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Die neuen Gentechnikverfahren
Eine Bewertung aus naturwissenschaftlicher Sicht

von Katharina Kawall

In den letzten Jahren sind neue molekularbiologische Verfahren entwickelt worden, die viel tiefere
und weitergehende Eingriffe in das Erbgut erlauben, als die bisherige Gentechnik. Mit diesen Ver-
fahren sind sowohl kleine Verdnderungen, die dann auch mehrfach hintereinander oder parallel
durchgefiihrt werden kénnen, aber auch das Einfiigen und L6schen von Gensequenzen bis hin zum
Umbau von Genen mdéglich. Diese neuen Gentechnikverfahren werden unter dem Begriff »Geno-
me Editing« zusammengefasst. Das berlihmteste und aktuell am héufigsten verwendete Verfahren
heiBBt CRISPR/Cas. Lange Zeit wurde diskutiert, ob die neuen Verfahren als Gentechnik einzustufen
sind. Das hat der Europdische Gerichtshof (EuGH) mit seinem Urteil vom 25. Juli 2018 nun gekldrt:
Die neuen Verfahren des Genome Editing sind Gentechnik und miissen auch nach dem Gentech-
nikrecht reguliert werden. Wie aber funktionieren die neuen Gentechnikverfahren? Was kénnen sie?
Welche Nebeneffekte gibt es? Wie unterscheiden sie sich von dlteren Mutagenesetechniken? Darauf

gibt dieser Artikel Antworten aus wissenschaftlicher Perspektive.

Um die neuen Gentechnikverfahren in der Zucht von
Pflanzen (und Tieren) besser verstehen und bewerten
zu konnen, gilt es zunéchst auf bisherige Zuchtverfah-
ren einzugehen, die ohne Gentechnik arbeiten. In der
Pflanzenzucht ist es vor allem das Mutageneseverfah-
ren, das an ganzen Pflanzen oder Samen angewendet
wird, um Sorten zu entwickeln, die neue und verbes-
serte Eigenschaften haben.

Mutationen in Natur und Zucht

Mutationen der DNA treten natiirlicherweise bei al-
len Lebewesen auf und kénnen durch duflere Umwelt-
einfliisse wie Strahlung (z.B. UV-Licht) oder durch
bestimmte Substanzen (z.B. Umweltgifte) ausgelost
werden. Auch durch Fehler innerhalb der Zelle kon-
nen Mutationen hervorgerufen werden. Nicht alle
neu entstandenen Mutationen bleiben erhalten, da es
zelluldre Reparaturmechanismen gibt, die eine falsche
Base oder einen Schaden an der DNA erkennen und
reparieren konnen. Durch Mutationen kénnen in ei-
nem Individuum neue Eigenschaften entstehen, die
negativ oder positiv fiir den Organismus sein kénnen.
So haben manche Mutationen eine krankmachen-
de Wirkung, wie z.B. beim Menschen Mutationen
des CFTR-Gens (cystic fibrosis transmembrane con-
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ductance regulator) Mukoviszidose, eine genetisch
bedingte Stoffwechselkrankheit, auslosen oder eine
Punktmutation des p-Globin-Gens die Auspragung
von Sichelzellenandmie bewirkt. Treten durch Muta-
tionen jedoch positive neue Eigenschaften fiir den Or-
ganismus auf, so konnen diese dem Individuum einen
Vorteil verschaffen. Dieses Merkmal kann sich dann
in einer Population durchsetzen.

Mutationen sind also eine wichtige Quelle von ge-
netischer Variation innerhalb einer Population und
unterliegen der natiirlichen Selektion. Sie wirken,
indem der Phianotyp des Organismus mit seiner ak-
tuellen Umwelt interagiert. Mutationen bilden die
genetische Grundlage fiir die Anpassungsfahigkeit
von Organismen, insbesondere bei Pflanzen, da diese
schwer den Standort wechseln kénnen. Mutationen
sind somit einer von mehreren Faktoren, die die Evo-
lution antreiben und im Zusammenspiel mit diversen
Umweltbedingungen die Artenvielfalt erh6hen.

Spontane Mutationen werden auch in der Pflanzen-
zucht genutzt. Sie werden anhand neuer Eigenschaf-
ten der Pflanzen, wie z.B. einem starkeren Wuchs,
ausgewidhlt und mit anderen Sorten weiter gekreuzt.
Ansonsten kénnen Pflanzenziichter das Auftreten von
Mutationen (die Mutationsrate) erhohen, indem sie
die Pflanzen bzw. die pflanzlichen Zellen mit muta-



genisierenden Chemikalien in Kontakt bringen oder
physikalisch mit Strahlung behandeln. Diese Verfah-
ren wurden Ende der 1920er-Jahre fiir die Pflanzen-
zucht entwickelt. Das Ziel dieser Mutageneseverfah-
ren ist die Erhéhung der genetischen Vielfalt inner-
halb kiirzerer Zeitraume, als sie natiirlicherweise zu
erwarten sind. Sowohl chemisch als auch durch Strah-
lung induziert wird die Mutationsrate innerhalb eines
Organismus erhoht. Es ldsst sich jedoch nicht vorher-
sagen, wo genau im Erbgut die Mutationen auftreten
und wie viele.

Bei diesen Verfahren werden Samen den mutage-
nen Stoffen ausgesetzt. Diese dringen in die pflanzli-
che Zelle ein und bewirken diverse DNA-Schidden wie
Doppelstrangbriiche oder Basen-Dimere (miteinan-
der verkniipfte Basenpaare). Diese unregelméfligen
DNA-Strukturen aktivieren verschiedene Reparatur-
mechanismen innerhalb der Zelle, die entweder die
Ausgangssequenz der DNA wiederherstellen oder
letztlich zum Einbau einer falschen DNA-Base fithren.
Der Ziichter bzw. Wissenschaftler kann dann nach ge-
wiinschten Veranderungen mit verschiedenen Analy-
semethoden suchen. Pflanzen, die negative Verande-
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rungen in ihren ausgebildeten Eigenschaften oder in
ihrer Entwicklung aufweisen, werden aussortiert.

Eine pauschale Aussage iiber die Sicherheit der am
Ende entstandenen Sorten ldsst sich nicht treffen, da
Verinderungen am Erbgut immer unvorhergesehene
Auswirkungen auf andere Signalwege haben koén-
nen. Die langjihrigen Erfahrungen mit mutagenen
Stoffen und Bestrahlung haben jedoch gezeigt, dass
solche Pflanzen in der Regel als sicher anzunehmen
sind. Laut der Joint-FAO/IAEA-Mutant-Variety-Da-
tenbank wurden bereits iiber 3.000 Sorten auf diese
Weise hervorgebracht.!

Frither wurde auf dem Feld nach dem Phéanotyp
selektiert. Heutzutage werden von vielen Ziichtern
moderne Sequenzierungsverfahren eingesetzt. Dabei
werden die Pflanzen nicht mehr anhand neu ausge-
prégter Eigenschaften selektiert, sondern die Sequenz
der DNA wird nach einer gewiinschten Veranderung
direkt durchsucht (Genomanalyse). Diese Verfahren
beziehen sich rein auf die Veranderungen, die auf der
DNA sichtbar werden - im Vergleich zu den Aus-
gangslinien. Wie die so veranderten Pflanzen dann
aber in der Umwelt reagieren, lasst sich dadurch nicht

Neue Gentechnik - die wichtigsten molekularbiologischen Verfahren

CRISPR/Cas

Im Gegensatz zu Mutageneseverfahren konnen beim
Verwenden von CRISPR/Cas gezielt ortsspezifische Ver-
anderungen vorgenommen werden (Abb. 1). Das CRISPR/
Cas-System besteht aus einer Erkennungskomponente
(RNA-Molekdl), die den Zielbereich des Erbguts erkennt,
und einem Enzym (Nuklease), das in diesem Bereich die
DNA schneidet und zu einem Doppelstrangbruch fiihrt
oder, vereinfacht gesagt, dort schneidet. Die Erkennungs-
komponente ist ein kleines Molekiil, genannt guide RNA
(gRNA). Sie erkennt zum einen den Zielbereich und zum

anderen bindet sie die Schneidekomponente und bringt
sie in die richtige Position zum Schneiden. Nach erfolgtem
DNA-Doppelstrangbruch erkennt die Zelle den entstan-
denen Schaden am Erbgut und aktiviert zelleigene DNA-
Reparaturmechanismen.

Die Zelle verfiigt liber zwei unterschiedliche Reparatur-
mechanismen (einer davon arbeitet mitunter ungenau).
Man kann die Veranderungsmaglichkeiten von CRISPR/
Cas (und anderer Nukleasen wie Zinkfinger und TALEN) in
SDN-1, -2 und -3 unterscheiden. Bei SDN-1 kdnnen falsche
Basen (die Bausteine der DNA) an dem Zielbereich ein-

gebaut, kleinere Bereiche der
DNA herausgenommen oder
kleine DNA-Stiicke eingefiihrt
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Abb. 1: Schematische Darstellung
der Arbeitsweise von CRISPR/Cas?

bis wenige Buchstaben der
DNA verandert und Gene aus-
geschaltet bzw. manipuliert
werden. Die SDN-1-Technik
fasst ortsspezifische, aber
zuféllige Veranderungen weni-
ger Basenpaare des Erbguts
zusammen.

CRISPR/Cas kann auch dazu
verwendet werden, gezielt
groBere Veranderungen
an der DNA vorzunehmen. »

291



Der kritische Agrarbericht 2019

vorhersagen. Daher wird daran gearbeitet, parallel
eine automatisierbare Phénotypselektion zumindest
in Gewéchshdusern vorzunehmen (phenomics).

Mutagenese und (neue) Gentechnik

Die bisherigen Verfahren der Gentechnik (»alte Gen-
technik«), mit denen bereits marktgingige gentech-
nisch verdnderte Pflanzen wie der Mais MON 810 ge-
ziichtet wurden, erlauben das Einbringen von Genen
in eine Pflanze. Stammen die Gene von anderen Arten,
entstehen transgene Organismen, stammen die Gene
aus der gleichen Art spricht man von Cisgenese. Die
Gene werden beispielsweise mit Hilfe eines Gentrans-
fers durch Agrobacterium tumefaciens oder mittels
Genkanonen in pflanzliche Zellen eingebracht. Der Ort,
an dem die Gene in die DNA der Pflanzen integrieren,
kann jedoch nicht vorhergesagt werden. In den letzten
30 Jahren bis heute wurde die alte Gentechnik tiber-
wiegend dazu verwendet, Eigenschaften wie Herbizid-
toleranz und Insektizide in die Pflanzen einzubringen.

In den letzten zehn bis 15 Jahren sind neue mole-
kularbiologische Verfahren entwickelt worden, die

Hierfiir werden im Labor kurze DNA-Stiicke hergestellt,
die als Reparaturvorlagen fiir den Bereich rund um den
eingefiihrten DNA-Schnitt dienen. Die DNA-Stiicke werden
zusammen mit dem CRISPR/Cas-System in die Zelle einge-
schleust und sind mit dem Zielbereich der DNA bis auf die
erwiinschte Veranderung der Basen identisch. Zelleigene
Reparaturmechanismen erkennen die Reparaturvorlage
und bauen diese in das Erbgut ein. Das Einfiihren von
kleinen gezielten Veranderungen wird als SDN-2-Technik
bezeichnet (site directed nuclease-2), groBere Veranderun-
gen der DNA (z. B. ganze Genabschnitte) werden unter
SDN-3 (site directed nuclease-3) zusammengefasst.3

ZFN und TALEN

Bei ZFN und TALEN (gehoren auch zu den SDN-Verfahren)
basiert die Erkennungskomponente auf im Labor herge-
stellten Proteinabschnitten, die die spezifische Zielre-
gion erkennen. Das Design und die Optimierung dieser
Erkennungskomponente sind aber ein relativ teurer und
langwieriger Prozess.* Hierin liegt der groBe Unterschied
zu CRISPR/Cas, der derzeit beliebtesten Methode unter
den Genome-Editing-Verfahren. Das CRISPR/Cas-System
nutzt anstelle eines Proteinbereichs ein kurzes Stiick RNA
(gRNA), das spiegelbildlich (komplementar) zur Zielse-
quenz der DNA passt und mit dieser in Wechselwirkung
tritt. Die Herstellung der gRNA ist einfach, schnell und vor
allem sehr kostengiinstig. Dennoch ist fiir die Durchfiih-
rung dieser Experimente ein vollstandig ausgestattetes
Labor und vor allem Expertenwissen notwendig. Das
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viel tiefere Eingriffe in das Erbgut erlauben als mit
bisherigen Gentechnikverfahren. Diese neuen Gen-
technikverfahren werden unter dem Begriff »Genome
Editing« zusammengefasst und schlieflen molekular-
biologische Verfahren ein, die diese gezielten Veran-
derungen im Erbgut von Zielorganismen ermogli-
chen. Das sind vor allem die sog. ortsgerichteten Nu-
kleaseverfahren, auch SDN-Verfahren (site directed
nucleases) genannt:

m das CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced pa-
lindromic repeats/ CRISPR associated)-System,

® ZFN (Zinkfinger-Nukleasen),

m TALEN (transcrition activator-like effector nuclease
(transkriptionsaktivatorartige Effektornukleasen).

Weitere Genome-Editing-Verfahren sind z. B. die Oli-
gonukleotidgerichtete Mutagenese (ODM-Verfahren)
oder die RNA abhidngige DNA-Methylierung.

Alle SDN-Techniken besitzen eine Erkennungs-
komponente, die einen Bereich (DNA-Sequenz) des
Erbguts gezielt erkennt und auffindet, und eine sog.
Nuklease (die Schneidekomponente bzw. die eigent-

betrifft vor allem die Planung des Versuches (das Aus-
wahlen des Zielbereichs und einer geeigneten gRNA), die
Durchfiihrung und die Auswertung der Ergebnisse, bis hin
zur Implementation der Veranderung in der Pflanzensorte.
Auch dies erweist sich in der Praxis als groe Hiirde.

Oligonukleotid-gerichtete Mutagenese

Neben den SDN-Verfahren ist beim Genome Editing noch
die ODM-Technik (Oligonukleotid-gerichtete Mutagenese)
zu nennen, bei der mit Hilfe von kurzen DNA-Stiicken
(Oligonukleotiden) gezielte Verdnderungen am Erbgut
vorgenommen werden kénnen. Der Unterschied zu den
anderen Verfahren ist, dass es bei ODM nicht zu einem
Doppelstrangbruch kommt, sondern die Oligonukleotide
als Vorlage fiir die Veranderungen dienen. Das ODM-
Verfahren kann dazu genutzt werden, einzelne Basen
auszutauschen, kurze DNA-Sequenzen einzufiigen oder zu
|6schen. Dadurch konnen Gene ausgeschaltet oder akti-
viert werden, die Expression von Genen kann verandert
oder Eigenschaften von Proteinen beeinflusst werden.”
Bisher wurde ODM in der Pflanzenzucht hauptsachlich zur
Erzeugung von Herbizidtoleranzen verwendet. Die Firma
Cibus hat eine Rapssorte mit der ODM-Technik herge-
stellt, die resistent gegen das Unkrautbekampfungsmittel
Sulfonylharnstoff ist. Durch das Urteil des EuGH vom

Juli 2018 ist nun endgliltig entschieden, dass diese Sorte
dem Gentechnikgesetz unterliegt und dementsprechend
risikobewertet, zugelassen und gekennzeichnet werden
muss.®



liche »Genschere«), die die DNA an der erkannten
Zielregion schneidet. Allgemein sind Nukleasen Enzy-
me (Eiweifle), die einen oder beide Strange der DNA
zerschneiden. Bei der Reparatur von DNA-Strang-
briichen kann die DNA-Sequenz verdndert werden:
So konnen einzelne Basenpaare (die Buchstaben der
DNA) des Genoms gezielt ausgetauscht, eingefiigt
oder entfernt werden. Damit kdnnen Gene stillgelegt,
verandert oder in ihrer Wirkung verstirkt werden. Es
lassen sich jedoch auch regulatorische DNA-Elemente
verdndern, die einen Einfluss auf das An- und Ab-
schalten von Genen haben konnen.

Am héufigsten wird aktuell jedoch die Genschere
CRISPR/Cas verwendet. Die Moglichkeiten fiir den
Einsatz von CRISPR sind vielfaltig: Es hat die mole-
kularbiologische Arbeit in den Laboren der Welt revo-
lutioniert und erméglicht das »gezielte Umschreiben
des Erbgutes« von sowohl tierischen als auch pflanz-
lichen Zellen in kiirzerer Zeit. Genome Editing wird
in der medizinischen Forschung, in der Grundlagen-
forschung und in der Forschung fiir Pflanzen- und
Tierzucht eingesetzt. Es wurden mittlerweile schon
in einigen exemplarischen Féllen Zuchttiere mit Ge-
nome-Editing-Verfahren verdndert, die die Tiere den
Bedingungen der Massentierhaltung anpassen und
die Vertraglichkeit bestimmter tierischer Produkte
fiir den Menschen verbessern sollen.” Zulassungen im
Tierziichtungsbereich stehen derzeit noch nicht zur
Diskussion, und bis es dazu kommt, wird wohl noch
einige Zeit vergehen, nicht zuletzt, weil hier auch viele
ethische Fragen im Raum stehen.

CRISPR wird von Pflanzenziichtern und Wissen-
schaftlern hoch gehandelt, beispielsweise um die Pro-
bleme aufgrund des Klimawandels oder der Welter-
nédhrung zu losen. Es sollen Sorten hergestellt werden
konnen, die besser an neue klimatische Bedingungen
angepasst sein sollen. Hier ist vor allem die Entwick-
lung neuer trockenheits- und salzresistenter Sorten zu
nennen. Trockenheits- und allgemein Stresstoleranz
sind jedoch Eigenschaften von Pflanzen, die sich im
Zusammenspiel vieler Gene ausprigen.® Zusatzlich
stehen Pflanzen in dauernder Wechselwirkung mit ei-
ner sich stindig verdndernden Umwelt. Auch die Um-
weltbedingungen nehmen Einfluss auf die Regulation
und Bildung dieser Stressgene. Die Stressantwort der
Pflanzen ist auf die jeweiligen dufleren Bedingungen
in den verschiedenen Teilen der Pflanze abgestimmt.
So werden beispielsweise bestimmte Proteine in Tei-
len der Wurzel vermehrt gebildet, um die Salzaufnah-
me aus dem Boden bei Bedarf zu regulieren.®

Stresstolerante Sorten zu entwickeln, ist ein kom-
plexes Unterfangen. Ob die neuen Gentechnikverfah-
ren des Genome Editing solche Sorten schnell liefern
konnen, ist bisher noch fraglich. Am erfolgverspre-
chendsten sind gegenwirtig immer noch konventio-

Gentechnik

nelle Ziichtungsmethoden.” Hierbei werden Pflanzen
aus Regionen mit bestimmten Stressfaktoren (z.B.
lange Diirreperioden) untersucht und selektiert.

Vergleich klassischer Mutagenese mit CRISPR/Cas

Zwischen CRISPR/Cas und Mutageneseziichtung
bestehen sowohl im Verfahren als auch in den Mog-
lichkeiten der Methoden erhebliche Unterschiede.
CRISPR/Cas ermdglicht es, gezielt zu bestimmen, an
welcher Position des Erbguts eine Veranderung erfol-
gen soll (SDN-1,-2 und -3) und in vielen Fillen auch,
wie das Erbgut verdndert werden soll (also gezielt und
gerichtet, SDN-2 und -3). Bei der Mutagenese sind die
Mutationen zufillig und ungerichtet: Weder ist die
Zielsequenz im Erbgut der Pflanze festgelegt noch ist
vorhersehbar, wie das Erbgut verdndert wird.

Bei der Mutageneseziichtung wird die gesamte
Pflanze oder es werden pflanzliche Zellen mit Strah-
lung oder chemischen Substanzen behandelt, die wie
ein unspezifischer Reiz wirken. Im Gegensatz dazu
greift CRISPR/Cas auf den Einsatz synthetischer Nu-
kleinsduren bzw. einen Enzymkomplex zuriick, der
in die Zelle eingebracht werden muss. Entweder wird
die DNA von CRISPR/Cas direkt mit speziellen Ver-
fahren in die Zellen des Zielorganismus eingebracht.
Hierbei werden Verfahren verwendet, die auch in der
klassischen Gentechnik verwendet werden wie z.B.
der DNA-Partikelbeschuss oder die Infektion mit
dem Wurzelbakterium Agrobacterium tumefaciens.
Die Zellen stellen aus der eingeschleusten DNA dann
das Werkzeug fiir die Verdnderung des Erbguts selbst
her. Oder das CRISPR/Cas-Werkzeug kann alterna-
tiv aulerhalb der Zelle anhand der DNA hergestellt
und anschlieflend in die Zellen eingeschleust werden.
Beispielsweise wird dazu die Genschere in kleine Fett-
tropfen eingelagert und so in die Zellen eingebracht.
Die Genschere fithrt dann zu Verdnderungen direkt
am Genom der Pflanze.

Bei der Mutageneseziichtung werden durch die
verwendete Strahlung oder die Chemikalien Scha-
den an der DNA-Struktur verursacht. Dies konnen
Doppelstrangbriiche, Fehlpaarungen der Basen oder
anderes sein. Das aktiviert ebenso die Reparatursys-
teme der Zelle, die versuchen, die Schiden méglichst
schnell wieder zu beheben. Dabei konnen Fehler auf-
treten und falsche Basen eingebaut werden. Auch der
urspriingliche Zustand kann wiederhergestellt wer-
den und damit erhalten bleiben. Veranderungen, die
durch CRISPR/Cas eingefiihrt werden, konnen auch
durch die Reparatursysteme erkannt und riickgén-
gig gemacht werden. Das CRISPR/Cas-System kann
jedoch in diesem Falle die (wiederhergestellte) Ziel-
sequenz erneut erkennen und diese nochmal schnei-
den. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Verdnderung
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durch CRISPR/Cas eingefiihrt wird, ist dementspre-
chend erheblich hoher als die Wahrscheinlichkeit
einer natiirlich auftretenden Mutation.

Zudem ermoglicht es CRISPR/Cas, alle DNA-Be-
reiche zu verdndern, die sich in ihrer Sequenz sehr
ahnlich bzw. identisch sind. Speziell Pflanzen haben
oft ein redundantes Genom, d. h., Geninformationen
wiederholen sich. Mit CRISPR/Cas kénnen alle Gen-
sequenzen mit der gleichen Geninformation auf ein-
mal verdndert werden, was bei der Mutationsziichtung
so schnell und einfach in der Regel nicht méglich ist.”

Eine Moglichkeit von CRISPR, die mit bisherigen
Zichtungsmethoden nur in langwierigen Prozessen
erreichbar ist, ist die gleichzeitige oder serielle Verdn-
derung mehrerer Zielsequenzen der DNA durch die
Einfithrung mehrerer verschiedener gRNAs. Das wird
in der Fachsprache als »Multiplexing« bezeichnet. Fiir
die Nutzer der Technologie ist das sehr vielverspre-
chend. Dies kann aber in der Summe zu erheblichen
Veranderungen in den Eigenschaften der Organismen
fithren, auch wenn die einzelnen Verdnderungen dabei
nur kleine Abschnitte der DNA umfassen. So lassen
sich komplett neue Kombinationen an genetischen Ei-
genschaften erschaffen, die mit Mutagenese nicht oder
nur in Ausnahmen erreicht werden konnen.

Prazision bedeutet nicht pauschal Sicherheit

Ein zentraler Unterschied zwischen CRISPR/Cas und
herkémmlicher Mutageneseziichtung ist die Prazi-
sion mit der Verdnderungen am Erbgut vorgenom-
men werden kénnen. Mutageneseverfahren erhthen
zwar die Mutationsrate im Erbgut von Organismen;
in welchem genauen DNA-Bereich diese auftauchen,
kann aber nicht vorhergesagt werden. Mit CRISPR be-
stimmt der Wissenschaftler den zu verdndernden Ge-
nort selbst und sucht durch DNA-Analyseverfahren
nach dem Experiment die gewlinschten Verédnderun-
gen des Erbguts gezielt heraus.

Diese Prézision (also den Ort der Verdnderung
vorherbestimmen zu konnen) ist ein klarer Vorteil
aller Genome-Editing-Methoden. Die Konsequenzen
dieser Verdnderungen sollten jedoch nicht pauschal
als sicher angesehen werden.” Das Erbgut, also die
Gesamtheit der DNA eines Organismus, ist kein ein-
dimensionales Konstrukt, bei dem eine kleine Verén-
derung lediglich das Aus- oder Anschalten bestimm-
ter einzelner Eigenschaften definiert. Eine Pflanze
ist ein in sich komplexer Organismus, bei dem viele
Stoftwechsel- und Signalwege miteinander verbun-
den sind. Solche Signalwege regulieren biochemische
Prozesse und bewirken damit eine Signalweiterleitung
innerhalb der Pflanze. Beispielsweise reguliert der
Auxin-Signalweg viele zentrale Vorgiange innerhalb
pflanzlicher Zellen wihrend des Wachstums und der
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Differenzierung. Auch wenige Eingriffe in diesen Sig-
nalweg hitten Einfluss auf viele verschiedene zellulare
Prozesse.” Einzelne Veranderungen (und Kombina-
tionen davon) konnen Effekte nach sich ziehen, die
auf den ersten Blick nichts mit der urspriinglichen
Veranderung zu tun haben. Proteine konnen z.B.
miteinander interagieren und sich gegenseitig in ih-
rer Wirkung hemmen oder verstarken oder ihre Bil-
dung gegenseitig regulieren. Auch Wechselwirkun-
gen zwischen RNA- und DNA-Elementen, Proteinen
und DNA-Bereichen und Proteinen und RNAs sind
bekannt. Veranderungen am Erbgut durch CRISPR/
Cas koénnen im Zielorganismus zu einem Ungleichge-
wicht dieses gut koordinierten Zusammenspiels fith-
ren. Wird nur eine Komponente in diesem Netzwerk
verdndert, hat das somit meist auch Auswirkung auf
andere Signal- und Stoftwechselwege. Werden mehre-
re Verdnderungen eingebracht, vergrofiern sich solche
Wechselwirkungseffekte.

Gezielte Veranderungen des Erbguts sollten also
niemals isoliert und als linear betrachtet werden,
sondern immer im Kontext eines im Gleichgewicht
stehenden biologischen Systems. Hinzu kommt die
Wechselwirkung der Pflanze mit sich stindig dndern-
den Umweltbedingungen, die auch einen grofien Ein-
fluss auf die Regulation pflanzlicher Gene haben.

Ungewollte Nebeneffekte

Neben den Effekten, die durch die gewiinschten Ver-
dnderungen des Erbguts ausgelost werden konnen,
konnen bei der Anwendung von CRISPR/Cas auch di-
rekte Nebeneffekte auf der Ebene der DNA auftreten.
Es kann zu ungewollten Verianderungen der DNA an
Nichtzielsequenzen (sog. Off-Target-/Nichtziel-Effek-
te) kommen. Das CRISPR/Cas-System arbeitet nicht
immer hundertprozentig genau, sondern toleriert eine
gewisse Anzahl an Fehlpaarungen zwischen den Buch-
staben der gRNA und denen der Zielsequenz, wo sie
agieren soll. Das kann dazu fiithren, dass die Genschere
an einer ganz anderen Stelle Verdnderungen bewirkt."

Auflerdem konnte bereits nachgewiesen werden,
dass auch ungewollte Verinderungen durch den Ein-
bau von zellfremder DNA in das Erbgut von Pflanzen
auftreten konnen. Ein Risiko birgt hier z.B. das Ein-
schleusen der DNA in die Zelle, die als Vorlage fiir die
Herstellung der Genschere dient. Diese DNA-Vorlage
ist die Grundlage fiir die Synthese der Cas-Nuklease.
Sie kann fiir einen lingeren Zeitraum innerhalb der
Zellen verbleiben, bevor sie abgebaut wird. Teile die-
ser DNA konnen sowohl am Zielort (man spricht hier
von On-Target-Effekten) als auch an anderen Berei-
chen der DNA (off target), wo Doppelstrangbriiche
entstehen, unbeabsichtigt in das Erbgut einfiigt wer-
den. So konnte bereits an Sojabohnen gezeigt werden,



dass im Zielbereich Fragmente der DNA gefunden
wurden, die fiir die Nuklease Casg kodiert.” Um sol-
che und weitere Nebeneffekte zu identifizieren, gibt
es eine Reihe molekularbiologischer Verfahren, die
Anderungen der DNA, der Gesamtheit der RNA und
der Proteine aufdecken konnen und stetig weiterent-
wickelt werden, wie beispielsweise Genomsequenz-
analysen.'® Diese sind bislang aber nicht verpflichtend
einzusetzen.

Woran wird geforscht? - Beispiele

Eine Vielzahl der bisher veroffentlichten Forschungs-
ergebnisse beschaftigt sich nach wie vor mit Herbizid-
und Schédlingsresistenz. Es gibt aber auch Genome-
Editing-Forschungen, bei denen Gene veridndert wer-
den, die den Niahrstoffgehalt, den Geschmack oder die
Haltbarkeit von Lebensmitteln beeinflussen. Ein recht
bekanntes Beispiel ist ein durch CRISPR/Cas verin-
derter Champignonpilz von der Staatlichen Universi-
tdt von Pennsylvania.” Durch das Ausschalten eines
Gens (der Phenoloxidase) an mehreren Orten des
Erbguts soll der CRISPR-Pilz an Schnittstellen weni-
ger schnell braun werden. Das Enzym Phenoloxidase
wird in intakten pflanzlichen Zellen in den sog. Chlo-
roplasten gespeichert. Durch ein Anschneiden werden
diese zelluliren Bestandteile zerstort, das Enzym wird
freigesetzt und bewirkt die Oxidation von bestimm-
ten organischen Molekiilen im Zytoplasma der Zel-
len. Dieser Vorgang wird als enzymatisches Braunen
bezeichnet, ein Ausschalten dieser Reaktion bewirkt,
dass die Pilze weniger schnell braun werden.’

Das Brdaunen ist ein natiirlicher Prozess, der dem
Konsumenten die Frische und Haltbarkeit von Pilzen
anzeigt. Die genaue biologische Funktion der Phenolo-

Folgerungen & Forderungen

B Genome Editing umfasst eine Vielzahl von Verfahren,
die in den letzten Jahren rasant weiterentwickelt wur-
den und fiir eine Vielzahl an Anwendungen genutzt
werden. Bislang werden sie in der medizinischen For-
schung und in der Grundlagenforschung sowie in der
Tier- und Pflanzenzucht angewendet.

= |n der Pflanzenzucht bestehen grundsatzliche Unter-
schiede zwischen Genome Editing und Mutagenese-
verfahren. Beim Genome Editing werden gezielt
Verdanderungen am Erbgut an vorher festgelegten DNA-
Bereichen eingefiihrt. Bisherige Mutageneseverfahren
dagegen erhohen die Mutationsrate ohne Kenntnis, wo
im Genom Mutationen auftreten.

= Bei den neuen Gentechnikverfahren konnen ungewollt
Nebeneffekte auftreten, wie z. B. Off-Target-Effekte,
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xidase fiir den Stoftwechsel des Pilzes ist bislang noch
nicht vollstdndig untersucht, es gibt aber Hinweise
darauf, dass die Phenoloxidase Funktionen wahrend
der Photosynthese iibernimmt." Eine Risikopriifung
solcher Pilze ist zum Schutz von Verbrauchern sehr
wichtig, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass
sich der Pilz beispielsweise in seinen Inhaltsstoffen
dndert. Ob der CRISPR-Champignon vermarktet wer-
den soll, ist bisher unklar. Diese Pilze konnten sonst
die ersten CRISPR/Cas-Produkte auf dem amerikani-
schen Markt werden, ohne dass eine solche Priifung
durchgefiihrt wurde. Denn genomeditierte Produkte,
die mit der SDN-1-Technik von CRISPR entstanden
sind, miissen in den USA nicht reguliert werden.?

Andere Forscher arbeiten an einem Weizen, der
durch CRISPR/Cas weniger Gluten produzieren soll
und somit fiir Menschen von Nutzen ist, die sich mog-
lichst glutenfrei erndhren mochten.? Hierfiir wurden
gleich 35 von insgesamt 45 Gliadin-Genen ausge-
schalten. Gliadine sind neben Glutenin die Hauptbe-
standteile von Gluten und wichtige Speicherproteine
innerhalb der Samen, Wurzel- und Sprossknollen des
Weizens. Gluten ist wichtig fiir die Backfahigkeit von
Mehl. Da nicht alle Gliadin-Gene ausgeschaltet wur-
den, sind Produkte, die mit diesem Weizen hergestellt
wurden, allerdings nicht geeignet fiir Menschen, die
an echter Zoliakie leiden und sich komplett glutenfrei
erndhren sollten. Was sonst noch alles beim Weizen
verandert wird, sollte eingehend gepriift werden.

Mit Hilfe von TALEN, einem weiteren Genome-
Editing-Verfahren, das ebenso mit einer gerichteten
Nuklease arbeitet, wird an einer Kartoffel geforscht, in
der alle Kopien eines Gens (die Invertase der pflanz-
lichen Vakuole), dessen Genprodukt den Zucker
Saccharose in Glukose und Fruktose umwandelt, aus-

irrtlimlich gebildete Proteine oder das Einbringen von
ungewollten DNA-Sequenzen in den Zielbereich.

® Die beabsichtigten Verdnderungen kdnnen zu einem
Eingriff in gut aufeinander abgestimmte Stoffwechsel-
wege flihren. Dabei kann sich die zellulare Zusammen-
setzung der Zielorganismen verandern.

® Genome Editing umfasst vielversprechende, neue Tech-
nologien, die ihren Beitrag dazu leisten kdnnen, bio-
logische Fragestellungen zu bearbeiten und Lésungen
fiir bestehende Probleme voranzutreiben. Aufgrund
ihrer erhohten Eingriffstiefe und Moglichkeiten sollten
die von ihnen hervorgebrachten Organsimen jedoch
gemal des Vorsorgeprinzips und einer guten wissen-
schaftlichen Praxis auf Risiken hin untersucht und die
Riickverfolgbarkeit gewéhrleistet werden.
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geschaltet wurden.?? Dadurch soll die Lagerfihigkeit
erhoht sein, denn die Kartoffeln werden langsamer
weich. Auflerdem entsteht weniger schadliches Acry-
lamid, wenn Teile der Kartoffel frittiert werden. Auf
den ersten Blick sind das sinnvolle neue Eigenschaf-
ten, allerdings ist das dafiir ausgeschaltete Gen wichtig
fiir den Zuckerhaushalt der Pflanzen und damit auch
fiir den zentralen Stoffwechsel der Kartoffeln. Es ist
nicht auszuschlieflen, dass der Gen-Knock-out un-
gewollte Nebeneffekte auf die Pflanzen hat und fiir
den Endverbraucher unvertrigliche Nebenprodukte
entstehen. Eine Risikobewertung ist daher notwendig
und sinnvoll.

Ausblick

Der EuGH hat mit seinem Urteil vom 25. Juli 2018
héchstrichterlich entschieden, dass alle Organismen,
die durch Genome Editing verandert wurden, unter
das bestehende Gentechnikgesetz fallen.® Sowohl un-
gewollte Nebeneffekte, die bei der Verwendung von
Genome-Editing-Techniken auftreten konnen, als
auch die Wirkungen der gewollten Verdnderungen
miissen nun eingehend untersucht werden. Anders
als oft falsch dargestellt, bedeutet das Urteil nicht,
dass CRISPR/Cas-Organismen oder auch nur die For-
schung mit dieser Technik in Europa verboten wird,
sondern, dass durch Genome Editing entstandene
Produkte auf Risiken fiir die Gesundheit des Men-
schen, der Tiere und zum Schutz der Umwelt gepriift
werden miissen. Dadurch wird das in Europa geltende
Vorsorgeprinzip gestirkt.

CRISPR und Co. sind als méchtige Werkzeuge in-
nerhalb der Naturwissenschaften bereits angekom-
men. Téglich erscheinen wissenschaftliche Artikel
tiber neue Ergebnisse und die Weiterentwicklung
dieser Verfahren. Genome Editing hat das Ausmaf3,
mit dem Verdnderungen an Zielorganismen mdglich
sind, drastisch erhoht und beschleunigt. Durch dieses
gesteigerte Tempo und die vielfachen Anwendungs-
moglichkeiten ist es aus naturwissenschaftlicher Sicht
wichtig, auftretende Risiken eingehend zu untersu-
chen, bevor Organismen in die Umwelt eingebracht
werden, die einen unvorhergesehenen Einfluss neh-
men konnen. Die Forschungslandschaft sollte den
Anspruch erheben, solche Risiken mit den bereits zur
Verfiigung stehenden Methoden zu untersuchen und
auszuschliefSen. Deutschland ist ein wissenschaftlich
exzellent aufgestelltes Land, das Grundlagenforschung
im Bereich Genome Editing durchfiihrt. Dies wird
von dem EuGH-Urteil in keiner Weise eingeschrankt.
Vielmehr bildet das Urteil die Grundlage dafiir, ei-
nerseits verantwortungsvolle Wissenschaft zu stirken
und andererseits wissensbasierte, gute Entscheidun-
gen fiir Umwelt und Gesellschaft zu treffen.
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