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ten Weise zu verändern, kann jedoch nicht 
der NHEJ-Repara turmechanismus genutzt 
werden, da hierbei zufällige Integrationen 
oder Deletionen an der Schnittstelle der Ziel-
sequenz entstehen (gezielte Mutagenese). 
Dem gegenüber steht der zelleigene homolo-
gy directed repair(HDR)-Reparaturmechanis-
mus, welcher für eine präzise 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]) über die Regulierung von 
Genexpression (CRISPRi) bis hin zur spezifi -
schen Modulation epigenetischer Prozesse 
reicht [3]. 

In all diesen Anwendungen müssen die 
Cas-Proteine in eukaryotischen Zellen das 
Genom im Zellkern erreichen, eine Eigen-
schaft, die die Cas-Proteine mit ihrem bakte-
riellen Ursprung zunächst nicht mitbringen. 
Durch spezifi sche Kern-Adressierung der 
Cas-Enzyme mittels eines nuclear localiza-
tion signal (NLS), einer kurzen angehängten 
Peptidsequenz, schien der Durchbruch zum 
universellen Genomeditierungswerkzeug 
erreicht [4]. In den letzten Jahren hat sich 
gezeigt, dass die NLS-Sequenz die Effi zienz 
der CRISPR/Cas-Maschinerie direkt beein-
fl usst. Um ganze Organismen zu verändern, 
ist es essenziell, Genomveränderungen so 
früh wie möglich zu erzielen, idealerweise im 
gerade befruchteten Einzellstadium. So wird 
die eingebrachte Veränderung an alle Toch-
terzellen weitergegeben, die dann den Orga-
nismus bilden. Injektionen im Einzellsta-
dium von Modellorganismen wie Medaka, 
dem japanischen Reiskärpfling (Oryzias 
latipes), ermöglichen die Analyse genau 
dieser zeitlichen Komponente. 

Per hei-Tag in den Zellkern
Wann erfolgt die CRISPR/Cas9 vermittelte 
Veränderung des Genoms? Die großen, stark 
pigmentierten Augen von Medaka sind 
bereits früh während der Embryogenese 
angelegt und klar erkennbar [5]. Melaninein-
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ó CRISPR/Cas hat in der vergangenen 
Dekade sowohl Grundlagenforschung als 
auch klinische Therapieanwendungen funda-
mental verändert. Dies wurde durch die Prä-
zision und die kostengünstige und einfache 
Handhabung des als „Genschere” bekannten 
CRISPR/Cas9-Komplexes (clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR 

associated protein 9) ermöglicht. Ist eine Ziel-
sequenz ausgewählt (z. B. durch die Software 
CCTop [1]) erlaubt die derzeitige CRISPR-
Toolbox mit ihrer Grundfunktion, DNA 
sequenzspezifi sch zu schneiden, eine geziel-
te Mutagenese mittels des zelleigenen non-
homologous end-joining(NHEJ)-Reparaturme-
chanismus. Um das Erbgut in einer geplan-
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˚ 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 fehleranfällig 
(zufällige Integration/Deletion von DNA-Fragmenten), wird die non-homologous end-joining(NHEJ)-
Reparatur zur gezielten Mutagenese genutzt. Die präzise, aber seltene homologe Rekombination 
(HDR) verwendet eine Donorsequenz als Matrize. Basen-Editoren hingegen verursachen keine 
Doppelstrangbrüche, 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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Basierend auf unseren Arbeiten konnte ein 
Kollaborationspartner kürzlich zeigen, dass 
das Grundprinzip dieser Methode nicht auf 
Fische beschränkt ist, sondern auch in Säuge-
tieren gilt. Auf diesem Weg kann auch in der 
Maus in bislang nicht gekannter Weise eine 
hocheffi ziente, präzise Genreparatur stattfi n-
den [8].

Modellorganismen für menschliche 
Erbkrankheiten
Um Tiermodelle für 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 können. Aufgrund der 
limitierten Effi zienz 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 gewünschten Stellen in der 
DNA einführen können, ohne Doppelstrang-
brüche zu induzieren oder eine DNA-Repara-
turvorlage zu benötigen. Diese Basen-Edito-
ren sind modifi zierte Cas9-Varianten, die 
zusätzlich eine Deaminase enthalten, welche 
C-in-T- oder A-in-G-Nukleotidkonversionen 
durchführen können. 

lagerungen in den Zellen des Pigmentepi-
thels sorgen für die schwarze Färbung. Wenn 
wir CRISPR/Cas9 nutzen, um mit Schlüssel-
enzymen der Melaninbiosynthese (z. B. 
Oca2) zu interferieren und dabei beide Kopi-
en im Genom einer Zelle erreichen, bleibt 
diese unpigmentiert. Je früher CRISPR/Cas9 
in der Entwicklung aktiv ist, desto mehr Zel-
len können das Pigment nicht mehr bilden. 
Somit spiegelt das Verhältnis von unpigmen-
tierten zu pigmentierten Zellen des Auges 
die Effizienz der gezielten CRISPR/Cas9-
Aktivität wider [6]. Wir nutzten dies, um den 
Einfl uss unterschiedlicher NLS-, Epitop- und 
Linkersequenzen auf die Effi zienz der ent-
sprechend „getaggten” CRISPR/Cas9-Varian-
te zu evaluieren. Unser Permutationsscreen 
selektierte eine hocheffi  ziente Kombination 
und Konfi guration verschiedener Peptide 
(hei-Tag), die eine frühe und effi ziente 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, während state 
of the art-NLS-Tagging unter gleichen Bedin-
gungen nur zu wenigen unpigmentierten 
Stellen im Pigmentepithel der Retina führte. 
Der hei-Tag steigert die Effi zienz des getagg-
ten Cas9-Enzyms um das 17-Fache in allen 
getesteten Systemen [6]. Daher verwenden 

wir diese heiCas9-Variante routinemäßig für 
die effi  ziente Genomeditierung in Organis-
men oder Zellsystemen.

Vitamin B für hohe Reparatureffi zienz
Durch das gleichzeitige Einschleusen des 
CRISPR/Cas9-Komplexes mit einer homolo-
gen DNA-Reparaturvorlage (Donorsequenz) 
in die Zelle kann eine gewünschte Sequenz 
durch den HDR-Reparaturmechanismus prä-
zise eingebaut oder ersetzt werden. Dieser 
Prozess hat jedoch eine geringe Effi zienz, was 
u. a. daran liegt, dass die eingebrachten DNA-
Reparaturvorlagen durch das stets aktive 
NHEJ miteinander verknüpft werden, bevor 
sie präzise integriert werden können (Abb. 2). 
Um sicherzustellen, dass die DNA-Reparatur-
vorlagen nicht miteinander verknüpft wer-
den, haben wir eine neue Methode entwickelt 
und die 5’-Enden der DNA-Reparaturvorlagen 
mit Biotin, einem Vitamin B, geschützt. Dies 
erlaubt nun Genreparaturen mit erheblich 
gesteigerter Effi  zienz (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 für das grün fl uoreszierende Protein 
(GFP) gekoppelt (Abb. 2). 

˚ Abb. 2: Hei-Tag für verbesserten Kerntransport und Biotin als Schutz der Donorsequenz. Anhängen eines hei-Tags (high effi ciency-tag) steigert die 
Effi zienz der Cas9 enorm, was der vollständige Pigmentverlust in den Medaka-Augen widerspiegelt. Zur präzisen Veränderung injizierte DNA-Donor-
sequenzen ligieren jedoch unweigerlich in der Zelle, bevor diese integriert werden können. Durch den Schutz der Donorsequenz mit Biotin bleibt diese 
monomerisch, ermöglicht die präzise Einzelintegration und steigert die Effi zienz des homologen Rekombinationsmechanismus (HDR).
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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 geöffnet und die Guide-RNA kann 
komplementär zum DNA-Strang paaren. 13 
bis 17 Nukleotide 5‘ vor der PAM-Sequenz 
kann die Deaminase dann in einem fünf 
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. Befi ndet sich 
keine PAM-Sequenz in der richtigen Entfer-
nung zur gewünschten Zielstelle, ist ein 
Basenaustausch an dieser nicht möglich. 
Am häufi gsten wird ein Cas9-Enzym mit 
NGG-PAM-Erkennung verwendet. Um diese 
Einschränkungen zu überwinden, haben 
Forscher Cas9-Enzyme identifi ziert 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 Spezifi tät und folglich 
möglicher verstärkter Off-Target-Effekte 
[11].

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

Kürzlich etablierten wir die aktuellen 
Adenin- und Cytosin-Basen-Editoren für 
den Einsatz in Medaka [2]. Um eine optima-
le Guide-RNA auszuwählen, die die 
gewünschte Konversion optimal vermittelt, 
entwickelten wir das Softwaretool ACEof-
BASEs (a careful evaluation of base-edits). 
Dieses erlaubt die Selektion optimaler Gui-
de-RNAs, die bei Konversion der Zielnukle-
otide eine gewünschte Fehlsinnmutation 
oder nicht synonyme Codonänderung 
bedingen (Abb. 3). Mögliche Off-Target-
Effekte werden hierbei genomweit miteva-
luiert [2]. In der praktischen Anwendung 
der Grundlagenforschung ermöglicht 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 
F0-Generation, wie sie bislang nur durch 
Zucht homozygoter Linien erreichbar war. 
Durch seine Spezifi tät und hohe Effi zienz 
gewinnt das Base-Editing zunehmend an 
Bedeutung für direkte therapeutische 
Anwendungen, wie die ersten klinischen 
Erfolge zeigen [9].

Inception
Für ein erfolgreiches Editieren von einzel-
nen Basen muss das Cas9-Enzym im Basen-

˚ Abb. 3: ACEofBASEs (a careful evaluation of base edits) Software und de novo-PAM-Gene-
rierung, um unzugängliche Nukleotide zu erreichen. ACEofBASEs hilft optimale Guide-RNAs 
auszuwählen und kann eine Off-Target-Effekt-Bewertung für die selektierte Guide-RNA durch-
führen. Mit dem Inception-Ansatz können GA-, AA- oder AG-Nukleotide mit dem Adenin-Base-
Editor in PAM-Sequenzen (NGG) umgewandelt werden (grün). Dadurch kann ein zweiter Guide-
RNA/Basen-Editor-Komplex an die neue Zielsequenz binden und anschließend eine gewünsch-
te Mutation 27–36 Nukleotide entfernt von der initialen PAM-Sequenz (orange) induzieren. 
PAM: protospacer adjacent motif, Cas9-Binde stelle auf der DNA.
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wird durch Basen-Editierung in Schritt 1 eine 
neue PAM erzeugt und im anschließenden 
Schritt 2 der gewünschte zuvor unerreich-
bare Basenaustausch durchgeführt [12]. Wir 
nennen diesen Ansatz „Inception“ (Abb. 3). 
Obwohl die Editierung sequenziell erfolgt, 
können alle Komponenten gleichzeitig in die 
Zelle gebracht werden. Solange das Aktivi-
tätsfenster der Deaminase (13–17 Nukleotide 
5’ vor der PAM) in Schritt 1 Adenosin(e) der 
AA-, GA- oder AG-Dinukleotiden enthält, 
kann durch A-zu-G-Konversion eine PAM de 
novo erzeugt werden. Bedingt durch diese 
Um wandlung, wird eine neue Zielsequenz 
für eine zweite Guide-RNA verfügbar, die 
anschließend die gewünschte Mutation 
27–36 Nukleotide 5‘ vor der ursprünglichen 
PAM-Sequenz induziert. Uns überraschte die 
hohe Effi zienz dieses zweiteiligen Edit-Ver-
fahrens, da die Zielmutation immer nur 
erreicht werden kann, wenn im ersten Schritt 
eine neue PAM generiert wird. Für die Effi -
zienzanalyse wählten wir erneut das oca2-
Gen und führten 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-Aktivitäts-
fenster-Abhängigkeit lockern und erreichen 
durchschnittlich 65 Prozent mehr Nukleotide 
als zuvor möglich [12].

Die Kombination der verschiedenen Maß-
nahmen illustriert eindrucksvoll die Steige-
rung der Qualität und Effi zienz der gezielten 
Genomeditierung durch kleine, einfach kom-
binierbare Schritte. Die zu erwartenden Fort-
schritte auf diesem Weg lassen direkte the-
rapeutische Eingriffe in der nächsten Dekade 
sehr wahrscheinlich erscheinen. ó
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