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Zinkfingernukleasen (ZFNs) bestehen aus zwei getrennten Elementen. Die Zinkfingerproteine erkennen spezifisch die zu verändernde Erbgutsequenz in Blöcken von drei 
Basen. Das zweite Element, eine unspezifische zusätzlich angehängte Nuklease, schneidet diese Sequenz. Da die Nuklease nur als Paar schneidet, sind immer zwei ZFNs nötig, 
um eine Sequenz im Erbgut anzusteuern und zu schneiden. © GENOMXPRESS SCHOLÆ

Modul 1 Grundlagen und Anwendung Fokus

TALEN ist die Kurzform für Transcripti-
on Activator-Like Effector Nucleases. 

CRISPR/Cas 

Über kaum eine andere molekularbiologi-
sche Technik wurde in den letzten Jahren 
so viel geschrieben wie über CRISPR/Cas 
(sprich: Crisper) und meistens ist damit 
das System CRISPR/Cas9 gemeint. CRISPR 
steht für Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats.

Das Anwendungspotential des Enzym- 
RNA-Komplexes ist erst vor wenigen Jah-
ren von der französischen Wissenschaft-
lerin Emmanuelle Charpentier erkannt 
worden. Er stammt ursprünglich aus Bak-
terien, die sich damit gegen Viren verteidi-

gen. Gemeinsam mit der US-amerikani-
sche Biochemikern Jennifer Doudna 
gelang es ihr, die Struktur der Genschere 
aufzuschlüsseln und ihren genauen Wirk-
mechanismus zu beschreiben. 

Anders als bei den beiden vorherigen 
Methoden	 wird	 die	 zu	 modifizierende	
Zielsequenz	in	der	pflanzlichen	DNA	nicht	
von Proteinen, sondern mit Hilfe von RNA 
gebunden. Diese sogenannte single-guide 
RNA (sgRNA) kann an unterschiedliche 
Nukleasen gekoppelt werden. Besonders 
häufig	kommt	die	Nuklease	Cas9	zum	Ein-
satz. Der Komplex aus sgRNA und Cas9 
wandert die DNA entlang und sucht nach 
sogenannten PAM-Sequenzen (kurz für: 
Protospacer Adjacent Motive). Immer wenn 
Cas9 solch ein Basentriplett erkennt, hält 

es an. Die sgRNA entwindet die DNA und 
testet, ob sie eine komplementäre DNA- 
Region gefunden hat. Falls nein, zieht das 
Enzym weiter. Falls ja, schneidet Cas9 die 
DNA und erzeugt dabei stumpfe Enden. 

Der große Vorteil von CRISPR/Cas ist, 
dass die sgRNA wesentlich schneller, ein-
facher und günstiger herzustellen ist als 
Zinkfingernukleasen	 oder	 TALEN.	 Uner-
wünschte	 Mutationen,	 auch	 als	 Offtar-
get-Mutationen bezeichnet, sind gerade 
in	Pflanzen	sehr	selten.	

Gentechnisch verändert oder nicht?

Alle soeben vorgestellten Enzymkomple-
xe	müssen	 zunächst	 in	 die	 pflanzlichen	
Zellen eingebracht werden. Am einfachs-
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Protein erkennt 3er Gruppen, 
kann individuell angepasst werden

Nuklease schneidet
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Protein erkennt präzise
einzelne Basenpaare Nuklease schneidet
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Cas

RNA erkennt und 
bindet präzise an 
eine DNA-Sequenz 
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single-guide RNA

Transcription Activator Like Effector Nukleasen (TALEN) sind den ZFNs sehr ähnlich. Sie bestehen aus einem erkennenden und einem schneidenden Element. Auch 
TALEN funktionieren nur als Paar. Der Unterschied zwischen TALEN und ZFN liegt in der Erkennung: TALEN lassen sich viel spezifischer anpassen als ZFNs, da das Erbgut in 
einzelnen Basen erkannt wird. © GENOMXPRESS SCHOLÆ

Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) / CRISPR associated (Cas) – Systeme bestehen aus zwei Elementen: Eines erkennt die 
Erbgutsequenz (CRISPR-RNA) und das zweite, die Nuklease, schneidet diese (Cas). Der Unterschied zu ZFNs und TALEN besteht darin, dass für die Erkennung eine kurze RNA 
anstelle von Proteinen genutzt wird. Das macht das System einfacher, flexibler und durch den einfachen Aufbau auch kostengünstiger. Das CRISPR/Cas-System braucht keinen 
Partner, um den Doppelstrang zu schneiden. © GENOMXPRESS SCHOLÆ


