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The last years showed the rise of CRISPR/Cas9 to stardom. Several
features such as programmability, specificity, and efficiency, make it to
be a technique of choice for genome editing even in processes where
basic aspects are not understood. However, scientific, technical and
society driven challenges remain. To cope with these challenges, further
research, technological improvements, translational studies as well as an
open exchange between laboratories and the society are required.
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B Mehr als 6.000 Erkrankungen, die ihre
Ursache in einem Gendefekt haben, sind
bekannt. Dank der groBen Menge verfiigharer
Genomsequenzierungsdaten vermehrt sich
unser Wissen {iber krankheitsrelevante gene-
tische Mutationen taglich. Man konnte mei-
nen, dass das Wissen liber diese Mutationen
ausreichend ist, um groBangelegte Repara-
turverfahren zu starten. Das ist jedoch nicht
einfach. Genaue korrigierende Genomveran-
derungen sind eine sehr anspruchsvolle Auf-
gabe, und die Suche nach effizienten und
zuverlassigen Methoden zur prazisen Genom-
bearbeitung steht schon seit Langem ganz
oben auf der Agenda biomedizinischer For-
schung. Prinzipielle Moglichkeiten gibt es
schon ldanger, jedoch waren die bisher ver-
fligbaren Methoden sehr teuer und vor allem
arbeits- und damit zeitintensiv. Dies scheint
sich aber nun auf einen Schlag gedndert zu
haben. Seit einigen Jahren macht ein neues
Werkzeug namens CRISPR/Cas9 Schlagzei-
len. Auf einmal sprechen alle dariiber, wie
wir nicht nur die genetischen Defekte korri-
gieren, sondern auch Viruserkrankungen
oder Krebs heilen konnten. Dariiber hinaus
erschlieBt diese methodische Innovation auch
neue Optionen in der Pflanzenziichtung und
Biotechnologie. Jedoch gibt es neben diesen
Begeisterungsstiirmen auch Wellen der Kritik,
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nicht nur aus der biomedizinischen For-
schungslandschaft.

Wofiir steht CRISPR/Cas9?

CRISPR steht fiir clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats und be-
schreibt Loci, die schon 1987 im Escheri-

chia coli-Genom und spater dann im Genom
vieler weiterer Prokaryoten und Archaeen
beschrieben wurden [1]. Die CRISPR-Loci las-
sen sich durch eine kurze, konservierte palin-
dromische ,repeat-Spacer-repeat“-Array-Archi-
tektur beschreiben. Weiterhin wurden Gene
beschrieben, die in unmittelbarer Nachbar-
schaft oder zumindest sehr nahe an den
CRISPR-Loci lagen und daher CRISPR-asso-
ciated(oder abgekiirzt cas)-Gene genannt wur-
den [2].

Die Funktion der CRISPR-Arrays war
jedoch bis 2005 ein Mysterium, als dank der
akkumulierenden Genomsequenzdaten her-
ausgefunden wurde, dass CRISPR-Sequen-
zen Homologien zu DNA-Sequenzen aus Bak-
teriophagen aufweisen [3]. Zeitgleich berich-
teten Forschungen aus dem franzosischen
Verteidigungsministerium, dass Yersinia pes-
tis vorzugsweise Bakteriophagen-DNA in die
CRISPR-Loci integriert [4]. Ausgehend von
diesen Befunden wurde dann vorgeschlagen,
dass CRISPRs Bereiche sind, die in der Lage
sind, Fremd-DNA als Teil eines Verteidi-
gungsmechanismus aufzunehmen, und da-
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A Abb. 1: DNA-Spaltung durch CRISPR/Cas9. Kommt der crRNA/tracrRNA/Cas9-Komplex
(crRNA: CRISPR-RNA; tracrRNA: trans-aktivierende CRISPR-RNA) mit genomischer DNA in Kon-
takt, so kdnnen die ca. 20 Nukleotide langen Spacersequenzen der crRNA an komplementére
Bereiche der genomischen DNA binden. Die Anwesenheit eines protospacer adjacent motif (PAM)
in der Nahe der genomischen DNA fiihrt dann dazu, dass Cas9 (grau) die genomische DNA durch
Einfiihrung eines Doppelstrangbruchs etwa drei Basenpaare stromaufwarts des PAMs spaltet.
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mit auch eine Erinnerung an vergangene
.genetische Aggressionen” reprasentiert.
Zwei Jahre spater haben dann Untersuchun-
gen des Lebensmittelunternehmens Danis-
co gezeigt, dass ,Joghurt-herstellende Bak-
terien“ sich gegen eine Neuinfektion durch
dieselben Bakteriophagen ,immunisieren®,
indem sie Phagen-DNA als neue Spacer in
den vorbestehenden CRISPR-Locus integrie-
ren. Weiterhin zeigten diese Arbeiten, dass
auch die cas-Gene eine entscheidende Rolle
beim Erwerb dieser Immunitét spielen. Damit
wurde der erste experimentelle Beweis gelie-
fert, dass das CRISPR/Cas-System tatsdch-
lich als bakterieller antiviraler Abwehrme-
chanismus fungiert [5]. Kurz gesagt, das
CRISPR/Cas ist eine Art ,bakterielles Immun-
system*“.

Wie funktioniert CRISPR/Cas9,
und was macht es so einfach?

CRISPR-Systeme sind extrem vielfdltig, und
trotz des erheblichen Erkenntnisgewinns in
den letzten Jahren sind die Mechanismen und
die Wirkungsweise des CRISPR/Cas-Systems
in Prokaryoten noch nicht genau verstanden.
Zurzeit werden sechs Haupttypen mit vielen
Subtypen unterschieden. Sie differieren in
ihrer Generhaltung, Locusorganisation und
mechanistischen Details wahrend der Vertei-
digung.

Am besten ist das Typ-II-System von Strep-
tococcus pyogenes untersucht [6]. Dieses
CRISPR/Cas-System enthalt den eigentlichen
CRISPR-Locus mit der typischen repeat-
Spacer-repeat-Array-Architektur, vier Protein-
codierende Gene, namlich cas9, casl, cas2
und cns2, sowie eine nicht-Protein-codieren-
de, trans-aktivierende CRISPR-RNA (tracr-
RNA) [7].

Die CRISPR/Cas9-vermittelte Immunitét
hat drei Hauptphasen: Akquisition, Expres-
sion und Interferenz.

Man geht davon aus, dass nach der Infek-
tion des Bakteriums in der Akquisitionspha-
se neue fremde Phagen-DNA-Sequenzen (Pro-
tospacer) in den CRISPR-Locus des Bakteri-
ums integriert werden [6]. Obwohl die genau-
en mechanistischen Details weitestgehend
unbekannt sind, werden die in den CRISPR-
Locus zu integrierenden Spacer jedoch nicht
zufdllig ausgewdhlt, sondern bestehen aus
DNA-Abschnitten, die immer nahe an spezi-
fischen, im Phagen-Genom enthaltenen, drei
bis sechs Basenpaare langen DNA-Bereichen
mit der Sequenz NGG liegen [8]. Diese als
Protospacer-benachbarte (adjacent) Motive
(PAM) bezeichneten DNA-Abschnitte sind spa-
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ter kritisch, sind sie doch in der Phagen-DNA
enthalten, aber nicht in den Spacersequen-
zen, die in den CRISPR-Locus eingebaut wer-
den [6].

In der Expressionsphase werden zunachst
das CRISPR-Array als auch die tracrRNA
transkribiert, wodurch eine lange Vorlaufer-
crRNA (Prd-crRNA) und eine tracrRNA er-
zeugt werden. Diese zwei RNAs hybridisie-
ren und werden durch Cas9 und RNase III zu
kiirzeren Formen verarbeitet [7]. Cas9 bin-
det dabei an die repeat-Sequenz der crRNA
[9].

In der folgenden Interferenzphase 16st der
Komplex aus crRNA, tracrRNA und Cas9 den
Abbau der eindringenden Phagen-DNA aus.
Kommt der crRNA/tracrRNA/Cas9-Komplex
mit Phagen-DNA in Kontakt, konnen nun die
ca. 20 Nukleotide langen Spacersequenzen
der jeweiligen crRNA an die komplementa-
ren Bereiche der Phagen-DNA binden [10].
Die Anwesenheit eines PAMs in der Nédhe der
Phagen-Ziel-DNA fiihrt dann dazu, dass Cas9
als Endonuklease das Phagengenom durch
Einfiihrung eines DNA-Doppelstrangbruchs
etwa drei Basenpaare stromaufwérts des
PAMs spaltet [10].

Cas9 enthdlt zwei Nukleasedoménen, die
als HNH (benannt nach charakteristischen
Histidin- und Asparaginresten) und RuvC
(benannt nach einem E. coli-Protein, das an
der DNA-Reparatur beteiligt ist) bekannt sind.
Jede Doméne spaltet einen DNA-Strang, wobei
die HNH-Doméne den an die crRNA hybridi-
sierten Ziel-DNA-Strang und die RuvC-Domé-
ne den komplementaren DNA-Strang spaltet.
Wie bereits erwahnt, ist die Prasenz eines
PAMs in der Ziel-DNA und dessen Interak-
tion mit der PI-Doméne (PAM-interacting
domain) im C-Terminus von Cas9 dafiir Vor-
aussetzung (Abb. 1).

Wie man sieht, ist Cas9 nichts Exotisches,
sondern nur eine Endonuklease, ein Enzym,
das die Phosphodiesterbindung innerhalb
eines Polynukleotids spaltet. Im Gegensatz
zu einer weiteren groBen Klasse von bakte-
riellen Endonukleasen, den Restriktionsen-
zymen, die ihre spezifischen DNA-Sequen-
zen fiir die Spaltung selbst erkennen, ist Cas9
eine gefiihrte Nuklease. Es erfordert einen
dualen RNA-guide, der aus crRNA und tracrR-
NA gebildet wird. Dies war fiir eine ganze
Weile fiir niemanden von groBem Interesse,
auBer fiir den Mikrobiologen. Dies dnderte
sich jedoch ab 2012, als entdeckt wurde, dass
Cas9 auch ,kiinstlich programmiert“ werden
kann. Der Trick bestand lediglich darin, das
duale crRNA:tracrRNA-Hybridsystem in ein

single-guide-RNA(sgRNA)-System zu iiber-
fiihren, das die zwei entscheidenden Merk-
male beibehdlt: die 20 Nukleotide lange
Spacersequenz am 5-Ende der sgRNA, die
die DNA-Zielstelle durch Watson-Crick-Basen-
paarung bestimmt, und die RNA-Doppel-
strang-Struktur, an die Cas9 bindet [9].
Dadurch entsteht ein sehr einfaches Zwei-
komponentensystem aus einer sgRNA und
Cas9, in dem Anderungen in der Spacerse-
quenz (20 Nukleotide in der nativen RNA)
der sgRNA dazu verwendet werden konnen,
um Cas9-vermittelte Doppelstrangbriiche
(DSB) an jeder DNA-Sequenz von Interesse
zu erzeugen, solange diese an eine PAM
angrenzt [8]. Einfach ausgedriickt, Verdande-
rungen im DNA-Erkennungsmotiv der sgRNA
machen Cas9 zur programmierbaren Nu-
klease. Dariiber hinaus besitzt Cas9 Multi-
plexpotenzial, das heiBt, simultanes Targe-
ting von mehr als einem Gen ist moglich.
Um die bakterielle Cas9-Endonuklease fiir
die gezielte Genomeditierung in Sdugerzel-
len zu verwenden, wurde eine nukleédre Loka-
lisationssequenz (NLS) mit einer human-
Codon-optimierten Version des Cas9-Gens
fusioniert und in ein Sdugetier-Expressions-
system kloniert [11]. Um Cas9 an ein Target
von Interesse zu lenken, wurde dieses Plas-
mid mit Plasmiden ko-exprimiert, die sgRNA
exprimierten. Kurz darauf wurde gezeigt, dass
die RNA-gesteuerte Cas9-Nuklease dazu ver-
wendet werden kann, Gene in Maus- und
menschlichen Zelllinien zu verdndern [12].

Von Hoffnung und Risiken

Trotz der immensen Hoffnungen und des
Potenzials insbesondere in Medizin und Bio-
technologie war die CRISPR/Cas9-Methode
in den vergangenen 18 Monaten Topthema
einer Reihe von Berichten, die Sicherheits-
bedenken hinsichtlich der Spezifitat, Immu-
nogenitat und Tumorigenitat aufwerfen.
Bereits im Mai 2017 erschiitterte ein inzwi-
schen zurlickgenommenes Paper die CRISPR-
Welt. Diesem Drama folgten weitere Schre-
cken: Zum einen ein Vorabdruck eines Papers,
das darauf hindeutet, dass es bereits vorhan-
dene Immunantworten (sowohl humorale als
auch zellvermittelte) auf Cas9 beim Menschen
gibt, was praktisch bedeutet, dass einige Indi-
viduen immun gegeniiber CRISPR/Cas9-
basierten Therapien waren. Zum anderen
zwei in jiingerer Zeit erschienene Artikel, die
zeigen, dass das CRISPR/Cas9-System immer
dann besonders gut funktioniert, wenn die
Funktion des Tumorsuppressorproteins p53
eingeschrankt ist [13, 14]. Das konnte bedeu-
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ten, dass CRISPR/Cas9-editierte Zellen anfal-
lig fiir die Entstehung von Tumoren sind, da
sie eventuell kein voll funktionelles p53 besit-
zen. Weiterhin scheint CRISPR/Cas9 nicht so
spezifisch zu sein, wie urspriinglich ange-
nommen. Dies wurde kiirzlich in einer Stu-
die angerissen, in der gezeigt wurde, dass
nach einem Schnitt mit CRISPR/Cas9 mitun-
ter bis zu 9.500 Basenpaare lange DNA-
Abschnitte verloren gehen, Teile der DNA
invertiert oder Stiicke eingefligt werden, die
von einem anderen Chromosomenabschnitt
stammen [15].

Obwohl andere CRISPR-basierte Plattfor-
men wie Baseneditierung, Transkriptions-
storung oder RNA-Targeting von diesen Ergeb-
nissen nicht betroffen waren und die oben
genannten Berichte die wissenschaftliche
Community auch nicht wirklich {iberrasch-
ten, zeigen sie doch deutlich, dass trotz des
allgemeinen Hypes diese neue Technologie
immer noch vor vielen Herausforderungen
und Fallstricken steht, die es zu {iberwinden
gilt. Und diese sind nicht nur technischer,
sondern nach der Anwendung an mensch-
lichen Embryonen [16, 17] auch ethischer
Natur. Um sich den Herausforderungen zu
stellen, ist weiterhin eine zielstrebige Grund-
lagenforschung in ihrer gesamten Breite not-
wendig. Dabei miissen offene Fragen im Hin-
blick auf den Nutzen und potenzielle Risiken
sowie die sichere und verantwortungsbe-
wusste Anwendung mit Blick auf den Men-
schen und die Umwelt transparent und kri-
tisch diskutiert werden. Des Weiteren miis-
sen Empfehlungen fiir zukiinftige Regelun-
gen, z. B. entsprechend konzipierte praklini-
sche Sicherheitstests fiir jedes Gentherapie-
Therapeutikum, erarbeitet werden. |
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