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‘ SCHWERPUNKT

Uber die wissenschaftlichen Grundlagen der
neuen Gentechnikverfahren

In den letzten Jahren sind neue molekularbiologische Verfahren ent-
wickelt worden, die es Wissenschaftlerinnen erlauben, das Erbgut von
Organismen (Pflanzen, Tieren, menschlichen Zellen) weitreichender als
mit bisherigen Gentechnikverfahren zu verandern. Diese neuen Gen-
technikverfahren werden unter dem Sammelbegriff Genome Editing
zusammengefasst und schlieBen molekularbiologische Verfahren ein,
die gezielte Veranderungen im Erbgut von Zielorganismen erméglichen.
Dabei bricht Genome Editing bisherige Grenzen der Pflanzenzucht auf
und ermdéglicht die Herstellung von genetischen Kombinationen, die
sowohl durch spontan auftretende Mutationen als auch mit bisherigen
Mutagenese-Verfahren nur sehr unwahrscheinlich umsetzbar waren.
Gekoppelt an die rasante Weiterentwicklung dieser Verfahren sollten
solche Organismen auf eventuell auftretende, ungewollte Nebeneffekte

untersucht werden.

IESE GENOME Editing-Verfah-

ren finden Anwendung in der

Grundlagenforschung, in der
medizinischen Forschung und in
der Tier- und Pflanzenziichtung. Sie
schlieflen unter anderem die soge-
nannten ortsgerichteten Nuklease-
Verfahren (SDN) ein. Das jingste
dieser SDN-Verfahren, das CRISPR/
Cas-System, wird von Wissenschaft-
lerInnen in einem rasanten Tempo
weiterentwickelt und ist als Standard-
verfahren in den Laboren der Welt
langst angekommen. Seit der ersten
Beschreibung der CRISPR/Cas-
Methode im Jahre 2012 ist die Zahl
der Veroffentlichungen, in denen die
Anwendung und Weiterentwicklung
dieser neuen Technik beschrieben
wird, enorm angestiegen.

CRISPR/Cas — prazise Schnitte

im Erbgut

Urspriinglich stammt das CRISPR/
Cas-System aus Bakterien und dient
diesen als Immunsystem gegen Vi-
rusinfektionen. Die Bakterien ,,spei-
chern® nach einer viralen Infektion
kleine DNA-Stiicke des Virus in ihrem
eigenen Erbgut und kénnen bei einer
ernecuten Infektion diese nutzen, um
das eingedrungene virale Erbgut zu
erkennen und mit einem Enzym (der
Genschere Cas) zu zerschneiden. Die
einzelnen Komponenten wurden von
WissenschaftlerInnen aus ihrem na-
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tiirlichen Kontext herausgeldst und
fiir die biotechnologische Anwen-
dung in menschlichen, tierischen und
pflanzlichen Zellen angepasst.

Das neue Lieblingswerkzeug der
Biotechnologie CRISPR/Cas be-
steht aus einer Erkennungskompo-
nente (ein kleines Stiick RNA, die
sogenannte ,Guide RNA"), die einen
Bereich des Erbgutes gezielt erkennt
und bindet, sowie einer Schneidekom-
ponente, die eigentliche Genschere
Cas, die innerhalb der Zielsequenz
der DNA schneidet. Die Erkennungs-
komponente wird von Wissenschaft-
lerInnen am Computer entworfen
und dann synthetisch hergestellt. Ge-
meinsam mit der Genschere wird die
Guide RNA in den Zielorganismus
eingeschleust und spiirt den Zielbe-

reich auf dem Erbgut auf. Die Guide
RNA geht eine Wechselwirkung mit
diesem Bereich ein und bringt damit
die Genschere an der gewiinschten
DNA-Sequenz zum Schneiden. Bei
diesem Vorgang entsteht ein Bruch
im DNA-Doppelstrang, der von der
Zelle als Schaden erkannt wird und
zur Aktivierung von zelleigenen Re-
paraturmechanismen fiihrt.

Dieser DNA-Doppelstrangbruch
kann dabei tber 2 verschiedene Re-
paraturmechanismen repariert wer-
den: entweder durch die sogenannte
,Non-homologous-end-joining*-Re-
paratur (NHE]) oder die ,Homolo-
gy-directed“Reparatur (HDR). Das
bietet den WissenschaftlerInnen 2
unterschiedliche Méglichkeiten, das
Erbgut ihrer Zielorganismen umzu-
schreiben. Die NHE]J-Reparatur wird
unmittelbar nach dem Auftreten des
DNA-Schadens aktiv, um den DNA-
Bruch schnellstméglich wieder zu
schliefen. Die Reparaturproteine ar-
beiten nicht immer ganz genau und
sind fehleranfillig: Sie konnen zum
einen den Ursprungszustand wieder-
herstellen oder kleine Veranderun-
gen in die DNA-Sequenz einbauen.
So kénnen einzelne Basenpaare, die
Buchstaben der DNA, an der Zielse-
quenz ausgetauscht, eingefligt oder
entfernt werden. Die Art der herbeige-
fithrten Veranderungen kann auf die-

Technische Entwicklungen sind oft schneller als politische Rahmengebung. Eine angemesse-
ne Vorsorge und Risikopriifung ist jedoch zwingend notwendig.
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https://www.flickr.com/photos/nasamarshall/33350284091/ 

sem Wege nicht vom Wissenschaftler
oder der Wissenschaftlerin vorher
festgelegt werden, er oder sie muss
sich die gewiinschten Verinderungen
nach dem Experiment aus den behan-
delten Zellen heraussuchen. Uber
die Aktivierung der HDR-Reparatur
konnen grofiere oder kleinere DNA-
Sequenzen gezielt in die Zielsequenz
eingebaut werden. Hierfiir werden im
Labor kurze DNA-Stiicke hergestellt,
die als Reparatur-Vorlagen dienen.
Die DNA-Stiicke werden zusammen
mit dem CRISPR/Cas-System in die
Zelle eingeschleust und stimmen mit
dem Zielbereich der DNA bis auf
die gewiinschte Verinderung tber-
ein. Die HDR-Reparatur erkennt die
Ubereinstimmung der Reparatur-
Vorlage mit der Zielsequenz und baut
diese in das Erbgut ein.

Weitreichende Veranderungen

im Erbgut

Mit der CRISPR/Cas-Technik ver-
vielfaltigen sich die Moglichkei-
ten, Verainderungen am Erbgut von
Pflanzen und Tieren vorzunehmen.
Damit kénnen Gene an- oder ausge-
schaltet, in ihrer Wirkung verandert,
entfernt, anders abgelesen oder ganz
neue Gene in das Erbgut eingefiigt
werden. All das ldsst sich mit Hilfe
dieser neuen Gentechnik schnell, ef-
fektiv und relativ kostengiinstig um-
setzen. Dabei kann mit CRISPR /Cas
die Umgestaltung des Erbguts viel
prdziser und zielgerichteter durch-
gefithrt werden, als es mit anderen
Biotechnologien bisher moéglich war.

Dass CRISPR/Cas ein so michti-
ges Instrument darstellt, ist auf sei-
ne Wirkungsweise zuriickzufiihren:
Mit Hilfe der Guide RNA kann die
Genschere jede zu ihr passende Ziel-
sequenz auffinden. Das ist besonders
relevant in Organismen wie Pflan-
zen, die ein redundantes Erbgut be-
sitzen. Das bedeutet, dass sie hiufig
mit einem vervielfachten Chromoso-
mensatz und einer hohen Anzahl an
Genkopien ausgestattet sind.

Hier bringt CRISPR/Cas einen
grofien Vorteil mit sich: Der Kom-
plex der Genschere unterscheidet
nicht, welche Gen-Kopien geschnit-
ten werden. Ist die Zielsequenz zu-
ganglich, bindet und schneidet der
CRISPR/Cas-Komplex diese und
sucht anschliefiend weiter. Wird der
herbeigefithrte DNA-Schaden kor-
rekt repariert, also der Ausgangszu-
stand wiederhergestellt, dann kann
erneut gebunden und geschnitten
werden.

Das bedeutet, dass mit einer ein-
zigen Guide RNA alle Bereiche des
Erbguts verandert werden koénnen,
die zu dieser einen Guide RNA pas-
sen. Nach einer gewissen Zeit werden
die Guide RNA und die Genschere
von der Zelle abgebaut und der Wis-
senschaftler/die Wissenschaftlerin
kann sich die eine Zelle heraussu-
chen, bei der die gewtinschte Anzahl
an Gen-Kopien verandert wurde.

Der flexible Aufbau des CRISPR/
Cas-Systems kann noch weitreichen-
der eingesetzt werden: Zusammen
mit der Genschere konnen mehrere
verschiedene Guide RNAs mit in die
Zelle eingebracht werden und damit
dann unterschiedliche Bereiche des
Erbguts verandert werden. Bei die-
sem als ,Multiplexing‘ bezeichneten
Einsatz von CRISPR kénnen wiede-
rum auch alle Gen-Kopien auf einmal
verdndert werden.

Ziichterische Grenzen aufgebrechen
Es zeigt sich immer mehr und mehr,
dass WissenschaftlerInnen mit CRIS-
PR/Cas neue genetische Kombinati-
onen im Erbgut von Pflanzen und
Tieren bewirken kénnen, die in dieser
Form auf natiirlichem Wege nur sehr
unwahrscheinlich entstehen!. So kén-
nen etwa nattrliche Reparaturprozes-
se innerhalb der Zelle umgangen wer-
den, die unter normalen Umstinden
aktiv werden, um DNA-Schiden in
bestimmten Bereichen zu reparieren
und das dortige Auftreten von Mu-
tationen zu verhindern. Mit seiner
charakteristischen, wiederholbaren
,Suchen-Schneiden’-Funktion kann
CRISPR/Cas diese Schutzfunktion
der Zellen torpedieren und auch an
solchen Stellen im Erbgut Verande-
rungen bewirken.

Ein hiufiges Problem in der Pflan-
zenzucht stellen genetisch gekoppel-
te Gene dar. Diese Gene werden nur
sehr selten getrennt voneinander ver-
erbt und gemeinsam an die nidchsten
Generationen weitergegeben. Gene
im Erbgut der Tomate werden bei-
spielsweise zu einem grofien Anteil
genetisch gekoppelt vererbt. Die
Gerste ist ein weiteres Beispiel fir
dieses genetische Phinomen, das
auch ,Linkage Drag’ genannt wird.
So kann es passieren, dass die Ent-
kopplung bestimmter Gene einen po-
sitiven Effekt auf die Ziichtung haben
kann. Der Einsatz von CRISPR/Cas
in der Pflanzenzucht macht nun auch
dies schnell und einfach moéglich.
In der Summe stehen den Wissen-
schaftlerInnen und ZiichterInnen mit
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CRISPR/Cas nun Méglichkeiten zur
Verfiigung, das Erbgut von Zielorga-
nismen nach Belieben umzugestalten
und in der Summe neue genetische
Kombinationen zu erschaffen.

Risikopriifung muss Pflicht sein

So wurde bereits ein Weizen entwi-
ckelt, der einen reduzierten Gluten-
Gehalt besitzt, was durch den Einsatz
von 2 Guide RNAs und das damit
gezielte, gleichzeitige Ausschalten
von 35 aus 45 Gliadin-Genkopien
umgesetzt wurde. Ein weiteres Bei-
spiel kommt aus der Tomate, bei der
durch den Einsatz von mehreren Gui-
de RNAs die Anzahl, die Gréfle und
die Form der Friichte, die Inhaltsstof-
fe und die Wuchsform der Pflanze
verdndert wurden.?

Auch einem Laien wird an die-
sen Beispielen bewusst, dass solche
genomeditierten Pflanzen einer aus-
reichenden Risikopriifung unterzo-
gen werden miissen, bevor sie fir
den menschlichen Verzehr und das
Ausbringen in die Natur zugelassen
werden. Die Risikobewertung sollte
zum einen den gentechnischen Ein-
griff mit eventuell auftretenden, un-
gewollten Nebeneffekten tiberpriifen
und zum anderen die neu geschaffe-
nen genetischen Eigenschaften bzw.
Kombinationen mehrerer neuer
Eigenschaften untersuchen. Dabei
sollten 6kologische Fragestellungen
unbedingt beriicksichtigt werden.®
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