S. 31). Ausserdem sollten Trigger flir Schmerzkrisen vermieden werden

(Unterkihlung, Dehydrierung, Aufenthalt in grosser Hohe etc.) (Fischer, 2022).

Schmerztherapie

Vasookklusive Krisen kdnnen jedoch trotz den oben genannten Basismassnahmen
auftreten und werden von starken Schmerzen begleitet. Akute Schmerzen kénnen
zuhause mit entsprechender Starke von Opioiden (Schmerzmitteln) behandelt werden.
Patienten mit starken Schmerzen benétigen jedoch meist eine parenterale Opioidtherapie
im Krankenhaus (Kunz, 2023, S. 35), bei der starke Schmerzmittel intravends verabreicht
werden (Medizinisches Versorgungszentrum fur Orthopadie, Neurochirurgie und
Physikalische-Rehabilitative Medizin Stdpfalz, o. D.).

Bei der Therapie von chronischen Schmerzen werden meist retardierte Opioide eingesetzt
(Kunz, 2023, S. 35). Dabei fuhrt der langsamere Anstieg bei einer regelmassigen

Einnahme zu einem gleichmassigen Opioidspiegel (Helios Gesundheit, 2023).

Medikamente

Schmerzen kénnen auch mit dem Medikament «Hydroxyurea» behandelt werden. Denn
Schmerzkrisen entstehen aufgrund von Vasookklusionen, welche wiederum auf die
Polymerisation von HbS zurlickzuflihren sind (Kunz, 2023, S. 36). Hydroxyurea greift in
die Pathophysiologie der Sichelzellanamie ein: Es steigert den Anteil des fetalen
Hamoglobins (HbF) und verlangsamt so die Polymerisierung des Sichelzellhdmoglobins.
Damit kann eine Reduktion vasookklusiver Krisen um etwa die Halfte erreicht werden
(Kunz, 2023, S. 43). Wie die Induktion des HbF auf molekularer Ebene genau funktioniert,
ist laut Dr. med. Matthias Pollak (persdnliche Mitteilung, 16. Juli 2025), Facharzt
Hamatologie im Lindenhofspital Bern, unklar.

Um die Bildung neuer Erythrozyten zu beschleunigen, wird zusatzlich das Vitamin
Folsaure verabreicht (Gerber, 2025). Bei SCD brauchen Patientinnen und Patienten
Folsaure, weil das Knochenmark durch die starke Hamolyse viele neue Erythrozyten
bildet. Dafur bendtigt es mehr Folsaure zur DNA-Synthese (PharmaWiki, 2024).

Transfusionstherapie

Langfristige Transfusionsprogramme stellen ebenfalls eine Behandlungsoption dar. Die
Transfusion von Erythrozyten dient dazu, dem Blut gesundes HbA zuzufiihren. Dadurch
wird der Anteil an Sichelzellen reduziert und die Blutversorgung verbessert.
Verstopfungen in Blutgefassen werden verhindert (Feichter, 2025). Transfusionen dienen
der Behandlung von akuten Schmerzen und werden als langfristiges Therapiekonzept zur
Prophylaxe von Schlaganfallen eingesetzt (Kunz, 2023, S. 41).

Als Akuttherapie helfen Transfusionen, das Hamoglobin-Level ausreichend aufrecht-

zuerhalten und eine akute Kreislaufstérung zu verhindern (Kunz, 2023, S. 41).
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Bei Patientinnen und Patienten mit Sichelzellandmie finden als Folge der chronischen
Hamolyse in den Wanden grosser Arterien Umbauprozesse statt, die dazu fihren, dass
auch grosse Gefasse verstopfen kdnnen. Das damit verbundene erhdhte Schlaganfall-
Risiko kann durch regelmassige Transfusionen minimiert werden. (Kunz, 2023, S. 41).
Kunz betont, dass Transfusionsprogramme durch die eingeschrankte Auswahl von
geeigneten Blutkonserven beschrankt sind und aufgrund von zahlreichen infektiosen und
nicht-infektiésen Risiken nur aufgrund einer harten Indikation durchgeflihrt werden sollen
(2023, S. 36, 40).

Bei den Transfusionsprogrammen wird zwischen On-Top-Transfusionen sowie manuellen
und maschinellen Blutaustauschtransfusionen unterschieden, die einmal im Monat
durchgefiihrt werden (Kunz, 2023, S. 42).

Ziel von On-Top-Transfusionen oder «Einfach-Transfusionen» ist der Anstieg des
Hamoglobinwerts. On-Top-Transfusionen werden vor allem bei einer kritischen Anamie
eingesetzt. Es muss beachtet werden, dass das Blut durch eine On-Top-Transfusion
zahflissiger wird und dass bei Hdmoglobinwerten Gber 11 g/dl die Sauerstoffversorgung
wieder schlechter wird. Auch bergen On-Top-Transfusionen ein erhéhtes Risiko der
Eisenuberladung (Kunz, 2023, S. 42).

Bei manuellen oder maschinellen Austauschtransfusionen wird gleichzeitig eigenes Blut
entfernt und Spenderblut dem Kreislauf zugegeben. Dadurch sinkt der HbS-Anteil starker,
ohne dass dabei die Gesamtblutmenge stark ansteigt. Die manuelle Austauschtransfusion
bendtigt viel Ubung und ist risikobehaftet, wahrend die maschinelle Austauschtransfusion
zwar die sicherste Methode darstellt, jedoch nicht iberall und jederzeit verfligbar ist
(Kunz, 2023, S. 42).

7.2 B-Thalassamie
7.2.1 Grundlagen

Genetik

Der B-Thalassamie liegt eine erbliche Stérung der Synthese von B-Globin-Ketten
zugrunde. Diese Storung entsteht aufgrund einer Punktmutation, welche die Expression
des B- Globins mehr oder weniger vollstandig verhindert (Kunz, 2023, S. 54). Auf dem
Globin Gene Server sind ungefahr 300 verschiedene Thalassadmiemutationen im (3-
Globin-Gen gelistet. Die Mutationen flihren entweder zu einem kompletten (B°-
Mutationen) oder partiellen (B*-Mutationen) Verlust der Genexpression, wobei beim
partiellen Verlust die Restfunktion zwischen 1 und 40 % liegt (Kunz, 2023, S. 54).
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Hamatologinnen und Hamatologen unterscheiden drei Krankheitsformen: die (-
Thalassaemia maior, die B-Thalassaemia intermedia und die B-Thalassaemia minor
(Kunz, 2023, S. 55). Die transfusionsabhangige Thalassamie (TDT) betrifft Patientinnen
und Patienten, die an B-Thalassaemia maior leiden, aber auch die B-Thalassaemia
intermedia kann in eine TDT Ubergehen. Der p-Thalassaemia maior und der -
Thalassaemia intermedia liegt nach Kunz eine Mutation auf beiden Allelen des B-Globin-
Gens zugrunde (B%/B°, BY/B*, B*/B*) (2023, S. 55). Heterozygote Patientinnen und
Patienten, die eine gesundes Allel und ein mutiertes Allel kombinieren, sind
asymptomatische Trager. Diese Form wird als B-Thalassaemia minor bezeichnet (Kunz,
2023, S. 55).

Pathophysiologie

Die wichtigsten Krankheitsmechanismen der 3-Thalassamie beruhen auf der
sogenannten ineffektiven Erythropoese. Baum (o. D.) definiert den Begriff wie folgt:
«Die ineffektive Erythropoese beschreibt Zustéande, bei denen die Zellreifung im
Proliferations- und Reifungskompartiment der Erythropoese gestért ist. Wahrend
der Proliferations- und Reifungsphase geht ein Grossteil der Erythroblasten wieder
zugrunde mit dem Ergebnis einer ungentigenden Anzahl an reifen Erythrozyten.»
Dabei fuhrt die quantitative Stérung der Synthese der B-Globin-Ketten zu einem
Uberschuss an a-Globin-Ketten, die aufgrund des Mangels an B-Globin-Ketten als
Bindungspartner frei bleiben und bereits in erythroiden Vorstufen (Vorlauferzellen) im
Knochenmark und auch spater als reife Erythrozyten denaturieren. Das friihzeitige
Absterben der roten Blutkorperchen fiihrt dazu, dass trotz aktiver Erythropoese (Bildung
von roten Blutkérperchen (Gerber, 2025) keine oder sehr wenige reife Blutkérperchen in
die Blutbahn gelangen, was eine Anamie zur Folge hat. Mit der Anamie geht eine
Gewebehypoxie (Sauerstoffmangel im Kérpergewebe (Physioklin, o. D.)) einher, die
wiederum die Bildung von reifen Blutkdrperchen (Erythropoese) ankurbelt. Die gesteigerte
Blutbildung wird auf alle verfigbaren Markrdume, Leber und Milz ausgeweitet. Daraus
resultiert (v. a. in Kombination mit regelmassigen Transfusionen) eine Eiseniberladung
des Korpers (Siderose) (siehe Kapitel 7.2.3) (Kunz, 2023, S. 55).

Epidemiologie

Nach Kunz sind 1 bis 5 % der Weltbevoélkerung Trager einer B-Thalassamie-Variante
(2023, S. 57). Ausserdem sollen jedes Jahr weltweit etwa 40.000 Kinder mit einer
behandlungsbedirftigen B-Thalassamie geboren werden. Die meisten davon leben in
Malariagebieten. Wie auch bei der Sichelzellanamie stellt eine heterozygote Form einen
Uberlebensvorteil bei Malaria dar, was die Pravalenz im Mittelmeerraum, in Afrika, im

Nahen und Mittleren Osten und in Indien erklart. In diesen Regionen sind zwischen 1 und
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20 % der Bevdlkerung Trager von B-Thalassamie (heterozygote Merkmalstrager). Einen

besonderen Risikofaktor, der in manchen Regionen verbreitet ist, stellen Ehen zwischen

Blutsverwandten dar. Sie flhren selbst bei moderater Allelfrequenz in einer Population zu
zahlreichen homozygoten Individuen. Durch Migration hat die B-Thalassamie auch in

Mitteleuropa zunehmend an Bedeutung gewonnen (Kunz, 2023, S. 57).

Diagnose
Bei familiarer Vorbelastung oder klinischen Symptomen wie Blasse, Gelbsucht,

Vergrosserung von Leber und Milz oder Skelettdeformationen sollte eine Diagnose
gestellt werden (Kunz, 2023, S. 57). Der Verdacht kann mittels einer Hamoglobinanalyse
durch Elektrophorese oder durch Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (HPLC)
bestatigt werden (Cario et al., 2025). Wenn das HbA stark reduziert ist oder ganz fehlt,
wahrend das HbF Gberwiegt, handelt es sich um B-Thalassaemia maior oder [3-
Thalassaemia intermedia. Zwischen maior und intermedia wird anhand der Transfusions-
bedurftigkeit respektive anhand des HbF-Niveaus unterschieden. Bei der biochemisch
gestellten Diagnose von B-Thalassaemia maior und intermedia wird zuséatzlich eine
molekulargenetische Untersuchung (DNA-Sequenzierung des B-Globin-Gens) empfohlen
(Kunz, 2023, S. 59). Die Etablierung von Screeningprogrammen in Hochpravalenz-
gebieten kann dazu beitragen, Betroffene friihzeitig zu erkennen, Neuerkrankungen zu
vermeiden und dadurch die Krankheitslast zu senken (Kunz, 2023, S. 59 und 60).

Verlauf

Patientinnen und Patienten mit B-Thalassaemia maior versterben ohne regelmassige
Transfusionen infolge der Blutarmut in den ersten Lebensjahren. Bei einer ausreichenden
Restsynthese von Hamoglobin muss nur gelegentlich transfundiert werden, zum Beispiel
bei einer verstarkten Hamolyse aufgrund eines Infekts. In solchen Fallen spricht man von
B-Thalassaemia intermedia. Wenn sich daraus im Laufe des Lebens aber eine
Transfusionsabhangigkeit entwickelt, wird die Krankheit ab diesem Zeitpunkt als £3-

Thalassaemia maior eingestuft (Kunz, 2023, S. 56).

7.2.2 Komplikationen durch ineffektive Erythropoese

Wie bereits in Kapitel 7.2.1) erwahnt, ist Siderose eine indirekte Folge der ineffektiven
Erythropoese. Aber auch die Milz ist von der ineffektiven Erythropoese betroffen. Die Milz
filtert Blut und baut fehlgebildete Erythrozyten ab. Bei der 3-Thalassamie ist die Zahl
solcher Zellen erhdht. Die Milz muss deshalb mehr leisten und wachst an. Eine abnormale
Vergrésserung der Milz wird als Splenomegalie bezeichnet. Da durch die gesteigerte

Erythropoese auch blutbildendes Gewebe, u. a. die Milz, stimuliert wird, vergrdssert sich
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die Milz zusatzlich. Daraus ergibt sich manchmal die Notwendigkeit der Milzentfernung
(Splenektomie) (Cario, 2025; Kunz, 2023, S. 61).

Durch die gesteigerte Erythropoese wird der Markraum expandiert, was die Knochenrinde
ausdunnt und die Knochen schwacher und brichiger macht (Kunz, 2023, S. 62; Cario,
2025). Etwa die Halfte der Patientinnen und Patienten mit -Thalassaemia maior leidet an
einer Osteoporose (Knochenschwund (Deutsche Rheuma-Liga, 2025)) (Kunz, 2023, S. 62).

Bei ca. 20 % der Patienten ohne Transfusionen wird der Mangel an funktionstichtigen
roten Blutkérperchen durch extramedullare Erythropoese ausgeglichen (Kunz, 2023, S.
62). Unter extramedullarer Erythropoese versteht man die Blutbildung, die ausserhalb des
Knochenmarks stattfindet (Cleveland Clinic, 2022). Wie bereits erwahnt, kann diese
extramedullare Erythropoese unter anderem in der Milz stattfinden. Sie kann aber auch an
nahezu allen anderen Stellen des Korpers auftreten. Verheerend ist es, wenn
Nervenstrukturen komprimiert werden, zum Beispiel bei spinaler und paraspinaler
extramedullarer Blutbildung. Die Kompression fuhrt zu neurologischen Ausfallen
(Querschnittssymptome und starke Schmerzen in der Wirbelsdule (Kubosch, o. D.))
(Kunz, 2023, S. 62).

7.2.3 Komplikationen der Siderose

Sowohl die chronische Anamie allein als auch zusatzlich die Transfusionstherapie kénnen
zu einer Siderose (Eisenulberladung) fiihren. Normalerweise betragt die Eisenresorption 1
mg/Tag, bei einer gesteigerten Eisenresorption kann der Wert zwischen 3 und 10 mg/Tag
betragen (Kunz, 2023, S. 63).

Zur Eisenuberladung kommt es, weil bei der gesteigerten ineffektiven Erythropoese
humorale Faktoren des Knochenmarks die Hepcidinsynthese hemmen. Das Peptid
Hepcidin ist der Hauptregulator des Eisenstoffwechsels. Bei einem dauerhaft niedrigen

Hepcidinspiegel wird zu viel Eisen ins Blut aufgenommen (Kunz, 2023, S. 63).

7.2.4 Komplikationen der Transfusionstherapie

Etwa 10 % der Hdmoglobinopathie-Patientinnen und -Patienten mit regelmassigen Trans-
fusionen leiden an einer Alloimmunisierung (Kunz, 2023, S. 64). Wenn eine Patientin oder
ein Patient Blut einer anderen Blutgruppe erhalt, kbnnen spezielle Antikdrper, genannt
Alloantikorper, gegen die fremden Blutgruppenmerkmale (Antigene) der Spender-Blut-
zellen gebildet werden (Antwerpes et al., 0. D.). Dieses Risiko wird durch Berticksichti-
gung des ABO- und des Rhesus-Systems vermindert (Kunz, 2023, S. 65).
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7.2.5 Therapie

Bei der B-Thalassamie kommt die Anamie einerseits durch die Hamolyse und
andererseits durch die ineffektive Erythropoese zustande. Bei der B-Thalassaemia maior
dominiert die ineffektive Erythropoese, wahrend bei der f-Thalassaemia minor die
Hamolyse die Hauptursache der Anamie darstellt. Beide Ausldser lassen sich durch eine
Transfusionstherapie behandeln (Kunz, 2023, S. 66). Die $-Thalassaemia minor erfordert
grundsatzlich keine Behandlung (Kunz, 2023, S. 68).

Chelattherapie
Die Behandlung der sekundaren Eisenuberladung mit Chelatbildnern (Chelattherapie) wird

hauptsachlich bei Patientinnen und Patienten mit B-Thalassaemia maior angewendet. Zur
Eisenelimination binden Chelatbildner Eisen in einem Chelatkomplex. Fir die Indikation
werden die Transfusionsmenge, der Serumferritinwert (wiederholt > 1000 pg/l) und der

Lebereisengehalt (3mg/g in der Biopsie) berlicksichtigt (Kunz, 2023, S. 71).

Medikamente

Die medikamentose Behandlung zielt darauf ab, die Synthese von y-Globin zu induzieren.
Die y-Globin-Ketten kénnen sich mit den a-Ketten zu fetalem Hamoglobin (HbF)
verbinden, wodurch stabile und funktionstlichtige Erythrozyten entstehen (Kunz, 2023, S.
74).

Laut Dr. med. Laura Infanti (persénliche Mitteilung, 14. Juli 2025), Leitende Arztin beim
Blutspendzentrum SRK Basel, werden in der medizinischen Praxis hauptsachlich
Hydroxyurea und Folsdure eingesetzt. Hydroxyurea induziert HbF, wahrend die Folsaure
die Bildung neuer Erythrozyten beschleunigt. Die gleiche Behandlung wird auch bei der

Sichelzellanamie angewendet.

8 Allogene Stammzelltransplantation

Trotz Fortschritten in der symptomatischen Therapie sind Patientinnen und Patienten mit
einer Sichelzellanamie oder einer B-Thalassaemia maior in ihrer Lebensqualitat oft stark
eingeschrankt. Deshalb sollte bei der Behandlung auch eine kurative Therapie in Betracht
gezogen werden. Nebst neuartigen Gentherapien gibt es auch die hdmatopoetische
Stammzelltransplantation (HSZT), genauer eine allogene Stammzelltransplantation, als
kurative Therapie fur B-Hamoglobinopathien (Kunz, 2023, S. 86). Bei der allogenen
Transplantation werden die eigenen kranken Blutstammzellen durch fremde (von einer
verwandten oder unverwandten Person stammende) Spenderstammzellen ersetzt (Stissi,
o. D.). Die niedrigere Krankheitsbelastung und dadurch verbesserte Lebensqualitat nach

der Transplantation und das Risiko der transplantationsassoziierten Mortalitat und die
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Langzeitschaden der Transplantation sollten dabei sorgfaltig abgewogen werden (Kunz,
2023, S. 86).

8.1 Prinzip der allogenen Stammzelltransplantation

Ein paar Tage vor der Transplantation wird eine sogenannte Konditionierung
durchgefiihrt. Diese Vorbehandlung besteht aus einer Chemotherapie, die die kranken
Blutstammzellen abtétet und das Immunsystem unterdriickt, damit der Kérper das
Transplantat spater nicht abstdsst. Die Transplantation erfolgt Gber einen zentralen
Venenkatheter. Die ersten Wochen nach der Transplantation werden als Aplasiephase
bezeichnet. Sie ist durch eine fehlende Blutproduktion und ein erhdhtes Infektionsrisiko
gekennzeichnet (Stussi, 0. D.). 10 bis 20 Tage nach der Transplantation schliesst an die
Aplasiephase die Regenerationsphase an, in der die neuen Stammzellen im

Knochenmark anwachsen und schliesslich gesunde Blutzellen bilden (Yiallouros, 2023).

8.2 Allogene Stammzelltransplantation bei Sichelzellanamie

Kunz empfiehlt, bei einem Kind mit Sichelkrankheit schon vor dem Auftreten
schwerwiegender Komplikationen eine HSZT durchzufiihren, wenn die Eltern eine
Transplantation winschen und das Kind HLA-identische Geschwister hat (Kunz, 2023, S.
89). HLA steht fir «kHumane Leukozyten-Antigene». Gemass dem DRK-Blutspendedienst
West (0. D.) handelt es sich dabei um «[...] Gewebsmerkmale auf weissen Blutzellen
(Leukozyten), Blutplattchen und vielen Gewebszellen, die dhnlich den Blutgruppen auf
Erythrozyten in ihrer Kombination flr einen Menschen typisch sind [...]).» Fremde HLA-
Antigene 16sen eine Immunantwort gegenuber den fremden Zellen aus, was eine
Abstossung des Transplantats bedeuten kann (Graft-versus-Host-Erkrankung) (DRK-

Blutspendedienst West, 0. D.).

Die HSZT bei Kindern mit HLA-identem Geschwister ermdglicht ein sehr gutes
krankheitsfreies Langzeitliberleben, wahrend dies bei Erwachsenen nur beschrankt
zutrifft). Steht kein HLA-identisches Geschwister als Spenderin oder Spender zur
Verfugung, kann auch eine Transplantation von einer vollstandig HLA-identen

unverwandten Spendperson erwogen werden (Kunz, 2023, S. 88 und 89).

8.3 Allogene Stammzelltransplantation bei 3-Thalassaemia
maior

Eine allogene Stammzelltransplantation bei B-Thalassamie wird empfohlen, wenn die

Betroffenen dauerhaft transfusionsabhangig sind und wenn eine HLA-identischer
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Spenderin bzw. ein identischer Spender zur Verfiigung steht. Wie auch bei der Sichelzell-
anamie sollte zwischen akuten und langfristigen Vorteilen und Risiken abgewogen werden
(Kunz, 2023, S. 91). Das Alter und die Dauer der bevorstehenden Eisenuberladung sind
wichtige Faktoren. Je jinger die Patientinnen und Patienten waren, umso erfolgreicher
waren die Ergebnisse (Kunz, 2023, S. 92). Bei der p-Thalassamie wird eine Transplanta-
tion im frihen Kindesalter empfohlen, die wenigsten Zentren fihren Transplantationen bei
Patientinnen und Patienten tber 18 Jahren durch (Kunz, 2023, S. 92 und 93).

Weniger als 25 % der Patientinnen und Patienten verfigen tber ein HLA-identisches
Geschwister. Fur die anderen ist auch die Transplantation von einer vollstandig HLA-
identen Fremdspenderin bzw. einem Fremdspender méglich, da diese Art von HSZT
vergleichbare Erfolge zeigt (Kunz, 2023, S. 92).

9 Therapieansatze

9.1 Medizinische Praxis

Cas9 sgRNA

GATA1- P

Bindungsstelle 0\\

BCL1la

Erythroid-spezifische
Enhancer-Region

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Geneditierung
durch Casgevy (Benff, 2024)

Bei dem Gentherapeutikum Exagamglogen-Autotemcel (Handelsname «Casgevy»), kurz
Exa-cel, werden hamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen von Patientinnen und
Patienten mit B-Hamoglobinopathien gentechnisch ex-vivo so verandert, dass sie hohe
Mengen an fetalem Hamoglobin (HbF) bilden. Die vermehrte Produktion von fetalem
Hamoglobin kann den Mangel an funktionalem adultem Hamoglobin (HbA), der bei -

Hamoglobinopathien auftritt, teilweise ausgleichen (Antwerpes et al., o. D).

24



Die Therapie ist indiziert bei Patientinnen und Patienten mit Sichelkrankheit (SCD) mit
wiederkehrenden vasookklusiven Krisen sowie bei transfusionsabhangigen Patientinnen
und Patienten mit B-Thalassamie (TDT) ab 12 Jahren, sofern sie fiir eine allogene
Stammzelltransplantation geeignet sind, jedoch kein HLA-kompatibler, verwandter

Spender verfugbar ist (Antwerpes et al., 0. D.).

Bei Exa-cel werden die hamatopoetischen Stammzellen mobilisiert, damit diese zur
Entnahme ins periphere Blut ausgeschwemmt werden (Antwerpes et al., 0. D.). Danach
wird eine Konditionierungstherapie (Chemotherapie) durchgefiihrt, um Platz fir die
Aufnahme der veranderten Blutstammzellen zu schaffen (Cario, 2024). Die entnommenen
Stammzellen werden mittels CRISPR/Cas genetisch verandert und danach der Patientin
oder dem Patienten durch eine intravendse Infusion wieder zuriickgegeben. Im
Knochenmark vermehren sich die veranderten Stammzellen und bilden gesunde

Blutkorperchen, die einen hohen Anteil von fetalem Hamoglobin enthalten (Kunz, o. D.).

Bei der Ex-vivo-Gen-Editierung wird eine erythroid-spezifische Enhancer-Region des
BCL11A-Gens verandert. Ein Enhancer ist laut StudySmarter (0. D.) ein DNA-Abschnitt,
welcher die Transkription von Genen fordert und spezifische Bindungsstellen besitzt, der
Transkriptionsfaktoren anzieht, um die Genexpression zu steigern. «Erythroid-spezifisch»
bedeutet, dass dieser Enhancer Bindungsstellen flr Transkriptionsfaktoren enthalt, die vor
allem in Vorlauferzellen von roten Blutkérperchen (Erythrozyten) aktiv sind. Der Begriff
«Transkriptionsfaktor» steht fir ein DNA-bindendes Eiweiss, das die Aktivitat eines
Promotors reguliert (SCNAT Wissen, o. D.). Durch einen gezielten Doppelstrangbruch
mittels CRISPR/Cas9 in diese erythroid-spezifische Enhancer-Region wird die
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor GATA1 zerstort. GATA1 induziert die
Expression von BCL11A, einem Transkriptionsfaktor, der die Expression von y-Globin
hemmt. Kann GATA1 jedoch nicht mehr binden, so wird die Expression von BCL11A
reduziert (Institut fir Humangenetik der Universitatsmedizin Géttingen, o. D.). Eine
unterdriickte BCL11A-Expression hat eine gesteigerte Produktion von y-Globin-Ketten zur
Folge (Antwerpes et al., 0. D.); y-Globin ist ein Bestandteil des fetalen Hamoglobins
(HbF). Die HbF-Synthese wird nach der Geburt normalerweise durch die HbA-Synthese
abgel6st, durch die Abschaltung von BCL11A kann es jedoch reaktiviert werden (Institut

fur Humangenetik der Universitatsmedizin Géttingen, o. D.).

Bei Patientinnen und Patienten mit SCD kénnen die roten Blutkérperchen ihre Funktion
dank der Produktion von HbF erfiillen, und die Symptome verschwinden. Patientinnen und
Patienten mit TDT koénnen durch die Gentherapie wieder selbst Blut bilden und bendétigen

dadurch keine Transfusionen mehr (Kunz, o. D.).
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Locatelli et al. (2024) untersuchten die Wirkung von Exa-cel bei 12—35-jahrigen
Patientinnen und Patienten mit TDT. Nach einer mittleren Nachbeobachtung von 20,4
Monaten erreichten 32 von 35 auswertbare Patientinnen und Patienten eine Transfu-

sionsunabangigkeit (Hb = 9 g/dl ohne Transfusion fir = 12 Monate).

In der Studie von Frangoul et al. (2024) wurde Exa-cel bei 12—35-jahrigen Patientinnen
und Patienten mit SCD (= 2 schwere vasookklusive Krisen pro Jahr in den 2 Jahren vor
Beginn der Studie) getestet. Nach einer mittleren Nachbeobachtung von 19,3 Monaten
waren 29 von 30 auswertbaren Patientinnen und Patienten mindestens 12 Monate frei
von vasookklusiven Krisen, alle 30 waren mindestens 12 Monate frei von Hospitalisie-

rungen wegen vasookklusiven Krisen.

Fir Prof. Dr. Semin Corbacioglu, Leiter der Abteilung flr Padiatrische Hamatologie,
Onkologie und Stammzelltransplantation, Universitatsklinikum Regensburg, besteht der
grosste Vorteil der Gentherapie gegenuber der Stammzelltherapie darin, dass es bei Exa-
cel nicht zu einer Abstossung des Transplantats oder zur Graft-versus-Host-Erkrankung

kommt, da es sich beim Transplantat um eigene Zellen handelt (Glitzner-Zeis, 2023).

Trotz vielversprechenden Ergebnissen mussen aber auch die Risiken betrachtet werden.
Die vorbereitende Chemotherapie (Konditionierung) geht mit starken Nebenwirkungen wie
Unfruchtbarkeit oder in seltenen Fallen auch Krebs einher (Corbacioglu, o. D.). Zudem
besteht das Risiko von Off-Target-Effekten. Diese kénnen zu Funktionsverlusten oder
Fehlfunktionen von Genen flihren, was schadliche Auswirkungen zur Folge haben kann

(Pflanzenforschung.de, o. D.).

9.1.1 Wissenschaftliche Forschung

Nebst Exa-cel gibt es noch weitere Ansatze zur Gentherapie von p-Hamoglobinopathien
mittels CRISPR/Cas9, die jedoch klinisch noch nicht etabliert sind. Drei davon werden in

diesem Kapitel prasentiert.

Abbildung 7 zeigt, wie durch gezielte Mutationen im Promotor des y-Globin-Gens die
Bindung des Transkriptionsfaktors BCL11A verhindert wird. SCNAT Wissen (0. D.)
definiert einen Promotor folgendermassen: «Der Promotor ist ein DNA-Abschnitt, der die
Expression eines Gens steuert. [...] Der Promotor beeinflusst, ob und wie oft ein Gen
abgeschrieben wird» (SCNAT Wissen, o. D.). CRISPR/Cas9 erzeugt einen Doppelstrang-
bruch im y-Globin-Promotor. Dieser wird durch NHEJ repariert. Durch die fehlerhafte
Reparatur wird die BCL11A-Bindungsstelle zerstort. BCL11A unterdriickt die Expression
von y-Globin. Wenn BCL11A nicht mehr binden kann, wird die Expression von y-Globin

induziert und der HbF-Spiegel (fetales Hamoglobin) steigt. In einer Studie von
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Wongborisuth et al. (2025) wurde in Versuchen mit hamatopoetischen Stammzellen von
Patientinnen und Patienten mit B°-Thalassamie/HbE eine Editing-Effizienz von 75-92 %
gemessen und das fetale Hdmoglobin wurde erfolgreich aktiviert. Obwohl es sich in dieser
Studie um einen heterozygoten Genotyp handelt, ist diese Methode vermutlich auch auf
klassische B-Thalassamie oder Sichelzellanamie Ubertragbar. Es sind aber weitere
Studien nétig, um die Wirksamkeit dieser Methode auch bei Patientinnen und Patienten

mit B-Thalassamie oder Sichelzellandmie zu beweisen.

Chr11
LCR HBE HBG2 HBG1 HBD HBB

- - — BCL11A
Hi N e

BCL11A

Abbildung 7: Induzierung der Expression des y-Globins durch Mutationen im y-Globin-Promotor (Kunz &
Kulozik, 2020)

Eine weitere Moglichkeit zur Gentherapie ist das Base Editing. Dabei handelt es sich um
ein modifiziertes CRISPR/Cas9-System, bei dem einzelne Basen ausgetauscht werden.
Von Bedeutung ist die Methode somit vor allem bei f-Hamoglobinopathien und anderen

Krankheiten, die auf Punktmutationen im Genom zurtickzufihren sind (transGen, 2018).

Mit einer Guide RNA (gRNA) wird die mit der gRNA verbundene Nuklease an die
Zielsequenz im Genom geflhrt. Bei der Nuklease handelt es sich beim Base Editing,
anders als beim CRISPR/Cas9-System, um ein modifiziertes Cas9-Protein, eine
sogenannte dCas9-Nuklease. dCas9 spaltet den DNA-Doppelstrang zwar auf, aber
durchtrennt ihn nicht. An dCas9 ist ein weiteres Enzym angehangt, das eine einzelne
Base am Zielort chemisch in eine andere Base umwandelt. Der Vorteil dieses Systems ist,

dass kaum zuféllige Basen eingefugt werden oder verloren gehen (transGen, 2018).

Bisher war es nur mdglich, das Basenpaar Guanin-Cytosin (G-C) durch das Basenpaar
Adenin-Thymin (A-T) zu ersetzen (Transitionen (Bently, 2025)) (transGene, 2018). Dieses
Transitions-Base-Editing wurde auch flur die Behandlung von -Hamoglobinopathien
getestet (Antoniou et al., 2022).

2021 ist es Forschenden durch Entwicklung neuer Editoren gelungen, auch
Transversionen durchzufiihren. Dabei findet ein Wechsel zwischen einer Pyrimidin- und
einer Purin-Base statt (zum Beispiel A zu T oder G zu C) (Bentley, 2025). Diese Art von
Base Editing ware vor allem bei der Sichelzellanamie nitzlich, ist jedoch bei 3-
Hamoglobinopathien klinisch noch nicht erprobt (ChatGPT, 2025).

27



In der Studie von Antoniou et al. (2022) wurden bei hamatopoetischen Stammzellen im
Promotor des y-Globin-Gens mittels Base Editing Mutationen eingefuhrt. Im Promotor des
y-Globin-Gens wurde an einer bestimmten Stelle (nebst weiteren Mutationen an anderen
Stellen) eine Thymin-Base (T) durch Base-Editing in eine Cytosin-Base (C) umgewandelt.
Dadurch entstand eine Bindungsstelle flr den Transkriptionsfaktor KLF1. Wenn KLF1 an
den Promotor des y-Globin-Gens bindet, wird die y-Globin-Expression aktiviert, was

wiederum die Synthese des fetalen Hamoglobins (HbF) ermoglicht.

Im Gegensatz zu Patientinnen und Patienten mit B-Thalassamie liegt bei allen
Sichelzellpatientinnen und -patienten dieselbe Punktmutation vor, namlich ein Austausch
von der Base A zu T beim Codon 6 des B-Globin-Gens (Wikipedia, o. D.). Durch Base-
Editing mittels Transition ist es moglich, das fehlerhafte T durch ein C zu ersetzen
(Kostamo et al., 2025). Dadurch entsteht das Codon GCG, das fir die Aminosaure Alanin
codiert (Wikipedia, o. D.). Dies entspricht der klinisch harmlosen Hamoglobinvariante
«HbG-Makassar». HbG verhalt sich normal, polymerisiert nicht und ahnelt funktionell HbA
(Kostamo et al., 2025).

10 Diskussion

10.1 Zugang und Kosten

10.1.1 Versorgungslicke in armeren Landern

Sowohl Sichelzellanamie (mit Pravalenz in Subsahara-Afrika, im Nahen und Mittleren
Osten und in Indien) als auch B-Thalassamie (mit Pravalenz im Mittelmeerraum, in Afrika,
im Nahen und Mittleren Osten und in Indien) sind in Regionen mit Malaria endemisch
(Kunz, 2023, S. 17 und 57). Gleichzeitig ist in diesen Regionen die medizinische
Versorgung begrenzt, sodass Pravention, Screenings und Therapie schwer zuganglich
sind (Bundesministerium flr wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung, 0. D.;
Kunz, 2023, S. 36).

Kunz schlagt vor, dass neue Entwicklungen mit Programmen einhergehen sollen, welche
den Zugang zu den Therapien auch fir Patientinnen und Patienten in ressourcenbe-

schrankten Landern ermdglichen (Kunz, 2023, S. 82).

Neugeborenenscreenings ermdoglichen zum Beispiel eine friihzeitige Diagnose und
dadurch den rechtzeitigen Beginn der Behandlung. Kunz schreibt: «Die Mortalitat durch
die Sichelzellanamie wahrend der ersten 5 Lebensjahre ist in Industrienationen, in denen
die Sichelzellanamie Zielkrankheit des Neugeborenenscreenings ist, von 25 % auf< 3 %
gesunken» (2023, S. 30).
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70 % aller von Sichelzellanamie Betroffenen leben in Subsahara-Afrika (Meier, 2025). In
der Stadt Kilifi in Kenia sind laut Dr. med. Linet Njue (persdnliche Mitteilung, 18. August
2025), 1 % der Bevolkerung homozygot und 15 % der Bevolkerung Trager (heterozygot).
Unter solchen Umstanden sind kostenlose Programme fir Neugeborenenscreenings
potenziell wichtig, um Tragerinnen und Trager zu identifizieren und Patientinnen und
Patienten so friih wie mdglich zu behandeln. Laut Dr. med. Linet Njue betragen die
Kosten fiir ein Neugeborenenscreening umgerechnet 40 Franken pro Kind, ein Betrag,
der fur viele Familien in einem Land mit freiwilliger Krankenkasse finanziell nicht tragbar
ist. Das Kilifi County Hospital ist das einzige Spital in der Region, welches kostenlose

Screenings anbietet.

Ein weiterer relevanter Aspekt flir Programme betrifft gesellschaftliche Faktoren. Dr. med.
Linet Njue berichtet, dass Teile der Bevolkerung von Kilifi die Symptome der Sichelzell-
anamie als «Hexerei» interpretieren. Das fehlende Wissen Uber die Erkrankung kann das
Risiko erhdhen, dass betroffene Kinder unbehandelt bleiben, was mit einer erhéhten
Morbiditat und Mortalitat verbunden ist. Schulungen in der Bevolkerung kénnen diesem

Risiko entgegenwirken.

Patientinnen und Patienten mit Sichelzellanamie werden im Kilifi County Hospital
kostenlos mit der Standard of Care versorgt, die aus Hydroxyurea, Folsaure,
Malariaschutz (Paludrine) und Penicillin besteht. Kurative Therapien sind in Kenia
ressourcentechnisch aktuell nicht mdglich, die einzige Option ist eine Stammzell-
transplantation in Tansania fur umgerechnet 10.000 Franken. Eine Gentherapie wie
Casgevy ist in Regionen wie Kenia bei Kosten von etwa 2,2 Millionen Dollar pro Patientin

oder Patient derzeit nicht mdglich (Rueda et al., 2024).

Um einem nennenswerten Teil der betroffenen Bevolkerung den Zugang zu einer
Gentherapie zu gewahrleisten, braucht es einen Preis, der sich starker an den realen
Herstellungskosten und nicht an den Gewinnerwartungen des Herstellers orientiert (Kunz,
2023, S. 108).

10.1.2 Situation in der Schweiz

In der Schweiz kénnten zwischen 400 und 600 Sichelzellkranke von einer Gentherapie
profitieren (Kuhimey & Telser, 2024). Zur Zahl der Patientinnen und Patienten mit (3-

Thalassamie finden sich keine Angaben.

Die schweizerische Zulassungs- und Kontrollbehérde Swissmedic hat nach
Bericksichtigung von Sicherheit, Wirksamkeit und Qualitat des Produktes am

6. September 2024 eine befristete Zulassung fur Casgevy (siehe Kapitel 9.1)
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bekanntgegeben (Christian Scharer, personliche Mitteilung, 8. August 2025). Eine
befristete Zulassung bedeutet, dass die Firma Vertex, die Entwicklerin von Casgevy, bis
Ablauf der Frist noch weitere Daten einreichen muss, anhand deren Uber eine Zulassung

ohne besondere Auflagen entschieden wird (Swissmedic, 2025; Vertex, o. D.).

Stand September 2025 ist die Finanzierungsfrage noch ungeklart. Martina Weiss
(persoénliche Mitteilung, 29. August 2025), Leiterin Vergltung und Vertrage Arzneimittel
und Medizinprodukte Helsana, erlautert, dass Casgevy einen Behandlungskomplex
darstellt und die Behandlung deshalb nicht in die Spezialitatenliste aufgenommen werden
kann. Die Spezialitatenliste (SL) ist eine Liste des Bundesamts fir Gesundheit der
Schweiz, die Medikamente enthalt, die von der obligatorischen Krankenversicherung
Ubernommen werden (Bundesamt fir Gesundheit, o. D.). Die Vergltung muss
dementsprechend Uber ein alternatives Verhandlungsverfahren erfolgen, namlich tber
einen sogenannten Tarifpartner. Dabei werden zwischen dem Tarifpartner (Spitaler und
Krankenversicherer) und der Firma Vertex gesamtschweizerische Tarifvertrdge nach
Artikel 46 Absatz 1 des Krankenversicherungsgesetzes geschlossen. Da der effektive
klinische Nutzen aufgrund fehlender Langzeitdaten noch nicht vollstandig garantiert ist,
gehen die Tarifpartner bei den Verhandlungen besonders vorsichtig vor. Ihr Ziel ist eine
nachhaltige Finanzierbarkeit, ein angemessener Preis, eine Risikoabsicherung sowie ein
geeignetes Kosten-Nutzen-Modell. Vertex dagegen verfolgt bei den Verhandlungen das
Ziel, einen moglichst hohen Preis auszuhandeln, der die Entwicklungskosten und ihr
Risko bei der Forschung abdeckt. Denn nur etwa eine von zehn Forschungen von
Pharmakonzernen fir neue Behandlungen sind erfolgreich (Boss, 2025). Dieses Risiko ist

im Preis inbegriffen.

Die Kosten der Therapie werden umgerechnet vermutlich zwischen 1,5 und 2 Millionen
Dollar liegen (Siebenand, 2023). Kunz (0. D.) meint: «Dadurch, dass zum Start erst
einmal nur eine Firma die Therapie anbieten wird, dirfte sich der Preis so schnell auch
nicht verandern.» Ein so hoher Preis von Casgevy hatte langfristig auch flr die Schweizer
Bevdlkerung Auswirkungen. Denn die Krankenkassenpramien steigen in der Schweiz
jahrlich. Laut Martina Weiss von der Krankenversicherung Helsana machen ungefahr

25 % der Pramien die Arzneimittel aus. Casgevy allein wirde sich nicht sofort auf die
Pramien auswirken, aber langfristig in Kombination mit vielen anderen zusatzlichen, teils
sehr teuren Arzneimittel schon. Diesen Faktor missen die Tarifpartner bei den
Verhandlungen ebenfalls beriicksichtigen. Man darf aber davon ausgehen, dass die

Vertrage bis in ein paar Monaten abgeschlossen sind (Stand September 2025).
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10.2 Ethik

CRISPR/Cas9 eroffnet das Potenzial, viele genetisch bedingte Erkrankungen kurativ zu
behandeln. Cathomen & Putcha weisen jedoch darauf hin, dass nicht alles, was
technologisch machbar ist, auch wissenschaftlich sinnvoll oder ethisch vertretbar ist
(2018, S. 6). Dies wirft die Frage nach der Grenze zwischen Therapie und « Human
Enhancement». Letzteres bezeichnet nach Definition der Schweizerischen Akademie der
Medizinischen Wissenschaften (0. D.) «medizinische Interventionen, die sich nicht auf die
Therapie von Krankheit, sondern auf die Veranderung oder Verbesserung nicht-
pathologischer Merkmale richten». Cathomen & Putcha betonen, dass die Grenze

zwischen Behandlung und Optimierung in der Praxis oft verschwimmt (2018, S. 203).

Daraus ergibt sich die ethische Frage, welche Gentherapien als Optimierung einzustufen
sind. Beispiele fur solche Grenzfalle sind Geneditierungen zur Pravention von Alterskrank-
heiten und zur Lebensverlangerung sowie das Entfernen des zusatzlichen Chromosoms
bei Trisomie 21. Bei lebensbedrohlichen Erkrankungen wie Sichelzellanamie oder (3-
Thalassamie kann man den Einsatz von CRISPR/Cas9 als legitim betrachten, da in
diesem Fall die Geneditierung die Therapie einer schweren Krankheit zum Ziel hat. Bei
der Geneditierung geht es nicht nur um Technik, sondern auch um gesellschaftliche
Wertentscheidungen. CRISPR/Cas9 wirft auch ethische Fragen zum Umgang mit
Menschen mit Beeintrachtigungen auf: Wer entscheidet, was als Krankheit gilt und was

zur menschlichen Diversitat gehort?

Die Sprachforscherin Caroline Padden von der University of California in San Diego,
selbst Teil der Deaf Community, ist der Meinung, dass etwas Wichtiges verloren ginge,
wenn wir versuchen wirden, alle «Stérungen» auszuschalten (Cathomen & Putcha, 2018,
S. 245). Die Literaturwissenschaftlerin Rosemarie Garland-Thomson, Kodirektorin der
Disability Studies Initiative an der Emory University in Atlanta sagt: «Was wir da tun, ist
gefahrlich. Wir versuchen gerade darlber zu entscheiden, welche Lebensformen von der
Welt zu beseitigen sind. [...] Wir mussen mehr fir Diversitat eintreten, und das sehr
schnell, denn CRISPR wird friiher relevant sein, als wir alle meinen.» (Cathomen &
Putcha, 2018, S. 246). Gerade am Beispiel von Trisomie 21 wird deutlich, dass gene-
tische Variationen auch Teil menschlicher Vielfalt sind und von vielen Betroffenen und
ihrem Umfeld als wertvoller Teil der Gesellschaft wahrgenommen werden (Dedreux,
2022).

Ebenfalls relevant ist die Unterscheidung zwischen Editierung von somatischen Zellen
oder Keimzellen. Wahrend somatische Gentherapien nur das behandelte Individuum

betreffen, ist ein Eingriff in die Keimbahn dauerhaft und an kuinftige Generationen
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vererbbar (Paul, 2021). Dadurch kénnte der Homo sapiens genetisch optimiert werden.
Die subjektive Einschatzung dessen, was als «optimierter Mensch» gilt, birgt jedoch das
Risiko einer Entwicklung in Richtung selektiver Eingriffe, wie sie aus eugenischen
Konzepten bekannt sind (Cathomen & Putcha, 2018, S. 217).

2018 Ioste der chinesische Biophysiker He Jiankui eine internationale ethische Debatte
aus, als er mit CRISPR/Cas9 menschliche Embryonen genetisch veranderte (DIE ZEIT,
2019). Genetische Eingriffe in die Keimbahn und die Herstellung sogenannter Designer-
Babys sind in der Schweiz und vielen anderen Landern verboten (Schweizerischer
Nationalfonds, 2016).

Irfan Biswas betont, dass die Wissenschaft, die Gesellschaft, die Politik und die
Unternehmen gemeinsam Verantwortung tragen, dass die CRISPR/Cas9-Gentechnologie
ethisch vertretbar eingesetzt wird. Er fordert deshalb Transparenz, 6ffentlichen Diskurs

und gerechte Richtlinien (Biswas, 2025).

10.3 Schlussfolgerung

Die Symptome von B-Hamoglobinopathien kdnnen mit einem Medikament behandelt
werden: Hydroxyurea regt die HbF-Bildung an. Das Medikament muss aber fortwahrend
verabreicht werden. Dabei wird weder eine Heilung noch eine vollstdndige Symptom-
freiheit erzielt. Zugelassene kurative Behandlungen stehen in Form der allogenen

Stammzelltransplantation oder der Gentherapie Casgevy zur Verfigung (Kunz, o. D.).

In der wissenschaftlichen Forschung werden weitere Ansatze erforscht, vor allem das
modifizierte CRISPR/Cas9-System Base Editing. Diese Verfeinerung des CRISPR/Cas9-
Systems hat potenziell grossen klinischen Nutzen. Das Base Editing bietet den Vorteil,
dass Doppelstrangbriiche vermieden werden, die zu Krebserkrankungen fliihren kénnen

(Corbacioglu, 0. D.).

Die Gentherapie kann das Problem der Abhangigkeit von einem geeigneten Spender
(HLA-Kompatibilitat) bei allogenen Stammzelltransplantationen l16sen. Die Mortalitat ist im
Vergleich zur Stammzelltransplantation deutlich geringer. Die Infertilitat durch
Chemotherapie ist jedoch bei beiden kurativen Therapien eine mdgliche langfristige Folge
(Kunz, 2023, S. 107). Wahrend eine Stammzelltransplantation maximal 300.000 Euro
kostet, betragen die Kosten flr Casgevy rund 2,2 Millionen Euro. Durch diese hohen
Kosten wird Casgevy vorerst selbst in Industrielandern nur wenigen Patientinnen und

Patienten zur Verfiigung stehen (Glitzner-Zeis, 2023).

Die Hamatologinnen und Hamatologen Dr. Laura Infanti, Dr. Matthias Pollak und Dr. Linet

Njue sind sich einig, dass die Gentherapie die Stammzelltransplantation nicht ersetzt,
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sondern erganzt. Sie soll dann angewendet werden, wenn flr eine allogene

Stammzelltransplantation eine Spenderin oder ein Spender fehlt.

Patientinnen und Patienten, denen eine CRISPR-basierte Therapie helfen kdonnte, die
dazu aber keinen Zugang haben, tragen laut Rueda et al. (2024) eine doppelte Last:
einerseits das Leiden an einer genetischen Erkrankung und andererseits das
Unvermogen, die existierende Behandlung zu bezahlen. Gentherapien kdnnten einem
nennenswerten Teil der Patientinnen und Patienten mit B-Hamoglobinopathien zur
Verfligung stehen, wenn es gelingt, Konditionierungen (Chemotherapien) mit reduzierter
Toxizitat durchzufihren, die Kosten der Therapien zu senken und in Landern mit
begrenzten medizinischen Ressourcen die nétige Infrastruktur aufzubauen (Kunz, 2023,
S.108).

Nach Rueda et al. (2024) soll eine Lésung gefunden werden, die sowohl das Recht der
Pharmaunternehmen, von ihren Entwicklungen zu profitieren, berlcksichtigt, als auch das
Ziel hat, die Therapien zu einem erschwinglichen Preis auf den Markt zu bringen. Und

dieser Preis sollte in jedem Land tragbar sein.
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12 Anhang
12.1 Ausfuhrliche Methode (Labor)

Lysat-Vorbereitung

Um die Proteinmenge zu bestimmen, wurden die Zellproteine aus den Zellkulturen

extrahiert.

1. Trypsinierung der Zellen
Die funf verschiedenen Zellkulturen der in der Einleitung genannten Zelllinien wurden mit
dem Enzym Trypsin-EDTA behandelt, um die Zellen von der Kulturplatte zu I6sen. Die

geldsten Zellen wurden anschliessend in funf separate 15 ml Falcon-Tubes pipettiert.

2. Zentrifugation
Die Zellen wurden bei 500 x g fir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde

vorsichtig abgesaugt, so dass nur das Zellpellet zurtickblieb.

3. Waschen der Zellen mit PBS
Um die Reste des Kulturmediums und Trypsins zu entfernen wurden 1-2 ml kaltes PBS
(phosphate-buffered saline) in jedes Falcon-Tube gegeben. Nach dem Mischen wurde
erneut bei 500 x g fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Von
diesem Schritt an wurden alle weiteren auf Eis durchgefihrt, um zu verhindern, dass

Enzyme aktiviert werden, welche die Zielproteine abbauen oder modifizieren kdnnten.

4. Lyse der Zellen
Zur Proteinextraktion wurden die Zellpellets mit je 100 ul RIPA-Puffer, 5 ul Phosphatase-
Inhibitor und 20 pl Protease-Inhibitor versetzt. Der RIPA-Puffer lysiert die Zellmembran,
wodurch die Proteine freigesetzt werden. Die Inhibitoren verhindern, dass Proteasen und
Phosphatasen die Proteine abbauen. Durch wiederholtes Pipettieren wurde das Zellpellet

homogen im Puffer resuspendiert.
Anschliessend wurden die Lysate in 1,5 ml Eppendorf-Tubes Uberflhrt und auf Eis

inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die Eppendorf-Tubes als eine Erganzung zu

der chemischen Lyse durch den RIPA-Puffer alle 5—10 Minuten vortexiert.
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5. Hochgeschwindigkeitszentrifugation
Die Lysate wurden zuletzt bei 18 500 x g fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die
Zelltrimmer wurden durch Hochgeschwindigkeitszentrifugation pelletiert, wahrend sich im
Uberstand die geldsten Proteine befanden. Der Uberstand wurde in neue, gekiihlte 1,5 ml
Eppendorf-Tubes Uberfiihrt.

Proteinquantifizierung (BCA-Assay)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den Lysaten wurde ein BCA-Assay
(Bicinchoninsaure-Assay) durchgefuhrt. Dabei wurde die Farbintensitat eines violetten
Komplexes bei 562 nm gemessen. Anhand einer Standardkurve wurde schliesslich auf

die Proteinkonzentrationen der Proben geschlossen.

1.Standardkurve mit BSA
In einer Zellkulturplatte (96 Well-Platte, Flachboden) wurden in den ersten beiden Spalten
eine Serienverdinnung mit dem Standardprotein BSA (Bovine Serum Albumin) mit
bekannter Konzentration hergestellt. Die BSA-Standards dienen als Referenz, um spater
anhand der linearen Standardkurve von BSA mittels der Farbintensitat der Proben die

unbekannte Proteinkonzentration zu berechnen.

2.Probenverdinnung
In der letzten Spalte wurden fir alle finf Lysate in jeweils einem Well mit 50 ul DEPC
Wasser (Diethylpyrocarbonat) mit 10 pl Lysat verdiinnt. Von jeder Verdinnung wurden

10 ul in drei Spalten pro Zeile pipettiert (Spalten 3 bis 5, Zeile A bis E).

3.BCA-Reagenz
Die beiden BCA-Komponenten (Kupfer(ll)-Sulfat und Bicinchoninsaure (BCA)) wurden
frisch gemischt und je 200 pl der Reagenzmischung wurden mit einem Stepper in
insgesamt 39 Wells pipettiert.

Anschliessend wurde die 96-Well-Platte 15 Minuten bei 37 °C im Bakterien-Inkubator

inkubiert, damit sich die violetten BCA-Komplexe bilden.
4.Messung der optischen Dichte

Im Plattenreader wurde die optische Dichte jedes Wells beim Absorptionsmaximum des

BCA-Komplexes (562 nm) gemessen. Aus den BSA-Standardwerten wurde in Excel ein
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Standarddiagramm erstellt und durch lineare Regression eine Trendlinie hinzugefiigt.
Dabei wurde ein Korrelationskoeffizient von R2 > 0,95 fur die Validitat der Messung

gefordert.

5.Konzentrationsanpassung der Lysate
Mit dem Laemmli-6X-Puffer wurden die Lysate auf eine einheitliche Konzentration von 1,5
mg/ml gebracht. Der Puffer enthalt SDS, das an die Proteine bindet, sie denaturiert und
ihnen eine gleichmassige negative Ladung verleiht. Zur vollstandigen Denaturierung
wurden die Proben 5 Minuten bei 95 °C im Thermoblock erhitzt und danach bei -20 °C

gelagert.

SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) wurden
die zuvor mit SDS denaturierten und negativ geladenen Proteine nach ihrer
Molekilmasse aufgetrennt. Unter Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die
Proteine durch das Polyacrylamidgel in Richtung des positiven Pols. Da alle Proteine
durch SDS eine vergleichbare Ladung pro Masseeinheit besitzen, hangt ihre
Wanderungsgeschwindigkeit invers proportional von ihrer Molekllmasse ab: Kleinere

Proteine wandern schneller durch das Gel.

1.Vorbereitung der Gelkassette
Zur Vorbereitung einer dichten Gelkassette wurden zwei Glasplatten (1,5 mm) mit
Klemmen auf einem gepolsterten Stander fixiert. Die Dichtigkeit der Gelkassette wurde
uberpruft, indem sie mit Wasser gefullt und fur mehrere Minuten stehen gelassen wurde.
Anschliessend wurde das Wasser wieder ausgegossen und verbleibendes Restwasser

mit Filterpapier entfernt.

2.Herstellung des Running-Gels
Das trennende Polyacrylamid-Gel (Running Gel) separiert Proteine nach ihrer
Molekilmasse. Fur die Herstellung wurden in einem 50 ml Falcon-Tube folgende
Komponenten gemischt:

+ 2811 pl 30 % Acrylamide/Bis-acrylamide

* 2811 pl 4x Tris-Cl/SDS pH 8,8

+ 5625 pl HO
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Danach wurden unter dem Abzug 75 pl 10 % Ammoniumpersulfat (APS) und 15 pl
TEMED dazugegeben, um die Polymerisation des Acrylamids auszul6sen. Die Losung
wurde kurz homogenisiert und 7,5 ml davon zwischen die Glasplatten pipettiert. Um die
Oberflache zu glatten, wurde das Gel mit Isopropanol tiberschichtet. Das Gel wurde 10—
15 Minuten zur Polymerisation stehen gelassen. Mit dem Rest im Falcon-Tube wurde
kontrolliert, ob die Polymerisation stattgefunden hat. Danach wurde das Isopropanol

wieder abgeschiittet und die Reste mit einem Filterpapier entfernt.

3. Stacking-Gel giessen
Das Stacking-Gel dient der Fokussierung der Proteine in einem schmalen Band, damit sie
wahrend der Elektrophorese gleichzeitig in das Running-Gel einlaufen. Zur Herstellung
des Stacking-Gels wurden folgende Komponenten in einem 50 ml Falcon-Tube gemischt:

+ 487,5 yl 30 % acrylamide/bis-acrylamide,

* 937,5 pl 4x Tris-Cl/SDS pH 6,8

» 2287,5 pl H0
Unter dem Abzug wurden 37,5 pl 10 % ammonium persulfate (APS) und 7,5 yl TEMED
dazugegeben. Die Losung wurde kurz homogenisiert und auf das Running-Gel pipettiert,
bis der obere Rand erreicht war. Danach wurde sofort der Kamm eingefiihrt. Dabei sollten
Lufteinschlisse vermieden werden. Erneut wurde das Gel 10-15 Minuten stehen gelassen
und wie auch beim Running-Gel wurde die Polymerisation des Stacking-Gels mit dem

Rest im Falcon-Tube Gberprift.

4.SDS-Gelkassette in die Elektrophoresekammer einsetzen
Das Gel wurde vom Stander genommen und unter fliessendes Wasser gehalten. Die
Kassette wurde mit der Offnung nach innen in die Elektrophoresekammer gesetzt. Die
Elektrophoresekammer wurde bis zur «1-Gel-Linie» mit Running-Puffer geflllt. Auch hier
fand eine Uberpriifung statt, ob die Elektrophoresekammer dicht ist. Anschliessend wurde
der Kamm entfernt und die entstandenen Taschen sorgfaltig mit destilliertem Wasser

ausgespuilt.

5.Beladen des Gels
In die erste Tasche wurde 5 ul des Proteinmarkers PM2600 pipettiert. In die nachsten funf
Taschen (2—6) wurden die funf Lysate 37,5 ug, entsprechend 25 ul bei einer
Konzentration von 1,5 pg/ul, in folgender Reihenfolge pipettiert: NT, WT, sgRNA1,
SgRNA2 und sgRNAS3. Nach dem Schliessen der Elektrophoresekammer wurden die

Elektroden mit der Stromquelle verbunden.
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6.Elektrophorese
Eine Spannung von 100 V wurde fir 1-2 Stunden angelegt. Parallel wurde das Transfer-
Setup vorbereitet. Wahrend der Elektrophorese gilt es Folgendes zu Uberprifen:

+ Aufstieg von Blasen an der Dichtung

» Verlauf der Bromphenolblaulinie (sie muss gerade, parallel und diinn verlaufen)

» Vollstandige Bedeckung der Taschen mit Running-Puffer

* Vermeidung, dass Proteine aus dem Gel austreten
Sobald die Bromphenolblaulinie aus dem Gel austrat, wurde bei der Stromquelle «Stop»
gedrickt und die Stromquelle wurde ausgeschaltet. Anschliessend wurde sofort der

Transfer gestartet.

Wet Transfer

Durch den Wet Transfer werden die im Polyacrylamid-Gel getrennten Proteine auf eine
PVDF-Membran (0,45 uym Porengrdsse) Ubertragen. Dabei wandern die Proteine durch

ein elektrisches Feld aus dem Gel auf die Membran.

1.Vorbereitung der Materialien
Es wurden folgende Materialien bereitgestellt:
* 2 kleine Boxen
» 1 gréssere Box
* 1 grosse Wanne

¢ 1 Pinzette

1 kleines Rohrchen

1 Schutzmappe

» 2 Fasermattene 2 Filterpapier
1 PVDF-Membran (0,45 um)
Transferpuffer (WTB)

¢ Methanol

Eine kleine Box, die grossere Box und die grosse Wanne wurden mit Transferpuffer
(WTB) gefullt. Unter dem Abzug wurde die Ubrig gebliebene kleine Box mit Methanol
aufgefillt.
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2.Aufbau SAS (Sandwich Assembly Station)
Das SAS wurde folgendermassen aufgebaut:
a)Die Schutzmappe (Transfer-Kassette) wurde gedéffnet und in die Wanne mit dem
WTB gelegt. Dabei muss sich die weisse Seite links und die schwarze Seite rechts
befinden.
b)Die Fasermatten werden mit WTB durchnasst und links und rechts auf die
Schutzmappe gelegt.
c) Die PVDF ist hydrophob und muss durch Methanol aktiviert werden, damit Proteine
binden. Deshalb wurde die Membran wurde kurz (etwa 15 Sekunden) unter dem
Abzug im Methanol aktiviert und danach auf das Filterpapier links gelegt.
Luftblasen wurden bei Bedarf mit einem kleinen Réhrchen «ausgerolit».
d)Das Gel wurde vorsichtig unter fliessendem Wasser von den Glasplatten gelost und
das Stacking-Gel wurde entfernt.
e)Das Gel wurde mit korrekter Ausrichtung direkt auf die PVDF-Membran gelegt.
f) Das Filterpapier und die Fasermatte von der rechten Seite der Schutzmappe
wurden blasenfrei auf die linke Seite geklappt.
g) Die Schutzmappe wurde geschlossen.
Hinweis: Um einen gleichmaRigen Proteintransfer zu gewahrleisten, missen alle
Komponenten des Sandwiches (Filterpapier, Gel, Membran, Fasermatten) vollstandig

durchfeuchtet sein.

3.Einsetzen in Transferbehalter
Das SAS wurde so in die Transferkassette eingesetzt, dass der weisse Verschluss nach
oben zeigt (Richtung Anode). Die Transferkassette wurde wiederum in den
Transferbehalter eingesetzt. Um eine Uberhitzung wahrend des Transfers zu vermeiden,
wurden Eispacks in den Transferbehalter gelegt. Anschliessend wurde der

Transferbehalter mit WTB aufgefiillt.

4.Durchflhrung des Transfers
Die Kabel wurden mit der Stromquelle verbunden und wahrend einer Stunde wurde eine
konstante Spannung von 100 V angelegt. Wahrend des Transfers sollten Luftblasen an
der Kassette sichtbar sein. Nach Ablauf der Zeit wurde die Stromquelle ausgeschaltet.

Wenn die Blocking Solution vorbereitet war, wurde das SAS auseinandergebaut.
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Blocking

Die PVDF-Membran weist nach dem Transfer viele freie Stellen auf, an die sich Proteine
oder Antikdrper binden kdnnten. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, werden
durch das Blocking diese freien Bindungsstellen von dem Protein Bovin Serum Albumin
(BSA) besetzt. BSA bindet die freien Stellen, hat jedoch keine spezifische Affinitat zum

Antikorper und stort dadurch die eigentliche Reaktion nicht.

1.Herstellung der Blocking-L6sung
Die Blocking-Lésung besteht aus 5 % BSA in TBS-T.
» TBS (Tris-buffered saline): Pufferlésung, die den pH-Wert und die Salzkonzentration
konstant halt.
« Tin TBS-T: Steht fir Tween-20, ein mildes Detergens, das lose gebundene
Molekile abwascht.
Durch eine Verdlinnungsrechnung liess sich 2,5 g BSA in 50 ml TBS-T berechnen. Diese

Komponenten wurden in einem 50 ml Falcon-Tube gemischt.

2.Inkubation
Die PVDF-Membran wurde in einem flachen Behalter vollstandig mit der Blocking-Lésung
bedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, damit alle freien Bindungsstellen

belegt werden.

3.Waschen
Zur Entfernung Uberschussiger oder lose gebundener Blockierproteine wurde die
Membran in TBS-T gewaschen. Dies reduziert den Hintergrund und ermdéglicht spéater

eine spezifische Antikdrperbindung, wodurch die Detektion sauber wird.

Antikorper-Inkubation

Das Protein of Interest Kif3a und das Loading-Control-Protein Vinculin wurden mit
Antikérpern markiert, welche bei der ECL-Entwicklung sichtbar gemacht werden konnten.
Eine Loading Control wurde eingesetzt, um sicherzustellen, dass in jede Tasche des Gles
die gleiche Menge an Gesamtprotein geladen wurde. Somit dient sie als Referenz, um zu
prufen, ob Unterschiede in der Signalstarke von Kif3a wirklich auf die Knockouts

zurtckzufihren sind und nicht, weil in einer Probe weniger Protein geladen wurde.
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Die Primarantikorper binden spezifisch an die Zielproteine, wahrend die
Sekundarantikdrper, an die ein Enzym gekoppelt ist, an die Fc-Region der

Primarantikorper binden. Dieses Enzym wird spater fur die ECL-Entwicklung genutzt.

Primarantikorper

1.Herstellung der Primarantikorperldsung
Far die beiden Primarantikorperldsungen wurden die Primarantikdrper gegen die Proteine
Kiif3a (D7G3 von Cell Signaling) und Vinculin (1390S von Cell Signaling) jeweils 1:1000 mit
der Blocking-Losung (5 % BSA in TBS-T) verdunnt.

2.Schneiden der Membran
Bei einem Behalter mit Fachereinteilung wurden zwei Facher mit «Kif3a» und «Vinculin»
beschriftet. Die PVDF-Membran wurde ca. bei 100 kDA geschnitten, um die Proteine
separat zu detektieren.

» Der obere Teil wurde in das Fach mit der Aufschrift «Vinculin» gelegt.

» Der untere Teil der Membran wurde in das Fach mit der Aufschrift «Kif3a» gelegt.
Diese Aufteilung ermdglicht es, die beiden Proteine parallel mit ihren jeweiligen

Primarantikérpern zu inkubieren.

3.Inkubation der Membrane
Die beiden Facher wurden mit den entsprechenden Antikoérperldsungen geflillt und tber
Nacht bei 4 °C auf einem Shaker unter sanfter Bewegung inkubiert. Am nachsten Morgen

wurden die Antikorperldsungen vorsichtig entfernt.

4.Waschen
Nach der Inkubation wurden die Membrane 3x je 10 Minuten in TBS-T gewaschen. Das
TBS-T wurde nach jedem Waschgang gewechselt. Dieser Schritt entfernt tGiberschissige,

ungebundene Primarantikérper und reduziert somit Hintergrundsignale.

Sekundarantikorper

1.Herstellung der Sekundarantikérperlésung
Ein HRP-gekoppelter Anti-Rabbit-Sekundarantikérper (7074S von Cell Signaling) wurde
1:2500 in 5 % BSA in TBS-T verdinnt.
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2.Inkubation der Membrane
Die Facher wurden mit der Antikérperlésung gefillt. Die Membranen wurden fir 2

Stunden bei Raumtemperatur auf dem Shaker unter sanfter Bewegung inkubiert.

3.Waschen
Zur Minimierung unspezifischer Bindungen wurden die Membranen 6x je 5 Minuten in

TBS-T gewaschen. Nach jedem Waschgang wurde das TBT-T gewechselt.

ECL-Entwicklung

Das Ziel der ECL-Entwicklung (Enhanced Chemiluminescence) ist es, die Signale der
Antikorper sichtbar zu machen und damit die detektierten Proteine nachzuweisen.

Die Methode basiert auf einer Chemilumineszenzreaktion. Dabei oxidiert das Enzym
Horseradish Peroxidase (HRP), das an die Sekundarantikérper gekoppelt ist, das
Substrat Luminol. Das dabei entstehende Licht kann von dem Imaging-System erfasst

werden.

1.Herstellung der ECL-L6sung
Die beiden Komponenten des ECL-Reagenz, Peroxid und das Substrat Luminol, wurden
im Dunkeln im Verhaltnis 1:1 gemischt. Diese Mischung wurde anschliessend 1:5 mit

destilliertem Wasser verdinnt.

2.Behandlung der Membran
Das Tray wurde aus dem Imaging-Gerat (Fusion FX7 Imaging System) herausgenommen
und mit einer Plastikfolie bedeckt. Darauf wurden die beiden Membranteile (Vinculin und
Kif3a) platziert. Mit einem 2 ml-Eppendorf wurden 1,5 ml der ECL-L6sung gleichmassig
Uber die Membranen verteilt. Es ist wichtig, dass keine trockenen Stellen auf den

Membranen verbleiben, da diese zu Signalverlust fihren kénnten.

3.Inkubation
Die Membranen wurden fir 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert, damit das Luminol
mit dem HRP reagieren konnte. Uberschissige ECL-Lésung an den Randern der Folie

wurde mit Filterpapier entfernt.
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4.Bildaufnahme
Die Membrane wurden im Tray in das Imaging-Gerat gelegt. Als erstes wurde ein Bild mit
der automatischen Belichtungseinstellung («Auto») aufgenommen. Das resultierende
Signal wurde Uberpruft, um wenn nétig die Belichtungszeit fur schwache Banden manuell
anzupassen (1,5—4,5 Minuten). Beim zweiten Bild wurde zuséatzlich im Programm die
Option «Add marker to the image» aktiviert, um den Marker sichtbar zu machen. Zur

spateren Analyse im Programm «ImageJ» wurden alle Bilder gespeichert.
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