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Modifizierte RNAs in CRISPR/Cas9: ein bew�hrter
Trick, der immer noch funktioniert
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In den letzten Jahren hat sich eine neue Technik des gezielten
Genom-Editing basierend auf dem adaptiven Immunsystem
von Prokaryoten, bezeichnet als CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats), zur bevorzugten
Methode fîr die Erzeugung gentechnisch ver�nderter Orga-
nismen etabliert. Die einfache und flexible Anwendung von
CRISPR im Vergleich zu frîheren Verfahren (Zinkfinger-
nukleasen, TAL-Effektornukleasen)[2] ermçglicht die selek-
tive Ver�nderung fast jedes beliebigen Gens, sogar in S�u-
getieren. Das System umfasst die Bildung eines Komplexes
zwischen der Cas9-Endonuklease und einem RNA-Strang,
der den Komplex aktiviert und an die Zielregion der DNA
dirigiert, um dort Doppelstrangbrîche auszulçsen (Abbil-
dung 1A).[3]

Das CRISPR/Cas9-System hat eine gewisse øhnlichkeit
zu einem der Abwehrmechanismen in eukaryotischen Zellen,
n�mlich der RNA-Interferenz (RNAi).[4] Bei der RNAi
spaltet ein als RISC bezeichneter Proteinkomplex vermittelt
durch einen RNA-Fîhrungsstrang mRNA-Sequenzen, um
die Expression der Zielgene zu hemmen (Abbildung 1B).
Allerdings ist das CRISPR/Cas9-System vielseitiger und kann
genutzt werden, um die Expression von Genen zu reduzie-
ren[5] oder zu steigern[6] sowie, wichtiger noch, um Gene zu
editieren, was durch zwei Mechanismen geschehen kann. Der
h�ufigste Mechanismus ist die nicht-homologe Rekombina-
tion (non-homologous end joining, NHEJ), die zu Insertionen
oder Deletionen („Indels“) an der Bruchstelle fîhrt. Im Ge-
gensatz dazu kann die homologe Rekombination (HR) in
Gegenwart einer exogenen DNA-Matrize neue Sequenzen
(z. B. funktionelle Gene) an der Zielregion einfîhren.

Eine andere Parallele zwischen RNAi und CRISPR/Cas9
besteht darin, dass beide Systeme RNAs bençtigen, um den
enzymatischen Komplex zu aktivieren und die Zielregion
anzusteuern. RNAi bençtigt kurze RNA-Doppelstr�nge von
19–21 Nukleotiden (nt) – bezeichnet als kleine interferie-
rende RNAs (siRNA) –, um den Prozess auszulçsen. Die
Fîhrungs-RNAs (guide RNAs, gRNAs), die den Cas9-Kom-

plex aktivieren und zur Zielregion der DNA dirigieren, sind
hingegen deutlich l�nger, einstr�ngig und aus zwei RNAs
zusammengesetzt, n�mlich der CRISPR-RNA (crRNA,
42 nt) und der trans-aktivierenden RNA (tracrRNA, 80 nt).
Die beiden Sequenzen hybridisieren partiell und bilden die
gRNA, die îber die tracrRNA-Region an Cas9 bindet (Ab-
bildung 1 A). Die crRNA-Dom�ne hybridisiert dann an die
komplement�re Ziel-DNA, die direkt neben einer als PAM
(protospacer adjacent motif) bezeichneten Sequenz liegen
sollte. Interessanterweise kann die Effizienz des Prozesses
durch die Verwendung einer chim�ren Struktur bestehend
aus crRNA und tracrRNA, bezeichnet als single-guide-RNAs
(sgRNAs), gesteigert werden, die îblicherweise 100 nt lang
sind.

Abbildung 1. Schematische Darstellung der bei CRISPR/Cas9 (A) und
RNAi (B) beteiligten Ribonukleoproteinkomplexe. In beiden Systemen
kçnnen modifizierte Nukleotide die Aktivit�t und Selektivit�t des Kom-
plexes erhçhen. Bei CRISPR/Cas9 wird die doppelstr�ngige Ziel-DNA
geschnitten und editiert, w�hrend bei RNAi die Boten-RNA geschnitten
und zerstçrt wird.
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Ein entscheidender Unterschied zwischen CRISPR/Cas9
und RNAi ist, dass das Genom-Editing mit CRISPR/Cas9
dauerhaft und vererbbar ist. Hingegen ist die durch RNAi
vermittelte Genregulation nur vorîbergehender Natur und
auf die Gegenwart von siRNAs angewiesen. Darîber hinaus
legt die Cas9-Spezies die tracrRNA- und PAM-Sequenzen
fest, w�hrend bei RNAi die siRNA-Sequenzen unabh�ngig
vom RISC-Komplex sind. Die am h�ufigsten verwendete
Cas9-Nuklease wird aus Streptococcus pyogenes erhalten und
kann dank der Einfachheit ihrer PAM-Sequenz (NGG) zur
Modifikation nahezu jedes Gens eingesetzt werden.

Das Implementieren dieses Systems in eukaryotische
Zellen geschieht nicht so einfach wie bei RNAi, weil die Cas9-
Endonuklease in diesem Zelltyp nicht exprimiert wird. Aus
diesem Grund mîssen das gesamte Protein oder die kodie-
renden Nukleins�uren (z. B. Plasmide oder mRNA) in die
Zelle internalisiert werden, was mit unterschiedlichen Stra-
tegien bewerkstelligt werden kann.[7]

Eine Reihe von Nachteilen und Limitierungen sind
CRISPR/Cas9 und RNAi gemeinsam. Dazu gehçren die ge-
ringe Stabilit�t von RNA in Serum und eine gewisse Aktivit�t
fîr Regionen außerhalb der Zielstrukturen („off-target“-Ef-
fekte). Um diese Limitierungen zu umgehen, haben zwei
Arbeitsgruppen kîrzlich die Verwendung von modifizierten
RNAs in CRISPR/Cas9 systematisch untersucht, wobei die
Studien von frîheren Arbeiten îber RNAi inspiriert waren.[8]

Porteus und Mitarbeiter[9] synthetisierten drei sgRNAs,
die in den letzten drei Nukleotiden an beiden Enden eine der
folgenden Modifikationen trugen: 2’-O-Methyl (M), 2’-O-
Methyl-3’-phosphorthioat (MS) oder 2’-O-Methyl-3’-thioP-
ACE (MSP) (Abbildung 2). Diese Modifikationen werden
h�ufig in Antisense- und RNAi-Techniken genutzt, um die
Stabilit�t gegen RNAsen zu verbessern und die Bindung an
die komplement�ren Zielsequenzen zu verst�rken.

Zun�chst untersuchten sie die Aktivit�t des Cas9-sgRNA-
Komplexes mithilfe eines DNA-Spaltungsassays in vitro, der
best�tigte, dass die Modifikationen nicht die Endonuklease-
aktivit�t verminderten. Aktivit�t und Selektivit�t wurden
dann in verschiedenen etablierten humanen Zelllinien und
humanen prim�ren T-Zellen bestimmt. Im letzteren Fall sind
die Ergebnisse bemerkenswert, weil das Editieren von hu-
manen prim�ren T-Zellen (insbesondere nicht-stimulierten)
problematisch sein kann.

Die Aktivit�t des CRISPR/Cas9-Systems bei Verwendung
unmodifizierter sgRNA wurde anhand von Insertionen und
Deletionen gemessen, und ein Wert von 2.4 % Indels in der
Ziel-DNA wurde ermittelt. Wurde der RNA-Strang mit M,
MS oder MSP modifiziert, stieg die Gendisruption auf 13.5 %,
68.0% bzw. 75.7 %. Interessanterweise stiegen die Werte fîr
die letzten beiden Proben auf 75.3% und 83.3 %, wenn die
Menge an sgRNA von 1 auf 20 mg (pro Million Zellen) erhçht
wurde. Diese Werte sind vergleichbar mit den Indel-H�ufig-
keiten, die erzielt wurden, wenn Cas9 und sgRNA in einem
Plasmid codiert waren.

Die Autoren untersucht außerdem die Effizienz der In-
sertion eines exogenen fluoreszierenden Gens durch HR, und
auch hier waren die modifizierten sgRNAs besser als unmo-
difizierte sgRNA. Die MSP-modifizierte RNA fîhrte zum
aktivsten System, und wenn eine grçßere Menge (20 mg)
eingesetzt wurde, war die Aktivit�t �hnlich oder sogar hçher
als wenn das CRISPR/Cas9-System aus einem Plasmid ex-
primiert wurde.

Die Spezifit�t dieser chemisch modifizierten sgRNAs
wurde durch die Analyse unspezifischer Mutationen ermit-
telt. Die Ergebnisse zeigten variable unspezifische Aktivit�-
ten in Abh�ngigkeit der untersuchten Indelstelle, des Gens
und der sgRNA. Weitere Studien mit anderen Modifikatio-
nen mîssen ausgefîhrt werden, um sicherzustellen, dass
chemisch modifizierte sgRNAs in der Lage sind, diese un-
spezifischen „off-target“-Effekte reduzieren zu kçnnen.

In einem anderen Bericht von Cleveland und Mitarbei-
tern[10] wurden crRNA- und tracrRNA-Strukturen anstelle
der langen chim�ren sgRNA eingesetzt. Modifikationen
wurden in die crRNA eingefîhrt, da dies aufgrund deren
kîrzerer L�nge einfacher zu bewerkstelligen ist. Die Modi-
fikationen waren Phosphorthioatgruppen (PS) im RNA-
Rîckgrat sowie 2’-O-Methyl- (M), 2’-Fluor- (F) und S-konfi-
gurierte Ethylgruppen (cEt) im Ribosezucker (Abbildung 3).
Auch diese Modifikationen waren vormals bereits zur Mo-
difikation von siRNAs genutzt worden, um deren Stabilit�t
und Bindung an die Ziel-mRNA zu verbessern.

Als erstes untersuchten die Autoren die Aktivit�t des
Systems, wenn das gesamte crRNA-Rîckgrat zu Phosphor-
thioaten modifiziert wurde. Bemerkenswerterweise war die
Aktivit�t viermal hçher als mit unmodifizierter crRNA.

Die Einfîhrung zus�tzlicher Modifikationen am Ribose-
zucker wurde in der Folge systematisch untersucht. In diesem
Fall lieferte die Anwesenheit von M- oder F-Gruppen in denAbbildung 2. Strukturen der modifizierten Nukleotide, die in sgRNA in-

korporiert wurden, einschließlich der 2’-OMe-Modifikation (M) am Ri-
bosezucker sowie der Phosphorthioat- (MS) und 2’-OMe-3’-thioPACE-
Modifikationen (MSP) an der Phosphatbindung.[9] BASE = Nukleobase.

Abbildung 3. Strukturen der modifizierten Nukleotide, die in crRNA in-
korporiert wurden, einschließlich der 2’-OMe- (M), 2’-Fluor- (F) und
S-konfigurierten Ethylmodifikationen (cEt) am Ribosezucker und der
Phosphorthioat-Modifikation (PS) an der Phosphatbindung.[10] BA-
SE =Nukleobase.
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letzten fînf Nukleotiden an beiden Enden eine siebenfach
hçhere Aktivit�t als mit der unmodifizierten crRNA, was
aber immer noch nur der H�lfte der mit der chim�ren sgRNA
erzeugten Aktivit�t entspricht.

Nach Tests verschiedener Kombinationen fanden Cleve-
land und Mitarbeiter, dass der Ersatz der zehn Nukleotide am
5’-Ende mit F-modifizierten Nukleotiden und die Einfîhrung
von fînf cET-Modifikationen in den letzten fînfzehn Nu-
kleotiden des 3’-Endes in crRNA das aktivste CRISPR/Cas9-
System ergibt. Das System erreichte 75 % der mit der langen
sgRNA erhaltenen Aktivit�t. Schließlich verkîrzten die Au-
toren modifizierte crRNAs, um die erforderliche Mindest-
l�nge fîr ein effizientes Genom-Editing herauszufinden. Sie
fanden, dass die Aktivit�t mit einem 29-nt-Derivat leicht
besser war als mit unmodifizierten sgRNAs. Wenn modifi-
zierte crRNAs in CRISPR/Cas9 eingesetzt wurden, war das
Genom-Editing interessanterweise viermal selektiver als mit
sgRNA, entsprechend einer erheblichen Reduktion unspezi-
fischer Strangbrîche.

Zusammengefasst unterstreichen diese beiden Berichte
den potenziellen Nutzen von chemisch modifizierten RNAs
in CRISPR/Cas9. Es sollte erw�hnt werden, dass die Ein-
fîhrung chemischer Modifikationen in siRNAs in der Ver-
gangenheit herausragende Ergebnisse erbracht hat. Insbe-
sondere konnten die Aktivit�t in vivo beibehalten und un-
spezifische „off-target“-Effekte reduziert werden. Die beiden
hier vorgestellten Berichte best�tigen, dass chemische Mo-
difikationen tats�chlich im CRISPR/Cas9-System genutzt
werden kçnnen, was die Anwendung von CRISPR/Cas9 auf
eine grçßere Auswahl von Zelllinien ausdehnen und die kli-
nische Umsetzung von CRISPR/Cas9 befçrdern sollte. Por-
teus und Mitarbeiter demonstrierten, dass modifizierte
sgRNA �hnliche Ergebnisse wie plasmidexprimierte RNAs
liefern kann. Allerdings kann die Herstellung von langen
RNAs (100 nt) in großen Mengen (20 mg fîr Zellkulturexpe-
rimente) kostspielig und technisch schwierig sein, insbeson-
dere wenn nichtnatîrliche Modifikationen eingefîhrt wer-
den. Um diesen Nachteil zu umgehen, verkîrzten Cleveland
und Mitarbeiter die crRNA von 42 auf 29 Nukleotide und
erreichten damit die gleiche Aktivit�t wie unmodifizierte
sgRNA sowie eine vierfach hçhere Selektivit�t.

Dies sind nur die ersten Beispiele, und es besteht natîrlich
ein Bedarf an mehr Studien mit anderen Modifikationen.
Etablierte Methoden aus der Antisense-, siRNA- und
microRNA-Forschung werden dabei wichtige Anhaltspunkte
liefern, da in diesen Bereichen bereits systematische Studien
mit verschiedenen Modifikationen bemerkenswerte und in
einigen F�llen unerwartete Ergebnisse erbracht haben.[11]
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