An dte

Chemie

Kurzaufsdtze

Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201511441
Internationale Ausgabe: DOI: 10.1002/anie.201511441

Konditionale Kontrolle der CRISPR/Cas9-Funktion

Wenyuan Zhou und Alexander Deiters*

CRISPR/Cas - Gen-Editing - Kleine Molekiile -
Konditionale Kontrolle - Licht

5482

Das CRISPR/Cas9-Endonukleasesystem, das aus einer Guide-RNA
zur Erkennung einer Zielsequenz der DNA und dem Cas9-Nuklease-
protein zur Bindung und Prozessierung der Ziel-DNA besteht, wurde
intensiv erforscht und findet bereits breite Anwendung im Gen-Edi-
ting, der Synthesebiologie und der transkriptionellen Modulation in
Zellen und Tieren. Mit dem Ziel einer priziseren Genmodifizierung
und der Weiterentwicklung des CRISPR/Cas9-Systems zu einem
rdumlich-zeitlich kontrollierbaren Genregulationssystem wurden
kiirzlich mehrere Ansiitze zur konditionalen Aktivierung der Cas9-

Funktion durch niedermolekulare Verbindungen (, kleine Molekiile®)
oder Licht entwickelt. Diese Methoden fiihrten zu einer verbesserten
Spezifitit des CRISPR/Cas9-Systems im Gen-Editing und ermdg-
lichten dessen Aktivierung mit zeitlicher und ridumlicher Prizision.

1. Einfiihrung zu konditional kontrolliertem
CRISPR/Cas9g

Das CRISPR/Cas9-Endonukleasesystem (CRISPR =
clustered regularly interspaced short palindromic repeat,
Cas9 = CRISPR-associated protein 9) ist ein adaptives Im-
munabwehrsystem vieler Bakterien und Archaeen, das ein-
dringende mobile genetische Elemente eliminiert.] Das
CRISPR-System Typ II erkennt und schneidet Ziel-DNAP!
mithilfe der Endonuklease Cas9, die von zwei nichtkodie-
renden RNAs [der CRISPR-RNA (crRNA) und der trans-
aktivierenden crRNA (tracrRNA)] P! die sich zu einer Guide-
RNA (gRNA) verbinden konnen, zur Zielsequenz dirigiert
wird." Die gRNA rekrutiert die Cas9-Nuklease durch kom-
plementidre Basenpaarung einer 20 Nukleotide (nt) langen
Region am 5-Ende zur Ziel-DNA. Bei diesem Prozess un-
terliegt der Nukleasebereich von Cas9 (der die HNH- und
RuvC-Dominen enthilt) einer Konformationsianderung, die
zum Doppelstrangbruch (DSB) der Ziel-DNA fiihrt (Abbil-
dung 1a).”) Nach der ortsspezifischen DNA-Spaltung kénnen
nicht-homologe Strangverkniipfung (,,non-homologous end
joining*; NHEJ) und homologiegerichtete Reparatur (,,ho-
mology-directed repair“; HDR) zu Geninsertion, Gendele-
tion und Genmutation in Eukaroyten fiihren.!! Die Einfiih-
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rung von Insertionen oder Deletionen
(,,Indels*) durch NHEJ und die daraus
resultierende Verschiebung des Lese-
rahmens bewirken, dass die Expressi-
on des spezifischen Gens gehemmt
wird. Durch Einfithrung von zwei
DSBs kann die intervenierende geno-
mische DNA deletiert werden, was die Deaktivierung oder
Aktivierung (falls eine disruptive Sequenz entfernt wird) der
Genfunktion ermdglicht. HDR erlaubt die hochspezifische
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Abbildung 1. a) Durch gRNA dirigierte Doppelstrangspaltung mittels
Cas9-Nuklease. PAM: , protospacer adjacent motif“, ein Cas9-Erken-
nungsmotiv (5-NGG-3'), das am 3’-Ende der Ziel-DNA-Sequenz vor-
handen sein muss; HNH und RuvC: Nukleasedominen. b) Genmuta-
tion durch nicht-homologe Strangverkniipfung (NHE)) und Geninserti-
on durch homologiegerichtete Reparatur (HDR). c) Aktivierung der
Transkription mithilfe eines dCas9-Effektor-Fusionsproteins. GOI: inter-
essierendes Gen; p65: p65-Transkriptionsaktivatordomine; VP64: te-
tramere VP16-Transkriptionsaktivatordomine; KRAB: Kriippel-assozi-
ierte Box-Domane.
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Insertion von kleinen oder groSen DNA-Sequenzen aus einer
entsprechenden Reparaturmatrize an einer vorbestimmten
Stelle nach der Bildung eines DSB (Abbildung 1b). Durch
weitere Modifizierung der Cas9-Nuklease zu einer Nickase-
Variante konnten unspezifische Off-Target-Effekte reduziert
werden. Hierbei kommt eine paarweise Strategie zum Ein-
satz, bei der eine erfolgreiche Genexzision die Erkennung
von zwei unterschiedlichen gRNAs an jedem Strang der Ziel-
DNA-Sequenz erfordert.[! Eine katalytisch inaktive Vari-
ante, bezeichnet als dCas9 (d fiir ,,dead”), wurde als se-
quenzspezifischer Transkriptionsrepressor”’ und, gekoppelt
mit verschiedenen Arten genomischer Effektoren, als geno-
mischer Anker fiir die ortsspezifische transkriptionale Re-
gulation entwickelt, sowie auch, gekoppelt mit anderen Nu-
kleasen, fiir die prizisere DNA-Spaltung (Abbildung 1¢).®!

Das CRISPR/Cas9-System hat mehrere Vorteile gegen-
iiber fritheren Gen-Editing-Systemen, wie etwa der Zinkfin-
gernuklease, den Transkriptionsaktivator-artigen Effektor-
nukleasen, Meganukleasen und Rekombinasen (z.B. das Cre/
loxP-System).’) Mit ihrem gezielt anpassbaren gRNA-Design
(was Protein-Engineering zur Ansteuerung unterschiedlicher
DNA-Sequenzen oder vorinstallierte Sequenzen wie z.B.
loxP uiberfliissig macht), ihrer Spezifitét, Effizienz und Mul-
tiplexfihigkeit haben die Cas9-Nuklease und ihre Varianten
ein enormes Potenzial fiir die Erzeugung genetisch modifi-
zierter Zelllinien und Organismen, fiir die Analyse dynami-
scher Genfunktionen, fiir verbesserte Gentherapien und fiir
andere Anwendungen."!"!

Die nichste Stufe wird sein, den Nutzen dieser Anwen-
dungen durch die Entwicklung von konditional kontrollier-
baren CRISPR/Cas9-Systemen, die schnelles Ansprechver-
halten, raumlich-zeitliche Spezifitdt und Reversibilitét zeigen,
weiter auszudehnen. Durch konditionale Aktivierung und
reversible Kontrolle kann die Cas9-Aktivitdt auf ein be-
stimmtes Zeitfenster beschrinkt werden, was iiber die Ver-
minderung von Off-Target-Effekten, wie sie durch lang an-
dauernde Cas9-Aktivitit verursacht werden, einen Ansatz fiir
sicherere Gentherapien bietet. Ein schnelles Ansprechen auf
exogene Signale konnte die Synchronisation der CRISPR/
Cas9-Aktivitdat mit préazise orchestrierten genetischen Netz-
werken ermoglichen, z.B. im zirkadianen Rhythmus oder in
verschiedenen embryonalen Entwicklungsstufen. SchlieBlich
konnten orthogonal induzierbare Cas9-Molekiile als Bau-
steine fiir synthetische transkriptionale Netzwerke genutzt
werden. Die zahlreichen Forschungen auf diesem Gebiet
haben jiingst verschiedene Strategien zur konditionalen
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Kontrolle der CRISPR/Cas9-Funktion hervorgebracht, ein-
schlieBlich der Aktivierung von Cas9-Proteinen durch kleine
Molekiile oder Licht.

2. Kontrolle der Casg-Funktion durch kleine
Molekiile

Eine Regulation von Cas9 durch kleine Molekiile wurde
mithilfe verschiedener Ansitze erreicht, die auf fritheren
Entwicklungen vollstindig charakterisierter und bequem
modularisierbarer Bindedomédnen fiir kleine Molekiile ba-
sierten.'!l' Zum Beispiel wurden selbstspleiBende Inteine
entwickelt, die durch kleine Molekiile aktiviert werden kon-
nen.'"” Wenn ein 412 Aminosiuren groBes Intein entweder an
Position Ser219 oder Cys574 des Cas9-Proteins insertiert
wurde, war das Enzym solange inaktiv bis das Intein durch 4-
Hydroxytamoxifen (4-HT) aktiviert und durch eine selbst-
spleiBende Reaktion entfernt wurde (Abbildung2a).¥! Je
nach Stelle der Intein-Insertion und dem Ziel-Gen variierten
die Aktivierungseffizienzen zwischen 3- und 10-fach, bei ge-
ringer Indelbildung von 2-5% (Abbildung 2b).!%! Zusitzlich
zur innovativen zeitlichen Kontrolle des Gen-Editing wurde
eine bis zu 25-fache Verbesserung des On/Off-Target-Ver-
hiltnisses im Vergleich zum Wildtyp(wt)-Cas9 beobachtet,
was die verbesserte Spezifitit und verminderte Off-Target-
Effekte des inteinmodifizierten Cas9 belegt (Abbildung 2b).

Ein zweiter Ansatz zur Herstellung von durch kleine
Molekiile regulierbaren Cas9-Proteinen beruht auf der Ver-
wendung eines Split-Protein-Systems.'* Split-Cas9-Proteine
wurden an zwei unterschiedlichen Stellen erzeugt, Arg535
und Glu573," und bei jedem Paar wurde das C- und N-
terminale Cas9-Fragment mit der FKBP12- bzw. FRB-Do-
mine fusioniert."” Die durch Rapamycin induzierte Hetero-
dimerisierung (Abbildung 2¢) erméglichte die konditionale
Rekonstitution und Aktivierung von Split-Cas9, was zu Indel-
Bildung an spezifischen Loci fiihrte, mit geringen Mutati-
onshdufigkeiten an Off-Target-Stellen (OT-1 und OT-2)
(Abbildung 24d).

Durch die Kombination von Split-dCas9 (katalytisch in-
aktives Cas9) mit einer VP64-Domine wurde die Split-Pro-
tein-Strategie auflerdem zur Herstellung eines durch ein
kleines Molekiil regulierbaren Transkriptionsaktivators ver-
wendet."]

Bei beiden Ansédtzen wurde ein Screening mehrerer Mu-
tanten eingesetzt, mit dem Ziel, gespaltene Cas9-Enzyme zu
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Abbildung 2. a) Die Bindung von 4-HT |6st die Selbstspleifiung des in-
sertierten Inteins aus, und die aktive Cas9-Struktur und -Funktion wird
wiederhergestellt. b) Indelhaufigkeit, bestimmt durch DNA-Sequenzie-
rung von amplifizierten genomischen On-Target-Stellen (EMX, VEGF
und CLTA) und ihrem On/Off-Target-Verhiltnis (zwei CLTA-Stellen).
Wiedergabe nach Lit. [13] mit Genehmigung von Macmillan Publishers
Ltd: Nature Chemical Biology, Copyright 2015. c) Die durch Rapamycin
induzierte Dimerisierung der FKBP- (Rapamycin FK506-bindendes Po-
tein 12) und FRB-Dominen (FKBP-Rapamycin-bindendes Protein) er-
méglicht den NLS-vermittelten Kerneintritt des Cas9-Proteins und die
Bindung an die Ziel-DNA. d) Indelhiufigkeit, gemessen durch Sequen-
zierung am EMX-Locus und dessen zwei Off-Target(OT)-Stellen. Wie-
dergabe nach Lit. [15] mit Genehmigung von Macmillan Publishers
Ltd: Nature Biotechnology, Copyright 2015.

identifizieren und ihre Funktion wiederherzustellen. Die
Systeme der ersten Generation wiesen einige Nachteile auf:
1) Hintergrundaktivitidten in Abwesenheit von Rapamycin
(15-30% der Aktivitdt von wt-Cas9) aufgrund von spontaner
Selbstorganisation der beiden Split-Cas9-Fragmente.!'"
2) Cas9-Rekonstitution durch 4-HT fiihrte zu einer niedri-
geren Aktivitit im Vergleich zu wt-Cas9 aufgrund von un-
vollstdndigem Spleilen und einer relativ langsamen Spleil3-
kinetik:!"¥! Das Selbstspleifen dieses Inteins hat eine maxi-
male Ausbeute von 80 % in Sdugerzellen, die nach 24 h er-
reicht wird.'” Um das erste Problem zu umgehen, wurden
die Split-Cas9-Fragmente durch Fusion mit einer Kernex-
portsequenz (NES) und eine Kernlokalisationssequenz
(NLS) sequestriert und so in unterschiedlichen zelluldren
Kompartimenten riumlich separiert (Abbildung 2¢)."! Dies
ermoglichte ein verbessertes Schaltverhalten, da die Hinter-
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grundaktivitdten unter die Nachweisgrenze gedriickt wurden.
Auflerdem verbesserte diese MaBBnahme die Spezifitdt im
Gen-Editing verglichen mit wt-Cas9 (Abbildung 2d). Insge-
samt stellt die Regulation von Cas9 durch kleine Molekiile
einen wichtigen Fortschritt auf diesem Gebiet dar, auch wenn
einige Herausforderungen verbleiben: So mangelt es der In-
duktion durch kleine Molekiile an rdumlicher Spezifitit, und
sie hidngt von den kinetischen und biochemischen Eigen-
schaften der Inducerspezies und den funktionalisierenden
Dominen ab (z.B. den Geschwindigkeiten und Effizienzen
des Inteinspleilens sowie der Irreversibilitdt der Protein-
spleiBprozesse und der Rapamycin-induzierten Proteindi-
merisierung).

3. Optische Kontrolle der Cas9-Funktion

Licht wurde vielfach fiir die Induktion von Proteinfunk-
tionen genutzt, da es nicht invasiv ist und rdumliche und
zeitliche Spezifitit sowie Reversibilitdt des untersuchten
Systems gestattet. Ein Ansatz fiir die optische Regulation der
Genfunktion war die gezielte Entwicklung eines CRISPR/
Cas9-basierten transkriptionsaktivierenden Systems. Die
Cas9-Funktion wurde in diesem Fall nicht direkt mit Licht
reguliert, vielmehr wurde eine katalytisch inaktive Cas9
(dCas9) als genomischer Anker (mit einer entsprechenden
gRNA) verwendet, um einen Transkriptionsaktivator (z.B.
VP64 oder p65) zu rekrutieren. Die beiden Proteine wurden
jeweils an lichtkontrollierte Proteindimerisatoren fusioniert
(im Speziellen das CRY?2/CIB-Paar, das ausgiebig charakte-
risiert und zur Induktion der Proteindimerisation als Reak-
tion auf blaues Licht genutzt wurde),™ was das lichtindu-
zierte genomische Targeting des Transkriptionsaktivators er-
moglichte (Abbildung 3a). Unter Verwendung dieses inno-
vativen Ansatzes berichteten zwei Forscherteams kiirzlich
unabhingig voneinander iiber zwei dhnliche photoaktivier-
bare Systeme zur Transkriptionsregulation: ein p65-CRY?2/
dCas9-CIB-Konstrukt!”! und ein VP64-CRY2/CIB-dCas9-
CIB-Konstrukt."! Beide demonstrierten erfolgreich die
lichtinduzierte Aktivierung der Expression des Ziel-Gens mit
minimaler Hintergrundaktivitit,'”! die raumlich lokalisierte
Aktivierung in Submillimeterauflosung und Reversibilitit.
Im ersten Ansatz'’! wurde p65 (die Aktivatordomine von
NF-xB) an den C-Terminus von dCas9 rekrutiert, anschlie-
Bend wurde mit Licht bestrahlt. In Kombination mit
MYOD1-gRNA-4 aktivierte die p65-Doméne die Transkrip-
tion des MYODI-Gens, wihrend ohne Bestrahlung lediglich
basale Genexpression nachgewiesen wurde (Abbildung 3b).
Unter Verwendung eine EGFP-Reporters wurden die loka-
lisierte Aktivierung und Reversibilitdt des Systems demon-
striert, mit einer rdumlichen Auflésung von mindestens
1.5 mm sowie Induktionszeiten von 18 h fiir die Deaktivie-
rung und 9 h fiir die Reaktivierung. Beim zweiten Ansatz!'®!
wurde der VP64-Aktivator sowohl an den N- als auch den C-
Terminus von dCas9 rekrutiert. Auch hier wurden rdumliche
Kontrolle, Reversibilitidt (Abbildung 3) und lediglich basale
Hintergrundaktivitidt demonstriert (im Vergleich zu Experi-
menten ohne VP64). Wurden transfizierte Zellen durch eine
Photomaske mit 0.2-3.0 mm breiten Schlitzen bestrahlt,
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Abbildung 3. a) Uberblick iiber das dCas9-basierte photoaktivierbare
System: Ein oder zwei Transkriptionsaktivatoren (TAs) werden mittels
Proteindimerisierung von CRY2 (cryptochrome circadian clock 2) und
CIB (cryptochrome-interacting basic-helix-loop-helix) zu dCas9 rekru-
tiert. b) Lichtaktivierte Expression des MYOD1-Gens, gemessen mittels
qPCR. Wiedergabe nach Chemistry & Biology, Lit. [17], Copyright 2015,
mit Genehmigung von Elsevier. c) Ein EGFP-Reporter verdeutlicht die
raumliche Spezifitit und Reversibilitit des dCas9-basierten Photoakti-
vierungssystems. Skalierung: 2 mm. Wiedergabe nach Lit. [18] mit Ge-
nehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Chemical Biology,
Copyright 2015.

konnte die gemusterte Expression von EGFP infolge der lo-
kalisierten Aktivierung des Ziel-Gens beobachtet werden.
Auch konnte das photoaktivierbare dCas9-Transkriptions-
aktivatorsystem durch Anwendung eintdgiger Intervalle mit
oder ohne Lichtbestrahlung zwischen der stimulierten und
nicht-stimulierten Form geschaltet werden.

Die lichtinduzierte Rekrutierung einer Transkriptions-
effektordoméne (Aktivator oder Repressor) an ein kataly-
tisch inaktives Cas9 ermoglicht zwar die Regulation der
Genexpression, es ist aber noch keine Methode fiir optisch
induziertes Gen-Editing. Zwei Ansdtze wurden entwickelt,
um dieses Ziel zu erreichen: 1) der ortsspezifische Einbau
eines photolytisch freisetzbaren (,,caged) Lysins in Cas9 und
2) die Erzeugung eines Split-Cas9-Proteins, das durch Be-
strahlung rekonstituiert werden kann.

Unter Verwendung eines erweiterten genetischen Codes
in Sdugerzellen wurden zahlreiche lichtaktivierbare Proteine
durch ortsspezifischen Einbau von ,caged” Aminosiduren
hergestellt.'”) Wir haben diese Ansatz fiir die erstmalige op-
tische Kontrolle der Cas9-Funktion genutzt. Ein essenzieller
Lysinrest (K866) wurde identifiziert und zu einem ,,caged*
Lysin (PCK) mutiert; auf diese Weise wird das Enzym durch
eine minimale Modifikation inaktiv gemacht — das Molekiil-
gewicht der Caging-Gruppe (238 Da) ist sehr viel niedriger als
das der lichtresponsiven Proteindoménen. Die UV-induzierte
Photolyse der Caging-Gruppe erzeugte wt-Cas9, das voll-
stindig aktiv war und die gRNA-dirigierte DNA-Spaltung
ermoglichte (Abbildung 4a).”"! Hohe Aus/An-Verhiltnisse
wurden beobachtet, mit vollstdndiger Inaktivitit vor dem
Lichteinfall und einer vergleichbaren enzymatischen Aktivi-
tdt wie wt-Cas9 nach Abspaltung der Caging-Gruppe. Durch
musterformige UV-Bestrahlung von Zellen wurde ein rdum-
lich kontrolliertes Schalten der Genexpression von DsRed zu

Angew. Chem. 2016, 128, 5482 —5487

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

g

relatives EGFP-Level
o o o o
N A OO 0 =

0
—Cas9 +Cas9 -UV  +UV

Wildtyp K866PCK
’ > ‘
Fo e SRR X
Cas9 (N) ﬂ» rekonstituierte
Cas9
Cas9 (C)
d) Bestrahlungs- Licht—Licht  Licht—Dunkel
EGFP mChert muster Target: VEGFA EMX1 VEGFA EMX1
£
s 2
g2
N
s
b 3
<

Indels: 25% 7% 19% ND

Abbildung 4. a) Ein ortsspezifisch eingebautes ,,caged“ Lysin (Caging-
Gruppe blau dargestellt) blockiert die Cas9-Funktion. Nach photoche-
mischer Abspaltung der Caging-Gruppe wird das aktive wt-Cas9 wie-
derhergestellt. b) Die UV-induzierte Aktivierung des ,caged” Cas9
fithrt zur fast vollstandigen Wiederherstellung der Nukleaseaktivitat in
einem Fluoreszenzreporterassay und erméglicht ein rdumlich kontrol-
liertes Gen-Editing. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [20], Copy-
right 2015 American Chemical Society. c) Magnets-vermittelte Split-
Cas9-Aktivierung mittels lichtinduzierter Rekonstitution von Cas9
durch Dimerisierung der N- und C-terminalen Doménen. d) Raumliche
Spezifitit und Reversibilitat im Gen-Editing bei Verwendung von Ma-
gnets-vermitteltem Split-Cas9. Wiedergabe nach Lit. [21] mit Genehmi-
gung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Biotechnology, Copyright
2015.

EGFP in einem dualen Reportersystem demonstriert (Ab-
bildung 4b). Die Modifizierung von Cas9 durch Einfiithrung
einer ,,caged”“ Aminosdure kann kinetische Vorteile gegen-
iiber anderen Methoden bieten, welche die Rekrutierung von
komplementdren Doménen/Splitfragmenten erfordern, da
ndmlich die Rekonstitution einer aktiven Konformation auf
eine rdumlich begrenzte Region des Proteins beschrankt wird
und eine vollstdndige Aktivierung durch die photochemische
Erzeugung des Wildtyp-Enzyms gewihrleistet ist. Es sollte
jedoch angemerkt werden, dass diese Strategie die Expression
der modifizierten tRNA-Synthase und kognaten tRNA zum
Einbau des ,,caged” Lysins erfordert, was ein limitierender
Faktor sein kann. Zu bedenken ist auch, dass UV-Licht eine
phototoxische Wirkung haben kann, bei kiirzlich eingefiihr-
ten Lysinanaloga kann die Caging-Gruppe jedoch durch
sichtbares Licht abgespalten werden.!'"

Ein photoaktivierbares Split-Cas9 wurde durch Screening
von 18 potenziellen Split-Stellen und mehreren lichtindu-
zierbaren Heterodimerisierungsdoménen erhalten.”"! Ein als
Magnets™ bezeichnetes Dominenpaar erwies sich als am
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effektivsten, da der Magnets-Ansatz eine geringere sterische
Hinderung und schwichere Homodimerisierung im Vergleich
zum CRY2/CIB1-System bedingt.”®! Dieses neuartige, optisch
induzierbare Split-Cas9-System (Abbildung 4c¢,d) zeigte im
Gen-Editing vergleichbare Spezifitidten wie Volllingen-Cas9,
bei allerdings reduzierter Effizienz. Wichtig ist, dass nur
niedrige Hintergrundaktivititen beobachtet wurden, ver-
gleichbar zu leeren, negativen Kontrollvektoren. Des Weite-
ren wurden rdumliche Kontrolle und lichtinduzierte Rever-
sibilitdt des Systems demonstriert. Nach Modifikationen des
VEGFA-Gens (Indelhdufigkeiten von 25 % und 19 %) durch
Lichtaktivierung fiihrte die anschlieBende Transfektion einer
zweiten, das EMX-Gen targetierenden gRNA nur unter
Lichtbestrahlung zu erfolgreicher Modifikation (Indelhdu-
figkeit von 7% ) (Abbildung 4d).

Katalytisch inaktives dCas9 wurde nach dem gleichen
Prinzip ebenfalls in ein Splitprotein umgewandelt und an
Magnets-Dominen fusioniert.”!! Dessen Anwendung als
zielspezifischer genomischer Silencer ergab eine Repressi-
onseffizienz von 60 % des Vollldngen-dCas9, dhnlich der Ef-
fizienz von photoaktiviertem Split-Cas9 im Vergleich zum wt-
Cas9. Zu erwihnen ist, dass die Reversibilitit dieses Systems
einem optischen An- und Ausschalter entspricht. Diese kon-
trollierte Reduktion der Cas9-Aktivitdt konnte zur Mini-
mierung von Off-Target-Effekten genutzt werden.!"”!

4. Andere Ansiitze zur konditionalen Kontrolle der
Cas9-Funktion

Neben der posttranslationalen konditionalen Regulation
des CRISPR/Cas9-Systems fiir die rdumliche und zeitliche
Kontrolle wurden auch regulatorische Mechanismen auf der
Ebene der Transkription genutzt. Ein TRE*“-IRES-Cas9-
Konstrukt wurde eingefiihrt,” dessen Transkription durch
Doxycyclin gesteuert wurde, um durch konstitutiv aktives
Cas9 verursachte embryonale Letalitdt und genetischen Mo-
saizismus in Méusen zu vermeiden. Die zeitliche Kontrolle
war erheblich langsamer im Vergleich zur konditionalen
Kontrolle auf posttranslationaler Ebene, jedoch wurde eine
gute rdaumliche Kontrolle mit gewebespezifischen Promoto-
ren in Zebrafischembryos erzielt,” wobei gut verfiigbare,
hoch modularisierte und fein abgestimmte Promotorsitze zur
Verwendung kamen.”! Ebenfalls berichtet wurde iiber eine
hitzeschockinduzierbare Cas9-Expression zur zeitlichen
Kontrolle in C. elegans®” und D. rerio.*

5. Zusammenfassung und zukiinftige Forschungs-
richtungen

Als Teil der schnell voranschreitenden CRISPR-For-
schung und basierend auf jiingsten Ergebnissen zur moleku-
laren Struktur, zum Mechanismus und zu Anwendungen des
Cas9-Systems wurde eine effiziente und gut charakterisierte
konditionale Kontrolle der Cas9-Funktion entwickelt. Eine
prizise rdumliche und zeitliche Regulation wurde in Gewe-
bekultur erzielt, und dank reduzierter Off-Target-Effekte ist
man zu einer verbesserten genomischen Sperzifitdt gelangt.
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Mittels posttranslationaler Kontrolle wurde eine schnelle
Reaktion auf Inducerspezies, einschlief8lich kleiner Molekiile
und Licht, erzielt.

Die innovativen Konzepte der hier diskutierten post-
translationalen Kontrolle der CRISPR/Cas9-Funktion folgen
dhnlichen allgemeinen Prinzipien: Storung der aktiven Cas9-
Konformation entweder durch Insertion exogener Motive
(d.h. eines Inteins oder einer photoaktivierbaren Amino-
sdure) oder durch Spaltung des Cas9-Proteins an sorgfiltig
ermittelten Positionen und anschlieBende Wiederherstellung
der Cas9-Struktur und -Funktion induziert durch kleine Mo-
lekiile oder Licht. Die Regulation der Cas9-Funktion ist
schnell und orthogonal zum Wirtsystem, und sie profitiert von
der Entwicklung modularisierter induzierbarer und/oder
funktioneller Doménen (z.B. Heterodimerisierungsdoménen
und Aktivator-/Repressordoménen). Zusitzliche Moglich-
keiten ergeben sich durch die Kopplung posttranslationaler
Regulation mit anderen Methoden, wie z.B. dem transienten
Zelltransport des Cas9:gRNA-Komplexes?® oder einer durch
gewebespezifische Promotoren gesteuerten Expression.”
Induktion durch kleine Molekiile bietet Vorteile beziiglich
der Gewebedurchlissigkeit im Vergleich zur Bestrahlung mit
Licht, wiahrend die optische Regulation eine hohe rdumliche
Spezifitdt und schnelle Reversibilitdt erlaubt. Allerdings be-
steht bei den konditional gesteuerten Split-Cas9-Systemen
noch Verbesserungsbedarf, etwa beziiglich der durch unvoll-
stindige Umbildung der Cas9-Struktur verursachten Hinter-
grundaktivitit (z.B. durch Selbstorganisation der Split-Cas9-
Fragmente oder der Heterodimerisierungsdoménen) sowie
der reduzierten Aktivitdt aufgrund ungeniigender Wieder-
herstellung (z.B. durch unvollstdndiges Selbstspleifen von
Inteinen).!

Mogliche neue Anwendungen der effektorinduzierten
CRISPR/Cas9-Funktion liegen unter anderem beim Design
und der Regulation komplexer genetischer Kreisldufe, der
Untersuchung der Genregulationsdynamiken wéhrend zeit-
lich und rdumlich orchestrierter Prozesse (z.B. Zelldifferen-
zierung und -entwicklung) sowie der Gewebeziichtung und
gezielten Abstimmung von Zell-Zell-Wechselwirkungen
durch rdaumlich-zeitliche Regulation der Genexpression. Ein
hoch prizises, fein abstimmbares Gen-Editing kénnte auch
durch das Kombinieren von programmierbaren DNA-Bin-
dedominen,®? Nicking-Strategien mit Cas9-D10A-Nickase!*!
oder dCas9-Endonukleasefusionen™ mit konditionaler Re-
gulation erzielt werden.
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