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Unbeabsichtigte Veranderungen durch CRISPR/Cas zeigen
neuartige Risiken

Neues Beispiel fur spezifische Veranderungen aulRerhalb der Zielregion der Gen-Schere

14. Oktober 2021 / Bei Versuchen mit der Genschere CRISPR/Cas an Zebrafischen konnten
Wissenschaftlerinnen erstmals groBe strukturelle Veranderungen an sogenannten Off-Target-
Bereichen nachweisen. Diese Bereiche liegen auBBerhalb der Zielregion, kénnen dieser aber sehr
ahnlich sein, weswegen die Genschere auch dort schneiden und spezifische unbeabsichtigte
Mutationen auslésen kann. Wie die vorliegende Publikation zeigt, sind dabei gréBere Veranderungen
der DNA madglich.

Wissenschaftlerinnen der Universitat Uppsala haben in der Studie das Erbgut von Zebrafischen nach
Einsatz der Genschere CRISPR/Cas untersucht. Es zeigte sich, dass es sowohl an der Zielsequenz als
auch an sogenannten Off-Target-Bereichen zu grof8en strukturellen Veranderungen (groRen
Insertionen und Deletionen) gekommen war. Solche grofBen Veranderungen wurden bisher nur an
der eigentlichen Zielsequenz beobachtet. Ob auch andere Regionen der DNA betroffen sein kénnen,
war bisher nicht bekannt.

In verschiedenen Experimenten injizierten die Wissenschaftlerinnen die Gen-Schere in Zebrafisch-
Eier und untersuchten das Erbgut der Fische, die sich daraus entwickelt hatten, sowie deren
Nachkommen mit Hilfe von modernen Sequenzierverfahren. Es zeigte sich, dass die Effizienz der
Veranderungen an der Zielsequenz insgesamt sehr hoch war. Es kam dort Uberwiegend zu kleinen
Mutationen und zu einem geringeren Anteil auch zu gréReren strukturellen Veranderungen, wie
Insertionen oder Deletionen.

Die Untersuchung der DNA-Sequenz an moglichen Off-Target-Bereichen ergab, dass an insgesamt
drei Regionen unbeabsichtigte Veranderungen aufgetreten waren, Uberwiegend kleine
Veranderungen wie Punktmutationen. Es kam aber auch zu gréReren Veranderungen der DNA-
Sequenz: An einem Off-Target-Bereich wurden beispielsweise gleich 903 Basenpaare der DNA
geléscht und damit ein grofSer Teil eines Gens, das gar nicht verandert werden sollte. Die groRen
strukturellen Veranderungen an On- und Off-Target-Bereichen wurden sowohl in den manipulierten
Tieren, die sich aus den injizierten Eiern entwickelten, als auch in der nachsten Generation gefunden.

Die Ergebnisse haben hohe Relevanz fur klinische Anwendungen von CRISPR/Cas, um unerwartete
Effekte mit erheblichen Auswirkungen far Patientinnen zu vermeiden. Bei Pflanzen wurde bislang
noch nicht untersucht, ob groBe strukturelle Veranderungen an Off-Target-Bereichen auftreten. Es ist
jedoch wahrscheinlich, da auch an Zielbereichen davon berichtet wurde. Insgesamt ist es wichtig,
dass das Erbgut der Zielorganismen nach CRISPR/Cas-Experimenten an On- und Off-Target-
Bereichen ausfuhrlich untersucht wird, um unbeabsichtigte Veranderungen aufzuspiren, die andere
Genbereiche beeintrachtigen kénnen.

Die Studie wurde als Preprint vertffentlicht und muss noch den Peer-Review-Prozess durchlaufen.
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