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Hintergrundpapier: CRISPR/Cas – Beschreibung der Technik 
 

Das CRISPR (engl.: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas (engl.: 

CRISPR-associated)-System wird im Labor dazu verwendet, zielgerichtete Veränderungen 

am Erbgut eines Organismus vorzunehmen (Genomeditierung/Genome Editing). Die 

Methode wird derzeit intensiv weiterentwickelt und findet vor allem Anwendung in der 

Pflanzen- und Tierzucht, der medizinischen Forschung und der Grundlagenforschung. Dieses 

Hintergrundpapier beschreibt zunächst die natürliche Funktion von CRISPR/Cas in Bakterien 

und erklärt anschließend, wie CRISPR/Cas als molekularbiologische Technik verwendet 

wird, um damit DNA an spezifischen Stellen des Erbguts von Zielorganismen zu schneiden. 

Es wird unter anderem darauf eingegangen, mit welchen Verfahren die Genschere 

CRISPR/Cas in pflanzliche Zellen eingeschleust werden kann und wie Veränderungen am 

Erbgut bewirkt werden können.  

 

Ursprung von CRISPR/Cas in Bakterien 

 

In Bakterien dienen natürlicherweise vorkommende CRISPR/Cas-Systeme der Immunabwehr 

gegen eindringende Viren [1]. CRISPR/Cas hilft Bakterien bei der „Erinnerung“ an 

zurückliegende Virusinfektionen und als Verteidigungsstrategie bei einer erneuten viralen 

Infektion. Vereinfacht gesagt werden Stücke aus dem Erbgut der Viren in das Erbgut der 

Bakterien eingebaut, was die Bakterien bei einer wiederholten Infektion mit den Viren 

befähigt, das Genom der Viren zu erkennen und zu zerschneiden [2; 3]. Dieses bakterielle 

System wurde eingehend untersucht und für molekularbiologische Anwendungen im Labor 

angepasst [4; 5]. Dabei wird das CRISPR/Cas-System aus der ursprünglichen Funktion in 

Bakterien herausgelöst und für die Anwendung in menschlichen, tierischen und pflanzlichen 

Zellen genutzt. 

 

CRISPR/Cas-Systeme kommen natürlicherweise in vielen verschiedenen Bakterien-Gattungen 

vor [6]. Wissenschaftler nutzen dies, um die Genschere CRISPR/Cas als molekularbiologische 

Technik so weiterzuentwickeln, dass immer mehr Bereiche im Erbgut von Organismen gezielt 

erreicht und verändert werden können. Die am meisten verwendete Genschere ist 

CRISPR/Cas9, bei der die Schneidekomponente Cas9 aus dem Bakterium Streptococcus 

pyogenes stammt. Es werden aber auch andere CRISPR-Systeme verwendet, um die 

Anwendungsmöglichkeiten der Genschere zu erweitern wie CRISPR/Cpf1 oder CRISPR/Cas13 

zur Veränderung von RNA. 

 



 2 

CRISPR/Cas als molekularbiologische Technik 

 

Zu Genome Editing zählt man im Allgemeinen die zielgerichteten Genscheren (engl.: site 

directed nucleases, SDN) und die Oligonukleotid-gerichtete Mutagenese (ODM). Die 

wichtigsten zielgerichteten Genscheren sind CRISPR/Cas, die TALENs, die Zinkfingernukleasen 

und die Meganukleasen. Mit ihnen kann DNA an ganz spezifischen Stellen des Erbguts von 

Zielorganismen geschnitten werden. 

Der Fokus dieser Hintergrundinformationen liegt auf der Genschere CRISPR/Cas, da diese im 

Moment die am häufigsten verwendete Genome-Editing-Technik in Pflanzen darstellt [7; 8]. 

Die anderen Verfahren funktionieren nach ähnlichen Prinzipien und werden hier nicht weiter 

diskutiert.  

 

Ablauf einer CRISPR/Cas-Anwendung in Pflanzen 

 

Eine CRISPR/Cas-Anwendung in Pflanzen läuft typischerweise in einem mehrstufigen Prozess 

ab: 

 

1. Zuerst muss das CRISPR/Cas-Experiment geplant, die verschiedenen Komponenten 

designed und zusammengesetzt werden.  

2. Üblicherweise wird mit pflanzlichen Zellen oder Geweben in einer Zellkultur 

gearbeitet.  

3. Die Genschere wird meist in Form von DNA in die pflanzlichen Zellen eingeschleust und 

dort gebildet („exprimiert“).  

4. Wenn die Genschere im Zellkern angekommen ist, kann die Zielsequenz erkannt und 

geschnitten werden. Es entstehen verschiedene genomeditierte Zellen. 

5. Mit Hilfe von Zell- und Gewebekulturtechniken werden aus diesen neue Pflanzen 

regeneriert.  

6. Die Veränderungen an der Zielsequenz werden untersucht, geeignete Pflanzen vom 

Anwender/von der Anwenderin ausgewählt und die noch enthaltene DNA der 

Genschere ausgekreuzt. 

 

Der nachfolgende Text beschreibt die unterschiedlichen Stufen genauer. 

 

1. Design des Experiments 

 

Das Experiment beginnt eigentlich am Computer. Hier müssen viele Entscheidungen über den 

Aufbau und den Ablauf des Experiments getroffen werden. Die Genschere CRISPR/Cas besteht 

aus einer Erkennungs- und Schneidekomponente. Mit Hilfe der Erkennungskomponente 

findet die Genschere die Zielsequenz auf dem Erbgut, schneidet die DNA dort und kann damit 

eine Veränderung der Zielsequenz bewirken. 



 3 

Zunächst muss die Erkennungskomponente der Genschere, auch guide RNA oder gRNA 

genannt, designed werden [9]. Das ist ein wichtiger Schritt, der gut durchdacht sein muss, 

denn bei diesem Schritt können bereits ungewollte Veränderungen im Erbgut verringert 

werden [10; 11] (siehe Hintergrundinformation über die Risiken). Wie gut das gelingt, hängt 

u.a. von dem verwendeten Computerprogramm, den Einstellungen im Programm, der 

Erfahrung des Anwenders/der Anwenderin ab. Die genaue Abfolge der DNA-Sequenz der zu 

verändernden Pflanze muss bekannt sein, um geeignete guide RNAs im Zielgen zu entwerfen. 

Die guide RNA wird dann von Biotechnologiefirmen synthetisiert und bei der Anwendung 

gemeinsam mit der Genschere in die pflanzlichen Zellen eingeschleust. 

 

2. Arbeit in der Zellkultur 

 

Die Komponenten der Genschere werden im Labor in sogenannten Zellkulturen in die 

pflanzlichen Zellen oder pflanzliches Gewebe eingebracht [12]. Die Zellkultur ermöglicht es 

WissenschaftlerInnen, pflanzliche Zellen außerhalb der Pflanze in einem Nährmedium zu 

kultivieren. Dafür werden den Pflanzen Organteile oder Gewebestückchen (auch Kallus 

genannt) entnommen und in ein geeignetes Nährmedium übertragen. Pflanzliche Zellen 

besitzen eine undurchlässige Zellwand, die bei einigen Techniken, mit denen die Genschere 

eingeschleust wird, zunächst entfernt werden muss, um die darunterliegende Zellmembran 

zugänglich zu machen. Entsprechend werden die Pflanzenzellen mit Zellwand oder ohne 

Zellwand als sogenannte Protoplasten in Nährmedien mit zahlreichen Stoffen für weiteres 

Wachstum und die weitere Verwendung kultiviert. Die Herstellung und Kultivierung von 

Protoplasten (Protoplastentechnik) ist derzeit jedoch nur für eine begrenzte Zahl von 

Nutzpflanzenarten etabliert. 

 

3. Einschleusen der Genschere in pflanzliche Zellen 

 

Das CRISPR/Cas-System kann in unterschiedlichen Zuständen in die Zelle eingeführt werden. 

Eine Möglichkeit besteht darin, die DNA einzubringen, die die Informationen für die Bildung 

der Genschere trägt (siehe Abbildung 1) [13]. Man nennt diese ringförmige DNA auch Plasmid. 

Aus dieser Genscheren-DNA wird erst die eigentliche Genschere gebildet. Diese kann aber 

auch direkt als bereits im Labor hergestellter Enzymkomplex in die Zellen eingeschleust 

werden [12; 14; 15]. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der verschiedenen Zustände von CRISPR/Cas. 

Die Genschere kann in verschiedenen Zuständen eingeführt werden. Eine Möglichkeit besteht darin, die DNA 

einzubringen, die die Informationen für die Bildung der Genschere trägt. Man nennt diese ringförmige DNA auch 

Plasmid. Aus dieser Genscheren-DNA wird erst die eigentliche Genschere gebildet. Die Genschere ist ein 

Enzymkomplex, der aus der Schneidekomponente Cas und einer Erkennungskomponente, die guide RNA 

genannt wird, besteht. Die guide RNA führt die Genschere zu der Stelle im Erbgut, an der sie schneiden soll, und 

dient dazu, eine bestimmte DNA-Sequenz des Zielorganismus zu erkennen. Die Genschere kann auch direkt als 

schon fertiger Enzymkomplex in die Zellen eingeschleust werden. 

 

Es gibt verschiedene Techniken, mit denen die Genschere in pflanzliche Zellen eingeschleust 

werden kann. Die Wahl dieser Technik hängt sowohl von der jeweiligen Pflanzenart als auch 

von dem Zustand der Genschere ab. Entweder wird die DNA zur Bildung der Genschere oder 

die schon fertige Genschere in den Zellkern der Pflanzen eingebracht. 

Die DNA der Genschere wird vor allem mit den Verfahren der alten Gentechnik eingebracht.  

Diese werden schon seit über 30 Jahren dazu verwendet, um DNA in pflanzliche Zellen 

einzuschleusen. Der Einbau der Genscheren-DNA in das Erbgut der Wirtszelle erfolgt bei 

diesen Verfahren nicht gezielt, wodurch es oft zu ungewollten Veränderungen im Erbgut 

kommen kann (mehr Informationen in den Hintergrundinformationen über die Risiken von 

CRISPR/Cas).  

Die DNA der Genschere wird bei der alten Gentechnik vor allem mit Hilfe des 

Bodenbakteriums Agrobacterium tumefaciens, also eines biologischen Verfahrens, 

eingeschleust. Dafür werden beispielsweise Gewebestückchen (z.B. Blattstücke oder Blüten) 

in einer Lösung mit dem Agrobakterium getränkt. Das Agrobakterium wird als Transportmittel 

eingesetzt und überträgt die DNA der Genschere in die pflanzlichen Zellen. 

Eine weitere Möglichkeit, die Genscheren-DNA einzuschleusen, ist der Partikelbeschuss der 

pflanzlichen Zellen mit sehr kleinen Metallpartikeln (Gold, Wolfram) durch eine Genkanone. 

Die Partikel sind mit der Genscheren-DNA beschichtet und werden mit hohem Druck in die 

pflanzlichen Zellen hineingeschossen. Dabei wird die DNA im Zellkern abgeladen, wenn dieser 

durch die Partikel getroffen wurde. Allerdings können beim Partikelbeschuss auch andere 

Teile der Zelle getroffen werden, zum Beispiel sogenannte Chloroplasten. Chloroplasten sind 

in der Zelle für die Photosynthese zuständig und besitzen ihre eigene DNA (mehr 

Informationen in den Hintergrundinformationen über die Risiken von CRISPR/Cas). Außerdem 

kann die DNA durch die Behandlung mit der Chemikalie PEG eingebracht werden. 
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Die fertige Genschere (Enzymkomplex), die ausgehend von der DNA der Genschere außerhalb 

der Pflanzen im Labor synthetisiert wurde, kann entweder durch den Partikelbeschuss mit der 

Genkanone oder durch eine Behandlung mit PEG in pflanzliche Zellen eingeschleust werden. 

Für beide Verfahren, also Partikelbeschuss und PEG, braucht es Protoplasten, also Zellen ohne 

Zellwand. Ihre nachfolgende Regeneration zu ganzen Pflanzen ist nicht trivial und nicht für alle 

Nutzpflanzenarten erprobt und etabliert, was die Anwendung immer noch einschränkt [15]. 

 

Befinden sich die jeweiligen Zustände der Genschere (DNA oder Enzymkomplex) in der Zelle, 

gibt es verschiedene Möglichkeiten, wie CRISPR/Cas aktiv wird. 

 

Wird die DNA der Genschere in pflanzliche Zellen eingeschleust, kann sie in das Erbgut der 

Zelle eingebaut und an nachfolgende Zellen weitergegeben werden (Abbildung 2). Es entsteht 

dabei ein transgener Organismus, der die Erbinformation zur Bildung der Genschere in sich 

trägt. Im nächsten Schritt wird die Genschere also erst gebildet und kann dann die Zielsequenz 

erkennen und schneiden. Im letzten Schritt wird die eingebaute Genscheren-DNA wieder 

herausgekreuzt, so dass nur die Veränderungen an der Zielsequenz im Erbgut verbleiben. Es 

ist allerdings auch möglich, dass unbeabsichtigte Veränderungen im Erbgut entstehen und 

bestehen bleiben (siehe Hintergrundinformationen über die Risiken von CRISPR/Cas). Der 

Einbau der Genschere-DNA in das Erbgut der Pflanzen ist im Moment der am häufigsten 

durchgeführte Weg, um die Genschere in pflanzlichen Zellen einzubringen. 

 

 
Abbildung 2: Einbau der DNA für die Genschere in das Erbgut. 

Die Genscheren-DNA wird zunächst in das hier blau dargestellte Chromosom eingebaut. Es entsteht ein 

transgener Organismus, der die Erbinformation zur Bildung der Genschere in sich trägt. Die Genschere wird 

dann erst gebildet und schneidet die Zielsequenz am hier grünen Chromosom. Im letzten Schritt wird die 

eingebaute Genscheren-DNA wieder herausgekreuzt, so dass nur die Veränderungen an der Zielsequenz im 

Erbgut verbleiben. 

 

Im Fall, dass CRISPR/Cas als Enzymkomplex in die Zelle eingeschleust wird, kann dieser direkt 

in der Zelle aktiv werden und die Zielsequenz erkennen und dort schneiden (Abbildung 3). Der 

Enzymkomplex wird nach einer gewissen Zeit von der Zelle wieder abgebaut und wird nicht 

weiter vererbt [16; 17]. Bei dieser Variante entsteht also kein transgener Organismus. 
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Dennoch können unbeabsichtigte Veränderungen im Erbgut der Pflanze bewirkt werden 

(siehe Hintergrundinformationen über die Risiken von CRISPR/Cas) Die Effizienz des 

eingeschleusten Enzymkomplex ist im Vergleich mit der in das Erbgut der Zielpflanze 

eingebauten Genscheren-DNA viel geringer und hängt von vielen verschiedenen Faktoren ab 

[15]. Daher wird immer noch überwiegend die Genscheren-DNA in das Erbgut der Zielpflanzen 

eingebaut. 

 

 
Abbildung 3: Die Genschere wird als Enzymkomplex eingeschleust. 

Bei dieser Möglichkeit wird die Genschere als fertiger Enzymkomplex eingeschleust. Der Komplex wird 

ausgehend von der DNA im Labor synthetisch hergestellt und dann in den Zellkern eingebracht. Dort wird die 

Genschere direkt aktiv und führt zur Veränderung der Zielsequenz auf dem grün dargestellten Chromosom. 

Nach einer gewissen Zeit wird die Genschere abgebaut.  

 

4. Die Wirkweise von CRISPR/Cas 

 

Nachdem die Genschere im Zellkern angekommen ist, sucht sie mit Hilfe der guide RNA das 

Erbgut nach der Zielsequenz ab (siehe Abbildung 4). Als Stoppsignal für den Enzymkomplex 

dient eine sogenannte PAM-Sequenz (engl.: protospacer adjacent motif). Sie ist eine 

spezifische DNA-Sequenz und liegt benachbart zu der Zielsequenz auf dem Erbgut. Der 

Enzymkomplex stoppt an der PAM-Sequenz und prüft mit der guide RNA, ob die davor 

liegende DNA-Sequenz mit dieser zusammenpasst. Die guide RNA erkennt zum einen den 

Zielbereich auf der DNA und bindet zum anderen die Schneidekomponente, das Cas-Protein, 

und bringt es in Position zum Schneiden. Wenn die Zielsequenz erkannt wurde, schneidet die 

Genschere an dieser Stelle und bricht den Doppelstrang der DNA auseinander. Der 

Doppelstrangbruch ist ein Schaden an der DNA und damit ein Alarmsignal für die Zelle. Dieses 

Signal aktiviert zelleigene Reparaturmechanismen, um den DNA-Schaden so schnell wie 

möglich zu verschließen. Die Hauptaufgabe von CRISPR/Cas ist es also, einen 

Doppelstrangbruch zu verursachen, alles Weitere übernimmt die Zelle selbst. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Arbeitsweise von CRISPR/Cas. 

CRISPR/Cas wird durch eine spezifische guide RNA an die Zielsequenz im Erbgut des Zielorganismus geleitet und 

führt dort einen Doppelstrangbruch ein. In Lila ist die PAM (engl.: protospacer adjacent motif)-Sequenz 

dargestellt. Sie fungiert als anfängliche Erkennungssequenz für die Genschere. Passt die davor liegende Sequenz 

zur guide RNA, wird Cas9 aktiv und schneidet dort. 

 

Nachdem der DNA-Doppelstrangbruch durch die Genschere bewirkt wurde, können in der 

Folge verschiedene Möglichkeiten eintreten, genauer, es können zwei verschiedene 

Reparaturmechanismen aktiviert werden. Zum einen ist das ein Reparaturmechanismus 

namens NHEJ (engl.: non-homologous end joining) (siehe Abbildung 5), der den DNA 

Doppelstrangbruch möglichst schnell wieder zusammenfügen will. Dabei können Fehler 

auftreten, beispielsweisen können zusätzlich einzelne Basen oder kleinere DNA-Abschnitte 

eingebaut oder kleinere Bereiche an der Zielsequenz gelöscht werden.  

Es kann entweder der Originalzustand der Zielsequenz wiederhergestellt oder kleine 

Veränderungen der DNA-Sequenz an der Schnittstelle herbeigeführt werden. Wird der 

Originalzustand wiederhergestellt, so besteht die Möglichkeit, dass CRISPR/Cas erneut an der 

Zielsequenz bindet und dort wieder schneidet. Die Zielsequenz wird bei dieser Anwendung im 

Endergebnis also höchstwahrscheinlich verändert [18], was auch der gewünschte Effekt dieses 

Verfahren ist. Diese Art der Anwendung wird auch unter dem Begriff SDN-1 (engl.: site directed 

nuclease-1) zusammengefasst und bezeichnet kleine, ungerichtete Veränderungen an der 

Zielsequenz. Dabei kommt es zu einer ortsspezifischen und ungerichteten Reparatur des DNA-

Schadens. 

 



 8 

 
Abbildung 5: Darstellung der Veränderung durch SDN-1-Anwendungen (engl.: site-directed nuclease-1). 

Die durch die Genschere bewirkten Doppelstrangbrüche der DNA an der Zielsequenz aktivieren zelleigene 

Reparaturmechanismen. Bei der SDN-1-Technik stellt die NHEJ-Reparatur (engl.: non-homologous end joining) 

entweder den Originalzustand wieder her oder bewirkt kleine Veränderungen an der Zielsequenz des Erbguts, 

da sie mitunter fehleranfällig arbeitet.  

 

Neben SDN-1 gibt es auch SDN-2-Anwendungen (engl.: site directed nuclease-2), bei denen 

der DNA-Schaden durch einen anderen Reparaturmechanismus, das HDR-System (engl.: 

homology directed repair), repariert wird (siehe Abbildung 6, links). Die HDR wirkt durch 

homologe Rekombination, also einem Austausch von DNA-Sequenzen zwischen identischen 

DNA-Bereichen. Natürlicherweise werden Doppelstrangbrüche der DNA anhand des 

unversehrten Schwesterchromatids repariert [19]. Für SDN-2-Anwendungen der Genschere 

werden DNA-Vorlagen im Labor synthetisch hergestellt und durch AnwenderInnen zusätzlich 

zum Enzymkomplex in die Zellen eingebracht. Die DNA-Vorlagen stimmen zu einem großen 

Teil mit der DNA-Sequenz um die Zielsequenz herum überein. Dadurch ist die HDR-Reparatur 

in der Lage, die DNA-Sequenz der DNA-Vorlage mit einer gewünschten Veränderung in den 

Zielbereich einzubauen. Anders als bei SDN-1 wird also bei SDN-2-Anwendungen der durch 

die Genschere erzeugte Doppelstrangbruch mit Hilfe einer eingebrachten Vorlage repariert.  
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Abbildung 6: Darstellung der Veränderung durch SDN-2- (engl.: site-directed nuclease 2) und SDN-3-

Anwendungen (engl.: site-directed nuclease 3). 

Bei SDN-2- und SDN-3-Anwendungen werden zusammen mit den Komponenten der Genschere auch 

synthetisch hergestellte DNA-Vorlagen mit in die Zelle eingebracht, die mit der Zielsequenz zu großen Teilen 

identisch sind. Durch den DNA-Doppelstrangbruch können die Komponenten der zelleigenen HDR (engl.: 

homology directed repair)-Reparatur aktiviert werden und zum Einbau der DNA-Vorlage in die Zielsequenz 

führen. Hierdurch wird es möglich, in der DNA-Vorlage kleine gezielte Veränderungen (SDN-2) oder ganze Gene 

(SDN-3), hier in Orange dargestellt, an der Zielsequenz einzuführen. 

 

Es können auch große DNA-Vorlagen (z.B. mit ganzen Genabschnitten) eingeschleust werden 

und gezielt im Bereich des Bruches der Zielsequenz eingebaut werden. Diese Art der 

Veränderung wird unter SDN-3 zusammengefasst (engl.: site directed nuclease-3) (siehe 

Abbildung 6, rechts). Der Unterschied zwischen SDN-2- und SDN-3-Anwendungen ist die Länge 

der mit der Vorlage eingeführten DNA-Sequenz. Bei SDN-2 werden nur wenige Basenpaare 

eingebracht, bei SDN-3 längere Stücke, zum Beispiel vollständige Gene.  

 

Die HDR-Reparatur erfolgt nur in einer relativ kurzen Zeitspanne des Zellzyklus. Die NHEJ-

Reparatur dagegen ist fast immer aktiv. Im Vergleich zu Tieren ist die HDR-Reparatur in 

Pflanzen auch weniger effizient. Die meisten DNA-Schäden werden daher ungewollt durch 

NHEJ bearbeitet. Die SDN-2- sowie die SDN-3-Technik sind deswegen weniger effizient als 

SDN-1. Das spiegelt sich auch in der Verteilung der Anwendungen in Pflanzen wieder (siehe 

Abbildung 7). Es werden in erster Linie SDN-1-Anwendungen durchgeführt und nur zu einem 

geringen Anteil SDN-2 und SDN-3 [20; 7]. Am häufigsten wird CRISPR/Cas und zu einem 

geringeren Teil TALENs und ZNF verwendet. Es ist daher zu berücksichtigen, dass der Großteil 

der Anwendungen in Pflanzen zwischen 2014 und 2019 entstanden sind, also nachdem die 

Genschere CRISPR/Cas9 das erste Mal in Pflanzen angewandt wurde. 
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Abbildung 7: Verteilung der Anwendung in Pflanzen (aus [7]). 

Im Zeitraum zwischen Januar 1996 und Juni 2019 wurden 231 marktorientierte Studien in 

Pflanzen untersucht [7]. Die meisten Studien verwenden SDN-1 (ca. 92%), nur wenige SDN-2 

(ca. 3%) oder SDN-3 (ca. 5%). Am häufigsten wird CRISPR/Cas und zu einem geringeren Teil 

TALENs und ZNF verwendet, daher ist zu berücksichtigen, dass der Großteil der 

Anwendungen in Pflanzen zwischen 2014 und 2019 entstanden sind. 

 

5. Regeneration von Pflanzen  

 

Pflanzen können ihr gesamtes Leben lang wachsen und so neue Blätter, Wurzeln und Sprosse 

bilden. Pflanzliche Zellen besitzen damit die Fähigkeit, beschädigte oder verloren gegangene 

Teile zu ersetzen. In der Pflanzenzucht wird diese Eigenschaft genutzt, um aus einzelnen 

pflanzlichen Zellen oder Gewebestückchen mit Hilfe von bestimmten Nährmedien ganze 

Pflanzen zu regenerieren [21]. Auch pflanzliche Zellen, in denen die Genschere verwendet 

wurde, werden zu ganzen Pflanzen regeneriert, um im nächsten Schritt zu überprüfen was für 

Veränderungen an der Zielsequenz herbeigeführt wurden. In vielen Nutzpflanzenarten ist es 

jedoch noch immer nicht möglich ganze Pflanzen aus Einzelzellkulturen zu regenerieren, 

weshalb die Anwendung der Genschere in solchen Pflanzen nicht möglich ist. Es wird im 

Moment an der Entwicklung neuer Verfahren gearbeitet, die die Arbeit mit Einzelzellen 

umgehen soll (mehr dazu in den Hintergrundinformationen über die Möglichkeiten von 

CRISPR/Cas). 

 

6. Identifizierung der gewünschten Veränderung  

 

Im letzten Schritt müssen diejenigen genomeditierten Pflanzen identifiziert werden, bei denen 

die Zielsequenz wie gewünscht verändert wurde. CRISPR/Cas-Experimente werden nicht mit 

nur einer pflanzlichen Zelle durchgeführt, sondern mit einem Zellhaufen, der aus vielen Zellen 

besteht. Nur in einen Bruchteil von ihnen kann die Genschere als DNA oder als fertiger 

Enzymkomplex eingeführt werden, und in diesen Zellen wird die Zielsequenz zudem 

unterschiedlich verändert. Um schnell die gewünschten Editierungsereignisse zu erhalten, 
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werden die transformierten Zellen zu Pflänzchen regeneriert, Gewebestückchen entnommen 

und mit Hilfe von PCR-Verfahren wird der DNA-Bereich an der Zielsequenz sequenziert. Das 

bedeutet, dass die Abfolge der DNA-Basen ermittelt und die genaue molekulare Veränderung 

an der Zielsequenz bestimmt wird [22; 23]. Jetzt können die Pflanzen mit den gewollten 

Veränderungen ausgewählt werden.  

Falls zu Beginn – wie meist üblich – nicht der fertige Enzymkomplex, sondern die Genscheren-

DNA in die Zellen eingeführt und in ihr Erbgut eingebaut wurde, kann diese DNA in 

nachfolgenden Kreuzungsschritten mit den regenerierten Pflanzen wieder entfernt werden. 

Dieser Vorgang wird Segregation genannt. 

 

Was kann mit der Genschere bewirkt werden? 

 

Am häufigsten werden mit der Genschere kleine Veränderungen, also Punktmutationen, kurze 

Insertionen oder Deletionen, an der Zielsequenz herbeigeführt, um ein oder mehrere Zielgene 

auszuschalten. Die kleinen Fehler an der DNA können beispielsweise bewirken, dass ein 

Zielgen nicht mehr abgelesen wird. Man spricht hier auch von Gen-Knockout. 

WissenschaftlerInnen können damit untersuchen, wie sich das Ausschalten bestimmter Gene 

auf eine Pflanze auswirkt.  

Außerdem können mit kleinen Sequenzveränderungen die Genprodukte der Zielgene, in der 

Regel Proteine, verändert und möglicherweise in ihrer Wirkung und Funktion beeinflusst 

werden.  
 

Einzelne oder mehrere Gene können deletiert, also aus dem Erbgut entfernt werden. Das wird 

beispielsweise dadurch erreicht, dass zwei guide RNAs gleichzeitig verwendet werden,. 

Schneidet die Genschere beide Zielsequenzen, kann der DNA-Bereich dazwischen gelöscht 

werden. Eine DNA-Region mit Zielgenen, die gelöscht werden sollen, kann also einfach 

„herausgeschnitten“ werden, wenn rechts und links davon zwei Schnitte in der DNA 

herbeigeführt werden. 
 

Außerdem kann die Genexpression, also das Ablesen der Gene, so verändert werden, dass 

mehr, weniger oder gar kein Genprodukt gebildet wird. Das gelingt zum Beispiel, in dem 

regulatorische Elemente der DNA durch die Genschere verändert werden. Zusätzlich ist es 

noch möglich, die Genexpression direkt über die Veränderung epigenetischer Marker zu 

beeinflussen. Epigenetische Marker sind kleine Anhängsel an der DNA und auch an Proteinen, 

die die Genexpression steuern. Es gibt Anwendungen der Genschere, bei denen spezielle 

Enzyme an die Genschere gekoppelt sind, die nur die epigenetischen Marker an der jeweiligen 

Zielsequenz verändern können ohne den DNA-Doppelstrang zu schneiden [24].  

Mit Hilfe der HDR-Reparatur und spezifischen DNA-Vorlagen können kleine Veränderungen 

der DNA-Sequenz (durch SDN-2- Anwendungen) oder ganze Gene gezielt ins Erbgut 

eingebracht werden (durch SDN-3-Anwendungen).  
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