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Hintergrund: 2. Teil der Risiken
Inhdrente Risiken von CRISPR/Cas Anwendungen

Neue Genom-Editierungsverfahren entwickeln sich derzeit rasant weiter. Damit wachst
auch die Notwendigkeit eines verantwortungsvollen Umgangs mit den einhergehenden
Risiken. Das derzeit wohl am haufigsten eingesetzte und vielversprechendste Verfahren ist
das CRISPR/Cas-System. Die Anwendungsmoglichkeiten der Genschere CRISPR/Cas sind
sehr unterschiedlich und laufen in einem mehrstufigen Prozess ab. Dabei werden
verschiedene molekularbiologische Techniken miteinander kombiniert, die jeweils mit
spezifischen Risiken einhergehen. Wenn CRISPR/Cas in Zellen und den Zellkern
eingebracht wird, konnen auf zelluldrer Ebene ungewollte Veranderungen am Erbgut, an
der RNA oder an Proteinen stattfinden. Das vorliegende Hintergrundpapier gibt einen
Uberblick Giber bereits bekannte, inhidrente Risiken, die beim Einsatz von CRISPR/Cas und
dlteren Gentechnikverfahren auftreten kénnen. AuBerdem werden Verfahren vorgestellt
mit denen genomeditierte Pflanzen umfangreich untersucht und unbeabsichtigte
Verdnderungen entdeckt werden konnen.

Genome Editing ist ein mehrstufiger Prozess, der zu unbeabsichtigten
Veranderungen fiihren kann

Eine Anwendung der Genschere ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem es zu verschiedenen
unbeabsichtigten Veranderungen kommen kann, die spezifisch fiir alte und neue Gentechnik
sind. Die verschiedenen Stufen der Anwendung der Genschere werden im Hintergrundpapier
Uber die Technik ausfuhrlich beschrieben.

Im ersten Schritt muss die Genschere zunachst in die pflanzlichen Zellen eingeschleust
werden. Derzeit wird am haufigsten die Genscheren-DNA, die die Information zur Bildung
der Genschere tragt, in die Zelle eingebracht und in das Erbgut eingebaut. Dieser erste
Schritt wird durch Verfahren der alten Gentechnik, wie zum Beispiel den Partikelbeschuss
durch die Genkanone oder die Agrobacterium-Transformation, durchgefiihrt. Erst im
nachsten Schritt wird die Genschere von der Zelle gebildet, die Zielsequenz erkannt und
geschnitten. Dieser zweite Schritt stellt also die Anwendung der neuen Gentechnik dar,
wenn die Genschere in der Zelle aktiv ist und die Zielsequenz sucht und schneidet.

Als Beispiel fur die Risiken dieses mehrstufigen Prozesses soll ein Reis dienen, bei dem die
Genschere CRISPR/Cas9 zu einer Ertragssteigerung eingesetzt wurde [1]. Dabei zeigte sich



bei einer anschlieBenden Risikobewertung der genomeditierten Reispflanzen, dass es zu
unterschiedlichen unbeabsichtigten Veranderungen des Erbguts gekommen war:

1. Unbeabsichtigte Veranderungen durch die alte Gentechnik: Die Komponenten des
CRISPR/Cas9-Systems wurden mit Hilfe des Agrobacterium tumefaciens in die Zellen
eingebracht, damit die Genscheren-DNA eingebaut werden kann. Dabei wurden
zusatzlich auch Teile des Plasmids in das Erbgut der Reispflanzen eingefligt, mit dem
die Genscheren-DNA in die pflanzliche Zelle transportiert wurde. Die Effekte waren in
der nachfolgenden Generation nach der Genom-Editierung nachweisbar.

2. Unbeabsichtigte Veranderungen durch die neue Gentechnik: Im Erbgut einiger
genomeditierter Reispflanzen wurden sogenannte Off-Target-Effekte gefunden, die
sehr wahrscheinlich durch die Genschere CRISPR/Cas9 bewirkt wurden.

3. Weitere unbeabsichtigte Veranderungen durch die neue Gentechnik: Bei einigen
Reispflanzen traten groBe Umstrukturierungen (wie Deletionen oder Insertionen) der
DNA-Sequenz in der Nahe der Zielsequenz auf, ein Effekt, der als On-Target-Effekt
bezeichnet wird.

Im folgenden Text werden diese und weitere unbeabsichtigte Veranderungen, die sowohl
durch die Verfahren der alten Gentechnik als auch durch fehlerhafte und unprazise
Arbeitsweise der Genschere auftreten konnen und bereits mehrfach wissenschaftlich
beschrieben wurden, ausfiihrlich erklart.

Unbeabsichtigte Verdnderungen durch die alte Gentechnik

Viele wissenschaftliche Studien berichteten bereits von unbeabsichtigten Veranderungen am
Erbgut von Pflanzen, nachdem sie mit Verfahren der alten Gentechnik behandelt wurden.
Die alten Gentechnikverfahren werden tberwiegend zum Einschleusen der Genscheren-DNA
in pflanzliche Zelle verwendet. Als Zwischenschritt entsteht meist eine transgene Pflanze, die
die genetische Information zur Bildung der Genschere im Erbgut tragt.

Zu den Verfahren der alten Gentechnik zahlen der Partikelbeschuss mit der Genkanone, die
Transformation mit dem Bodenbakterium Agrobacterium tumefaciens und die chemische
Transformation mit PEG (mehr Informationen dazu sind im Hintergrundpapier Uber die
Technik zu finden). Dabei wird die Genscheren-DNA in die pflanzlichen Zellen eingebracht
und ungerichtet in das pflanzliche Erbgut eingebaut. Das Ziel hierbei ist es, dass dies einmal
vollstandig gelingt. Das ist jedoch der ldealfall, denn die Genscheren-DNA kann auch
mehrfach und zum Teil fehlerhaft eingebaut werden. Das wurde anschaulich in
verschiedenen Studien, wie beispielsweise an Sojabohnen [2; 3], Reis [1] oder der
Ackerschmalwand [4], untersucht. In all diesen Studien wurde die genetische Information
der Genschere CRISPR/Cas9 mit Hilfe des Agrobakteriums eingeschleust. Die Ergebnisse



zeigen, dass die Genscheren-DNA einmal, mehrfach, bruchstiickhaft und an verschiedenen
Stellen des Erbguts eingebaut werden kann. Wenn zusatzliche Kopien der Genscheren-DNA
im Erbgut verbleiben, so steigt die Wahrscheinlichkeit, dass es in nachfolgenden
Generationen zu unbeabsichtigten Veranderungen kommt. AuBerdem kdnnen zusatzlich
auch Teile des Plasmids in das Erbgut der Pflanzen eingebaut werden, mit dem die
Genscheren-DNA transportiert wurde.

Bei der Transformation der Genscheren-DNA mit Hilfe des Bakteriums Agrobacterium
tumefaciens kann es zudem zur Umstrukturierung von DNA-Sequenzen kommen [5; 6].
Hierbei konnen Teile des Erbguts geldscht (man spricht auch von Deletionen), DNA-
Sequenzen neu eingebaut (auch Insertionen genannt), DNA-Sequenzen an anderer Stelle des
Erbguts eingefligt (sogenannte Translokationen) oder DNA-Sequenzen in ihrer Ausrichtung
umgedreht werden (Inversionen) [7; 4; 8-10]. AuBerdem konnten Wissenschaftlerinnen
zeigen, dass die Zusammensetzung der epigenetischen Marker in dem Bereich, wo die
Genscheren-DNA eingebaut wurde, verandert werden kann [4]. Epigenetische Marker sind
kleine Anhangsel an der DNA oder an Proteinen, die die Genaktivitdt regulieren. Man kann
sich diese epigenetischen Marker wie kleine Schalter vorstellen, die an Genen sitzen und sie
an- oder ausschalten. Anwendungen der alten Gentechnik kénnen sich also auch auf die
Regulierung der Genaktivitat auswirken.

Auch beim Einsatz der sogenannten Genkanone wurden Nebenwirkungen beschrieben [11-
13; 7]. Bei diesem Verfahren wird die Genscheren-DNA zusammen mit winzigen
Metallpartikeln in einer Art Schrotschussverfahren in die Zellen eingeschossen. Auch hier
kann DNA ungezielt und mehrfach in das Erbgut eingefiigt werden [7]. Das wurde mit Hilfe
von Whole-Genome-Sequencing-Verfahren genauer am Reis und Mais untersucht [7].
Whole-Genome-Sequencing-Verfahren sind moderne DNA-Sequenzierungsverfahren, mit
denen die genaue Abfolge der DNA-Sequenz des gesamten Erbgutes entschlisselt werden
kann.

Es zeigte sich, dass auch beim Partikelbeschuss Insertionen und Umstrukturierungen der
DNA auftreten. Durch den physischen Beschuss werden vielfach DNA-Schaden, wie
Doppelstrangbriiche, verursacht. An diesen Stellen im Erbgut kdnnen DNA-Fragmente, die in
der pflanzlichen Zelle vorhanden sind, eingebaut werden. Das kénnen beispielsweise Teile
der eingebrachten Genscheren-DNA oder DNA aus den Chloroplasten der Pflanzen sein.
Chloroplasten sind in der pflanzlichen Zelle fir die Photosynthese zustandig. Wenn die
Genscheren-DNA mit der Genkanone eingeschossen wird und dabei die Chloroplasten in der
Zelle getroffen werden, konnen Gene aus den Chloroplasten ungewollt in das Erbgut im
Zellkern der Pflanzen eingebaut werden.

Auch bei Anwendungen an Tieren wurden dhnliche Effekte bereits beschrieben und zeigen,
wie wichtig es bei einer Risikobewertung genomeditierter Organismen ist, das genaue
Verfahren inklusive aller Zwischenschritte zu kennen. Als Beispiel ware hier der Einsatz der



Genschere TALENs an Rindern zu nennen, um Hornlosigkeit zu bewirken [14]. Dazu wurde
eine DNA-Vorlage der Gensequenz fiir die Hornlosigkeit mit in die Zellen eingebracht, damit
sie an einer Zielsequenz im Erbgut der Rinder eingebaut wird. Es handelt sich also um eine
SDN-3-Anwendung der Genschere, bei der zusatzliche Gensequenzen eingefligt werden. Bei
Untersuchungen der genomeditierten Rinder zeigte sich allerdings, dass sich nicht nur die
gewlinschte Gensequenz, sondern auch Genkonstrukte der gentechnisch verdanderten
Bakterien im Erbgut befinden, die als Hilfsmittel bei der gentechnischen Verdnderung
genutzt wurden [15]. Im Erbgut der Rinder finden sich unter anderem vollstandige DNA-
Sequenzen, die Resistenzen gegeniiber Antibiotika verleihen. Welche Auswirkungen das auf
die Gesundheit der Tiere hat und ob die Gene biologisch aktiv sind, wurde nicht untersucht.

Unbeabsichtigte Veranderungen durch fehlerhafte bzw. unprazise Anwendung der
Genschere

Auch bei der neuen Gentechnik, also Genome-Editing-Verfahren wie CRISPR/Cas, kdnnen
unbeabsichtigte Veranderungen im Erbgut von Pflanzen auftreten. Da die
Anwendungsmoglichkeiten von CRISPR/Cas vielfiltig sind, muss genau bekannt sein, wie die
Genschere verwendet wurde, um die spezifischen Risiken eingehender zu untersuchen.

Bei klassischen Anwendungen der Genschere, bei denen an einer oder mehreren
Zielsequenzen geschnitten wird, wurden bereits sogenannte Off-Target-Effekte und On-
Target-Effekte beschrieben. AuRerdem kdnnen ungewollte DNA-Fragmente zusatzlich in das
Erbgut eingebaut und unbeabsichtigt neue Genprodukte gebildet werden. Alle aufgelisteten
ungewollten Veranderungen konnen bei SDN-1-, SDN-2- und SDN-3-Anwendungen der
Genschere auftreten, also wenn die DNA an einer oder mehreren Zielregion(en) geschnitten
wird.

Bei SDN-2 und SDN-3 ergeben sich zusatzliche ungewollte Veranderungen. Es kénnen zum
Beispiel die DNA-Vorlagen in das Erbgut eingebaut oder epigenetische Marker
umgeschrieben werden. Bei Verfahren, die nicht an der Zielsequenz schneiden, sondern eine
nicht-schneidefdahige Genschere verwenden, konnen prozessspezifische Risiken auftreten,
die im Folgenden genauer erklart werden.

Off-Target-Effekte (OTEs)

Off-Target-Effekte der Genscheren wurden bereits bei vielen Organismen beschrieben,
einschlielllich menschlicher, tierischer und pflanzlicher Zellen. Off-Target-Effekte kénnen
dadurch entstehen, dass die Genschere an unbeabsichtigten Stellen des Erbguts schneidet.
Haufig sind diese der eigentlichen Zielsequenz sehr ahnlich [16-18]. Die Genschere
verwechselt die Off-Target-Bereiche mit der eigentlichen Zielsequenz und schneidet dort.
Die Schnitte aktivieren die zelleigenen Reparaturmechanismen und koénnen dort
unbeabsichtigte Verdanderungen wie zum Beispiel Punktmutationen oder kleine Insertionen



und Deletionen hervorrufen. Es werden also dieselben Prozesse wie an der Zielsequenz in
Gang gesetzt.

Die Off-Target-Verdanderungen kdnnen verschiedene Auswirkungen haben und sind abhangig
vom jeweiligen Kontext, in dem sie bewirkt werden. Die unbeabsichtigten Verdanderungen
konnen zum Beispiel zum Ausschalten von Genen, zur Verdanderung der Gensequenz oder
auch der Genaktivitat flhren.

Das Auftreten von Off-Target-Effekten ist dabei von vielen verschiedenen Faktoren abhangig
[18]. Vor allem die Entwicklung einer geeigneten gRNA fiir eine spezifische Zielsequenz spielt
dabei eine besonders wichtige Rolle. Es zeigte sich, dass, je dhnlicher sich zwei Stellen im
Erbgut sind, die Wahrscheinlichkeit umso hoher ist, dass die Genschere unprazise arbeitet.
Unterscheidet sich der Zielbereich von Off-Target-Bereichen nur um eine oder zwei Basen,
so ist es sehr wahrscheinlich, dass die Genschere an beiden Stellen schneidet [18].

Die Komplexitdt von CRISPR/Cas-Anwendungen (mehr Informationen dazu sind im
Hintergrundpapier Uber die Maoglichkeiten von CRISPR/Cas zu finden) spielt auch eine
wichtige Rolle fir die Analyse der der Technologie inhdrenten Risiken und sollte
dementsprechend bei einer Risikoanalyse beriicksichtigt werden:

1. CRISPR/Cas kann an Stellen des Erbguts eingreifen, an denen natirlicherweise nur
sehr unwahrscheinlich Veranderungen auftreten. Das bedeutet, dass unbeabsichtigte
Effekte an Bereichen bewirkt werden kdnnen, die beispielsweise durch zelleigene
Reparaturmechanismen geschiitzt werden oder die schlecht zuganglich sind (im
Bereich des Zentromers und weiteren dicht verpackten DNA-Bereichen).

2. Wird die Genschere beim Multiplexing an mehrere verschiedene Stellen des Erbguts
gefiihrt, so kdnnen auch an mehreren Off-Target-Bereichen OTEs bewirkt werden.
Dementsprechend missen ausfiihrlichere Analysen des Erbmaterials durchgefiihrt
werden.

3. Die Fahigkeit von CRISPR/Cas, alle DNA-Regionen mit derselben Sequenz zu
verandern, sollte auch bei der Risikobewertung beriicksichtigt werden. Sollte ein Off-
Target-Bereich mehrfach in einer Pflanze vorkommen, beispielsweise in der DNA-
Sequenz eines Gens einer Genfamilie, kann es dazu kommen, dass gleich mehrere
bzw. alle Gene dieser Genfamilie unbeabsichtigt verandert werden. Ein weiteres
Beispiel sind polyploide Pflanzen: Bei diesen kann CRISPR/Cas einen Off-Target-
Bereich so oft verdndern, wie Genvarianten (sogenannte Allele) mit dieser DNA-
Sequenz im Erbgut vorhanden sind.

Mit Hilfe von sogenannten Genomics-Verfahren ist es moglich, die DNA-Sequenz von
genomeditierten Pflanzen zu analysieren und zu tberpriifen, ob OTEs nach einer Anwendung
der Genschere im Erbgut bewirkt wurden. Bisher gibt es jedoch nur wenige Studien, in
denen das gesamte Erbgut von genomeditierten Pflanzen mit Hilfe von Whole-Genome-



Sequencing-Verfahren (WGS-Verfahren) untersucht wurde [19-22]. In allen WGS-Studien an
genomeditierten Pflanzen wird betont, dass das Design der gRNA ausschlaggebend fiir das
Auftreten von OTEs ist. Im Vergleich zu unbeabsichtigten Veranderungen, die wahrend der
Arbeiten in der Zellkultur entstehen (auch somaklonale Variation genannt), treten OTEs hier
eher selten auf. Die Risiken sind von Fall zu Fall unterschiedlich, da sie stark abhdngig sind
vom jeweiligen Kontext, wo im Erbgut sie entstanden sind.

Meist wird mit Hilfe von Computerprogrammen und Referenzgenomen berechnet, welche
Bereiche des Erbguts der Zielsequenz sehr dhnlich sind. Wie bereits erldutert, treten an
diesen mit hoherer Wahrscheinlichkeit OTEs auf, weswegen Ulberwiegend nur dort gezielt
mit Hilfe von sogenannten PCR-Verfahren gesucht wird [19]. Das restliche Erbgut wird also
nicht weiter auf mogliche Fehler der Genschere liberpriift. Die Berechnung der Off-Target-
Bereiche hangt stark von den Einstellungen des Computerprogramms, dem Referenzgenom
und der Erfahrung des/der jeweiligen Wissenschaftlers/Wissenschaftlerin ab.

Auch andere experimentelle Parameter konnen das Auftreten von OTEs beeinflussen: Damit
CRISPR/Cas optimal funktioniert, muss die Genschere in einer auf den jeweiligen Zelltyp
genau abgestimmten Menge in der Zelle vorliegen. Ist die Konzentration der Genschere zu
hoch, konnen vermehrt Off-Target-Effekte auftreten, ist sie zu niedrig, werden die
erwinschten Effekte nicht erreicht. Es muss also ein geeignetes Verhaltnis zwischen der
Effizienz, um an der Zielsequenz einer Verdnderung zu bewirken, und dem Auftreten von
Off-Target-Effekten gefunden werden.

In Studien, die das Erbgut genomeditierter Pflanzen mit WGS-Verfahren untersuchten, zeigte
sich, dass ein aussagekraftiges Referenzgenom besonders wichtig ist, um wirklich alle Off-
Target-Bereiche zu untersuchen. In einer Studie wurde eine genomeditierte Baumwolle mit
WGS-Verfahren auf vorhandene OTEs hin untersucht [21]. Es zeigte sich darin, dass das
Erbgut der Ausgangspflanzen als Referenzgenom verwendet werden sollte, um natdirliche
genetische Varianten zu identifizieren. AuRerdem spiegeln die verfligbaren Referenzgenome
von Pflanzen oft nicht die Bandbreite der vorhandenen genetischen Varianten verschiedener
Pflanzenlinien wider, weswegen zusatzliche Off-Target-Bereiche im Erbgut vorhanden sein
kénnen. Ohne eine WGS-Analyse des Erbguts der Ausgangspflanze kénnen zusatzliche Off-
Target-Bereiche also unentdeckt bleiben.

Pflanzen mit einem sehr komplexen Erbgut und sich haufig wiederholenden DNA-Sequenzen
stellen immer noch eine groBe Herausforderung bei WGS-Verfahren dar. Solche Bereiche
kénnen oft nicht eindeutig sequenziert werden. In einer Studie an einem genomeditierten
Mais konnten beispielsweise nicht alle Off-Target-Bereiche untersucht werden [20]. An
einem genomeditierten Reis konnte an einem vorher berechneten Off-Target-Bereich ein
OTE nachgewiesen werden [22]. Aufgrund der geringen Studienanzahl und zum Teil noch
lickenhaften Datenlage kann nicht geschlussfolgert werden, dass die durch die Genschere
bewirkten OTEs in Off-Target-Bereichen zu vernachlassigen sind. Daflir miissen zum einen



WGS-Verfahren in vielen verschiedenen Pflanzenarten systematisch durchgefiihrt und
ausgewertet und zum anderen die Referenzgenome und die WGS-Verfahren an sich weiter
verbessert werden.

Oft wird in Frage gestellt, dass durch CRISPR/Cas bewirkte OTEs eindeutig von
natlirlicherweise auftretenden oder verfahrensbedingten Mutationen (somaklonale
Variationen) unterschieden werden kénnen. Wie oben schon erklart, kbnnen WGS-Analysen
der Ausgangspflanzen bereits vorhandene genetische Varianten identifizieren. Aullerdem
kann eine vorhandene PAM-Sequenz in der Nahe von OTEs Aufschluss darliber geben, ob
diese neue Veranderung der DNA durch die Genschere bewirkt wurde. Auch an Off-Target-
Bereichen bendétigt die Genschere eine PAM-Sequenz, um die davorliegende DNA-Sequenz
zu schneiden. Dieser Aspekt wurde bereits dafur verwendet, um CRISPR/Cas-induzierte OTEs
als solche zu identifizieren [21].

On-Target-Effekte

Bei der Anwendung der Genschere CRISPR/Cas kdnnen neben den Off-Target-Effekten auch
sogenannte On-Target-Effekte auftreten. Dabei handelt es sich um unbeabsichtigte
Umstrukturierungen im Bereich der Zielsequenz sowie das unbeabsichtigte Einfligen von
zusatzlichen DNA-Fragmenten am Zielbereich (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von On-Target-Effekten

On-Target-Effekte sind unbeabsichtigte Umstrukturierungen im Bereich der Zielsequenz, wie Deletionen,
Insertionen, Translokationen oder Inversionen, sowie das unbeabsichtigte Einfligen von zusatzlichen DNA-
Fragmenten am Zielbereich, zum Beispiel, wenn die DNA-Vorlage fehlerhaft eingebaut wird.

Solche unbeabsichtigten Effekte wurden bereits an den gewollten Schnitten der Genschere
nachgewiesen, kdnnen aber auch an Off-Target-Bereichen auftreten.



Zu den unbeabsichtigten Umstrukturierungen zdhlen zum einen groBRe oder kleine
Deletionen — DNA-Stlicke kdnnen also geloscht werden —, zum anderen grofle oder kleine
Insertionen, also der Einbau von zusatzlichen DNA-Sequenzen. Der DNA-Bereich der
Zielsequenz und angrenzender Bereiche kann aber auch an einer anderen Stelle im Erbgut
eingefiigt werden. Dann spricht man von einer Translokation. Zur Entstehung von
Translokationen miissen zeitgleich mehrere Doppelstrangbriiche in einer Zelle auftreten und
sich raumlich sehr nahe kommen, dann kann es zu einem Austausch von DNA-Bereichen
kommen. AuRerdem kann die Ausrichtung des DNA-Zielbereichs umgedreht werden, was
man als Inversion bezeichnet.

On-Target-Effekte wurden bislang vor allem an menschlichen Zellen und Mauszellen
analysiert und beschrieben [23-26]. Bei Pflanzen gibt es nur wenige Studien, die die
Zielsequenz nach On-Target-Effekten nach der Anwendung der Genschere untersuchen [27;
3]. Die Verfahren, mit denen uneingeschrankt nach On-Target-Effekten gesucht werden kann
[28; 29], werden noch nicht standardmaBig in Pflanzen angewandt [30]. Hier besteht
Nachholbedarf in der Risikoanalyse, um solche unbeabsichtigten Umstrukturierungen der
DNA-Sequenz und deren Konsequenzen zu ermitteln. Auf der anderen Seite gibt es bereits
erste wissenschaftliche Arbeiten, die solche Umstrukturierungen gezielt durch CRISPR/Cas
auslosen, um bestimmte Forschungsziele zu erreichen [31-33].

Analysen von WGS-Daten aus menschlichen Zellen und Mauszellen geben einen Uberblick,
wie haufig und welche Umstrukturierungen der DNA bei einer Anwendung von CRISPR/Cas
auftreten [34; 35]: Am haufigsten sind Deletionen an der Zielsequenz, gefolgt von
Insertionen und zu einem geringeren Anteil Translokationen.

GrolRe Deletionen entstehen vor allem durch einen Reparaturmechanismus namens MMEJ
(engl.: Microhomology-mediated end joining), der alternativ zur NHEJ-Reparatur aktiviert
wird [36].

GroRRe Insertionen kénnen sowohl an der Zielsequenz als auch an anderen Stellen des
Erbguts vorkommen und sind haufig eingebaute Teile des Transport-Vektors. Ein Vektor wird
wahrend eines CRISPR/Cas-Experiments dazu verwendet, um die Genscheren-DNA in die
Zellen einzuschleusen.

Translokationen entstehen, wenn zeitgleich mehrere Doppelstrangbriiche der DNA in einer
Zelle auftreten und sich raumlich sehr nahe kommen. Mehrere Doppelstrangbriiche kénnen
zum Beispiel durch Multiplexing, also wahrend der gleichzeitigen Veranderung mehrerer
unterschiedlicher Zielsequenzen, hervorgerufen werden, aber auch, wenn die Genschere an
einer ungewollten Stelle im Erbgut schneidet, oder durch natiirlicherweise auftretende
Doppelstrangbriiche. Die meisten Translokationen sind auf demselben Chromosom zu
finden, auf dem auch die Zielsequenz der Genschere liegt, manchmal aber auch auf anderen
Chromosomen. Auferdem sind Translokationen auch an Off-Target-Bereichen zu finden [35].
Studien berichten aullerdem von ganz erheblichen Verdanderungen des Erbguts in
menschlichen Zellen [37; 38]. So wurden beispielsweise Teile bis hin zu ganzen



Chromosomen geléscht oder in einem Vorgang namens Chromothripsis massiv
umstrukturiert. Beide Effekte wurden durch den Schnitt der Genschere an der Zielsequenz
oder an Off-Target-Bereichen ausgel6st. Bei Pflanzen wurde diese Verbindung zwischen der
Anwendung von CRISPR/Cas und Chromothripsis noch nicht beschrieben.

Bei SDN-2- und SDN-3-Anwendungen konnen die DNA-Vorlagen, die durch die HDR (engl.:
Homology directed repair) im Zielbereich eingebaut werden sollen, dort mehrfach bzw.
fehlerhaft eingefligt werden. An Pflanzen werden Uberwiegend SDN-1-Anwendungen
durchgefiihrt, da die Effizienz von SDN-2- und SDN-3-Anwendungen recht niedrig ist. Daher
sind es vor allem Studien an menschlichen und tierischen Zellen, die von solchen
unbeabsichtigten Effekten berichten. In Mause-Studien wurde gezeigt, dass bei der
Anwendung von CRISPR/Cas9 DNA-Vorlagen mehrfach innerhalb von Zielsequenzen
eingebaut und mit einfachen PCR-Verfahren nicht nachgewiesen werden kénnen [39]. Bei
einem groRen Anteil der Nachkommen der genomeditierten Mause war diese
Mehrfachinsertion vorhanden.

Derselbe Effekt trat bei weiteren Versuchen wiederholt auf und scheint ein generelles
Phianomen bei der Anwendung von CRISPR/Cas9 zu sein. Uberraschenderweise war es mit
normalen PCR-Verfahren nicht moglich, diesen Mehrfacheinbau der DNA-Vorlage
nachzuweisen, sondern erst durch eine geeignete Kombination aus verschiedenen
Verfahren.

Einbau von artfremder DNA

Es zeigte sich, dass — neben der DNA-Vorlage und dem Transportvektor zum Einschleusen
der Genscheren-DNA — auch DNA aus anderen Organismen an der Zielsequenz eingebaut
werden kann. In einer Studie an Mauszellen wurde untersucht, welche Veranderungen an
der Zielsequenz herbeigefiihrt werden [40]. In einigen Fallen wurden groRe DNA-Stlicke
eingebaut. Das meiste davon stammte aus dem Vektor, mit dem die Genscheren-DNA in die
Zellen eingebracht wurde, ein weiterer Teil der DNA-Fragmente aus dem Erbgut der Maus
selbst sowie ein geringerer Anteil aus dem Bakterium E. coli, mit dem im Labor die
Genscheren-DNA vervielfaltigt wurde, bevor diese dann in die Zellen eingebracht wurde.
Uberraschenderweise war auch ein geringer Anteil der zusitzlichen DNA-Fragmente auf das
Erbgut von Rindern zurlickzufiihren. Die Erklarung dafiir: Bei der Arbeit in der Zellkultur
muss dem Ndahrmedium der Mauszellen etwas Rinderserum beigefligt werden, damit die
Zellen sich vermehren und Uberleben kénnen. Die DNA aus dem Rind wird Uber kleine
Vesikel in die Mauszellen eingeschleust. Fir die Anwendung von CRISPR/Cas9 ergeben sich
dadurch wesentliche Aspekte fiir die Risikobewertung:

Doppelstrangbriiche beglinstigen den Einbau von Fremd-DNA, was ein generelles Problem
im Grundkonzept der Genscheren ist. Artfremde DNA-Fragmente, die beispielsweise als
Verunreinigungen wahrend der Arbeit in der Zellkultur mit in die Zielzellen eingeschleust



werden, konnen theoretisch auch an Off-Target-Bereichen und natirlicherweise
auftretenden Doppelstrangbriichen der DNA eingebaut werden.

Unbeabsichtigte Bildung von neuen Genprodukten

Bei einer Anwendung der Genschere konnen verschiedene Veranderungen an der
Zielsequenz bewirkt werden. Die Zielsequenz kann so verdndert werden, dass die Bildung
von mRNAs und damit des entsprechenden Proteins verhindert wird. AuBerdem konnen
bestimmte Eingriffe in die DNA-Sequenz dazu fuhren, dass mRNAs mit einer veranderten
Zusammensetzung entstehen, also zum Beispiel einzelne Bereiche des Gens geldscht
werden. Die daraus gebildeten verkiirzten Proteine kdnnen beispielsweise eine spezifische
Funktion nicht mehr ausfiihren.

Es kbnnen aber auch unbeabsichtigt neue mRNAs auftreten, die vom/von der Anwenderin
Ubersehen und aus denen neue Proteine gebildet werden kdnnen [41]. Beispielsweise kann
es zu einem Effekt namens Exon Skipping kommen. Beim Exon Skipping bewirkt die gewollte
Veranderung an der Zielsequenz, dass die mRNAs anders als geplant zusammengesetzt
werden. Es kdnnen mRNAs entstehen, die verkiirzt sind. Das daraus gebildete Protein ist
dann natdirlich auch kirzer und kann in der Zelle noch Funktionen ausfiihren. Manchmal
werden auch die urspringlichen Proteine weiterhin in der Zelle gebildet, obwohl das
zugrundeliegende Gen ausgeschaltet wurde [42-44; 41].

AuBerdem koénnen die beabsichtigten Veranderungen zur Entstehung von sogenannten
Frameshift-Mutationen filhren. Frameshift bedeutet, dass sich das Leseraster der DNA-
Sequenz von Genen verschiebt und die Gene ganz anders abgelesen werden kdnnen. Im
Ergebnis kdnnen neue mRNAs und Proteine gebildet werden, die auch neue Funktionen im
Zellstoffwechsel ausfiihren kénnen. Solche unbeabsichtigten Effekte sind auf der Ebene der
DNA oft nicht erkennbar. Es ist jedoch wichtig, diese aufzudecken, weil Veranderungen der
Proteinzusammensetzung ein wichtiger Gesichtspunkt fiir die Bewertung der Umwelt- und
Lebensmittelsicherheit sind. Zum Beispiel ist es moglich, dass Allergene entstehen, die eine
Immunantwort auslésen kénnen.

CRISPR/Cas wird in vielen Fallen dafiir eingesetzt, komplexe Verdanderungen im Erbgut von
Pflanzen zu bewirken. Es kdnnen beispielsweise mehrere Mitglieder einer ganzen Genfamilie
gleichzeitig verandert werden [45]. Solche komplexen SDN-1-Anwendungen gehen mit
inhdrenten Risiken einher: An jeder einzelnen Zielsequenz, an der die Genschere eine
Veranderung herbeifiihrt, kénnen neue Genprodukte mit unbeabsichtigten Auswirkungen
gebildet werden. Ein Beispiel soll das veranschaulichen: In einem genomeditierten Weizen
wurden mit Hilfe der Genschere 35 von insgesamt 45 a-Gliadin-Genen verandert. Das
bedeutet, dass an jeder der 35 Stellen des Erbguts verschiedene Veranderungen an der DNA-
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Sequenz bewirkt wurden. Diese Veranderungen missen analysiert und eventuell neu
gebildete Genprodukte untersucht werden. Solche Risiken missen in genomeditierten
Pflanzen beispielsweise durch den Einsatz von Metabolomics- und Genomics-Verfahren
untersucht werden.

SDN-2 und SDN-3

Bei SDN-2- und SDN-3-Anwendungen der Genschere werden DNA-Vorlagen in Zellen
eingeschleust, die an der jeweiligen Zielsequenz im Erbgut des Zielorganismus eingebaut
werden sollen. In diesem Zusammenhang kdnnen unbeabsichtigte Veranderungen auftreten.
Wie schon beschrieben, kann die DNA-Vorlage fehlerhaft ins Erbgut eingebaut werden,
beispielsweise mehrfach, oder auch nur Teile davon. Das kann direkt an der Zielsequenz
geschehen und/oder an ganz anderen Bereichen des Erbguts (z.B. an Off-Target-Bereichen).

AuBerdem zeigen Untersuchungen an Mauszellen, dass sich die Zusammensetzung von
epigenetischen Markern im Bereich der Zielsequenzen veradndert, wenn dort durch die
Anwendung von CRISPR/Cas DNA-Vorlagen eingefiigt werden [46]. Unklar ist, ob die
Genaktivitat in den genomeditierten Mausen durch die verdnderten epigenetischen Marker
beeinflusst wird. Es ist davon auszugehen, dass die Genaktivitdt von Genen in unmittelbarer
Nahe zu der beabsichtigten Verdanderung beeintrachtigt sein kann.

Bei Pflanzen wurde bisher die Verteilung der epigenetischen Marker nach SDN-1-
Anwendungen der Genschere untersucht [47]. In den analysierten Fillen war diese nicht
verandert. Ob das bei SDN-2- und SDN-3-Anwendungen der Genscheren in Pflanzen auch der
Fall ist, ist bisher noch nicht untersucht worden.

Ungewolite Nebeneffekte anderer CRISPR/Cas-Varianten

Im Hintergrundpapier tber die moéglichen Anwendungen von CRISPR/Cas wurden einige
Beispiele aus der wissenschaftlichen Literatur vorgestellt, wie die klassische Genschere
weiterentwickelt wurde. Die bereits bekannten ungewollten Veranderungen und auch nicht

untersuchte Risiken dieser Anwendungen werden hier genauer beschrieben.

Epigenome Editing

Das CRISPR/Cas-System kann auch dazu verwendet werden, die Epigenetik, das heillt die
Genaktivitat zu verandern. Dazu wird nicht die DNA, sondern die Zusammensetzung von
epigenetischen Markern verandert, was Einfluss auf die Aktivitdt der Gene haben und dazu
flihren kann, dass bestimmte Gene an- oder abgeschaltet werden.

Die Genschere wurde dafiir so verandert, dass sie die DNA nicht mehr schneidet (dead
Cas9/dCas9), sie die DNA aber noch binden kann. An die Genschere werden Enzyme
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gekoppelt, die an der Zielsequenz die Zusammensetzung der epigenetischen Marker
verandern sollen [48-50].

Allerdings zeigte sich, dass diese Enzyme unspezifisch Gber das gesamte Erbgut aktiv werden
und an ungewollten Stellen epigenetische Veranderungen bewirken kénnen [51-53]. Damit
kann die Genexpression an ganz anderer Stelle beeinflusst werden, wodurch die
Eigenschaften der betroffenen Organismen grundlegend verdndert werden kénnen, ohne
dass dies auf der Ebene der DNA erkennbar ware. Wissenschaftlerinnen arbeiten an
Weiterentwicklungen des Epigenome Editings, um Off-Target-Effekte zu verringern [54].
Bislang gibt es vor allem Epigenome-Editing-Anwendungen in menschlichen und tierischen
Zellen und nur wenige in Pflanzen.

Base Editing

Beim Base Editing werden Enzyme an die nicht zum Schneiden fihige Genschere
CRISPR/dCas9 angehiangt. Diese kbnnen bestimmte Basenarten an der Zielsequenz der DNA
in andere Basenarten umwandeln, also Cytosin in Thymin und Adenin in Guanin. Dabei sind
unbeabsichtigte Verdanderungen auf verschiedenen Ebenen der Zelle moglich:

Zum einen wurde an einem Reis gezeigt, dass bestimmte Base-Editoren ungewollte
Veranderungen im Erbgut verursachen kdnnen [55], und zwar Uber das gesamte Erbgut
hinweg und nicht nur an bestimmten DNA-Bereichen. Fir die Risikobewertung solcher
Pflanzen sollte also das gesamte Erbgut mit Hilfe von Whole-Genome-Sequencing-Verfahren
untersucht werden. Die unspezifischen, ungewollten Verdanderungen an willkirlichen Stellen
des Erbguts zeigen, wie unprazise und ungenau Base-Editoren sind.

AuBerdem stellte man fest, dass Base-Editoren ungewollt mRNA-Molekiile verdndern
konnen [56]. Dabei wurden unbeabsichtigt mehrere Cytosine in Uracile umgewandelt,
wodurch Proteine anders gebildet werden. Diese ungewollten C-zu-U-Verdnderungen auf
RNA-Ebene treten unabhédngig von unbeabsichtigten Effekten auf der DNA-Ebene auf und
werden durch eine zusatzliche Aktivitat der Base-Editoren bewirkt. Auch bei Base-Editoren,
die eine Umwandlung von Adenin nach Guanin hervorrufen, wird diese Art von
unbeabsichtigten Verdanderungen auf der RNA-Ebene gefunden [56].

Prime Editing

Prime Editing ist eine komplexe Anwendung der Genschere mit ebenso komplexen Risiken
(eine ausfihrliche Beschreibung dieser Anwendung ist im Hintergrundpapier (iber die
Moglichkeiten von CRISPR/Cas zu finden).

Zum einen kdnnen unbeabsichtigte Veranderungen an Off-Target-Bereichen, also an Stellen
des Erbguts, die der eigentlichen Zielsequenz dhneln, aber auch an ganz anderen Orten
auftreten. Die Ubersetzte RNA-Vorlage kann dabei an einem Bereich des Erbguts mehrfach
und/oder an verschiedenen Bereichen eingebaut werden.
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Zusitzlich kann die Reverse Transkriptase, der Ubersetzer des Prime Editings, auch andere
RNA-Molekile wie etwa mRNAs, die natiirlicherweise in der Zelle vorkommen, in DNA
Ubersetzen und diese dann in das Erbgut ungewollt einbaut werden.

Falls die genetische Information des Prime-Editors in die pflanzlichen Zellen eingeschleust
wird, kdnnen auch zu einem spateren Zeitpunkt Teile davon eingefiigt werden: Die
genetische Information fur den Prime Editor wird zunachst in das Erbgut der Pflanze
eingebaut und anschlieBend in der pflanzlichen Zelle abgelesen. Die dabei gebildete mRNA
wird dann in den eigentlichen Prime-Editor libersetzt. Bei einem Zwischenschritt kann es zu
unbeabsichtigten Effekten kommen: Die gebildete Prime-Editor-mRNA kann von bereits
gebildeten Prime-Editoren in DNA (ibersetzt werden und diese DNA ungewollt in das Erbgut
eingebaut werden.

Zusammenfassend kdnnen viele unbeabsichtigte Veranderungen beim Prime Editing
auftreten. Deshalb sollten solche Organismen mit geeigneten Verfahren wie beispielsweise
WGS- oder NGS-Verfahren untersucht werden, um zu liberprifen, ob irgendwo im Erbgut
ungewollte Verdnderungen bewirkt wurden.

Es gibt bisher nur wenige Studien, die sich mit den Risken des Prime Editings beschaftigen
und solche unbeabsichtigten Verdanderungen im Erbgut ermitteln [57; 58].

In einer Studie an menschlichen Zellen wurde nach Off-Target-Effekten im gesamten Erbgut
gesucht. Es treten demnach wenige Off-Target-Effekte an anderen Stellen der DNA als der
Zielregion auf [57]. Eine andere Studie durchsuchte das gesamte Erbgut von Reis nach
unbeabsichtigten Veranderungen, nachdem verschiedene Zielgene mit einem Prime-Editor
verdandert wurden [58]. Auch dabei wurden wenige Off-Target-Effekte an Stellen gefunden,
die dem Zielbereich dhneln. Es wurden keine Off-Target-Effekte an Bereichen des Erbguts
gefunden, die der Zielsequenz nicht dhneln. Andere unbeabsichtigte Veranderungen wurden
in dieser Analyse nicht gefunden. Nun missen weitere Studien an anderen
Nutzpflanzenarten, die vor allem ein komplexeres Erbgut als der Reis besitzen, durchgefiihrt
werden, um die Risiken des Prime Editings genauer zu untersuchen.

Wie sollten genomeditierte Pflanzen untersucht werden?

Die Anwendungsmoglichkeiten der Genschere CRISPR/Cas sind sehr unterschiedlich und
laufen in einem mehrstufigen Prozess ab. Dabei werden verschiedene molekularbiologische
Techniken miteinander kombiniert, die jeweils mit spezifischen Risiken einhergehen. Das
Auftreten solcher Risiken sollte bei Anwendungen von Genome Editing in Pflanzen und
Tieren, die darauf abzielen, eine Zulassung zu erlangen, auch umfassend untersucht werden.
Die genomeditierten Organismen missen in einer umfassenden Analyse untersucht werden,
um ungewollte Veranderungen am Erbgut und den nachgeschalteten Ebenen der RNA,
Proteinen und Stoffwechselprodukten zu identifizieren. Die Verfahren des mehrstufigen
Prozesses, die eingesetzt wurden, um die Pflanzen mit der Genschere zu verandern, sollten
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im besten Falle bekannt sein, um die geeignetsten Analyseverfahren auszuwahlen. Im
Folgenden werden verschiedene Analyseverfahren vorgestellt, mit denen unbeabsichtigte
Veranderungen aufgesplirt werden kénnen.

PCR-Analysen zur Untersuchung von Off-Target-Bereichen

Am haufigsten werden klassische PCR-Analysen durchgefiihrt, um an einigen Stellen im
Erbgut nach unbeabsichtigten Off-Target-Effekten zu suchen [19]. Daflir werden zuerst mit
Hilfe von Computerprogrammen Bereiche des Erbguts bestimmt, die der eigentlichen
Zielsequenz sehr adhnlich sind und wo die Genschere unbeabsichtigt schneiden und
Veranderungen ausldsen kann. Die berechneten Bereiche des Erbguts werden im Anschluss
an ein durchgefiihrtes Experiment mit der Genschere in den genomeditierten Zellen
untersucht und die genaue Abfolge der DNA-Basen der moglichen Off-Target-Bereiche
entschlisselt. In den meisten Studien werden allerdings nur wenige Off-Target-Bereiche
untersucht.

Omics-Verfahren

Es gibt eine Reihe von Verfahren, mit denen die verschiedenen molekularen Ebenen einer
Zelle uneingeschrankt analysiert werden kdnnen. Diese werden unter dem Oberbegriff
Omics zusammengefasst werden. Mit diesen Verfahren konnen unbeabsichtigte
Verdanderungen aufgespiirt werden, die sowohl durch die Anwendung der Genschere als
auch anderer Verfahren entstehen kdnnen. Zusatzlich zu den Omics gezahlt werden oft auch
Verfahren zur Analyse des Epigenoms, also der Gesamtheit aller epigenetischen Marker, die
die Genaktivitat steuern, sowie Verfahren, die die Zusammensetzung des Mikrobioms eines
Organismus entschlisseln. Diese Verfahren werden in diesem Hintergrundpapier nicht
weiter erklart.

1. Analyseverfahren, mit denen man die DNA-Sequenz eines Organismus untersuchen
kann, zum Beispiel mittels Genomsequenzierung, werden unter dem Begriff
Genomics zusammengefasst. Zu den Genomics zdhlen sogenannte Whole-Genome-
Sequencing (WGS)-Verfahren, mit denen das gesamte Erbgut eines Organismus
sequenziert und damit die genaue Abfolge der Basen der DNA entschlisselt werden
kann. Mit Hilfe eines Referenzgenoms und des sequenzierten Erbguts der
genomeditierten Pflanze kann man vergleichen, welche Veranderungen durch die
Genschere CRISPR/Cas bewirkt wurden. Es kdnnen sowohl die gewollten als auch die
ungewollten und unbekannten Veranderungen der DNA-Sequenz ermittelt werden.
Die WGS-Verfahren sind fiir Pflanzen mit einem komplexen Erbgut — und damit
beispielsweise vielen sich wiederholenden DNA-Sequenzen — oft noch nicht detailliert
genug. Dadurch kann mitunter nicht sichergestellt sein, dass wirklich das gesamte
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Erbgut aufgeschlisselt wird. AulBerdem fehlen haufig noch vollstiandige
Referenzgenome von weniger gut untersuchten Pflanzen, wie zum Beispiel sog.
Orphan Crops.

Es wurden in den letzten Jahren weitere Verfahren entwickelt, die zu den Genomics
gezahlt werden, mit denen das Erbgut gezielt nach Off-Target- oder On-Target-
Effekten untersucht werden kann. Diese sind auch unter dem Begriff NGS oder Next-
Generation-Sequencing bekannt. Zu nennen ist beispielsweise Digenome-Seq [59].
Dieses Verfahren wird zur genomweiten Analyse von Off-Target-Effekten in Pflanzen
verwendet [60].

Unter dem Oberbegriff Transcriptomics werden Analyseverfahren zusammengefasst,
mit denen man die Zusammensetzung aller RNA-Molekiile einer Zelle zu einem
bestimmten Zeitpunkt bestimmen kann. RNA ist zum einen das Zwischenprodukt
ausgehend von der DNA-Sequenz zur Bildung von Proteinen, sie kann aber auch
regulatorische Funktionen einnehmen (z.B. miRNA, long non-coding RNA). Durch
Transcriptomics-Verfahren kann die Gesamtheit aller RNAs einer durch CRISPR/Cas
veranderten Zelle ermittelt und mit unveranderten Zellen verglichen werden, um so
ungewollte Nebeneffekte, wie Verdnderungen der Genexpression von Nicht-Ziel-
Genen oder anders zusammengesetzte mRNAs, nachzuweisen.

Die Proteomics sind Analyseverfahren aller vorhandenen Proteine einer Zelle zu
einem bestimmten Zeitpunkt und ermoglichen den Vergleich von veranderten mit
unveranderten Zellen. Damit kdnnen ungewollte Nebeneffekte ermittelt werden wie
etwa falsch zusammengesetzte Proteine durch Exon-Skipping. Proteomics schlieRen
zum Beispiel Verfahren der Massenspektrometrie ein.

Zu den Metabolomics zdhlen Verfahren, mit denen man die Zusammensetzung der
Stoffwechselprodukte einer Zelle (= das Metabolom) analysieren kann. Durch
Metabolomics-Verfahren lassen sich Molekile, die an Stoffwechselprozessen
beteiligt sind, innerhalb einer Zelle nachweisen und erméglichen den Vergleich mit
einer entsprechenden Referenz. Kommt es durch eine Verdanderung zu
unvorhergesehenen Effekten im Stoffwechsel, so kann ein Ungleichgewicht
entstehen und in Pflanzen beispielsweise die Bildung von Stoffwechselprodukten
gestort werden. Dies kann einen Einfluss auf den genomeditierten Organismus an
sich, aber auch auf andere Organismen im Okosystem haben. Eine Metabolomics-
Analyse ist umfangreich und in der Lage, die Zusammensetzung von
Vorlaufermolekiilen, Zwischenprodukten, Endprodukten und deren Derivate in vielen
verschiedenen Stoffwechselwegen aufzuschliisseln. Je mehr Informationen Utber den
veranderten Stoffwechselweg bekannt sind, desto einfacher und gezielter kann die
Zusammensetzung der Metabolite analysiert und ggf. der Nachweis von bestimmten
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Stoffwechselprodukten erbracht werden. Wird beispielsweise durch die Genschere in
den Fettsaurestoffwechsel eingegriffen und ein Enzym zur Bildung einer bestimmten
Fettsdure ausgeschaltet, dann lasst sich gezielt mit Hilfe von Lipidomics-Verfahren die
Zusammensetzung aller zelluldren Fette untersuchen. Ist nicht bekannt, welches
Zielgen und damit in welchen Stoffwechselweg eingegriffen wurde, muss eine
ungezielte Metabolomics-Untersuchung durchgefiihrt werden, die nicht auf eine
bestimmte Metaboliten-Art (z.B. Fette, Zucker, Aminosauren etc.) ausgelegt ist. Die
Analyse ist dann breiter angelegt, jedoch weniger umfangreich in den verschiedenen
Metaboliten-Arten. Die Metabolomics wurden mehrfach zur Bewertung von
genomeditierten Pflanzen vorgeschlagen [61; 62]

Vor allem die Genomics- und die Metabolomics-Verfahren sollten fiir eine Risikobewertung
von genomeditierten Pflanzen eingesetzt werden, denn mit ihnen kdnnen viele bereits
bekannte unbeabsichtigte Veranderungen entdeckt werden.
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