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Hintergrundpapier: CRISPR/Cas — Beschreibung der Moglichkeiten

Das Forschungsfeld um CRISPR/Cas entwickelt sich rasant weiter. Seit der Entwicklung der
CRISPR/Cas-Technik im Jahr 2012 bis heute ist die Zahl der Veroffentlichungen zu dem
Thema stark angestiegen. Dabei wird die Genschere vor allem in der Grundlagenforschung
eingesetzt, um komplexe Wechselwirkungen in Organismen besser zu verstehen. AuBerdem
wird die Genschere selber stindig weiterentwickelt, um sie in so vielen Organismen wie
moglich und fiir ganz unterschiedliche Anwendungen einzusetzen.

Dieser Hintergrund erkldrt zum einen, wie mit scheinbar kleinen Veranderungen der DNA
(SDN-1-Anwendungen) komplexe Anwendungen mit der Genschere in Pflanzen bewirkt
werden. Zum anderen werden Weiterentwicklungen von CRISPR/Cas-Systemen vorgestellt,
mit denen das Erbgut in Pflanzen moglichst uneingeschrankt verdndert werden kann, sowie
neue Verfahren mit denen die Genschere in pflanzliche Zellen eingeschleust werden
konnen. AbschlieBend wird ein Uberblick dariiber gegeben, wie und fiir was CRISPR/Cas im
Moment am haufigsten in Pflanzen verwendet wird.

Mit SDN-1-Anwendungen sind komplexe Veranderungen im Erbgut moglich

Verdnderung mehrerer Genkopien (identischer DNA-Sequenzen)

Mit CRISPR/Cas ist es moglich, alle DNA-Bereiche zu verdndern, die sich in ihrer Sequenz sehr
ahnlich sind. Die Erkennungskomponente der Genschere (die guide RNA oder gRNA) wird
dabei so entwickelt, dass die Genschere mehrere Genbereiche mit der gleichen DNA-Sequenz
erkennt und schneidet. Speziell Pflanzen haben oft ein redundantes Genom, das heildt, Gene
liegen oft mehrfach (als Genkopien oder Gene einer Genfamilie) oder als Varianten
(sogenannte Allele) vor. Ist ein Gen in mehrfacher Ausfiihrung vorhanden, kénnen alle
beziehungsweise mehrere Gene von der Genschere CRISPR/Cas erkannt und verandert
werden.

Viele Pflanzen sind polyploid, das heiBt, sie besitzen mehrere Chromosomensatze, wie zum
Beispiel der Weizen mit einem sechsfachen Chromosomensatz, man sagt auch, er ist
hexaploid. Gene liegen im Weizen also in sechsfacher Kopie vor. Wird nun gemeinsam mit der
Genschere eine gRNA, die der Genschere dazu dient, die Zielsequenz im Erbgut aufzusptren,
in die pflanzliche Zelle eingebracht, kann die Zielsequenz der DNA mehrfach erkannt und
geschnitten werden. Im Endeffekt konnen bis zu sechs Veranderungen auf einmal gemacht
werden [1]. Mit Hilfe einer einzigen gRNA kénnen so mehrere gleiche Allele in polyploiden
Pflanzen gleichzeitig verandert werden [2; 3].

AuBerdem koénnen mit der Genschere mehrere Kopien eines Gens auf einmal verandert
werden. Damit kdnnen ganze Genfamilien verandert oder sogar ausgeschaltet werden [4; 5].
Sie entstehen dadurch, dass sich Gene mehrfach duplizieren. Genfamilien kénnen mehrere



hundert Gene umfassen. Die Gene einer Genfamilie kdnnen entweder in sogenannten
Genclustern zusammenbleiben oder Uber das gesamte Erbgut verteilt sein (auf dem
urspriinglichen Chromosom, aber auch auf verschiedenen Chromosomen). Die Gene in diesen
Genfamilien kénnen in ihrer DNA-Sequenz komplett identisch sein oder sich in einzelnen
Basen unterscheiden, was auf Mutationsereignisse zuriickgefiihrt werden kann. Genfamilien
kommen in Pflanzen haufig vor und spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung neuer
Pflanzenarten.

Multiplexing (Verdanderung mehrerer unterschiedlicher DNA-Sequenzen)

Beim Multiplexing werden mehrere gRNAs zusammen mit der Genschere in die pflanzlichen
Zellen eingebracht, um unterschiedliche DNA-Bereiche gleichzeitig zu verdndern [6; 7]. Beim
Multiplexing werden nicht nur einzelne Kopien der unterschiedlichen Zielgene verandert,
sondern auch alle identischen Kopien der jeweiligen DNA-Sequenz.

Das Multiplexing wird von Wissenschaftlerinnen als besonders wichtig angesehen, da viele
Eigenschaften bei Pflanzen von mehr als einem Gen bestimmt werden, wie zum Beispiel die
Reaktionen auf bestimmte Stressbedingungen. In einer Studie wurde die Genschere an drei
unterschiedliche Zielbereiche im Weizen gesteuert und hat bis zu 18 DNA-Sequenzen auf
einmal verandert [8]. Bei einem Reis wurden acht verschiedene Gene so bearbeitet, dass er
nicht nur einen héheren Ertrag erhielt, sondern es auch zu Anderungen bei Wuchs und Duft
kam [9]. Durch den Einsatz der CRISPR/Cas-Variante CRISPR/Cpfl (auch MbCas12a genannt)
aus dem Bakterium M. bovoculi ist es gelungen, im Reis bis zu 16 verschiedene Gene
gleichzeitig zu verdndern [10]. Diese regulieren verschiedene agronomisch relevante
Eigenschaften sowie bakterielle Resistenzen.

Durch Multiplexing kdnnen auch Bereiche des Erbguts geldscht werden. Dafiir werden zwei
verschiedene Zielsequenzen durch die Genschere angesteuert und geschnitten. Es kann dann
dazu kommen, dass der "herausgeschnittene" Teil zwischen den Zielbereichen geldscht wird.
Das wird zum Beispiel daflir verwendet, um mehrere Zielgene, die in einem DNA-Bereich
nebeneinander liegen, gemeinsam zu l6schen [11-13].

Die Komplexitat von moglichen Anwendungen der Genschere wie beispielsweise Multiplexing
erhoht jedoch auch die Wahrscheinlichkeit fiir ungewollte Verdanderungen von
Stoffwechselwegen, wenn beispielsweise ein Gen ausgeschaltet wird, das an mehreren
Prozessen in der Zelle beteiligt ist und dessen Funktionen noch nicht vollstandig aufgeklart
sind. Damit konnen biochemische Prozesse in den Pflanzen beeinflusst werden, die nicht
beabsichtigt waren und die auch erst viel spater in Erscheinung treten (z.B. unter bestimmten
Stressbedingungen). Aulerdem steigt mit der Komplexitdt der Eingriffe auch das Risiko
unbeabsichtigter Veranderungen im Erbgut, also eher technischer Fehler, die wahrend des
Verfahrens auftreten konnen. Beides, die ungewollten Auswirkungen auf andere
Stoffwechselwege und unbeabsichtigte Veranderungen der DNA werden im Hintergrund tber
die Risiken naher erklart.



Veranderung von Bereichen des Erbguts, die fiir Pflanzenziichterinnen weniger zugdnglich
sind

Es gibt Bereiche im Erbgut von Pflanzen, die fiir die klassische Ziichtung schwer zuganglich
sind. Das sind beispielsweise DNA-Regionen, in denen natlrlicherweise nur selten homologe
Rekombinationen wahrend der Reifeteilung (Bildung der Keimzellen, auch Meiose genannt)
stattfinden. Wahrend der Reifeteilung wird die Chromosomenzahl halbiert und so die Eizelle
und der Pollen gebildet. Als homologe Rekombination wird ein Prozess wahrend der Meiose
bezeichnet, bei dem es zwischen homologen Chromosomen zu einem Stickaustausch
kommen kann (Crossing Over). Durch den Austausch von bestimmten DNA-Regionen kann
sich die genetische Vielfalt erhéhen. Es gibt an ganz bestimmten Stellen des Erbguts von
Pflanzen Bereiche, an denen haufiger homologe Rekombination stattfindet (sogenannte
rekombinatorische Hot Spots) als an anderen (sogenannte rekombinatorische Cold Spots).
Zichterlnnen missen oft mit gekoppelten Genen arbeiten, die nicht voneinander getrennt
werden kdnnen, da sie sich in solchen rekombinatorischen Cold Spots befinden.

Gene, die sehr nah beieinander auf einem Chromosom liegen, werden auch als gekoppelt
bezeichnet, weil sie sehr wahrscheinlich gemeinsam vererbt werden. Befinden sich zwei Gene
auf verschiedenen Chromosomen oder auch auf demselben Chromosom, aber mit groRerem
Abstand, dann sind sie nicht gekoppelt und kdnnen getrennt voneinander vererbt werden
(durch homologe Rekombination). In einigen Pflanzenarten sind viele DNA-Regionen
gekoppelt, wie beispielsweise in der Tomate, bei der Gber 25% des Erbguts einer Kopplung
unterliegt [14].

Zichterlnnen wollen gegebenenfalls gekoppelte Gene voneinander trennen, wenn
beispielsweise eines der beiden Gene unerwiinschte Eigenschaften in den Pflanzen vermittelt.
Die Genschere ermoéglicht es, einzelne Gene oder Gen-Varianten gezielt zu verandern, die
durch die homologe Rekombination nicht erreichbar und an andere Gene gekoppelt sind. Es
kann zum Beispiel eines der beiden Gene mit kleinen Veranderungen der DNA-Sequenz
ausgeschaltet und damit die gemeinsame Vererbung bestimmter Eigenschaften aufgehoben
werden. In einer Studie an Tomaten wurden mit der Genschere zwei Gene voneinander
getrennt, die zum einen die Form der Frucht und zum anderen die Verbindung zwischen der
Frucht und dem Stangel festlegen [15]. Durch CRISPR/Cas wurde die gemeinsame Vererbung
dieser beiden Eigenschaften aufgehoben, so dass man eine Tomate erhielt, die eine ganz
bestimmte Fruchtform aufweist und leichter zu ernten ist.

AuBerdem wurde CRISPR/Cas in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana bereits so
angewandt, dass grolSe Bereiche eines Chromosoms umgelagert werden konnten. Dadurch ist
es moglich, DNA-Regionen aus rekombinatorischen Cold Spots in andere DNA-Regionen zu
verlagern, in denen haufiger homologe Rekombinationen stattfinden [16].

Es kdnnen mit der Genschere auch Regionen verandert werden, die in unmittelbarer Nahe der
Zentromere von Chromosomen liegen. Das Zentromer teilt ein Chromosom in zwei Teile und
ist der Bereich, an dem die zwei Halften eines Chromosoms wahrend der Zellteilung
auseinandergezogen werden. In diesen Bereichen ist die DNA dichter verpackt als in anderen



und es findet dort kaum Stiickaustausch wahrend der Reifeteilung statt. Der Anteil ist zum Teil
recht hoch: Im Mais und in der Gerste befinden sich ungefahr 20% aller Gene in der Nahe des
Zentromers [17; 18]. Die Genschere kann durch unterschiedliche technische Verfahren auch
diese Bereiche verdandern [19; 20; 16].

Eigenschaften, die durch derartige Veranderungen bewirkt werden, waren durch bisherige
Zichtungsverfahren kaum umsetzbar, weswegen solche genomeditierten Pflanzen einer
geeigneten Risikobewertung unterzogen werden missen (mehr dazu im Hintergrundpapier
Uber die Risiken von CRISPR/Cas).

Verdnderung von besonders geschiitzten Bereichen des Erbguts

Laut der klassischen Evolutionsbiologie kdnnen natirlicherweise in allen Genen mit gleicher
Haufigkeit neue Mutationen auftreten, unabhdngig von der Genfunktion und der
Konsequenzen fiir die Fitness des jeweiligen Organismus. In den letzten Jahren sind einige
wissenschaftliche Arbeiten erschienen, die zeigen, dass neue Mutationen in bestimmten
Bereichen des Erbguts natlirlicherweise haufiger auftreten als in anderen. Das zeigen Arbeiten
mit Arabidopsis thaliana [21; 22], einer Modellpflanze aus der Grundlagenforschung, aber
auch mit menschlichen Zellen [23; 24] und Hefezellen [25].

Mutationen sind demnach im Erbgut nicht gleichmaRig verteilt. In vielen funktionell wichtigen
Bereichen des Erbguts treten weniger Mutationen auf, beispielsweise in Genbereichen. Die
Mutationsrate ist dabei abhidngig von einem bestimmten Reparaturmechanismus, der
sogenannten DNA-Mismatch-Reparatur (MMR), die dafir zustindig ist, neu auftretende
Mutationen in solchen Bereichen zu reparieren. Wissenschaftlerinnen haben die MMR gezielt
in A. thaliana ausgeschaltet, so dass Schaden an der DNA nicht mehr repariert werden
konnten [22]. Sie konnten in diesen Untersuchungen zeigen, dass sich Mutationen dann
besonders stark in Genbereichen anhaufen.

Auch innerhalb der Genbereiche selber gibt es Unterschiede in der Verteilung von
Mutationen: In den duReren treten mehr Mutationen auf als in den inneren Bereichen, die
haufig Gen-Funktionen vermitteln. Dieses Muster lasst sich sogar bei genetischen Varianten,
sogenannten Polymorphismen, in wilden Populationen nachweisen [21].

Es zeigte sich aullerdem, dass bestimmte epigenetische Marker besonders haufig an den
Genbereichen vorkommen, die besonders durch die MMR-Reparatur geschitzt sind. Dort
treten weniger haufig Mutationen auf. Epigenetische Marker sind vererbbare Faktoren, die
nicht direkt in der Abfolge der DNA-Sequenz verankert sind und die die Genaktivitat
regulieren. Diese epigenetischen Marker dienen der DNA-Mismatch-Reparatur als
Erkennungssignal und bewirken, dass der Reparaturmechanismus an diesen Bereichen
besonders haufig aktiv wird. Es sollte besonders betont werden, dass zwar theoretisch tiberall
im Erbgut neue Mutationen auftreten kénnen. Faktisch aber treten in bestimmten Bereichen
des Erbguts wesentlich seltener Mutationen als in anderen auf. Ein Grund sind die mehrfach
nachgewiesenen Mechanismen, die Mutationen an bestimmten Bereichen des Erbguts
haufiger reparieren.



Mit CRISPR/Cas konnen Verdnderungen auch in solchen besonders geschiitzten Bereichen
induziert werden. Das ergibt sich aus der Wirkweise der Genschere: Im Falle, dass ein durch
CRISPR/Cas bewirkter DNA-Doppelstrangbruch so repariert wird, dass der Originalzustand
wiederhergestellt wird [26], kann CRISPR/Cas die Zielsequenz erneut erkennen und dort
schneiden. Schlussendlich erhoht die Genschere so die Wahrscheinlichkeit, mit der auch in
diesen geschiitzten Bereichen des Erbguts Veranderungen auftreten kénnen. Mit CRISPR/Cas
konnen also auch Genbereiche verandert werden, in denen Mutationen natiirlicherweise eher
unwahrscheinlich auftreten.

Eine Moglichkeit, solche Bereiche zu identifizieren, ist die Erstellung sogenannter Pangenome,
die die Gesamtheit aller Gene und Genvarianten in einer Art umfassen. Dazu wird das Erbgut
vieler verschiedener Vertreter oder Linien einer Art sequenziert (das bedeutet ermittelt). Das
Pangenom einer Pflanzenart kann als Referenzgenom fiir alle natiirlicherweise auftretenden
genetischen Varianten dienen und so die gesamte genetische Vielfalt innerhalb einer Art
abbilden. Es wurden beispielsweise bereits die Pangenome vom Mais und der Gerste
veroffentlicht, die einige Linien der jeweiligen Art umfassen [27; 28]. Als nachster Schritt sollen
auch wilde Vertreter dieser Nutzpflanzen sequenziert werden, um den natirlichen Genpool
weiter aufzukldren. Sollten bestimmte Genvarianten, die durch die neuen
Gentechnikverfahren erzeugt wurden, auch natirlicherweise im Genpool auftreten oder
wurden bestimmte Genvarianten bereits durch konventionelle Verfahren bewirkt, missen in
einer geeigneten Risikobewertung dennoch die unbeabsichtigten Veranderungen, die durch
technische Fehler der Genschere und deren mehrstufigen Anwendungsprozess entstehen
kénnen, untersucht werden.

De-novo-Domestizierung

Das Pangenom kann, wie zum Beispiel bei der Tomate [29; 30], dazu verwendet werden zu
untersuchen, wie dhnlich heutige Nutzpflanzenarten ihren wilden Vertretern sind. Es zeigte
sich, dass im Laufe der Domestizierung viele positive Eigenschaften der wilden Vertreter, wie
etwa Stresstoleranzen, vielen Nutzpflanzenarten verloren gegangen sind. Die Genschere
CRISPR/Cas soll deshalb an wilden Arten angewandt werden, um eine beschleunigte
Domestizierung (auch De-novo-Domestizierung genannt) durchzufiihren. Damit soll ihr Erbgut
so verandert bzw. angepasst werden, dass sie bestimmte genetische Varianten aus
gezlichteten Pflanzenlinien tragen [31-34]. Daflir wurde bereits mehrfach die Genschere
verwendet. Im Ergebnis besitzen solche genomeditierten Pflanzen Eigenschaften aus wilden
Arten, die im Zuge der Pflanzenziichtung ,verloren” gegangen sind, und kombinieren diese
mit ,,domestizierten” Merkmalen, die sich als wichtig fiir die Kultivierung herausgestellt
haben.

So wurden beispielsweise in einer wilden Tomatenart durch CRISPR/Cas9 sechs verschiedene
Gene verandert, die sich als wichtig fir den Ertrag und den Nahrstoffgehalt von
domestizierten Tomaten erwiesen haben [31]. In einer weiteren Studie wurde in einer wilden
Reis-Art, die einen vierfachen Chromosomensatz (tetraploid) besitzt, Eigenschaften der
Domestizierung wie der Kornsitz in der Ahre und die Linge der Grannen verdndert [32; 33].



Der heutzutage vielfach angebaute Reis besitzt nur zwei Chromosomensatze, er ist also
diploid. Ein erhohter Chromosomensatz birgt den Vorteil, dass im Falle einer auftretenden
(negativen) Mutation immer noch viele weitere Genkopien im Erbgut vorhanden sind.
AulRerdem koénnen sich Pflanzen mit mehr als zwei Chromosomensdtzen besser an sich
verandernde Umweltbedingungen anpassen.

Wie bereits beschrieben, verwendeten die Autorinnen der Studie als Ausgangspflanze einen
tetraploiden Verwandten der heutzutage angebauten Reisarten. Dieser ,wilde” Reis besitzt
Eigenschaften wie eine hohe Biomasse (er wachst also viel hoher), verschiedene
Stresstoleranzen und Hitzetoleranz. Viele Gene, die an der Domestizierung vom Reis beteiligt
sind, sind auch im Erbgut des wilden Verwandten vorhanden und wurden durch die
Wissenschaftlerinnen mit Hilfe der Genschere verandert. So wurden unter anderem die Lange
der Grannen vermindert, der Kornausfall und die Héhe der Pflanzen insgesamt reduziert.

In den Studien, die die Genschere fiir eine De-novo-Domestizierung verwenden [31; 32; 34;
35], wurden komplexe Eingriffe in das Erbgut der Nutzpflanzen bewirkt, indem vor allem
mehrere kleine SDN-1-Veranderungen kombiniert wurden. Es wurden beispielsweise durch
Multiplexing verschiedene Gene gleichzeitig oder alle Genkopien auf einmal verdndert. Die
De-novo-Domestizierung ist ein eindrucksvolles Anwendungsbeispiel, das zeigt, wie mit
kleinen Eingriffen tiefgreifende Veranderungen im Erbgut von Pflanzen bewirkt werden
konnen. Solche Pflanzen missen einer geeigneten Risikobewertung unterzogen werden, um
zum einen unbeabsichtigte Nebenwirkungen zu untersuchen, die durch die Anwendung der
Technik auftreten konnen, und zum anderen, um ungewollte Effekte auf andere
Stoffwechselwege aufzuspiiren. Mehr Informationen dazu sind im Hintergrundpapier tiber die
Risiken von CRISPR/Cas zu finden.

Weiterentwicklung der Genschere

Im Folgenden wird vorgestellt, wie die Genschere CRISPR/Cas bereits weiterentwickelt
wurde, um sie flr so viele Anwendungen in Pflanzen wie moglich einzusetzen. Dabei wird
zum einen die klassische Genschere CRISPR/Cas9 angepasst oder auch ganz neue Varianten
der Genschere erzeugt.

Verdnderungen der klassischen Genschere CRISPR/Cas9

Die klassische Genschere CRISPR/Cas9 kann in ihrer Struktur so verdndert werden, dass sie
noch an DNA binden, aber nicht mehr schneiden kann. Man nennt diese Form der Genschere
dead Cas9 oder auch dCas9. An diese nicht mehr zum Schneiden fahige Genschere kénnen
verschiedene Enzyme molekularbiologisch angehdangt werden. Die dCas9 wirkt dann als
Plattform, die ein angehangtes Enzym an eine bestimmte Stelle im Erbgut ,tragt”. An der
Zielsequenz der DNA konnen diese Enzyme ganz unterschiedliche Reaktionen bewirken, die
nachfolgend genauer beschrieben werden.



Base Editing

Beim Base Editing werden Enzyme an die dCas9 angehangt, die gezielt spezifische Basen an
der Zielsequenz der DNA verdandern kénnen. Die Abfolge der Basen legt die Sequenz (den
genetischen Code) der DNA fest. In der DNA werden die vier Basen Adenin (A), Guanin (G),
Cytosin (C), Thymin (T) verwendet. Beim Base Editing kann eine Base gezielt in eine andere
Base umgewandelt werden, ohne dass die Zielsequenz geschnitten und eine DNA-Vorlage
verwendet wird [36; 37]. Beispielsweise kann Cytosin in Thymin und Adenin in Guanin
umgewandelt werden. Base Editing wurde bereits mehrfach in Pflanzen verwendet [38-40],
unter anderem wurden mehrere verschiedene Zielgene gleichzeitig verandert (Multiplexing)
[41; 42]. Dabei wurden vor allem Eigenschaften wie Herbizidtoleranzen [42; 41; 43] bewirkt.
Beim Base Editing konnen aber auch unbeabsichtigte Verdanderungen in der Zelle auftreten,
die im Hintergrundpapier Gber die Risiken von CRISPR/Cas nadher beschrieben werden.

Prime Editing

Beim Prime Editing wird mit Hilfe einer veranderten CRISPR/Cas9-Genschere nur ein
Einzelstrang der DNA der Zielsequenz durchtrennt [44]. Man nennt diese Art der Genschere
auch Nickase. Die Erkennungskomponente der Genschere wurde beim Prime Editing so
verandert, dass sie neben der Erkennung noch eine zweite Funktion hat: Sie dient gleichzeitig
auch als Reparaturvorlage, um eine gezielte Verdnderung an der Zielsequenz herbeizufiihren.
Die Erkennungskomponente beim Prime Editing wird auch als pegRNA (Abkiirzung fir Prime
Editing gRNA) bezeichnet. Ein Enzym, die sogenannte Reverse Transkriptase, wird beim Prime
Editing an die Genschere gekniipft. Dieses Enzym ist eine Art Ubersetzer, der die pegRNA in
DNA umwandelt. Dieses Stiick DNA dient dann als DNA-Vorlage zur Reparatur des DNA-
Einzelstrangbruchs und wird an dieser Stelle ins Erbgut kopiert. Die beiden DNA-Strange an
der Zielsequenz passen dann allerdings nicht mehr zueinander. Die Genschere schneidet
jedoch auch den anderen, nicht veranderten DNA-Einzelstrang, und die bereits in den
veranderten DNA-Einzelstrang kopierte DNA-Vorlage dient dann der Reparatur dieses
Schnittes. Mit Prime Editing kénnen viele verschiedene Verdanderungen an der Zielsequenz
herbeigefiihrt werden, wie Deletionen sowie Insertionen; oder einzelne Basen konnen in jede
andere Basenart verandert werden.

Prime Editing wurde bereits mehrfach in Pflanzen verwendet [45-47], allerdings ist die
Effizienz, damit Veranderungen an der Zielsequenz zu bewirken, noch recht gering [48; 49].
Diese hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie beispielsweise der verwendeten Reversen
Transkriptase (dem Ubersetzer der pegRNA) oder dem Design der pegRNA [50].
Wissenschaftlerinnen arbeiten bereits daran, das Prime Editing in Pflanzen
weiterzuentwickeln und die Effizienz zu verbessern [51]. Bisher gibt es nur wenige Studien, die
systematisch die Risiken des Verfahrens untersuchen [52; 53]. Mehr Informationen dartber
sind im Hintergrundpapier tUber die Risiken von CRISPR/Cas zu finden.



Epigenetische Veranderung durch CRISPR/Cas (Epigenome Editing)

Die Epigenetik umfasst Mechanismen und zum Teil vererbbare Veranderungen am Erbgut, die
nicht auf Veranderungen der DNA-Sequenz beruhen. Das kann sich auf den Phanotyp eines
Organismus, also auf das duBere Erscheinungsbild, auswirken. Durch die Epigenetik wird u.a.
die Aktivitdat von Genen reguliert, beispielsweise wahrend der Entwicklung von Lebewesen
oder auch in Reaktion auf die Umwelt. Dafiir werden epigenetische Marker auf die DNA
und/oder Proteine, die eng mit der DNA assoziiert sind (sogenannte Histone), ibertragen.
Man kann sich diese epigenetischen Marker wie kleine Schalter vorstellen, die an Genen sitzen
und sie an- oder ausschalten. Bestimmte Enzyme hangen sie in unterschiedlichen Bereichen
des Erbguts an die DNA oder die Proteine an. Sogenannte Methylgruppen koénnen
beispielsweise auf die DNA Ubertragen werden und sind typische epigenetische Marker der
DNA. Auch an die Histone kdnnen verschiedene epigenetische Marker angeheftet werden,
unter anderen Methyl- oder Phosphatgruppen.

Beim sogenannten Epigenome Editing wird die nicht schneidefdhige Genschere dCas9
verwendet und entweder direkt oder indirekt an Enzyme gekoppelt, die die epigenetischen
Marker an der Zielsequenz der DNA verdndern [54-56]. Wissenschaftlerinnen setzen das
Epigenome Editing ein, um damit Gene gezielt an- oder abzuschalten. Im Moment wird es vor
allem in der Grundlagenforschung bei Pflanzen eingesetzt und weiterentwickelt. Dabei
werden sowohl die Methylierung der DNA [57] als auch die epigenetischen Marker von
Histonen [58; 59] verdandert. Von besonderer Bedeutung ist auch hier eine geeignete
Untersuchung von ungewollten Nebeneffekten, da die an die dCas9 angehefteten Enzyme
auch anderen Bereichen des Erbguts epigenetische Marker anhdngen konnen (mehr
Informationen dazu im Hintergrund lber die Risiken).

CRISPR-Interferenz (CRISPRi) und CRISPR-Aktivierung (CRISPRa)

Die Genschere CRISPR/dCas9 wird auch an bestimmte regulatorische DNA-Bereiche im Erbgut
gefiihrt, womit sie das Ablesen von Zielgenen behindern kann. Das fiihrt dann dazu, dass das
entsprechende Protein nicht mehr gebildet wird [60]. Die DNA-Sequenz wird bei dieser
Anwendung von dCas9 nicht geschnitten und die ,stumpfe” Genschere verandert die Abfolge
der DNA-Sequenz auch nicht. Solche Anwendungen werden auch als CRISPR-Interferenz oder
CRISPRiI bezeichnet. Alternativ knnen an dCas9 bestimmte regulatorische Faktoren gekoppelt
werden, die durch die raumliche Ndhe zu Zielgenen die Genexpression aktivieren bzw.
anschalten (CRISPR-Aktivierung/CRISPRa) [61; 58] oder inaktivieren (CRISPRI) [60; 62] kdnnen.

Neue Varianten der Genschere

Die am haufigsten verwendete Genschere ist CRISPR/Cas9, bei der die Schneidekomponente
Cas9 aus dem Bakterium Streptococcus pyogenes stammt. Es werden aber auch andere
CRISPR/Cas-Systeme verwendet, um die Anwendungsmoglichkeiten der Genschere zu
erweitern, wie CRISPR/Cpf1 [63] oder CRISPR/Cas13 zur Veranderung von RNA [64].

Die Genscheren-Varianten unterscheiden sich u.a. dadurch, dass sie eine ganz spezifische
kurze DNA-Sequenz im Erbgut des Zielorganismus erkennen, die auch ,PAM-Sequenz” (PAM



steht fir protospacer adjacent motif) genannt wird. Die PAM-Sequenz liegt vor der
eigentlichen Zielsequenz und dient als Stoppsequenz fiir die Genschere. Der Enzymkomplex
stoppt an der PAM-Sequenz und priift mit der gRNA, ob die davor liegende DNA-Sequenz mit
dieser zusammenpasst. Die gRNA 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
den DNA-Doppelstrang und bricht ihn auseinander.

Die CRISPR/Cas-Varianten stammen aus unterschiedlichen Bakterienarten und haben ihre
eigenen ganz charakteristischen PAM-Sequenzen, mit der sie Zielbereiche aufsplren. Bei der
klassischen Genschere ist es die DNA-Sequenz mit der Abfolge ,,NGG*“, wobei das ,N“ fiir eine
beliebige Base der DNA steht und das ,,G“ fir Guanin. Die CRISPR/Cas-Variante CRISPR/Cpf1l
erkennt die Abfolge ,, TTTV“ als PAM-Erkennungssequenz im Erbgut des Zielorganismus, wobei
das ,, T fir Thymin und das ,,V“ fiir eine der drei Basen Guanin, Cytosin oder Adenin steht.

Die Genscheren-Variante CRISPR/Cpfl steuert also eine andere PAM-Sequenz an und
ermoglicht es Wissenschaftlerinnen, andere Bereiche des Erbguts zu verdndern, die
beispielsweise mit der klassischen Genschere CRISPR/Cas9 nicht erreichbar sind. AuRerdem
ist CRISPR/Cpfl effizienter als CRISPR/Cas9 und soll weniger unbeabsichtigte Off-Target-
Effekte im Erbgut bewirken (siehe Hintergrundinformationen Uber die Risiken von
CRISPR/Cas).

Es gibt sogar Forschungsansétze, die Genscheren-Varianten entwickeln wollen, die ohne eine
spezifische PAM-Sequenz auskommen [65]. Solche Varianten sind jedoch sehr anfallig fir
Fehler und mussen fir prazisere Anwendungen noch weiterentwickelt werden.

Neben der Erweiterung der Moglichkeiten (so viele Zielbereiche wie moglich mit den
Genscheren-Varianten zu verandern) soll damit auch das Auftreten von unbeabsichtigten
Veranderungen, wie zum Beispiel Off- und On-Target-Effekte, reduziert werden. So wurden
beispielsweise  natirlicherweise in verschiedenen Bakterienarten vorkommende
CRISPR/Cas9-Genscheren (aus z.B. Streptococcus pyogenes und Staphylococus aureus) und
auch synthetisch, also im Labor erzeugte, CRISPR/Cas9-Varianten (z.B. SpCas9 HF1, HypaCas9
und HiFi Cas9) entwickelt und verwendet [66].

RNA Editing

Auch RNA kann mit Hilfe von CRISPR/Cas gezielt manipuliert werden. Die RNA hat zentrale
Aufgaben in Zellen: RNA fungiert in den Zellen unter anderem als Zwischenprodukt bei der
Ubersetzung von Gen-Sequenzen in die entsprechenden Proteine. Die DNA-Sequenz wird als
Vorlage verwendet, um RNA-Stiicke zu bilden, die dann genutzt werden, um Proteine
herzustellen. Proteine sind aus einer Kette von Aminosduren (das sind die Bausteine der
Proteine) aufgebaut. Jede Aminosaure wird von bestimmten Kombinationen aus drei Basen
der DNA festgelegt. Das heil3t, dass die Abfolge der DNA-Sequenz die genaue Reihenfolge der
Aminosauren in einem Protein festlegt.



Wissenschaftlerinnen haben CRISPR/Cas-Varianten gefunden, die RNA-Molekile schneiden
konnen [64; 67; 68]. Die CRISPR/Cas-Variante Cas13 funktioniert dhnlich wie CRISPR/Cas9, nur
dass CRISPR/Cas13 RNA statt DNA schneidet. Die Erkennungskomponente von CRISPR/Cas13
wird als crRNA (crRNA steht fiir CRISPR RNA) bezeichnet. CRISPR/Cas13 wird mit Hilfe der
crRNA an die gewiinschte RNA gesteuert und schneidet sie. Dadurch sind weniger RNA-
Molekiile vorhanden und die dazugehorigen Proteine werden entsprechend weniger gebildet.

CRISPR/Cas13 wurde bereits in verschiedenen Anwendungen in Pflanzen eingesetzt [69; 70].
In Tabakpflanzen wurde die genetische Information zur Bildung der RNA-Schere
CRISPR/Cas13a beispielsweise dauerhaft in das Erbgut der Pflanze eingebaut, um die Pflanzen
vor einer Infektion mit dem Turnip Mosaic Virus (TuMV) zu schiitzen [69]. Das Erbgut des
TuMV besteht aus RNA. CRISPR/Casl13a erkennt bei einer Infektion mit TuMV das
eindringende virale Erbgut und zerschneidet es. Die gentechnisch veranderten Pflanzen sind
also resistenter gegeniiber dem TuMV.

Es wurden auch Versionen der CRISPR/Cas13-Genschere (dCas13, dead Cas13) entwickelt, die
eine Ziel-RNA zwar noch binden, aber nicht mehr schneiden konnen. dCas13-Varianten
konnen mit bestimmten Enzymen verknlipft werden, diemanche Arten von RNA-Basen in
andere verwandeln (z.B. Adenosin in Inosin) [68]. Wissenschaftlerinnen kdénnen damit
Verdanderungen der RNA-Sequenz und des Aufbaus von Proteinen bewirken, ohne das Erbgut
des Zielorganismus dauerhaft zu beeinflussen. Die durch CRISPR/Cas 13 veranderte RNA wird
dann natlrlicherweise in den Zellen abgebaut. Solche Verdnderungen sind nicht auf der Ebene
der DNA sichtbar. Bei einer Risikobewertung missen demnach die Zusammensetzungen der
RNAs, der Proteine und der Stoffwechselprodukte untersucht werden. Mehr dazu im
Hintergrundpapier tGber die Risiken von CRISPR/Cas.

Neue Verfahren, um die Genschere in pflanzliche Zellen einzuschleusen

Bislang werden am haufigsten die Verfahren der alten Gentechnik eingesetzt, um die
genetische Information zur Bildung der Genschere in pflanzliche Zellen einzubringen (weitere
Informationen dazu finden Sie in den Hintergrundinformationen (iber die Technik von
CRISPR/Cas). In den letzten Jahren wurden dariiber hinaus noch verschiedene neue Verfahren
entwickelt.

Es wurden beispielsweise RNA-Viren dazu verwendet, gRNAs in transgene Tabakpflanzen
einzubringen [71]. Die Genscheren-DNA ist zu groR, um mit Hilfe von RNA-Viren eingefiihrt zu
werden. Deshalb tragen die Tabakpflanzen die genetische Information zur Bildung der
Schneidekomponente der Genschere bereits in sich. Die gRNAs werden lber das Tabak-Rattle-
Virus in die transgenen Pflanzen eingeschleust und bewirken eine Veranderung des Zielgens
[71]. Die Verwendung von RNA-Viren zum Einschleusen von Genscheren steht noch ziemlich
am Anfang, denn die Wissenschaftlerlnnen missen mit transgenen Pflanzen arbeiten, die die
DNA der Genschere bereits in sich tragen. Das eigentliche Ziel besteht darin, sowohl die
Genschere als auch die Wegweiser mit Hilfe der RNA-Viren einzuschleusen und so den



Zwischenschritt Gber eine transgene Pflanze zu vermeiden. Eine Alternative zu den Methoden
der alten Gentechnik bietet die hier beschriebene Methode nicht.

In einer anderen Studie wird ein Weizen mit Pollen von transgenen Maispflanzen bestaubt
[72]. Es handelt sich also um eine artlibergreifende Bestaubung. Das Erbgut des Mais enthalt
die genetische Information zur Bildung der Genschere und mehrere gRNAs. Nachdem der
Weizen mit dem Maispollen bestaubt wurde, wird die Genschere in den Weizenembryonen
gebildet und bewirkt die Veranderung an den Zielregionen der DNA des Weizens. Die
Chromosomen des Maises werden allerdings nach einer gewissen Zeit abgebaut, da der Mais
und der Weizen nicht kompatibel sind. Der einfache Chromosomensatz des Weizens wird mit
Hilfe einer Substanz namens Colchizin verdoppelt, der genomeditierte Weizen ist nun in seiner
genetischen Information reinerbig. Die resultierenden Embryos werden in der Zellkultur
gehalten und Weizenpflanzen daraus regeneriert. Eine Stdrke der hier beschriebenen
Methode ist sicherlich, dass auf diese Weise reinerbige Weizenpflanzen mit der gewtlinschten
genomeditierten Veranderung hergestellt werden kdnnen. Es zeigte sich jedoch, dass es auch
zu mischerbigen Weizenpflanzen bezogen auf die Verdnderungen an der Zielregion kommen
kann. Hier spielen sowohl der Zeitpunkt der Bildung als auch die Menge der gebildeten
Genschere eine entscheidende Rolle. Es besteht also noch Optimierungsbedarf, bei dem nicht
vergessen werden darf, dass bei einer starkeren Genexpression der Genschere auch vermehrt
Off-Target-Effekte im Erbgut des Weizens herbeigefihrt werden koénnen. Weitere
Informationen dazu sind im Hintergrundpapier Gber die Risiken von CRISPR/Cas zu finden.

In einem weiteren Artikel wird eine neue Methode vorgestellt, die eine Alternative zu der
Arbeit mit Gewebe- und Zellkulturen darstellt [73]. Die Arbeit mit Zellkulturen stellt bei der
Herstellung von transgenen und genomeditierten Pflanzen immer noch eine Schwachstelle
dar: Bei nur wenigen Arten ist es moglich, aus Zellkulturen neue veranderte Pflanzen zu
entwickeln. AuRerdem handelt es sich um einen langwierigen Prozess, bei dem neue und
ungewollte Mutationen im pflanzlichen Erbgut moglich sind. Am Spross und in der Wurzel
befinden sich besondere Bereiche von Pflanzen, die sogenannten Meristeme. Hier teilen sich
die Zellen und fiihren so zum Wachstum und zur Entwicklung der gesamten Pflanze.
Wissenschaftlerinnen haben nun Uber das Agrobacterium tumefaciens bestimmte Gene, die
die Entwicklung solcher ,Teilungszonen” (sogenannte Meristeme) regulieren, in Setzlinge von
Tabakpflanzen eingebracht. Das flihrte dazu, dass sich auf den Setzlingen neue Setzlinge
ausbildeten. Dieses System wurde dann so erweitert, dass zusatzlich noch die Genschere
CRISPR/Cas gemeinsam mit einer spezifischen gRNA mit in die Tabaksetzlinge eingebracht
werden konnte. Mit CRISPR/Cas wurden dann zwei Gene ausgeschaltet, die wichtig fiur die
Bildung von Carotinoiden sind. Dadurch konnten die genomeditierten Setzlinge anhand ihrer
weiBen Farbe identifiziert werden, weil ihnen der griingebende Farbstoff Chlorophyll fehlte.
Einige Setzlinge entwickelten zum Teil sogar Bliten und Samen, die es ermdglichten, die
genomeditierten Verdanderungen an die nachste Generation weiterzugeben. Erfolgreich
angewandt wurde dieses Verfahren in Tabak, Kartoffeln, Tomaten und Trauben.

Ein anderes Verfahren, das den aufwendigen Arbeitsprozess in Zellkulturen und die
Regeneration von Pflanzen umgeht, heiRt In-planta-Partikelbeschuss und wurde bisher in



verschiedenen Weizenlinien beschrieben [74; 75]. Dabei werden kleine Goldpartikel, die mit
der genetischen Information der Genschere und der gRNA beschichtet sind, direkt in
Teilungszonen (Meristeme) der Weizen-Embryonen eingeschossen. In den nachfolgenden
Generationen kann dann bestimmt werden, ob das entsprechende Zielgen durch die
Genschere verandert wurde. Der Partikelbeschuss kann jedoch erwiesenermallen zu
Umstrukturierungen des Erbguts und der transgenen Genscheren-DNA in den beschossenen
Pflanzen fihren [76; 77] (mehr dazu im Hintergrundpapier Gber die Risiken von CRISPR/Cas).

Eine besondere Anwendungsmoglichkeit von CRISPR/Cas: Gentechnisch verdanderte
Pflanzenviren sollen die Genschere auf dem Feld verbreiten

Gentechnisch veranderte Pflanzenviren sollen durch bestimmte Insekten, wie Blattlause oder
Grashupfer, auf Pflanzen (ibertragen werden und die infizierten Pflanzen dann so verandert
werden, dass sie beispielsweise resistenter gegeniliber Schadlingen oder Trockenheit sind.
Damit sollen Nutzpflanzen auf dem Feld schnell auf sich verdndernde Umweltbedingungen
angepasst werden. Daflir werden die Insekten als Transportmittel fiir die gentechnisch
veranderten Pflanzenviren verwendet. Die Insekten infizieren die Pflanzen mit den
Pflanzenviren, die die genetische Information zur Bildung der Genschere CRISPR/Cas auf die
Pflanzen lbertragen. Die Genschere wird dann in den Pflanzen gebildet und soll die jeweiligen
Zielgene erkennen und schneiden. Die gentechnische Veranderung findet also direkt auf dem
Feld statt und entzieht sich der weiteren Kontrolle. Diese Technik wurde bereits von einigen
Wissenschaftlerinnen kritisiert, da nicht nur das Risiko vielfdltiger Umweltauswirkungen,
sondern auch des Missbrauchs als Biowaffen besteht [78; 79].

Was wird in Pflanzen am haufigsten gemacht?

Ein Blick in marktorientierte Pflanzen-Studien ist aufschlussreich und zeigt, woran und womit
in den letzten Jahren gearbeitet wurde [43; 80]. Seit 2014 ist die Anzahl an Studien, die
CRISPR/Cas in Pflanzen verwenden, stark angestiegen. Dabei wird vor allem die klassische
Genschere CRISPR/Cas9 (174 Studien) eingesetzt, nur eine Studie verwendete CRISPR/Cpf1,
zwei CRISPR/Cas13a und sieben Studien Base Editing [43]. Die anderen zielgerichteten
Genscheren, wie TALENs und Zinkfinger-Nukleasen, werden auch nur zu einem geringen Anteil
genutzt. Ungefdhr 80% aller Studien wenden die Transformation mit dem Agrobacterium
tumefaciens an, um die genetische Information der Genschere in pflanzliche Zellen
einzuschleusen, rund 10% den Partikelbeschuss. Nur ein geringer Anteil schleust die
Genschere als bereits gebildeten Enzymkomplex ein (ca. 1 %).

Es wurden in den Studien Eigenschaften in Pflanzen verandert, die den agronomischen Wert
steigern, die Nahrungsmittelqualitat verandern, Herbizidtoleranzen herbeifiihren, abiotische
und biotische Stresstoleranz bewirken und fiir industrielle Zwecke verbessern sollen. Von den
insgesamt 231 marktorientierten Studien wird bislang eine genomeditierte Sojabohne der
Firma Calyxt kommerziell angebaut, deren Ol in Amerika als Speisedl verkauft wird. Die
Sojabohne besitzt einen reduzierten Gehalt an gesattigten Fettsdauren und einen erhéhten
Anteil Olsiure. Sie wurde mit der zielgerichteten Genschere TALENs verdndert. Die erste mit



CRISPR/Cas veranderte Pflanze, die 2021 in Japan zum Verzehr freigegeben wurde, ist eine
Tomate der Firma Sanatech, deren Friichte mehr GABA, einen Neurotransmitter, besitzt und
eine blutdrucksenkende Wirkung aufweisen soll. Mit chemischer Mutagenese konnten im
Zielbereich der Zielgene bisher keine Mutationen eingefiihrt werden, mit CRISPR/Cas
hingegen schon [81].

Ungefahr 100 Studien verwenden die Genschere in marktorientierten Anwendungen dazu, in
diploiden Pflanzen einzelne Gene auszuschalten bzw. zu verdandern [82; 83], auch die Tomate
mit dem erhéhten GABA-Gehalt gehort dazu [81]. In ca. 50 Studien werden mehrere Gene,
beispielsweise Gene einer Genfamilie [4; 84], Genkopien [85; 86] und/oder mehrere Allele in
polyploiden Pflanzen [87; 88] verandert. In ungefdahr 35 Studien wird Multiplexing dazu
verwendet, gleich mehrere Gene auf einmal zu bearbeiten [9; 31]. 92% der Studien verwenden
die Genschere fiir SDN-1-, 3% fiir SDN-2- und 5 % flir SDN-3-Anwendungen.

Zusammenfassung

In diesem Hintergrundpapier wurden zum einen Maoglichkeiten erklart, wie SDN-1-
Anwendungen der Genschere CRISPR/Cas dazu verwendet werden, um komplexe
Veranderungen im Erbgut von Pflanzen zu bewirken. Zum anderen wurden
Weiterentwicklungen der klassischen Genschere (Base Editing, Prime Editing etc.), ganz neue
Genscheren-Varianten (CRISPR/Cas13, CRISPR/Cpfl) und einige neue Verfahren, um die
Genscheren in pflanzliche Zellen einzuschleusen, vorgestellt.

Eine Analyse von marktorientierten Studien in Pflanzen zeigt, dass mit Abstand am haufigsten
die klassische Genschere CRISPR/Cas9 verwendet wird. Sie wird nach wie vor hauptséachlich
mit Hilfe des alten Gentechnikverfahrens, der Agrobacterium-Transformation, in die
pflanzlichen Zellen eingeschleust. Am haufigsten werden SDN-1-Verdanderungen mit der
Genschere bewirkt, die zu einem groRen Anteil auch zu komplexen Veranderungen des
Erbguts fiihren.

Viele Weiterentwicklungen der Genschere, die in diesem Hintergrundpapier beschrieben
wurden, sind der Grundlagenforschung zuzuordnen und noch nicht fiir einen routinierten
Einsatz im Pflanzenlabor einsatzbereit. Es handelt sich vielmehr um Machbarkeitsstudien,
denen haufig eine umfassende Risikoanalyse fehlt. Zum anderen zeigte sich aber bereits, dass
mit scheinbar kleinen SDN-1-Eingriffen im Erbgut von Pflanzen komplexe Verdanderungen
herbeigefiihrt werden koénnen. Auch solche Pflanzen miissen eine umfassende
Risikobewertung durchlaufen, da einerseits in andere biochemische Prozesse der Zelle
eingegriffen werden kann und andererseits bereits mehrfach von ungewollten
Veranderungen des Erbguts durch den Einsatz der Genschere und der alten Gentechnik
berichtet wurde. Beide Aspekte, also der ungewollte Eingriff in andere biochemische Prozesse
sowie technische Fehler der Genschere und der alten Gentechnik, werden im
Hintergrundpapier tUber die Risiken von CRISPR/Cas ndher beschrieben.

Stand Mai 2021
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