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1. Entdeckung und Funktion eines RNA-vermittelten
immunologischen Ged�chtnisses

Nach der Identifizierung und Beschreibung der „clustered
regularly interspaced short palindromic repeats“ (CRISPR)
in Escherichia coli im Jahr 1987[1] wurden CRISPR-Sequen-
zen in vielen Bakterien und Archaeen gefunden.[2] Ihre
Funktion hingegen blieb unklar, bis in der ersten Dekade
dieses Jahrhunderts herausgefunden wurde, dass diese Zwi-
schenstîcke (Spacer) von bakterieller und viraler Herkunft
sind. Das war der erste Hinweis auf die Existenz eines bak-
teriellen adaptiven Immunsystems.[3] Tats�chlich wurde ge-
zeigt, dass diese Sequenzen in antisense-RNAs (CRISPR
RNAs = crRNAs) transkribiert werden, die die CRISPR-zu-
gehçrige Nuklease (CRISPR-associated nuclease = Cas) an
die Ziel-DNA bringen, woraufhin die Fremd-DNA zerstçrt
wird.[4]

Es wurden bislang drei Arten von
CRISPR-Cas-Systemen identifiziert,
die anhand ihrer molekularen Mecha-
nismen unterschieden werden kçnnen.
W�hrend die Systeme I und III einen
Cas-Protein-Komplex zur Ziel-DNA-
Erkennung und -Zerstçrung verwen-
den, werden diese Funktionen im
System II nur durch ein einziges Pro-

tein erfîllt. Voraussetzung fîr die Zerstçrung von eindrin-
gender DNA durch die Systeme I und II ist eine zus�tzliche
Sequenz 3’ neben der Sequenz, die von der crRNA erkannt
wird; das sogenannte PAM-Motiv (protospacer adjacent
motif). Das minimale Typ II CRISPR-Cas-System aus Strep-
tococcus pyogenes bençtigt nur eine Endonuklease (Cas9),
eine guide-RNA und ein PAM in der Ziel-DNA. Dieses
System wurde zu einem RNA-programmierbaren Werkzeug
fîr die Gentechnik weiterentwickelt. Deshalb wird im Fol-
genden auf die molekularen Mechanismen und die Weiter-
entwicklung des S. pyogenes Typ II CRISPR-Cas-Systems
eingegangen und dargestellt, wie es in eine m�chtige Tech-
nologie verwandelt wurde, die das therapeutische Genom-
editieren ermçglicht.[5]

Abbildung 1 zeigt schematisch die Bestandteile des bak-
teriellen Typ-II-Immunsystems und wie die adaptive Immu-
nit�t erreicht wird. Zuerst werden kleine Fragmente der
Fremd-DNA, sogenannte Spacer, in den CRISPR-Locus
eingefîgt (= Erwerb). Dann wird der tracr-Locus (trans-ac-
tivating crRNA) und der CRISPR-Spacer-Bereich in tra-
crRNA und Vorl�ufer-crRNA (pr�-crRNA) transkribiert
(= Expression). �ber eine repetitive Sequenz (repeat-Se-
quenz in der pr�-crRNA) und ihre komplement�re Sequenz

Der Forschungsbereich der Biologie erf�hrt zurzeit eine Revolution
durch die Weiterentwicklung eines bakteriellen adaptiven Immunsys-
tems zu einem universellen Werkzeug fîr die Gentechnik. Bakterien
und Archaeen benutzen repetitive Teile des Genoms, sogenannte
„clustered regularly interspaced short palindromic repeats“ (CRI-
SPR), in Kombination mit einer RNA-abh�ngigen Nuklease (CRI-
SPR-associated nuclease = Cas), um in Zellen eindringende DNA zu
erkennen und zu zerstçren. Indem man die Sequenz der Leit-RNA
(guide-RNA) passend w�hlt, kann dieses Zweikomponentensystem
verwendet werden, um auf effiziente Weise Genloci in Pflanzen, In-
sekten, Pilzen, S�ugetierzellen und ganzen Organismen zu erreichen
oder zu modifizieren. Dies erçffnet ungeahnte Mçglichkeiten in der
Gentechnik bis hin zur Behandlung oder Heilung von menschlichen
Erbkrankheiten. Jetzt rîcken die potentiellen Risiken und ethische,
soziale und juristische Fragestellungen im Zusammenhang mit dieser
m�chtigen neuen Technik ins Rampenlicht.
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(tracrRNA) bilden beide einen Duplex. Durch RNase III
werden sie weiter prozessiert, bevor die so entstandene reife
tracrRNA:crRNA (guide-RNA) einen Ribonukleoprotein-
komplex mit der Endonuklease Cas9 bildet. Wenn eine DNA
mit einem zur crRNA komplement�ren Sequenzabschnitt auf
diesen Komplex trifft, wird sie von Cas9 geschnitten (= In-
terferenz).[6]

2. Mechanismus der DNA-Erkennung bei CRISPR-
Cas9

Durch Kristallstrukturen und KryoEM-Studien der Typ-
II-Cas9-Orthologen aus S. pyogenes und Actinomyces naes-
lundii konnten detaillierte Einblicke in den molekularen
Aufbau und den Mechanismus von CRISPR-Cas9 gewonnen
werden. Alle Cas9-Proteine haben einen konservierten
strukturellen Kern und bestehen aus zwei Untereinheiten.
Die Nukleaseuntereinheit (NUC) beinhaltet eine HNH- und

eine RuvC-�hnliche Endonuklea-
sedom�ne.[7] Beide sind durch eine
Brîckenhelix verbunden. Sie sind
fîr das Schneiden von Ziel-DNAs
verantwortlich, die komplement�r
zur 20 Basen langen Leitsequenz in
den crRNAs (= komplement�rer
Strang) sind und ein benachbartes
PAM-Motiv im Gegenstrang
(= nichtkomplement�rer Strang)
enthalten. Die zweite Untereinheit,
die Erkennungsuntereinheit
(REC), besteht aus einer alphahe-
likalen und einer topoisomerase-
homologen Dom�ne. Sie ist essen-
tiell fîr die Bindung des Duplexes
aus repetitiver und komplement�-
rer (repeat-antirepeat) RNA der
Leit-RNA sowie der Stammschlei-
fe 1 der tracrRNA.[8] Es wurde ge-
zeigt, dass die cr:tracrRNA zu einer
einzigen guide-RNA (single guide-
RNA = sgRNA) zusammengefasst
werden kann, indem man beide
Teile durch eine kînstliche Tetra-
schleife verbindet.[6b] Dabei wird
die guide-RNA und die zwçlf Basen

lange repetitive Sequenz der crRNA sowie die 14 Basen lange
komplement�re Sequenz und die drei Stammschleifen der
tracrRNA verwendet (Abbildung 2). W�hrend die Stamm-
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der drei Phasen des Typ-II-CRISPR-Cas-Systems. Beim Er-
werb des immunologischen Ged�chtnisses dringt Fremd-DNA (rot) in die Bakterienzelle ein (Zell-
wand gekennzeichnet durch eine graue Linie) und wird durch Endonukleasen prozessiert (Cas1,
Cas2; blaue Kreise). Die Fragmente (Protospacer) werden in den CRISPR-Locus im bakteriellen
Chromosom integriert (S =Spacer, R =Repeat). Nach der Expression des CRISPR-Locus und der
Prozessierung der pr�-crRNA durch RNase III wird der crRNA:tracrRNA-Komplex durch Cas9 gebun-
den. Der Cas9-tracr:crRNA-Komplex ist nun bereit, eindringende DNA mit einem PAM-Motiv und
einer Sequenz komplement�r zur crRNA zu schneiden.

Abbildung 2. Schematische Darstellung der guide-RNA und der Ziel-
DNA. Zus�tzlich zu einer entsprechenden PAM-Sequenz am 3’-Ende
des Protospacers (hier die S. pyogenes PAM-Sequenz NGG) ist Kom-
plementarit�t zwischen Protospacer- und Spacersequenz zum Schnei-
den der DNA nçtig (SL= Stammschleife (stem loop); gríne Dreiecke
markieren Schnittstellen). Der graue Pfeil deutet die Position der Tetra-
schleife in der artifiziell hergestellten sgRNA an.
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schleifen 2 und 3 den Komplex durch Interaktion mit der
NUC-Untereinheit stabilisieren, ist Stammschleife 1 essenti-
ell fîr die Funktion von Cas9.[8] Erkennung und Bindung des
PAM-Motivs in der Ziel-DNA findet im positiv geladenen
Spalt zwischen den beiden Untereinheiten (PAM-interaction
(PI) domain) statt.

Ver�nderungen der strukturellen Organisation dieser
Dom�nen zwischen verschiedenen Cas-Orthologen sind ver-
antwortlich fîr die Unterschiede in guide-RNA und PAM-
Sequenzspezifit�t, wobei die REC-Dom�ne am wenigsten
konserviert ist. Zum Beispiel erkennt SpCas9 seine typische
PAM-Sequenz 5’-NGG-3’ durch ein basenspezifisches Er-
kennen des GG-Motivs in der großen Furche des DNA-Du-
plexes mithilfe zweier konservierter Arginine in der PI-Do-
m�ne.[9] Im Gegensatz dazu verwendet das Cas9-Ortholog aus
Lactobacillus buchnerie zwei Glutamine an der strukturell
gleichen Position, um eine PAM-Sequenz bestehend aus vier
aufeinander folgenden Adeninen nach einer beliebigen Base
zu erkennen (5’-NAAAA-3’).[10] Vor kurzem wurde gezeigt,
dass das Vorhandensein der PAM essentiell fîr die Zielse-
quenzerkennung ist: DNA-Sequenzen, die komplett kom-
plement�r zur guide-RNA waren, wurden in Abwesenheit
einer PAM nicht von Cas9 erkannt (Abbildung 2).[11] Die
Bindung von Cas9 an DNA-Sequenzen, die eine PAM besit-
zen, aber nur partiell komplement�r zu der sgRNA-Sequenz
sind, ist prinzipiell ein großes Problem beim Genomeditieren
und ebenfalls ein limitierender Faktor bei der siRNA-Tech-
nologie. Tats�chlich wurde die Bindung von CRISPR-Cas9 an
Nicht-Ziel-DNA durch Hochdurchsatz-Sequenzierung mit-
tels Chromatinimmunopr�zipitation mit genomischer DNA
aus embryonalen Stammzellen aus der Maus (mESC)[12] und
humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) beobach-
tet.[13] Trotzdem wurde festgestellt, dass das Schneiden von
DNA mit einer PAM und einer Sequenz, die partiell kom-
plement�r zur guide-RNA ist, selten vorkommt. Das zeigt,
dass das Prîfen, die Bindung und das Schneiden der DNA
getrennte Vorg�nge sind.[11]

Wie also ist die Aktivit�t von Cas9 reguliert? Eine Anzahl
von Strukturuntersuchungen von S. pyogenes Cas9 (PDB-
Code 4CMP) und Cas9-sgRNA:Ziel-DNA (PDB-Code
4OO8, 4UN3) zeigten, dass die Aktivit�t von Cas9 durch
Konformations�nderungen gesteuert wird:[8–10] Im Apo-Zu-
stand ist das Enzym katalytisch inaktiv. Durch Wechselwir-
kung mit der guide-RNA findet eine große Rotation der
NUC-Untereinheit statt, durch die ein zentraler Tunnel ge-
schaffen wird, der fîr die Bindung der DNA essentiell ist. Es
folgen die DNA-Bindung und die PAM-Sequenzerkennung
durch Wasserstoffbrîckenbindungen der konservierten Ar-
ginine mit den Hoogsteen-Seiten der Guanine. Anschließend
wird der DNA-Duplex neben dem PAM-Motiv durch die
Wechselwirkung eines Serin- und eines Lysinrestes (Phos-
phat-Schloss-Schleife) mit dem + 1-Phosphat destabilisiert,
was der Beginn der Strangtrennung ist. Die Bildung des He-
teroduplexes durch Watson-Crick-Paarung mit der guide-
RNA wird begleitet durch eine verst�rkte Bindung des
Komplexes und das Schneiden der DNA. Die HNH-Dom�ne
schneidet den komplement�ren Ziel-DNA-Strang drei Basen
oberhalb der PAM-Sequenz. Die RuvC-Dom�ne schneidet
den nichtkomplement�ren Gegenstrang (Abbildung 3).[6b]

Wenn es zu Fehlpaarungen zwischen DNA und guide-
RNA kommt, vor allem nahe des PAM, kann sich der Hete-
roduplex nicht ausbilden. Das stoppt sehr wahrscheinlich die
weitere Strangtrennung und die festere Bindung des Enzyms
an seine Ziel-DNA, wodurch verhindert wird, dass Nicht-
Ziel-DNA geschnitten wird. Die zwei Nukleasedom�nen
verwenden unterschiedliche Katalysemechanismen, um den
DNA-Strang zu schneiden: Die HNH-Endonukleasedom�ne
hat strukturelle øhnlichkeit mit der Familie die HNH-En-
donukleasen, die durch eine bba-Metallfaltung charakteri-
siert sind. Die T4-Endonuklease IV (PDB-Code 1EN7) ver-
wendet eine katalytische Triade (His-Asp-Asn) in einem Ein-
Metallionen-Katalysemechanismus. Hierbei bindet ein hy-
dratisiertes Mg2+-Ion, welches durch Histidin und Asparagin
koordiniert wird, das zu spaltende Phosphat im Zielstrang der
DNA, wobei das Histidin als Base fungiert und das angrei-

Abbildung 3. �berblick íber den Bindungs- und Spaltungsmechanis-
mus von Typ-II-A-SpCas9. Cas9 (hellblau) besteht aus einer Erken-
nungsuntereinheit (REC) mit der sogenannten Bríckenhelix (hellblaues
Oval) sowie einer Nukleaseuntereinheit (NUC) mit PAM-interagieren-
der (PI) Dom�ne und den RuvC- und HNH-Nukleasedom�nen (HNH-
Dom�ne als blauer Kreis abgebildet). Die aktiven Zentren sind grín
dargestellt. Nach Bindung von crRNA (schwarz-rote Linie) und tracr-
RNA (lila) kommt es im Protein zu strukturellen Ver�nderungen, die
zur Ausbildung eines positiv geladenen Tunnels zwischen den beiden
Untereinheiten fíhren. Dorthin binden der guide-Zielkomplex sowie
der repeat-antirepeat-Duplex. Nach der DNA-Bindung wird das PAM-
Motiv (rotes Oval) auf dem nichtkomplement�ren Strang durch zwei
Argininreste der PI-Dom�ne (dunkelblau) erkannt. Die DNA-Strang-
trennung wird durch die Interaktion der Phosphat-Schloss-Schleife
(phosphate lock–loop; hellblau) mit dem Zielstrang induziert. Danach
wird der DNA-RNA-Hybrid gebildet und die DNA-Str�nge werden ge-
schnitten.

..Angewandte
Kurzaufs�tze

S. Schneider und M. Kirchner

13712 www.angewandte.de Ó 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2015, 127, 13710 – 13716

http://www.angewandte.de


fende Wassernukleophil deprotoniert.[14] Die entsprechenden
Aminos�urereste in der HNH-Dom�ne von Cas9 sind
Asp 839, His840 und Asn863. RuvC-�hnliche Nukleasen be-
sitzen eine RNase-H-Faltung. Sie koordinieren zwei Mn2+-
Ionen durch ein konserviertes Asp-Asp-Glu-His-Motiv und
funktionieren mit großer Wahrscheinlichkeit durch einen
Zwei-Metallionen-Mechanismus. In der Cas9-RuvC-Dom�ne
koordinieren Asp 10, Glu 762, His 983 und Asp 986 zwei Mg2+-
Ionen und befinden sich an vergleichbarer Position wie die
katalytischen Aminos�urereste von RuvC von Thermus
thermophilus (PDB-Code 4LD0).[9] Asp 10 und His 840, sowie
die Anwesenheit von Mg2+-Ionen, sind essentiell fîr die
Funktion von Cas9, und die Mutation beider Reste zu Ala
fîhrt zu einem katalytisch inaktiven Enzym (dCas9).[6b, 8–11,15]

3. Entwicklung des CRISPR-Cas9-Systems zu einem
Werkzeug fír Genommodifikationen

Vor der Entwicklung des CRISPR-Cas9-Systems zu ei-
nem zielgerichteten Werkzeug fîr die Gentechnik[16] wurden
andere programmierbare Nukleasen wie Zinkfingernuklea-
sen (ZFN)[17] oder TALENs (transcription activator-like ef-
fector nucleases)[18] zur Genommodifikation in vielen ver-
schiedenen Organismen verwendet. In ZFNs und TALENs ist
die DNA-Bindedom�ne eines Proteins an eine FokI-Nu-
kleasedom�ne fusioniert. Jedoch muss, um eine bestimmte
DNA-Sequenz zu erreichen, die jeweilige DNA-Bindedo-
m�ne ver�ndert werden, damit diese die Nukleasedom�ne an
die gewînschte Stelle bringt (�bersichtsartikel: Lit. [19]). Im
Vergleich dazu bençtigt das CRISPR-Cas9-System keine
Proteinmodifikationen, damit es an das Ziel binden kann,
sondern braucht lediglich eine Anpassung der 20 bp langen
guide-RNA-Sequenz an die Zielsequenz.[6b,15]

Voraussetzung fîr die erfolgreiche Anwendung des
CRISPR-Cas9-Systems zur Genommodifikation in Euka-
ryoten ist eine optimierte Expression und die korrekte Lo-
kalisierung der Komponenten in der Zelle. Dies wurde durch
Expression von kodonoptimiertem Cas9 mit einem zus�tzli-
chen Kernlokalisierungssignal (NLS) und der dazugehçrigen
guide-RNA mçglich.[16b,f,m] Mit so optimierten Proteinen
konnten zielgerichtet Deletionen und Insertionen im Genom
von einigen menschlichen und Mauszelllinien sowie in pluri-
potenten Stammzellen eingefîhrt werden. Obwohl die Ge-
nomver�nderung mit TALENs und ZFNs bereits mçglich
war, ist das optimierte CRISPR-Cas9-System schneller.[16j, 20]

Essentiell fîr die Aktivit�t von Cas9 ist die Gegenwart eines
PAM und einer zur Ziel-DNA streng komplement�ren 8–12
Basen langen „Keimregion“.[16a,b,f] Cas9 toleriert Fehlpaa-
rungen bis zu einem gewissen Grad, was der Grund fîr die
oben erw�hnten Nebeneffekte ist.[21] Durch die geordnete
Anordnung der Spacer im CRISPR-Locus ist es mçglich,
mehrere Loci in einem Genom gleichzeitig zu ver�ndern
(multiplexe Genommodifikation), indem man mehrere sgR-
NAs zur gleichen Zeit exprimiert.[16b, j] Wenn eine der Endo-
nukleasedom�nen von Cas9 durch Mutation inaktiviert wird,
kann das Enzym in eine „Nickase“ (nCas9) umgewandelt
werden, die nur noch einen Strang der Ziel-DNA schneidet.
Dadurch wird die Rate der homologen Rekombination im

Vergleich zur nicht-homologen Endverknîpfung erhçht.[15,22]

Weil die Zielerkennung durch Cas9 auf dem Vorhandensein
eines PAM neben der Zielsequenz auf dem Gegenstrang ba-
siert, ist das natîrliche Substrat von Cas9 doppelstr�ngige
DNA. Trotzdem wurde vor kurzem gezeigt, dass die se-
quenzspezifische Aktivit�t von Cas9 auf RNA und einzel-
str�ngige DNA erweitert werden kann. Dafîr ist ein zus�tz-
liches kleines einzelstr�ngiges Oligonukleotid, das „PAM-
mer“, nçtig. Dieses kçnnte den Weg zu einem allgemeinen
Ansatz fîr die sequenzspezifische RNA-Manipulation wei-
sen.[23]

4. Aktuelle Anwendungen

Eine konkrete biotechnologische Anwendung des CRI-
SPR-Cas9-Systems ist die Immunisierung von kultivierten
Bakterien in der Milchindustrie. Zum einen kann die Wi-
derstandskraft der Bakterien gegenîber Phagen verbessert
und zum anderen die Aufnahme von Plasmiden mit uner-
wînschten Genen verhindert werden.[24] Die Anwendungs-
mçglichkeiten der CRISPR-Cas9-Technologie ist aber nicht
auf die Immunisierung von Bakterien fîr industrielle Zwecke
beschr�nkt: In den letzten drei Jahren wurden mehr als 500
Artikel verçffentlicht, die unterschiedlichste Anwendungen
der CRISPR-Cas9-Technologie beschreiben. Das System
wurde erfolgreich in verschiedenen Zelltypen und Organis-
men wie Hefe,[16c,25] Aktinomyzeten,[26] Drosophila,[27] Ze-
brafisch,[16e, 28] C. elegans,[16d] S�ugetieren[29] und Pflan-
zen[16h,k, 30] als Genomeditierungswerkzeug angewandt (�ber-
sichtartikel: Lit. [5a,c, 31]). Zum Beispiel kann nukleasein-
aktiviertes Cas9 (dCas9) die Genexpression verhindern, in-
dem sie die Transkription eines Zielgens blockiert.[32]

Außerdem kçnnen Transkriptionsregulatoren durch dCas9-
Fusionsproteine und mithilfe der guide-RNA zielgerichtet an
bestimmte Stellen im Genom gebracht werden (Abbil-
dung 4).[16j, 33] Dies erlaubt es, sowohl die Rolle der Tran-
skriptionsregulatoren als auch die Funktion der Gene durch
ihre selektive Hochregulation oder Repression zu studieren.
Oftmals ist ein Transkriptionsregulator alleine fusioniert an
dCas9 nicht ausreichend fîr eine Steigerung der Genexpres-
sion, und die Amplitude des erzielten regulatorischen Effekts
ist abh�ngig vom Locus des Zielgens. Um die Genexpression
genomweit zu erhçhen, mîssen zus�tzliche Transkriptions-
aktivatordom�nen durch weitere kleine Aptamerdom�nen an
der sgRNA an die Zielgene gebracht werden. Dies wurde
beispielsweise verwendet, um Gene, die Resistenzen gegen-
îber einem Chemotherapeutikum vermitteln, zu identifizie-
ren. Mithilfe einer sgRNA-Bibliothek, die 23430 Gene einer
Krebszelllinie erkennt, in Kombination mit einem Selekti-
onsverfahren zur Identifikation von hochregulierten Genen
konnten bisher unbekannte Resistanzmechanismen gefunden
werden.[33d] Des Weiteren wurden durch CRISPR-Cas9 epi-
genetische Marker wie DNA-Methylierungen untersucht, die
eine wichtige Rolle in der Embryogenese spielen. Durch die
Zerstçrung von unterschiedlichen DNA-Methyltransferase-
genen in ES-Zellen und mithilfe von Bisulfitsequenzierung
wurden Ziele fîr diese DNA-Methyltransferasen auf Ein-
zelbasenebene identifiziert.[34] Eine andere Anwendung ist
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die Lebendzellabbildung durch Cas9-GFP-Fusionsproteine,
mit denen die sequenzspezifische Untersuchung der Dynamik
und der r�umlich-zeitlichen Aufteilung von Genomelemen-
ten wie Telomeren w�hrend der Mitose mçglich ist.[35] Au-
ßerdem erlaubt es die CRISPR-Cas9-Technologie sehr effi-
zient, Organismen mit spezifischen Mutationen zu generie-
ren. Diese kçnnen dann als wertvolles Modell zum Studieren
von Genfunktionen, Krankheiten und Krankheitsentwick-
lung eingesetzt werden. Vor der CRISPR-Cas9-Technologie
war dagegen die Modell-Generierung komplex und zeitin-
tensiv. Durch einfache Injektion von Cas9-mRNA und
sgRNA in die Zygoten von M�usen und Affen kçnnen
mehrere Gene jetzt in einem einzigen Schritt mutiert wer-
den.[16l, 29] Zus�tzlich kann Cas9 benutzt werden, um virale
DNA zu erkennen und zu zerstçren, wie beispielsweise die
des humanen Immundefizienzvirus (HIV) oder des humanen
Papillomavirus (HPV), was zum Schutz der Zellen vor HIV-
Infektion[36] oder zur induzierten Apoptose von HPV-trans-
formierten Zellen fîhrt.[37] Vor kurzem wurde gezeigt, dass
das System auf ganze Organismen angewendet werden kann,
um die Entwicklung von Krebs zu studieren. Dabei wurden
M�usen Lungenkrebszellen implantiert, die Cas9 exprimie-
ren. Mithilfe einer sgRNA-Bibliothek, die proteinkodierende
und mikroRNA-kodierende Gene erkennt, konnten Gene
identifiziert werden, deren Inaktivierung den Verlauf der
Tumorentwicklung und die Metastasenbildung fçrdert.[38]

Außerdem kçnnen chromoso-
male Translokationen und Punkt-
mutationen in erwachsenen M�u-
sen durch das Einbringen eines
Expressionsplasmids mit CRISPR-
Cas9 und sgRNA in die Zielzellen
generiert werden, womit schnell
Tumormodelle entwickelt werden
kçnnen und funktionelle geneti-
sche Untersuchungen mçglich
sind.[39]

5. Zukínftige Entwicklungen
und neue Horizonte

Der Fortschritt in den DNA-
Sequenzierungstechnologien in
Kombination mit genomweiten
Assoziierungsstudien haben Ein-
blicke in die Krankheiten zugrun-
deliegende Genetik bis auf das
Einzelzellniveau ermçglicht. Dank
seiner F�higkeiten und offensicht-
lich einfachen Anwendbarkeit hat
das CRISPR-Cas9-System das Po-
tential dazu, die Brîcke von der
genetischen Information zur Be-
handlung von Krankheiten zu
schlagen und verspricht personali-
sierte Medizin mit noch nie dage-
wesener Pr�zision. In einem

Mausmodell wurde bereits gezeigt, dass die Mutation eines
Gens, das zu einer leberbasierten Stoffwechselstçrung fîhrt,
im ganzen Tier korrigiert werden kann.[40] Ebenso konnte in
Stammzellen der erbliche Einzelgendefekt im CFTR-Gen fîr
zystische Fibrose repariert werden.[41] Der potentielle zu-
kînftige Nutzen von Cas9 als Therapeutikum liegt nicht nur
in der Reparatur von erblichen Einzelgendefekten wie zysti-
scher Fibrose, vielmehr kçnnte es auch zur Vorbeugung gegen
Infektionen eingesetzt werden, indem Cas9 gegen die Geno-
me von pathogenen Bakterien oder Viren gerichtet wird.
Auch kçnnten Entzîndungen oder Autoimmunit�t kontrol-
liert oder die Expression von Onkogenen und Tumorsup-
pressoren reprimiert bzw. aktiviert werden. Außerdem wîr-
den Sequenz�nderungen in pluripotenten Stammzellen die
Manipulation von Gewebe ermçglichen. Obwohl CRISPR-
Cas9 ein bisher nie dagewesenes Potential fîr biotechnolo-
gische und medizinische Anwendungen besitzt, werden
gleichzeitig Fragen îber die damit verbundenen Risiken und
ethischen Auswirkungen aufgeworfen.[42] Sicherheitsaspekte
wie sogenannte Off-target- und On-target-Effekte mit un-
vorhersehbaren Konsequenzen, sowie mçgliche Toxizit�t und
Immunogenit�t mîssen untersucht werden, bevor Cas9 als
Therapeutikum im Menschen angewandt wird. Die Wech-
selbeziehung zwischen dem individuellen genetischen Hin-
tergrund eines Patienten, Umweltfaktoren und Krankheits-
entwicklung ist in weiten Teilen immer noch nicht klar. Eine
Vorhersage der Folgen von Genomver�nderungen zu thera-

Abbildung 4. Anwendungen des Typ-II-CRISPR-Cas-Systems. Die sgRNA (schwarz) beinhaltet einen
Spacer-�hnlichen Teil, der homolog zur Zielsequenz ist (lila und orange). a) Um den Anteil der homo-
logen Rekombination (HDR) im Vergleich zur nicht-homologen End-Verknípfung (NHEJ) zu erhçhen,
wird Cas9n, eine Cas9 mit einer inaktivierten RuvC-Nukleasedom�ne (graues Dreieck), verwendet. Da-
durch wird nur ein Strang der Ziel-DNA von der HNH-Nukleasedom�ne geschnitten.[22] b) Indem man
zwei verschiedene sgRNAs benutzt, kann die DNA an zwei Stellen geschnitten werden, die dann durch
NHEJ repariert werden kçnnen. Dadurch wird die Genomeditierung spezifischer.[16b] c) Durch die Bin-
dung von endonukleaseinaktivem Cas9 (dCas9) an einen Zielpromoter kann die Transkription ge-
hemmt werden (CRISPRi).[32b] d) Aktivierung oder Inhibition von Genen wird durch die Fusion von Pro-
teineffektordom�nen (gelb) an dCas9 und deren Bindung an die Promotorregionen erreicht. Zus�tzlich
kann dadurch auch die Funktion der Effektordom�nen studiert werden.[33a,c,d]
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peutischen Zwecken ist deshalb nicht mçglich. Genommodi-
fikationen in befruchteten Eiern oder Embryos werden an
jede Zelle des Organismus weitergegeben und kçnnten un-
erwînschte Auswirkungen haben. Eine Gruppe von For-
schern und Interessensvertretern haben bereits dazu aufge-
rufen, die Verwendung der Technologie fîr Ver�nderungen in
der menschlichen Keimbahn einzuschr�nken. Sie fordern ei-
ne offene Debatte in einem Forum aus Forschern, ørzten,
Sozialwissenschaftlern und der ©ffentlichkeit.[42, 43] Einer ih-
rer Kernvorschl�ge zum Umgang mit dieser m�chtigen
Technologie vor der klinischen Anwendung ist die Bildung
einer weltweiten repr�sentativen Gruppe aus Entwicklern
und Nutzern von Genommodifizierungstechnologien, Gene-
tikern, Juristen, Bioethikern, der wissenschaftlichen Ge-
meinschaft, der ©ffentlichkeit und wichtiger Regierungen.
Transparente Forschung ist nun nçtig, um das volle Potential
und die Risiken dieser Technologie bewerten zu kçnnen.
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