
CRISPR-Cas

van biologie tot toepassing

John van der Oost

Laboratory of Microbiology

Wageningen University



CRISPR-Cas

hoe werkt het, en wat kunnen we ermee ?

John van der Oost

Laboratory of Microbiology

Wageningen University



CRISPR-Cas– 2 classes

▪ inleiding DNA, RNA & eiwit

▪ CRISPR ontdekking bacteriën, virussen & immuniteit

▪ CRISPR mechanisme zoeken & knippen

▪ CRISPR toepassingen mutatie & reparatie

▪ CRISPR voedsel is dat gevaarlijk ?



virus bacterie planten / dieren

cel cel

Ø 0,05-0,1 m       Ø         1-5 m                        50-100 m

DNA 3.000 bp DNA 3.000.000                    3.000.000.000 

letters                           letters

(baseparen, bp)                     (bp)

cellen & DNA

alle levende organismen zijn

opgebouwd uit cellen, 

varierend van 1 (bacterie) 

tot 1.000.000.000.000 (mens)

de erfelijke informatie

van deze organismen is 

opgeslagen in het DNA 

op de chromosomen



cellen & DNA



DNA

DNA > RNA > eiwit



Eiwit

informatie - opslag biologische functie

DNA

DNA > RNA > eiwit



conclusies (1)  2 classes

• DNA streng bindt specifiek aan DNA streng door baseparing (DNA en DNA)

• DNA streng wordt specifiek overgeschreven in RNA door baseparing (DNA en mRNA)

• RNA wordt specifiek vertaald naar eiwit door baseparing (mRNA en tRNA-aminozuur)                                                                                       

belangrijk:  bij kopiëren van DNA worden af en toe fouten gemaakt,

soms is dat positief (evolutie), maar soms ook negatief (genetische ziekten)
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virus bacterie planten / dieren

cel cel

Ø 0,05-0,1 m                   1-5 m                        50-100 m

DNA 3.000 bp 3.000.000 bp 3.000.000.000 bp

virussen zijn afhankelijk van cellen



bacterie planten / dieren

virussen

aanval

afweer

virussen zijn afhankelijk van cellen



RNA

virus infectie van bacteriën

DNA

eiwit



bekende anti-virus systemen

▪ remming van aanhechting

▪ remming van DNA injectie

▪ afbraak van vreemd DNA

▪ zelfmoord systeem

RNA

DNA

eiwit

nieuw afweersysteem

▪ CRISPR-Cas

anti-virus systemen van bacteriën



CRISPR-Cas - ontdekking

▪ CRISPR – clustered regularly interspaced short palindromic repeats

▪ Cas – CRISPR-associated genes & proteins

▪ present in genomes of 40% of bacteria and 85% of archaea

GAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCTTTCGCAGACGCGCGGCGA

TACGCTCACGCAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCAGCCGAA

GCCAAAGGTGATGCCGAACACGCTGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAA

ACCGGGCTCCCTGTCGGTTGTAATTGATAATGTTGAGAGTTCCCCGCGC

CAGCGGGGATAAACCGTTTGGATCGGGTCTGGAATTTCTGAGCGGTCGC

GAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCGAATCGCGCATACCCTGCG

CGTCGCCGCCTGCGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGTCAGCTT

TATAAATCCGGAGATACGGAAACTAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATA

Oshino (1987), She (2001), Jansen (2002) 



GAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCTTTCGCAGACGCGCGGCGA

TACGCTCACGCAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCAGCCGAA

GCCAAAGGTGATGCCGAACACGCTGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAA

ACCGGGCTCCCTGTCGGTTGTAATTGATAATGTTGAGAGTTCCCCGCGC

CAGCGGGGATAAACCGTTTGGATCGGGTCTGGAATTTCTGAGCGGTCGC

GAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCGAATCGCGCATACCCTGCG

CGTCGCCGCCTGCGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGTCAGCTT

TATAAATCCGGAGATACGGAAACTAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATA

Oshino (1987), She (2001), Jansen (2002) 

▪ CRISPR – clustered regularly interspaced short palindromic repeats

▪ Cas – CRISPR-associated genes & proteins

▪ present in genomes of 40% of bacteria and 85% of archaea

CRISPR-Cas - ontdekking



GAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCTTTCGCAGACGCGCGGCGA

TACGCTCACGCAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCAGCCGAA

GCCAAAGGTGATGCCGAACACGCTGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAA

ACCGGGCTCCCTGTCGGTTGTAATTGATAATGTTGAGAGTTCCCCGCGC

CAGCGGGGATAAACCGTTTGGATCGGGTCTGGAATTTCTGAGCGGTCGC

GAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGCGAATCGCGCATACCCTGCG

CGTCGCCGCCTGCGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAACCGTCAGCTT

TATAAATCCGGAGATACGGAAACTAGAGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATA

Oshino (1987), She (2001), Jansen (2002) 
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▪ CRISPR – DNA cluster met afwisselende repeats & spacers

▪ Cas – CRISPR-associated genen & eiwitten

▪ present in genomes of 40% of bacteria and 85% of archaea
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Mojica (2005), Pourcel (2005), Bolotin (2005)
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conclusies (2) 2 classes

• CRISPRs zijn DNA clusters van repeats & spacers op bacteriële chromosomen

• naast CRISPRs liggen de cas genen, die coderen voor Cas eiwitten

• het DNA van de spacers lijkt vaak op stukjes DNA van virussen

CRISPR-Cas is potentieel afweer systeem...



CRISPR-Cas– 2 classes

▪ inleiding DNA, RNA & eiwit

▪ CRISPR ontdekking bacteriën, virussen & immuniteit

▪ CRISPR mechanisme zoeken & knippen

▪ CRISPR toepassingen mutatie & reparative

▪ CRISPR voedsel is dat gevaarlijk ?



1. Spacer inbouw

Guide expressie

Target aanval

▪ veel CRISPR spacers zijn homoloog aan DNA van virussen

▪ experimenteel bewijs: “adaptieve immuniteit”

CRISPR = geheugen van afweer systeem

Barrangou (2007) Science

CRISPR-Cas mechanisme



1. Spacer inbouw

2. Guide expressie

3. Target aanval

CRISPR-Cas mechanisme



crRNA guide leidt Cas eiwit naar DNA target



1. Spacer inbouw

2. Guide expressie

3. Target aanval

CRISPR-Cas mechanisme



conclusies (3) 2 classes

• DNA fragmenten van virus worden ingebouwd in CRISPR op bacterie chromosoom

• CRISPR DNA streng wordt overgeschreven als CRISPR RNA (crRNA) 

• crRNA (guide) leidt Cas nuclease naar virus DNA, waarna dat kapotgeknipt wordt

belangrijk:  door aanpassing van crRNA letters (‘design guide’),

en door ‘transplantatie’ van het Cas/crRNA complex naar ander organisme,

kan in principe elk DNA in elk organisme worden geknipt
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CRISPR-Cas – 2 classes

Jansen (2002) Mol Microbiol, Makarova (2015) Nat Rev Microbiol

Class 1

Class 2

Cas3 Cascade-type Cas1/Cas2                                     crRNA  

Cas9-type Cas1/Cas2                                     crRNA

cas operon                                                     CRISPR

cas gen-cluster                                               CRISPR
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CRISPR-Cas – DNA editing
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gen inactivatie accurate engineering

niet-homologe reparatie homologe reparatie

specifieke knip door Cas9 / Cas12

CRISPR-Cas – DNA editing



conclusies (4) 2 classes

• CRISPR-Cas wordt nu gebruikt in biotechnologie (bacteriën, gisten, algen, planten)

• Clinical trials lopen om met CRISPR-Cas humane genetische ziekten te genezen

brede discussies over grenzen van genome editing 

(veiligheid & ethiek)                                                                                        
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▪ CRISPR mechanisme zoeken & knippen

▪ CRISPR toepassingen mutatie & reparatie
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• GGO regels & veiligheidstesten zijn nodig bij grotere genetische veranderingen

(uitwisseling van genen tussen verschillende soorten, bijv. van bacterie naar plant)

• GGO regels zouden niet nodig moeten zijn als product lijkt op natuurlijk product

(kleine veranderingen: gen uitschakelen & uitwisseling van genen binnen soort)

• Discussing on safety should be based on solid (scientific) arguments 

• Use genome editing only when safe and beneficial for society 

• We should aim for a compromise between people pro & con genome editing

(their goal is the same: sustainable production of enough food, also in the future)

GGO/GMO discussie

“kleine CRISPR veranderingen” = niet-GGO

“grote CRISPR veranderingen” = GGO

Europese Unie

“alle CRISPR veranderingen” = GGO



veiligheid – klassieke mutagenese / CRISPR

wilde tomaat

(1.000.000.000 bp)

breeding & random mutagenesis

(~15.000.000 bp veranderd)

CRISPR editing

(6x knockout / ~15 bp veranderd)

‘veilig’

‘riskant’

Schijlen et al. (2014) The Plant Journal Zsögön et al. (2018) Nat Biotech.



(mijn) conclusies (5)

• GGO regels & veiligheidstesten zijn nodig bij grotere genetische veranderingen

(uitwisseling van genen tussen verschillende soorten, bijv. van bacterie naar plant)

• GGO regels zouden niet nodig moeten zijn als product lijkt op natuurlijk product

(kleine veranderingen: gen uitschakelen & uitwisseling van genes binnen soort)

• Discussie over veiligheid voeren op met solide (wetenschappelijke) argumenten

• “Noorwegen model” - genome editing alleen indien veilig & goed voor samenleving

• Streven naar compromis tussen voor & tegenstanders van genome editing

want hun doelen zijn gelijk:

▪ MINDER – water, kunstmest, bestrijdingsmiddelens & energie

▪ MEER – duurzame productie van veilig, gezond & smaakvol eten



maar wat vinden jullie er zelf van ?

https://ec.europa.eu/info/sites/info/files/2018_11_gcsa_statement_gene_editing_1.pdf

evaluatie van EU besluit CRISPR 

= GGO/GMO, gebaseerd op 

wetenschappelijke argumenten

https://www.youtube.com/watch?v=t654yDVlDpo

documentaire over 

organisch & GG/GM 

voedsel

https://ec.europa.eu/info/sites/info/files/2018_11_gcsa_statement_gene_editing_1.pdf
https://www.youtube.com/watch?v=t654yDVlDpo
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