CRISPR/Cas9 ist ein relativ neues, molekularbiologisches Verfahren, um
DNA gezielt zu schneiden und anschlieBend zu verandern. Die Methode
erlaubt das Umschreiben oder Editieren einzelner Gene in so einfacher

und praziser Weise, wie es bis vor kurzem unvorstellbar war — eine
Revolution in der Welt der Gentechnik.

Das CRISPR/Cas-System funktioniert in nahezu allen lebenden
Zellen und Organismen und verspricht neue Moglichkeiten in der
Forschung gegen eine Reihe von Krankheiten, aber auch bei der

Ziuchtung von Pflanzen und Tieren.
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Die Chromosomen bestehen aus einer sogenannten Doppelhelix.
Dabei handelt es sich um einen aufgewickelten und in sich ver-
drehten Genfaden aus Desoxiribonukleinsaure (DNA). Einzelne Ab-
schnitte des DNA-Doppelstrangs bilden die Gene, die unserere
Erbinformation tragen. Die gesamte Erbinformation einer Zelle
wird Genom genannt.
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@G ? Als Gen wird meist ein Abschnitt auf der DNA bezeichnet, der
S » die Grundinformationen zur Herstellung einer biologisch
Gene: ’;j aktiven RNA enthalt. Beim Prozess der Transkription wird

Abschnitte ) ein Gen abgelesen und in Form von RNA vervielfaltigt

auf der ;{ — ein spezifischer DNA-Abschnitt dient also als

DNA Vorlage zur Synthese eines neuen

RNA-Moleklls.
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Das CRISPR/Cas-System stammt urspriinglich aus Bakterien, wo es als
eine Art erworbenen Immunsystems dient, mit dem Angriffe von Viren er-
kannt und abgewehrt werden konnen.

CRISPR sind Abschnitte sich wiederholender DNA, die im Erbgut von
vielen Bakterien und Archaeen auftreten. Wenn ein Virus angreift, werden
Teile der Fremd-DNA in die CRISPR-Bereiche des eigenen Genoms inte-
griert. Die davon abgelesene crRNA erlaubt das Erkennen und Zerstoren
der Virus-DNA.

CRISPR:
Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats

Cas:
Enzym; molekulare Schere

crRNA:
CRISPR-RNA; erkennt die Ziel-Sequenz

Bakter;
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Mit Hilfe von Enzymen schneidet das Bakterium ein
Viren greifen ein Bakterium an. Virus-DNA W Stiick aus der Virus-DNA heraus und baut es in ihre
Sie schleusen ihre DNA in das eigene (CRISPR-) DNA ein. Mit diesem Trick kann es

Bakterium hinein.
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Die crRNA dockt an der erkannten
Zielsequenz an. Das Cas-Enzym kann
nun die Virus-DNA an dieser Stelle
schneiden und es so unschadlich
machen.

Der DNA-Doppelstrangbruch ist t6d-
lich far Viren, die nicht in der Lage
sind, das eigene Erbgut zu reparieren

CRISPR/Cas9
In der
Natur

sich bei einem spateren Angriff an das Virus erinnern.
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Dieser Abschnitt wird bei der
Transkription abgelesen und
eine RNA-Sequenz entsteht,
genannt CRISPR-RNA (crRNA).

CrRNA

Cas9

Cas-crRNA Komplex

Die so entstandene crRNA bildet mit dem Cas-Enzym
einen Komplex. Durch seine hohe Spezifitat wirkt die
crRNA wie ein molekularer Steckbrief, womit die
passende Fremd-DNA erkannt werden kann.
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Die CRISPR/Cas-Methode kann in der Forschung analog ver-
wendet werden, um DNA gezielt zu schneiden und zu verandern
(Genome Editing). Gene kénnen so eingefiigt, entfernt oder
ausgeschaltet werden.

Das Verfahren lauft in drei Schritten ab: Zunachst muss punktge-
nau die Stelle gefunden und angesteuert werden, bei der eine
Anderung durchgefiihrt werden soll. Mithilfe einer synthetisch
hergestellten Sonde (Leit-RNA) wird die Zielsequenz erkannt.

Im Labor wird eine Leit-RNA hergestellt. Sie besteht u. a. aus

einer passenden crRNA.

Voraussetzung ist, dass man die Sequenz des gewulnschten
Gens oder DNA-Abschnitts kennt. Die crRNA bildet das Ge-
genstuck der in einer Ziel-DNA zu verandernden Gene.

Die Leit-RNA wird mit dem Cas9-Enzym, welches
als Schere fungiert, gekoppelt und in die Zelle
eingeschleust, z. B. mittels Mikroinjektion.

Die Leit-RNA flihrt den CRISPR/Cas-Komplex an
den Zielort (z. B. ein Gen) heran, wo die crRNA an
der gewlinschten Stelle andockt.

Das Cas9-Enzym zerschneidet die Ziel-DNA an der
gewulnschten Stelle.

Wissenschaft

Geschnitten wird der DNA-Doppelstrang danach genau an
dieser Stelle mit der molekularen Schere (Cas9-Enzym), die an
die RNA-Sonde gekoppelt ist. Dieser DNA-Bruch kann an-
schliessend auf unterschiedliche Weise wieder repariert und
dabei verandert werden, wobei Mutationen stabil eingefligt
und somit an die Nachkommen weitergegeben werden.
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Beim Doppelstrangbruch treten anschlieBend die zell-
eigenen Reparatursysteme in Aktion: Sie fugen den
durchtrennten DNA-Strang wieder zusammen — allerdings
meist mit kleinen Fehlern. Durch diese Mutationen kann
das betroffene Gen nicht mehr richtig abgelesen werden
und ist so blockiert.

Alternativ kédnnen einzelne DNA-Bausteine ausgetauscht
oder kurze Sequenzen neu in den DNA-Strang eingebaut
werden.

Mit diesem Mechanismus kénnen beispielsweise krank-
machende Gene ausgeschaltet oder ersetzt werden.
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Wahrend altere Techniken der Genmanipulation im Nachhinein immer eindeutig als klinstliche Eingriffe identifiziert werden koénnen, ist
eine Gen-Editierung durch CRISPR/Cas9 nicht mehr von natilirlichen Mutationen oder Ziichtungen zu unterscheiden. Die Grenzen zwi-
schen natiirlicher und kiinstlicher Mutation verschwimmen. Deshalb ist unklar, ob mit CRISPR/Cas9 geschaffene Pflanzen als genmodifi-

zierte Organismen (GMO) oder als Ziichtungen einzustufen sind.

Risiken

— Neben den biologischen Grundlagen zum Verstandnis der Genom

Editierung sind auch ethische Fragen wichtig.

— Missbrauchlich oder aus Unachtsamkeit kénnten sich einige wenige
genveranderte Lebewesen rasant ausbreiten, etwa auch Insekten.
Deshalb brauchen wir internationale Richtlinien, wie die Forschung
mit dem neuen Instrument umgehen und wo die Grenzen aufgezeigt

werden sollen.

— Mit einer neuen CRISPR-Sequenz kdénnte zufallig eine ganz ahnliche
Sequenz im Erbgut anderer Organismen verandert werden — mit fata-

len Konsequenzen.

— Potenziell gefahrliche Manipulationen waren bisher nur in bestens
ausgestatteten Labors mdglich. Mit CRISPR kdénnte sich das veran-

dern, weil die Technik keiner komplexen Ausstattung bedarf.

— CRISPR/Cas9 ist flir Keimbahnmanipulation zu ineffizient und kann zu
potenziell gefahrlichen Nebeneffekten fliihren, namlich dann, wenn
die CRISPR/Cas9-Scheren die DNA an unerwinschten Stellen schnei-
den. Da diese seltenen Effekte etwa zur Aktivierung von Krebsgenen
fihren kénnten, wird mit Hochdruck daran gearbeitet, sie durch ver-

besserte Enzyme zu minimieren.

— Durch die Kombination der Genom Editierung mit «Gene Drive» An-
satzen, kébnnen bestimmte Gene in einer Population komplett besei-

tigt oder auch neu integriert werden.

Einige Risiken,
Chancen und

Nebenwirkungen

Chancen

— CRISPR/Cas9 ist einfach, schnell, prazise, universell und glinstig.

— Zell- und tierbasierte Modelle zur Analyse grundlegender Prozesse
und Krankheiten kénnen nun viel schneller und in einer nie dagewese-

nen Vielfalt von Arten generiert werden.

— Die aussichtsreichste Strategie basiert darauf, aus Patienten korperei-
gene (Stamm-) Zellen zu isolieren und ihre Gendefekte durch
«Genome Editing» zu korrigieren. Da reparierte Zellen erst nach mole-
kularer Prifung in Patienten zurlcktransplantiert werden, hofft man,
das Risiko fur unerwiinschte Nebeneffekte so gering wie moéglich zu

halten.

— Durch die Kombination der Genom Editierung mit «Gene Drive» Ansat-
zen, kénnen bestimmte Gene in einer Population komplett beseitigt

oder auch neu integriert werden.

— Pflanzen-DNA kann mit der Genschere so zurechtgeschnitten werden,
dass die Pflanzen eine Immunitat gegen Schadlinge entwickeln — so
lasst sich bakterienresistenter Reis oder mehltauresistenter Weizen

herstellen.
— Therapiemdglichkeit in der Medizin:

Z.B. bei HIV: Das aktive CCR5-Gen bildet die Grundlage fur die Ver-
breitung des HI-Virus tGiber menschliche Abwehrzellen (T-Zellen). For-
scher haben sich daher gefragt, ob man HIV bekampfen kann, indem
man das intakte CCR5-Gen in den Zellen infizierter Menschen aus-
schaltet. Dies versucht man mit dem CRISPR/Cas9-System zu errei-

chen.

Z.B. bei Leukamie: Eine erste Gentherapie mit TALEN (Genschere einer
friheren Generation) zur Behandlung von Leukamie verlief erfolg-
reich. T-Zellen eines Spenders wurden genetisch mit Hilfe von TALEN

verandert.

Z.B. fir Spenderorgane: Der Mangel an Spenderorganen treibt die
Forschung an, eine Losung zu finden, so auch die Nutzung von Spen-
derorganen aus Schweinen. Forscher arbeiten an einer simultanen
Ausschaltung aller 62 viraler Gene in Schweinenierenzellen, die mogli-

cherweise menschliche Zellen infizieren kdnnten.
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