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CRISPR-Fortschritte — Schnitt fur
Schnitt zu neuen Moglichkeiten
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CRISPR/Cas9 systems and recently established base editors are
essential tools for precise, targeted genome editing for translational
and basic research applications. Here we present small, easily com-
bined improvements to reach editing versatility and enhanced
efficiency. This is achieved by improved nuclear localization of Cas9,

protected DNA sequences for homology directed repair and a combina-

torial use of base editors to reach initially inaccessible target sites.
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B CRISPR/Cas hat in der vergangenen
Dekade sowohl Grundlagenforschung als
auch klinische Therapieanwendungen funda-
mental verdandert. Dies wurde durch die Pra-
zision und die kostengiinstige und einfache
Handhabung des als ,Genschere” bekannten
CRISPR/Cas9-Komplexes (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/CRISPR

Kerntransport

Cas8

associated protein 9) ermoglicht. Ist eine Ziel-
sequenz ausgewdahlt (z. B. durch die Software
CCTop [1]) erlaubt die derzeitige CRISPR-
Toolbox mit ihrer Grundfunktion, DNA
sequenzspezifisch zu schneiden, eine geziel-
te Mutagenese mittels des zelleigenen non-
homologous end-joining(NHE])-Reparaturme-
chanismus. Um das Erbgut in einer geplan-
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A Abb. 1: Genomeditierung mit CRISPR/Cas9 und Basen-Editoren. Nach Kernlokalisierung mittels
nuclear localization signal (NLS) leitet eine Guide-RNA (orange) das Cas9-Enzym zur Zielstelle, um
die DNA zu schneiden. Als Folge setzen zelleigene Reparaturmechanismen ein. Da fehleranfallig
(zufallige Integration/Deletion von DNA-Fragmenten), wird die non-homologous end-joining(NHE))-
Reparatur zur gezielten Mutagenese genutzt. Die prazise, aber seltene homologe Rekombination
(HDR) verwendet eine Donorsequenz als Matrize. Basen-Editoren hingegen verursachen keine
Doppelstrangbriiche, sondern konvertieren die Nukleotide A-zu-G oder C-zu-T mittels einer Deami-
nase. PAM: protospacer adjacent motif, Cas9-Bindestelle auf der DNA.
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ten Weise zu verdndern, kann jedoch nicht
der NHEJ-Reparaturmechanismus genutzt
werden, da hierbei zuféllige Integrationen
oder Deletionen an der Schnittstelle der Ziel-
sequenz entstehen (gezielte Mutagenese).
Dem gegeniiber steht der zelleigene homolo-
gy directed repair(HDR)-Reparaturmechanis-
mus, welcher fiir eine prazise und planbare
Reparatur mittels einer DNA-Vorlage einge-
setzt werden kann (Abb. 1). Neben diesen
Mechanismen wurde die CRISPR-Toolbox in
den letzten Jahren weiterentwickelt und
umfasst heute Anwendungen, die von geziel-
tem Austausch einzelner Nukleotide (durch
Base-Editoren [2]) liber die Regulierung von
Genexpression (CRISPRIi) bis hin zur spezifi-
schen Modulation epigenetischer Prozesse
reicht [3].

In all diesen Anwendungen miissen die
Cas-Proteine in eukaryotischen Zellen das
Genom im Zellkern erreichen, eine Eigen-
schaft, die die Cas-Proteine mit ihrem bakte-
riellen Ursprung zunéchst nicht mitbringen.
Durch spezifische Kern-Adressierung der
Cas-Enzyme mittels eines nuclear localiza-
tion signal (NLS), einer kurzen angehéngten
Peptidsequenz, schien der Durchbruch zum
universellen Genomeditierungswerkzeug
erreicht [4]. In den letzten Jahren hat sich
gezeigt, dass die NLS-Sequenz die Effizienz
der CRISPR/Cas-Maschinerie direkt beein-
flusst. Um ganze Organismen zu verdndern,
ist es essenziell, Genomveranderungen so
friih wie moglich zu erzielen, idealerweise im
gerade befruchteten Einzellstadium. So wird
die eingebrachte Verdnderung an alle Toch-
terzellen weitergegeben, die dann den Orga-
nismus bilden. Injektionen im Einzellsta-
dium von Modellorganismen wie Medaka,
dem japanischen Reiskdrpfling (Oryzias
latipes), ermoglichen die Analyse genau
dieser zeitlichen Komponente.

Per hei-Tag in den Zellkern

Wann erfolgt die CRISPR/Cas9 vermittelte
Veranderung des Genoms? Die groBen, stark
pigmentierten Augen von Medaka sind
bereits friith wahrend der Embryogenese
angelegt und klar erkennbar [5]. Melaninein-
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A Abb. 2: Hei-Tag fiir verbesserten Kerntransport und Biotin als Schutz der Donorsequenz. Anhéngen eines hei-Tags (high efficiency-tag) steigert die
Effizienz der Cas9 enorm, was der vollstandige Pigmentverlust in den Medaka-Augen widerspiegelt. Zur prézisen Veranderung injizierte DNA-Donor-
sequenzen ligieren jedoch unweigerlich in der Zelle, bevor diese integriert werden kénnen. Durch den Schutz der Donorsequenz mit Biotin bleibt diese

monomerisch, ermdglicht die prazise Einzelintegration und steigert die Effizienz des homologen Rekombinationsmechanismus (HDR).

lagerungen in den Zellen des Pigmentepi-
thels sorgen fiir die schwarze Farbung. Wenn
wir CRISPR/Cas9 nutzen, um mit Schliissel-
enzymen der Melaninbiosynthese (z. B.
Oca2) zu interferieren und dabei beide Kopi-
en im Genom einer Zelle erreichen, bleibt
diese unpigmentiert. Je frither CRISPR/Cas9
in der Entwicklung aktiv ist, desto mehr Zel-
len konnen das Pigment nicht mehr bilden.
Somit spiegelt das Verhdltnis von unpigmen-
tierten zu pigmentierten Zellen des Auges
die Effizienz der gezielten CRISPR/Cas9-
Aktivitat wider [6]. Wir nutzten dies, um den
Einfluss unterschiedlicher NLS-, Epitop- und
Linkersequenzen auf die Effizienz der ent-
sprechend ,getaggten” CRISPR/Cas9-Varian-
te zu evaluieren. Unser Permutationsscreen
selektierte eine hocheffiziente Kombination
und Konfiguration verschiedener Peptide
(hei-Tag), die eine frithe und effiziente Trans-
lokation der heiCas9-Variante in den Zell-
kern vermittelt (Abb. 2, [6]). Das Ergebnis
war der nahezu komplette Verlust der Oca2-
Funktion durch die heiCas9, wahrend state
of the art-NLS-Tagging unter gleichen Bedin-
gungen nur zu wenigen unpigmentierten
Stellen im Pigmentepithel der Retina fiihrte.
Der hei-Tag steigert die Effizienz des getagg-
ten Cas9-Enzyms um das 17-Fache in allen
getesteten Systemen [6]. Daher verwenden

wir diese heiCas9-Variante routinemaBig fiir
die effiziente Genomeditierung in Organis-
men oder Zellsystemen.

Vitamin B fiir hohe Reparatureffizienz

Durch das gleichzeitige Einschleusen des
CRISPR/Cas9-Komplexes mit einer homolo-
gen DNA-Reparaturvorlage (Donorsequenz)
in die Zelle kann eine gewiinschte Sequenz
durch den HDR-Reparaturmechanismus pra-
zise eingebaut oder ersetzt werden. Dieser
Prozess hat jedoch eine geringe Effizienz, was
u. a. daran liegt, dass die eingebrachten DNA-
Reparaturvorlagen durch das stets aktive
NHE] miteinander verkniipft werden, bevor
sie prazise integriert werden konnen (Abb. 2).
Um sicherzustellen, dass die DNA-Reparatur-
vorlagen nicht miteinander verkniipft wer-
den, haben wir eine neue Methode entwickelt
und die 5’-Enden der DNA-Reparaturvorlagen
mit Biotin, einem Vitamin B, geschiitzt. Dies
erlaubt nun Genreparaturen mit erheblich
gesteigerter Effizienz (bis zu 40 Prozent der
injizierten Zygoten) [7]. Wir haben diese
Methode in Medaka etabliert [7] und u. a. ein
Stammzellgen (retinal-specific homebox
transcription factor 2, rx2) mit der Gense-
quenz fiir das griin fluoreszierende Protein
(GFP) gekoppelt (Abb. 2).

Basierend auf unseren Arbeiten konnte ein
Kollaborationspartner kiirzlich zeigen, dass
das Grundprinzip dieser Methode nicht auf
Fische beschrankt ist, sondern auch in Sauge-
tieren gilt. Auf diesem Weg kann auch in der
Maus in bislang nicht gekannter Weise eine
hocheffiziente, priazise Genreparatur stattfin-
den [8].

Modellorganismen fiir menschliche
Erbkrankheiten

Um Tiermodelle fiir menschliche Krankhei-
ten zu generieren, die durch Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) oder Punktmutatio-
nen verursacht werden, sind Werkzeuge
erforderlich, die gezielt einzelne Basen im
Organismus editieren konnen. Aufgrund der
limitierten Effizienz des HDR-Reparaturme-
chanismus, ist dieser nur bedingt geeignet,
spezifische Punktmutationen effizient zu
erstellen. In den letzten Jahren wurden daher
Basen-Editoren entwickelt, die Punktmuta-
tionen gezielt an gewiinschten Stellen in der
DNA einfiihren konnen, ohne Doppelstrang-
briiche zu induzieren oder eine DNA-Repara-
turvorlage zu bendotigen. Diese Basen-Edito-
ren sind modifizierte Cas9-Varianten, die
zusétzlich eine Deaminase enthalten, welche
C-in-T- oder A-in-G-Nukleotidkonversionen
durchfiihren konnen.
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A Abb. 3: ACEofBASEs (a careful evaluation of base edits) Software und de novo-PAM-Gene-
rierung, um unzugéngliche Nukleotide zu erreichen. ACEofBASEs hilft optimale Guide-RNAs
auszuwahlen und kann eine Off-Target-Effekt-Bewertung fiir die selektierte Guide-RNA durch-
fiihren. Mit dem Inception-Ansatz kénnen GA-, AA- oder AG-Nukleotide mit dem Adenin-Base-
Editor in PAM-Sequenzen (NGG) umgewandelt werden (griin). Dadurch kann ein zweiter Guide-
RNA/Basen-Editor-Komplex an die neue Zielsequenz binden und anschlieBend eine gewiinsch-
te Mutation 27-36 Nukleotide entfernt von der initialen PAM-Sequenz (orange) induzieren.
PAM: protospacer adjacent motif, Cas9-Bindestelle auf der DNA.

Kiirzlich etablierten wir die aktuellen
Adenin- und Cytosin-Basen-Editoren fiir
den Einsatz in Medaka [2]. Um eine optima-
le Guide-RNA auszuwdihlen, die die
gewiinschte Konversion optimal vermittelt,
entwickelten wir das Softwaretool ACEof-
BASESs (a careful evaluation of base-edits).
Dieses erlaubt die Selektion optimaler Gui-
de-RNAs, die bei Konversion der Zielnukle-
otide eine gewlinschte Fehlsinnmutation
oder nicht synonyme Codondnderung
bedingen (Abb. 3). Mogliche Off-Target-
Effekte werden hierbei genomweit miteva-
luiert [2]. In der praktischen Anwendung
der Grundlagenforschung ermdglicht die
Kombination des in silico-Tools mit den
Basen-Editoren die nahezu perfekte Editie-
rung des Erbguts an der vorgeplanten Ziel-
stelle. Dies geschieht in Medaka mit einer
so hohen Effizienz in der injizierten
FO-Generation, wie sie bislang nur durch
Zucht homozygoter Linien erreichbar war.
Durch seine Spezifitit und hohe Effizienz
gewinnt das Base-Editing zunehmend an
Bedeutung fir direkte therapeutische
Anwendungen, wie die ersten klinischen
Erfolge zeigen [9].

Inception

Fiir ein erfolgreiches Editieren von einzel-
nen Basen muss das Cas9-Enzym im Basen-
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Editor eine kurze PAM-Sequenz (protospa-
cer adjacent motif) auf der DNA erkennen
und binden. Nur dann wird der DNA-Dop-
pelstrang gedffnet und die Guide-RNA kann
komplementdr zum DNA-Strang paaren. 13
bis 17 Nukleotide 5° vor der PAM-Sequenz
kann die Deaminase dann in einem fiinf
Basenpaar breiten Fenster einzelne Nukle-
otide editieren (Abb. 3). Die allgemeine
Anwendbarkeit der Basen-Editoren wird
also durch die intrinsische Geometrie der
Zielstelle im Genom limitiert. Befindet sich
keine PAM-Sequenz in der richtigen Entfer-
nung zur gewiinschten Zielstelle, ist ein
Basenaustausch an dieser nicht moglich.
Am héufigsten wird ein Cas9-Enzym mit
NGG-PAM-Erkennung verwendet. Um diese
Einschrankungen zu iiberwinden, haben
Forscher Cas9-Enzyme identifiziert und
weiterentwickelt, die andere PAM-Sequen-
zen erkennen bis hin zu (nahezu) PAM-
freien Basen-Editoren [10]. Die Erweiterung
ihres Zielbereichs erfolgt jedoch auf Kosten
einer reduzierten Spezifitdt und folglich
moglicher verstarkter Off-Target-Effekte
[11].

Kiirzlich entwickelten wir einen alterna-
tiven Ansatz, der die Vorteile der etablier-
ten Adenin- und Cytosin-Basen-Editoren
mit NGG-PAM nutzt, um eigentlich unzu-
gangliche Nukleotide zu erreichen. Hierzu

Hier steht
eine Anzeige.

@ Springer
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wird durch Basen-Editierung in Schritt 1 eine
neue PAM erzeugt und im anschlieBenden
Schritt 2 der gewiinschte zuvor unerreich-
bare Basenaustausch durchgefiihrt [12]. Wir
nennen diesen Ansatz ,Inception® (Abb. 3).
Obwohl die Editierung sequenziell erfolgt,
konnen alle Komponenten gleichzeitig in die
Zelle gebracht werden. Solange das Aktivi-
tatsfenster der Deaminase (13-17 Nukleotide
5" vor der PAM) in Schritt 1 Adenosin(e) der
AA-, GA- oder AG-Dinukleotiden enthalt,
kann durch A-zu-G-Konversion eine PAM de
novo erzeugt werden. Bedingt durch diese
Umwandlung, wird eine neue Zielsequenz
fir eine zweite Guide-RNA verfiigbar, die
anschlieBend die gewilinschte Mutation
27-36 Nukleotide 5 vor der urspriinglichen
PAM-Sequenz induziert. Uns iiberraschte die
hohe Effizienz dieses zweiteiligen Edit-Ver-
fahrens, da die Zielmutation immer nur
erreicht werden kann, wenn im ersten Schritt
eine neue PAM generiert wird. Fiir die Effi-
zienzanalyse wahlten wir erneut das ocaZz-
Gen und flihrten in Schritt 1 die neue PAM
ein mit einem synonymen Codonaustausch
ohne Oca2-Funktionsverlust. Im zweiten
Schritt folgte die Generierung eines vorzeiti-
gen STOP-Codons und dadurch ein Funk-
tionsverlust von Oca2. Durch das Verschach-
teln zweier Editierungs-Schritte konnten wir
so das strikte Korsett der PAM-zu-Aktivitits-
fenster-Abhdngigkeit lockern und erreichen
durchschnittlich 65 Prozent mehr Nukleotide
als zuvor moglich [12].

Die Kombination der verschiedenen MaB-
nahmen illustriert eindrucksvoll die Steige-
rung der Qualitat und Effizienz der gezielten
Genomeditierung durch kleine, einfach kom-
binierbare Schritte. Die zu erwartenden Fort-
schritte auf diesem Weg lassen direkte the-
rapeutische Eingriffe in der nachsten Dekade
sehr wahrscheinlich erscheinen. |
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