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1.  Einleitung

In jlingster Zeit, mit der Entdeckung der sogenannten ,,Genscheren*“ wird die bereits seit mehr als
20 Jahren gefiihrte Debatte zu Chancen und Risiken sowie der ethischen Vertretbarkeit von Ein-
griffen in das Erbgut von Menschen, Tieren und Pflanzen mit neuer Intensitét gefiihrt. Die hohe
Prédzision und Effizienz macht eine Neubewertung des Einsatzes der Technologie erforderlich.

Im Vordergrund der aktuellen 6ffentlichen Debatte des Einsatzes neuer biologischer Technolo-
gien in der Medizin und Landwirtschaft steht klar der Einsatz von Genscheren und hier insbe-
sondere Crispr/Cas. Allerdings ist dies nicht die einzige Methodik zur (gezielten) Verdnderung
im Genom. ,,Genom-Editierung“ (auch ,,genome editing”, ,,gene editing) ist ein Sammelbegriff
fiir verschiedene ,,neue” Methoden, die es erlauben, zielgerichtete Eingriffe im Erbmaterial
durchzufiihren. Dazu zédhlen u. a. folgende Techniken: Mutagenese mit Hilfe von Zinkfinger-Nuk-
leasen oder TALEN (Transcription Activator-like Effector Nuclease), Oligonukleotid-gesteuerte
Mutagenese (OGM; engl.: ODM) und CRISPR/Cas9, CRISPR/Cpf1. Mit allen diesen Verfahren
konnen gezielte Verdnderungen im Genom des Zielorganismus eingefiihrt werden. ,,Dafiir sind
zwei Komponenten notig: Ein Protein (Nuklease), das die DNA des Zielorganismus schneidet,
und ein ,,Lotse”, der diese Nuklease an die gewtiinschte Stelle der DNA leitet. Dabei wird der
,Lotse” (je nach Technik ein Stiick DNA, eine RNA oder ein Protein) passgenau so hergestellt,
dass er die gewiinschte Stelle im Genom des Zielorganismus ,,erkennt“. Die Nuklease kann ent-
weder von auBlen in die Zelle eingebracht werden (CRISPR/Cas9, TALEN, Zinkfinger-Nuklease)
oder nattiirlicherweise in der Zelle vorhanden sein (ODM).“! Ein entscheidender Durchbruch fiir
die Anwendung von CRISPR-Cas9 fiir die Genom-Editierung gelang im Jahr 2012, als die Arbeits-
gruppen um Emmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna die grundlegenden Mechanismen des
Systems entschliisselten und damit erstmalig strategisch anpassen konnten.

Die Liste der Erfolge und Potenziale, die sich durch die Anwendung der neuen Technologie er-
offnen, ist lang. In der Datenbank wissenschaftlicher Publikationen ,,Pub Med‘“? ist ein exponen-
tieller Anstieg wissenschaftlicher Publikationen, die in irgendeiner Weise die CRISPR/Cas Tech-
nologie mindestens erwédhnen, zu verzeichnen: Waren dies im Jahr 2013 noch 78 Publikationen,
findet man 2014 bereits 315; 2015: 716 und 2016: 1406 Verdffentlichungen. Ahnliche Ergebnisse
sind mit der Suche nach Begriffen wie ,,genome editing” festzustellen.

Gerade in der Pflanzenziichtung wird das Anwendungspotential vergleichsweise hoch einge-
schiitzt. Vor dem Hintergrund klimatischer Verinderungen und ernihrungsrelevanter Uberle-
gungen wird immer wieder von Seiten der Wissenschaft und der Offentlichkeit eine groBe
Chance fiir die zukiinftige globale Lebensmittelsicherheit durch die weitere Erforschung von ge-
nome editing in der Pflanzenziichtung betont. So stellen Armon Scheben und David Edwards in
einem Kommentar-Artikel in der Zeitschrift “Science” fest: ,,Genome-editing technologies such
as the CRISPRCas system show promise for helping to address these challenges, if the precision

1 Quelle und weitere Infomationen des Bundesinstituts fiir Risikobewertung BfR: : https://mo-
bil.bfr.bund.de/cm/343/fragen-und-antworten-zum-genome-editing-und-crispr-cas9.pdf [zuletzt abgerufen am
27. August 2018].

2 Internetverweis: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ [zuletzt abgerufen am 24. August 2018].
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of genome editing is improved and the technology is approved and accepted by regulators, pro-
ducers, and consumers.**

In der vorliegenden Arbeit wird nach der knappen Darstellung einiger Grundlagen auf den wis-
senschaftlichen Stand der Chancen und Risiken, die sich bei der Anwendung von Genom-Editie-
rung in der Pflanzenziichtung ergeben, eingegangen.

2.  Grundlagen
2.1. Gentechnik, Gentechnologie

Die Gentechnologie ist ein Teilgebiet der molekularen Genetik. Dabei werden Grundlagen und
praktische Anwendungen der Isolierung von Erbmaterial, deren Analyse und die gezielte Veran-
derung und Neukombination sowie die daraus resultierenden Signalkaskaden untersucht. Es
wird beispielsweise gentechnisches Material analysiert, verdndert, ggf. vermehrt und in andere
Zellen in oder auBerhalb von Organismen eingebracht.

2.2. Genetische Verdnderungen

In der Natur kommen spontan auftretende Verdanderungen des Erbguts vor, d.h. die Basensequenz
wird verdndert. Bei Tieren und Menschen konnen diese Mutationen Korperzellen betreffen und
werden daher nicht vererbt. Treten sie aber in den Keimzellen auf, werden sie den nachfolgen-
den Nachkommen weitergegeben. Die Mutationsrate ist vergleichsweise niedrig, kann aber bei-
spielsweise durch Chemikalien, Temperatur oder Strahlen deutlich erh6ht werden. Bei der Erkla-
rung von Tumorentstehungsprozessen spielen derartige Mutationen beispielsweise eine wichtige
Rolle. Wichtig ist zu bemerken, dass diese Verdnderungen nicht gezielt auftreten, erst durch ei-
nen nachfolgenden Selektionsprozess kénnen sich einzelne Verdnderungen als vorteilhaft oder
negativ erweisen (Beispiel: Sichelzellandmie). Demgegeniiber steht eine zielgerichtete Verdande-
rung des Erbguts an bestimmten Stellen, wie sie durch neue technologische Methoden wie die
Genscheren erfolgt. Hierbei kann eine Verdnderung gezielt und an einer vorher bestimmten Stelle
herbeigefiihrt werden. Prinzipiell konnten Verdnderungen auch durch Zufall erfolgen, die Wahr-
scheinlichkeit ist aber je nach Verdnderung derart niedrig, dass sie im Allgemeinen als ,,unmdg-
lich* bezeichnet wird.

Auch bei Pflanzen treten spontane, d.h. natiirlich verursachte, oder durch Mutagene induzierte
Verdnderung des Erbguts auf, die sich moglicherweise phdnotypisch* manifestieren. Ist die Muta-
tion nicht sinnvoll oder sogar nachteilig, werden die betroffenen Individuen weniger in der Lage
sein, sie weiterzugeben und dadurch wird die Mutation selten bleiben oder ganz verschwinden.
In der Pflanzenziichtung spielen die induzierten Verdnderungen eine herausragende Rolle. Hier-
bei werden Samen und Pollen den Mutagenen ausgesetzt. Allerdings gibt es auch sich vegetativ

3 Armin Scheben, David Edwards: Genome editors take on crops Genome editing technologies may help to en-
hance global food security; Science vom 17. Mérz 2017; VOL 355 ISSUE 6330.

4 Erscheinungsbild eines Organismus.



Wissenschaftliche Dienste WD 8 - 3000 -073/18 Seite 6

vermehrende Pflanzen; hierbei werden die entsprechenden Organe den Mutagenen ausgesetzt,
durch die die Vermehrung erfolgt (z.B. Steckreiser oder Knollen).?

2.3. Grundlegende Techniken

Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Dieses technische Verfahren wird zur schnellen Vervielfalti-
gung von Erbgut-Abschnitten eingesetzt. Es wird beispielsweise auch in der Kriminologie ver-
wendet (Erbgut-Isolierung aus Speichelresten, Blutresten und Haaren).

Sequenzierung: Bestimmung der Basensequenz-Abfolge in einem Erbgut-Molekdil.

Klonierung/Klonen: Als Klonierung bezeichnet man die Herstellung genetisch identischer Zellen
(Klone). Die identische Vermehrung ganzer Organismen wird hingegen zumeist als Klone be-
zeichnet.

Gen-Knockout: Hierunter versteht man das vollstdndige Abschalten eines Gens im Erbgut eines
Organismus. Dies wird zumeist dadurch erreicht, dass man mittels sogenannter homologer Re-
kombination gezielt einzelne Bereiche ,,ausschaltet”.

2.4. Genscheren

Eine Einfiihrung in die Thematik der Genomchirurgie findet sich in einem Aktuellen Begriff des
Deutschen Bundestags aus dem Jahr 2016.°

Wie bereits erwéhnt, stellt die zielgerichtete Korrektur von Genen bei der Gentherapie ein erheb-
liches Problem dar. Die Entdeckung eines bakteriellen Abwehrsystems fiithrte 2012 zur Veroffent-
lichung eines Mechanismus in Bakterien namens CRISPR/Cas9, das auch zur Genom-Editie-
rung/Genomchirurgie genutzt werden kann. Hiermit hat man eine ,,Genschere” in der Hand, mit
der man vergleichsweise einfach und prézise - gleichsam ,,chirurgisch” - das Erbgut gezielt durch
Ausschneiden und/oder Einfiigen verdndern kann. Allerdings kann man verfahrensbedingt hin-
terher nicht mehr ohne weiteres nachweisen, ob es sich um eine ,natiirliche* Erbgutverdanderung
(Mutation) handelt oder um eine gentechnologisch herbeigefiihrte Verdnderung. In kiirzester Zeit
wurde, wie bereits einleitend erwédhnt, die Methode weltweit angewandt und eine Fiille von Pub-
likationen zu gentechnischen Verdnderungen folgte. Fiir die Pflanzenziichtung ist auch die Me-
thodik der Oligonukleotid-gesteuerte Mutagenese wichtig. Allerdings ist die ODM nicht derart
bedeutend wie die Mutagenese mit Hilfe von Zinkfinger-Nukleasen oder TALEN und
CRISPR/Cas. Bei Durchfiihrung einer Mutagenes per ODM-Technik werden kurze Oligonukleo-
tide in die pflanzliche Zelle eingebracht. Nun ist es moglich, dass diese eine kleine Verdnderung
in einer Region im Genom hervorruft, die der eingebrachten Sequenz dhnelt. Allerdings ist die

5 Quelle: https://www.spektrum.de/lexikon/biologie/mutationszuechtung/44520 [zuletzt abgerufen am 15. Au-
gust 2018].
6 Steinhoff, C. und Winter A.: Genomchirurgie, Aktueller Begriff der Wissenschaftlichen Dienste des Deutschen

Bundestages, 01/16, vom 21. Januar 2016. Im Internet abrufbar unter: https://www.bundes-

tag.de/blob/403174/5ac5e95e76bb3baf20b0021990dda878/genomchirurgie-data.pdf [zuletzt abgerufen am 15.
August 2018].
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Effizienz, mit der eine DNA-Sequenz verdndert wird, beim CRISPR/Cas-Verfahren wesentlich ho-
her als bei dem ODM-Verfahren.

Grundlegend fiir die Entwicklung der CRISPR/Cas Technologie war die Entdeckung der Restrik-
tionsendonukleasen (Genscheren) vor mehr als 40 Jahren. Diese konnen gezielt Gene im Genom
eines Organismus verdndern. Spéater wurden als steuerbare Genscheren sogenannte Zinkfinger-
Nukleasen, TALENS (transcription activatorlike effector nucleases) und CRISPR-Cas9 (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats — CRISPR-associated proteins) entdeckt.

Wihrend Versuche zur Verdnderung von menschlichen Embryonen und der Eingriff in die
menschliche Keimbahn von einer deutlichem Mehrheit abgelehnt werden, ist das groB3e Poten-
zial, das die Methodik aufweist, nicht von der Hand zu weisen. So konstatieren die Autoren des
2015 erschienenen Dritten Gentechnologiebericht der Berlin-Brandenburgischen Akademie der
Wissenschaften”: "Die neuen Methoden versprechen effiziente, gezielte und damit besser kon-
trollierbare Erbgutverinderungen, als dies mit den bisherigen méglich war. Sie eroffnen neue
Dimensionen fiir die gesamte molekularbiologische Grundlagenforschung sowie die Anwen-
dung, inshesondere in der Pflanzenziichtung, der industriellen Biotechnologie und der Biomedi-
zin."®

Der Deutsche Ethikrat hat auf verschiedenen Veranstaltungen die ethischen Dimensionen des Ge-
nom-Editing beleuchtet. Die Jahrestagung 2016 war génzlich der Fragestellung der Anwendung
neuer gentechnologischer Methoden am Menschen gewidmet: ,, Zugriff auf das menschliche Erb-
gut. Neue Moglichkeiten und ihre ethische Beurteilung.“® Eine Diskussionsveranstaltung des
Deutschen Ethikrats im Februar 2017 stellte mit dem Titel die Frage: ,,Brauchen wir eine neue
Gentechnik-Definition? Naturwissenschaftliche, ethische und rechtliche Perspektiven der Regu-
lierung genom-editierter Pflanzen“.’ In diesem Zusammenhang duBerte sich der Priasident der
Leopoldina, Jorg Hacker: ,,Wir brauchen zeitnah eine gesetzliche Regelung, ob genom-editierte
Nutzpflanzen generell als gentechnisch veridnderte Organismen gelten sollen oder ob man eher
in Einzelfallbetrachtungen die spezifischen Eigenschaften der erzeugten Pflanzensorten einer
Risikobewertung unterzieht“ ''. Katja Becker, Vizepriasidentin der DFG sagt: ,,Wir wiinschen uns

7 Bernd Miiller-Réber, Nediljko Budisa, Julia Diekdmper, Silke Domasch, Boris Fehse, Jiirgen Hampel, Ferdinand
Hucho, Anja Hiimpel, Kristian K6chy, Lilian Marx-St6lting, Jens Reich, Hans-Jérg Rheinberger, Hans-Hilger
Ropers, Jochen Taupitz, Jorn Walter, Martin Zenke (Hrsg.): Dritter Gentechnologiebericht, Analyse einer Hoch-
technologie in Deutschland, Baden-Baden 2015, 476 S. ISBN 978-3-8487-0327-2, im Internet abrufbar unter:
http://www.bbaw.de/startseite-1/teaser/gentechnologiebericht [zuletzt abgerufen am 15. August 2018].

8 Ebd., Seite 13.

9 Quelle: http://www.ethikrat.org/veranstaltungen/jahrestagungen/zugriff-auf-das-menschliche-erbgut [zuletzt
abgerufen am 15. August 2018]

10 Quelle: http://www.ethikrat.org/dateien/pdf/tagung-14-02-2017-simultanmitschrift.pdf [zuletzt abgerufen am
15. August 2018]

11 Quelle: https://www.leopoldina.org/de/presse/pressemitteilungen/pressemitteilung/press/2463/ [zuletzt abgeru-
fen am 15. August 2018]
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eine sachliche Diskussion dariiber, ob die bisherige Betrachtung nicht mittlerweile obsolet ge-
worden ist und durch eine produktorientierte Sicherheitshewertung ersetzt werden sollte.“**

3. Potenziale und Risiken des Einsatzes von Genscheren in der Landwirtschaft

Wie schon angefiihrt ist die Anzahl der wissenschaftlichen Publikationen zum Thema Gene Edi-
ting in den vergangenen Jahren exponentiell angestiegen. Nachfolgend wird exemplarisch auf
drei aktuelle Ubersichtsartikel eingegangen, die sich mit der Thematik der Chancen und Risiken
in der Anwendung von ,,gene editing” im Bereich ,,crop sciences” beschaftigen:

- L. Arora, A. Marula: Gene Editing and Crop Improvement Using CRISPR-Cas9 System;
Front. Plant Sci., 8. November 2017; https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01932

- D.Jaganathan, K. Ramasamy, G. Sellamuthu, S. Jayabalan, G. Venkataraman: CRISPR for
Crop Improvement: An Update Review; Front Plant Sci. 2018; 17. Juli 2018; 9:985. doi:
10.3389/fpls.2018.0098

- S. B. Aglawe, K. M. Barbadikar, S. K. Mangrauthia; M. S. Madhav: New breeding tech-
nique “genome editing” for crop improvement: applications, potentials and challenges;
Biotech (2018) 8:336; 23. Juli 2018; https://doi.org/10.1007/s13205-018-1355-3

Zum Stand der Anwendung in der Pflanzenziichtung finden sich auch im ,,Wissenschaftlicher
Bericht zu den neuen Techniken in der Pflanzenziichtung und der Tierzucht und ihren Verwen-
dungen im Bereich der Erndhrung und Landwirtschaft” der Ressortforschungseinrichtungen
Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL); Bundesinstitut fiir Risiko-
bewertung (BfR); Thiinen-Institut (TI); Max Rubner-Institut (MRI); Friedrich Loffler-Institut (FLI)
und Julius Kiihn-Institut (JKI) von Juli 2017 umfangreiche Informationen.*?

Desweiteren hat das Osterreichische Bundesministerium fiir Gesundheit und Frauen (BMGF) im
Marz 2017 eine Darstellung zu ,,Grundlagen zur Bewertung neuer Techniken in der Pflanzen-
ziichtung: RNA-abhingige Techniken, Accelerated Breeding und CRISPR-Cas“ veroffentlicht.
Hierin wird primaér auf die Darstellung der unterschiedlichen Techniken eingegangen.**

12 Ebd.

13 Bartsch, D. et al.: Wissenschaftlicher Bericht zu den neuen Techniken in der Pflanzenziichtung und der Tier-
zucht und ihren Verwendungen im Bereich der Erndhrung und Landwirtschaft; {iberarbeitete Fassung vom
23.02.2018; Forschungsbericht BfR, insbesondere Seite 61 ff; https://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Down-

loads/06 Gentechnik/00 allgemein/Bericht Neue Zuechtungstechniken%2023-02-2018.pdf? blob=publica-
tionFile&v=9 [zuletzt abgerufen am 15. August 2018]

14 Bundesministerium fiir Gesundheit und Frauen (BMGF), Herausgeber: Grundlagen zur Bewertung neuer Tech-
niken in der Pflanzenziichtung: RNA-abhingige Techniken, Accelerated Breeding und CRISPR-Cas. Mérz 2017;
im Internet abrufbar unter: https://www.bmgf.gv.at/cms/home/attach-

ments/2/5/0/CH1052/CMS1493814297724/techniken pflanzenzuechtung kurz 20170323.pdf [zuletzt abgerufen
am 15. August 2018]
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3.1. Chancen

Nach einer detaillierten Einfithrung in die technologischen Details der modernen gene editing
Technologie bei Pflanzen wird in dem 2017 erschienenen Ubersichtsartikel ,,Gene Editing and
Crop Improvement Using CRISPR-Cas9 System* auf derzeit bereits erprobte und bevorstehende
Anwendungen in der Pflanzenziichtung eingegangen.’

Bislang seien die Mehrheit der Forschungsstudien im Bereich der CRISPR/Cas9-Technologie zu
Gen-Knockout'® oder Gen-Silencing’”"Mechanismen iiber NHE]*® durchgefiihrt worden. Dies sei
nicht der priziseste Mechanismus. Gene-Knock-in oder auch Genersatz-Strategien nach gezielter
Mutagenese liber HDR" zeigten vielversprechende Ergebnisse in Sdugetier- und Pflanzenzellen.
Aufgrund der niedrigen Effizienz und des schwierigen Transports der homologen Geber-Sequenz
in Pflanzenzellen war HDR relativ schwierig. Inzwischen gibt es mehrere effiziente Ansétze (Col-
lonnier et al., 2017; Humanes et al., 2017).2>- Genomische Studien an Holzgewiachsen sind wegen
der langen vegetativen Perioden, der geringen genetischen Transformationseffizienz und begrenz-
ten Anzahl an Mutanten schwierig. CRISPR/Cas9 wurde auch bei Algen, Bryophyten, Pterido-
phyten, etc. angewandt. Lebermoose stellen dabei gewissermallen einen Modellorganismus fiir
die Studien der Evolution von Landpflanzen dar. Derzeit liegt der Fokus der gezielten Anwen-
dung der CRISPR/CAS-Technologie bei Pflanzen in der ,,Verlust-einer-Funktion-* und ,,Funkti-
onsgewinnanalyse® einzelner Gene und der Identifizierung von Genmodulen und genetischer Ex-
pressionsuntersuchung. In der nachfolgenden Abbildung wird die Anwendung bereits etablierter
oder noch zu testender Anwendungen des CRISPR/Cas9-Systems verdeutlicht. Dabei hat mittler-
weile die Technologie die RNA-Interferenz (RNAi)**-Technologie ersetzt (die mit zahlreichen
Einschriankungen verbunden war). Die Entwicklung der gleichzeitigen Expression von sog. ,,mul-

15 Seite 13f in: L. Arora, A. Marula: Gene Editing and Crop Improvement Using CRISPR-Cas9 System; Front. Plant
Sci., 8.November 2017; https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01932 [zuletzt abgerufen am 15. August 2018].

16 Vollstdndiges Ab-/Ausschalten eines Gens im Genom eines Organismus.

17 Hemmung des Ablesens (Transkription) einer genetischen Information von der DNA auf die mRNA (Boten-RNA
gewissermalen als Vermittler zwischen Erbsubstanz und dem Funktion ausiibendem Protein) oder der nachfol-
genden Ubersetzung (Translation) der auf der mRNA gespeicherten Information in ein Protein.

18 Non-homologous end joining (NHE]): Spezifischer Vorgang, der Doppelstrangbriiche in der DNA repariert. Mit-
tels NHE]J werden Gene gezielt inaktiviert.

19 Homology directed repair (HDR): Doppelstrangbruch-Reparatur, mittels derer ein gezieltes Einfiigen definierter
Mutationen oder ganzer DNA-Abschnitte ins Genom méglich ist.

20 Collonnier, C., DebasT, A. G., Maclot, F., Mara, K., Charlot, F., and Nogue, F. (2017). Towards mastering
CRISPR-induced gene knock-in in plants: survey of key features and focus on the model Physcomitrella patens.
Methods 121-122, 103—117. doi: 10.1016/j.ymeth.2017.04.024; Humanes, J. G., Wang, Y., Liang, Z., Shan, Q.,
Ozuna, C. V., and Sainchez-Leoin, S. (2017). High-efficiency gene targeting in hexaploid wheat using DNA repli-
cons and CRISPR/Cas9. Plant J. 89, 1251-1262. doi: 10.1111/tpj.13446 [zuletzt abgerufen am 15. August 2018].

21 Die RNA-Interferenz ist ein ,,Abschalt“-Mechanismus in den Zellen von Lebewesen mit einem Zellkern (Eukary-
oten), welcher der zielgerichteten Abschaltung von Genen dient.
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tiple guide RNAs* (sgRNAs) im CRISPR/Cas9 System erlaubt eine "Multiplex-Genombearbei-
tung." Hierdurch konnen Multiplex-Gen-Knockouts* erzeugt werden. Es wurde auch zur Erzeu-
gung chromosomaler Deletionen in Arabidopsis, Nicotiana benthamiana etc. angewandt.

Quelle: Seite 14 in L. Arora, A. Marula: Gene Editing and Crop Improvement Using CRISPR-Cas9
System; Front. Plant Sci., 8.November 2017; https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01932

Eine Beispielliste fiir Pflanzen, die mittels CRISPR/Cas9 resistent gegeniiber spezifischen Krank-
heiten sind, findet sich in der nachfolgenden Liste:

22 D. h. mehrere Gene gleichzeitig.
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Quelle: Seite 13 in: L. Arora, A. Marula: Gene Editing and Crop Improvement Using CRISPR-Cas9
System; Front. Plant Sci., 8.November 2017; https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01932.

Im Juli 2018 ist ein Ubersichtsartikel mit dem Titel ,,CRISPR for Crop Improvement: An Update
Review" erschienen.?® In der Einleitung des Artikel heilit es, nach verschiedenen Studien, die
prinzipiell eine Durchfiihrbarkeit und Anwendung von CRISPR/Cas in Kulturpflanzen belegten,
seien mehrere modifizierte Cas9-Regionen in Kulturpflanzen eingesetzt worden, um die Zielspe-
zifitdat zu verbessern und die Off-Target-Spaltung zu reduzieren (z.B. Nmcas9, Sacas9 und
Stcas9). Dariiber hinaus habe die Verfiigbarkeit von Cas9-Enzymen aus weiteren Bakterienarten
die Moglichkeit eroffnet, die Spezifitdt und Effizienz von Genbearbeitungsmethoden zu erhéhen.
In ihrem Artikel werden die in der Pflanzen-Biotechnologie zur Verfiigung stehenden Optionen
basierend auf der CRISPR7Cas Technologie zusammengefasst und einzelne Studien angefiihrt,

23 D. Jaganathan, K. Ramasamy, G. Sellamuthu, S. Jayabalan, G. Venkataraman: CRISPR for Crop Improvement: An
Update Review; Front Plant Sci. 2018; 17. Juli 2018; 9:985. doi: 10.3389/fpls.2018.0098 [zuletzt abgerufen am
15. August 2018].
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die sich mit der Erhéhung von biotischer und abiotischer Stresstoleranz beschéftigen. Diese be-
reits durchgefiihrten Studien werden in einer Tabelle zusammengefasst:

Quelle: Seite 9 in: D. Jaganathan, K. Ramasamy, G. Sellamuthu, S. Jayabalan, G. Venkataraman:
CRISPR for Crop Improvement: An Update Review; Front Plant Sci. 2018; 17. Juli 2018; 9:985.
doi: 10.3389/fpls.2018.0098

Die Autoren schlieBen ihre Ausfiihrungen mit der folgenden Einschédtzung: Neue Ziichtungstech-
niken ermoglichen den Wissenschaftlern, priaziser und schneller die gewiinschten Eigenschaften
in eine Pflanze einzubringen als herkémmliche Zucht. Die CRISPR/Cas9-basierte Methodik ist
dabei eine grundlegende bahnbrechende Technik. In der Zukunft werden Genom-editierende
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Werkzeuge in Hinblick auf die Verbesserung der Ernte, Ertragssteigerung, Nahrwertanpassung
und Krankheitsbekdmpfung ein bedeutendes Anwendungsfeld sein. In den vergangenen fiinf Jah-
ren wurden die Methoden in vielen Ldandern mit Blick auf Pflanzensysteme fiir funktionelle Stu-
dien und die Bekdmpfung von biotischen und abiotischen Belastungen sowie zur Verbesserung
anderer wichtiger agronomischer Eigenschaften eingesetzt. Obwohl bereits mehrere Anderungen
an dieser Technologie zur Effizienzsteigerung vorgenommen wurden, miissen die Techniken wei-
ter verbessert werden. Dennoch, so prognostizieren die Autoren, werde die CRISPR/Cas9-basierte
Genombearbeitung an Popularitdt gewinnen und eine essentielle Technik darstellen, um das
»,Null-Hunger-Ziel“ zu erreichen und dem Wachstum der menschliche Bevolkerung zu begeg-
nen.*

Auch in einer ebenfalls im Juli 2018 erschienenen Arbeit mit dem Titel ,,New breeding technique
“genome editing” for crop improvement: applications, potentials and challenges“* wird das Po-
tenzial neuer Zuchttechniken betont: ,, Trotz enormer Erfolge in der Pflanzenziichtung und Trans-
genese zur Verbesserung der ertragsrelevanten Eigenschaften bei Kulturpflanzen gab es immer
wieder Einschrdankungen vor allem bei der Spezifitdt der genetischen Verdnderungen und der
Unvertrédglichkeit der Wirtsarten. Neue Ziichtungstechniken gewinnen derzeit weltweit an Be-
deutung. Unter diesen Techniken stellt das Gene Editing mit Hilfe von zielgerichteter Nukleasen
eine wichtige Technik dar, mittels derer bisherige Einschrankungen der klassischen Ziichtung
und Transgenese iiberwunden werden konnen“.? In einer Tabelle werden potenzielle Zielgene
fiir die Genom-Editierung in einigen ausgewéhlten Nutzpflanzen wiedergegeben:

24 Ubersetzung durch die Autorin der vorliegenden Arbeit.

25 S. B. Aglawe, K. M. Barbadikar, S. K. Mangrauthia; M. S. Madhav: New breeding tech-nique “genome editing”
for crop improvement: applications, potentials and challenges; Biotech (2018) 8:336; 23. Juli 2018;
https://doi.org/10.1007/s13205-018-1355-3 [zuletzt abgerufen am 15. August 2018].

26 Ubersetzung durch die Autorin der vorliegenden Arbeit.
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Quelle: Seite 12 in: S. B. Aglawe, K. M. Barbadikar, S. K. Mangrauthia; M. S. Madhav: New breed-
ing tech-nique “genome editing” for crop improvement: applications, potentials and challenges;
Biotech (2018) 8:336; 23. Juli 2018; https://doi.org/10.1007/s13205-018-1355-3.

Die Autoren gehen auch auf derzeitig bestehende Probleme bei der Anwendung der Gen-Editie-
rungstechnologie ein:*’

- Die Wahrscheinlichkeit, Doppelstrangbriiche und eine nachfolgende Reparatur an beiden
Gen-Orten einer Zielregion zu erhalten, ist bei diploiden Pflanzenarten geringer als bei po-
lyploiden. Bei polyploiden Pflanzen ist der Zielort in mehr als zwei Exemplaren vorhan-
den, in einem solchen Zustand ist es schwieriger, eine homozygote Pflanze fiir einen ver-
dnderten Ort zu erhalten. Um eine homozygote Pflanze fiir alle Zielorte zu erhalten, muss

27 Seite 16 in: S. B. Aglawe, K. M. Barbadikar, S. K. Mangrauthia; M. S. Madhav: New breeding tech-nique “ge-
nome editing” for crop improvement: applications, potentials and challenges; Biotech (2018) 8:336; 23. Juli
2018; https://doi.org/10.1007/s13205-018-1355-3 [zuletzt abgerufen am 15. August 2018].
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nach dem Gene-Editing-Experiment eine groe Anzahl von Pflanzenpopulationen unter-
sucht werden. Hierbei ist es wichtig, Einrichtungen fiir die Hochdurchsatz-Phénotypisie-
rung zu entwickeln, um die Phénotypen von gene-edited Linien zu bewerten.

- Es muss an der Effizienz der Einbringung des genetischen Materials mindestens in wich-
tige Nutzpflanzen gearbeitet werden.

- Eine weitere Herausforderung im Zusammenhang mit der Toxizitét fiir Zellen besteht in
off-target?® Doppelstrangbriichen, was den umfassenden Einsatz von Nuklease Targeting-
Systemen in Pflanzen verhindert.

- Desweiteren plddieren die Autoren dafiir, sogenannte ,,pooled CRISPR libraries“* einzu-
richten, die fiir Pflanzenarten bislang nicht existierten. Mindestens fiir Modell-Pflanzen
wire diese eine wertvolle Ressource.

3.2. Risiken/ Unbeabsichtigte Effekte
3.2.1. Off-Target Effekte

Sogenannte Off-Target-Effekte werden am héufigsten erwdhnt, wenn es um die Diskussion unbe-
absichtigter Effekte geht. Off-Target-Effekte sind im Zuge der Anwendung eines Genom-Editing-
Verfahrens Auswirkungen, die nicht an der beabsichtigten Zielposition innerhalb des Genoms
auftreten. Oftmals liegt es daran, dass diese Region eine vergleichsweise groBe Ahnlichkeit mit
der Zielregion aufzeigt. Entstandene Mutationen kénnen mittels sequenzspezifischer PCR (Poly-
merase Chain Reaction, siehe oben) oder auch durch vollstindige Sequenzierung detektiert wer-
den. Letzteres ist bei hoheren Organismen sehr aufwéndig. ,,Bei Verfahren zur Detektion von Off-
target-Mutationen durch Genom-Editierung ist anzumerken, dass nur gezielt in Sequenzen ge-
sucht wird, die sehr dhnlich zur Zielsequenz sind. Um diese Off-target-Orte zu bestimmen, wer-
den bioinformatische Vorhersageprogramme genutzt. Diese eignen sich gleichermalen fiir Tiere,
Pflanzen und Mikroorganismen.“*® Zu Off-targeting in Pflanzen wird im Bericht ,,Wissenschaftli-
cher Bericht zu den neuen Techniken in der Pflanzenziichtung und der Tierzucht und ihren Ver-
wendungen im Bereich der Erndhrung und Landwirtschaft” festgestellt:

,Bei Pflanzen wurden Off-target-Effekte nur in Sequenzen gefunden, die wenige abweichende Ba-
sen von der Zielsequenz aufweisen und auch nur dann, wenn diese nicht in der Kernregion der
Zielsequenz liegen. Bezogen auf die GenomgroBe betréagt die Off-target-Rate beim CRISPR/Cas9
Verfahren z.B. in Reis in einer Sequenz, die sich nur durch eine Base von der Zielsequenz unter-
scheidet, ca. 3x10. In diesem Fall konnte ein Off-target-Ereignis detektiert werden, das in 10 %
der Sequenzierungen dieser spezifischen Off-target-Sequenz auftrat. Dieser sehr geringe Anteil

28 Zu Off-Target-Effekten siehe Kapitel 3.2.1.

29 Sog. pooled CRISPR libraries bestehen aus Tausenden Plasmiden (auBerhalb der Chromosomen vorkommender
Erbtrdger in Bakterien), die jeweils mehrere gRNAs (Leit-RNAs, engl. fiir guide RNA) fiir jedes Zielgen enthal-
ten. In einem CRISPR-Screening-Experiment werden Zielzellen mit der gepoolten Bibliothek behandelt, um eine
Population von Mutantenzellen zu erzeugen, die dann auf einen interessanten Phéanotyp untersucht werden.

30 Seite 21 in: Bartsch, D. et al.: Wissenschaftlicher Bericht zu den neuen Techniken in der Pflanzenziichtung und
der Tierzucht und ihren Verwendungen im Bereich der Erndhrung und Landwirtschaft; iiberarbeitete Fassung
vom 23.02.2018; Forschungsbericht BfR; https://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/06 Gentech-

nik/00 allgemein/Bericht Neue Zuechtungstechniken%2023-02-2018.pdf? blob=publicationFile&v=9 [zuletzt
abgerufen am 15. August 2018]
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wird sich mit verbesserten oder praziseren DNA-Nukleasen noch weiter reduzieren, z. B. durch
Nickasen, HF-SpCas9, eCas9 oder auch Cpfl. Beim TALEN-Verfahren konnten in einer Studie
neben der erwarteten Mutation noch drei weitere Deletionen identifiziert werden. Diese befanden
sich in Bereichen, die keine Ahnlichkeiten zur Zielsequenz aufweisen. Da die Pflanzen in dieser
Studie allerdings Zellkulturpassagen durchliefen, bei denen weitere Mutationen auftreten kon-
nen, war die Ursache der Deletionen nicht zu ermitteln. Bei ZFN-Verfahren konnten in Pflanzen
bisher keine Off-target-Effekte gezeigt werden. Allerdings ist die Datenlage fiir TALENs und ZFNs
deutlich geringer als bei CRISPR/Cas9. In einigen Fillen wurde das gesamte Genom von Pflanzen
mittels whole genome sequencing (WGS) sequenziert, um Off-target-Effekte aufzuzeigen, die
nicht vorhergesagt wurden. Bisher wurden in keiner dieser Studien Off-target-Effekte detektiert,
die eindeutig der verwendeten Technik zugeschrieben werden konnten. Fiir ODM gibt es bisher
keine veroffentlichten Daten zur Off-target-Rate, sie sollte aber auf der verwendeten Technik
(kein DNA-Bruch) und des DNA-Reparaturmechanismus (Fehlpaarungsreparatur) im Bereich un-
ter 1 % liegen bezogen auf die Sequenzen, an die das Oligonukleotid {iberhaupt binden kann.
Beim Base Editing unter Verwendung eines inaktiven Cas9 Proteins mit kombinierter Cytosin-
Deaminase kann es zu Off-target-Effekten im beschriebenen Fenster von fiinf Nukleotiden kom-
men. Dieses passiert, und zwar genau dann, wenn es auch zur Off-target-Bindung von Cas9
kommt. Da diese Technik bei Pflanzen bisher selten zum Einsatz kam, kann iiber die absolute
Off-target-Rate derzeit keine Aussage getroffen werden. Daten aus Escherichia coli deuten aller-
dings darauf hin, dass zusétzliche Off-target-Effekte moglich sind (Yang et al., 2016). Die in die-
ser Studie untersuchte Deaminase (Activation Induced Deaminase, AID) zeigte genomweit eine
erhohte Rate an Cytosin-Deaminierung und dies unabhéngig von den Fusionsproteinen (Zinkfin-
ger und TALE), die fiir die Zielsequenzerkennung verwendet wurden.“?**

3.2.2. Verbleiben von sgRNA-Cas9 Expressionskassette®” in der modifizierten Pflanzen

Die sgRNA (engl. fiir ,,single guide“ RNA) ist ein kiinstlich hergestelltes RNA-Molekiil, durch das
im CRISPR/CAS System das Cas9-Molekiil sequenzspezifisch an seinen Zielort geleitet wird. Das
zur Modifikation in die Pflanze eingebrachte Material konnte in der Pflanze verbleiben.*

3.3. Zum Nachweis des Einsatzes von Genscheren

Seit Juli 2017 liegt der ,,Wissenschaftlicher Bericht zu den neuen Techniken in der Pflanzenziich-
tung und der Tierzucht und ihren Verwendungen im Bereich der Erndhrung und Landwirtschaft”
der Ressortforschungseinrichtungen Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicher-
heit (BVL); Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR); Thiinen-Institut (TI); Max Rubner-Institut

31 Seite 22+23 ebd.

32 DNA-Segment, das fiir die Herstellung einer RNA verantwortlich ist. Eine solche ,Kassette“ besteht aus ver-
schiedenen Elementen, z. B Promotor (essentiell fiir den Start der Transkription von DNA in RNA) und protein-
codierende Region u.a.

33 Siehe hierzu: Seite 10 in: https://www.bmgf.gv.at/cms/home/attach-

ments/2/5/0/CH1052/CMS1493814297724/techniken pflanzenzuechtung kurz 20170323.pdf [zuletzt abgerufen
am 15. August 2018]
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(MRI); Friedrich Loffler-Institut (FLI) und Julius Kiihn-Institut (JKI) vor.** Hiermit sollte eine fun-
dierte Beurteilungsbasis geméD ,,Griinbuch Erndhrung, Landwirtschaft, Landliche Rdume* vom
Dezember 2016 des Bundesministeriums fiir Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) geschaffen
werden.

Hierin heilBit es hinsichtlich der Identifizierbarkeit genomeditierter Organismen: ,,Bei der Analy-
tik von Proben sind zwei Szenarien zu unterscheiden: Der Nachweis der Verdnderung kann auf
Grundlage vorheriger Kenntnis der Modifikation und der angrenzenden Nukleotidsequenzen

(z. B. auf Grundlage von Informationen des Entwicklers, aus Publikationen, Patentschriften etc.)
zielgerichtet erfolgen. In diesem Fall wird im Folgenden von zielgerichtetem Nachweis gespro-
chen. Erfolgt der Nachweis der genetischen Verdnderungen dagegen ohne die vorherige Kenntnis
der Modifikation und der angrenzenden Nukleotidsequenzen, ist im Folgenden der nicht-zielge-
richtete Nachweis gemeint. [...] Ohne geeignete Referenz sind der Nachweis genetischer Unter-
schiede und die Identifizierung des genomeditierten Organismus nicht moglich. Basierend auf
den gefundenen genetischen Unterschieden miissen bioinformatische und statistische Analysen
genutzt werden, um Abschdtzungen zu ermdglichen, ob diese Unterschiede mit grofer Wahr-
scheinlichkeit technologiebedingte genetische Verdnderungen sind.“*

* k%

34 Bartsch, D. et al.: Wissenschaftlicher Bericht zu den neuen Techniken in der Pflanzenziichtung und der Tier-
zucht und ihren Verwendungen im Bereich der Erndhrung und Landwirtschaft; {iberarbeitete Fassung vom

23.02.2018; Forschungsbericht BfR; https://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/06 Gentechnik/00 allge-

mein/Bericht Neue Zuechtungstechniken%2023-02-2018.pdf? blob=publicationFile&v=9 [zuletzt abgerufen
am 15. August 2018]

35 Ebd. Seite 47.



