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EINFUHRUNG

Folie 4: Einflhrung und Begrifflichkeiten
Was ist CRISPR/Cas9?

CRISPR/Casg ist eine molekularbiologische Methode zur Verdnderung des Genoms, die in verschiedenen Bereichen der
lebenswissenschaftlichen Forschung angewandt wird. Im weitesten Sinne fallt diese Technologie unter den Begriff der
Gentechnik, da man damit Gene verdndern kann. Sie wird als besonders prazise beschrieben, was bedeutet, dass
Forscher sehr genau planen konnen, wo im Genom sie etwas verandern moéchten. Gefunden wurde der Mechanismus in
Bakterien. Sie wehren sich damit gegen Viren.

CRISPR steht fiir Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats. Ausgesprochen als ,krisper®.

Es handelt sich dabei um Abschnitte sich wiederholender DNA (Repeats) — dazwischen liegt Spacer-DNA oder Trenn-
DNA. Diese Spacer-DNA ist Fremd-DNA die aus Bakteriophagen (Viren) oder Plasmiden herausgeschnitten wurde. Das
CRISPR Gen ist also ein DNA-Bauplan fiir kurze RNA-Molekdle, die die Genschere zur Ziel-DNA bringen.

Cas-Proteine sind ,,CRISPR-associated proteins” und werden als ,kas ausgesprochen. Sie sind der Teil der Genschere,
der die DNA entwindet und schneidet. Das Cas9-Enzym wird in der Forschung am meisten verwendet, es kann im
CRISPR/Cas9-Komplex DNA-Doppelstrange schneiden.

Leit-RNA oder guide-RNA (gRNA) ist der Teil von CRISPR/Cas9, der im Labor designt wird und der das System zur Ziel-
DNA fiihrt. Sie besteht aus crRNA und tracrRNA, ausgesprochen als ,,krisper-RNA“ und ,.tracer-RNA®,

Folie 5: Die Genschere CRISPR/Cas9

Die schematische Darstellung zeigt die grundlegende Struktur von CRISPR/Cas9: Eine Leit-RNA wird von
Forscherlnnen designt. Der Spacer ist jener Bereich, der dann die Ziel-DNA binden soll. Hier werden etwa 20
Nukleotide genau auf die Zielsequenz hin designt. Das Cas9-Protein, das die Schneidefunktion austibt, wird dann mit
der Leit-RNA zum CRISPR/Cas9-Komplex verbunden. In weiterer Folge wird erklart, warum das CRISPR/Cas9 System fiir
die Forschung eingesetzt wird und welchen Nutzen die einzelnen Bestandteile des Systems, die man nun im Labor
verwendet, urspringlich hatten.
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ENTDECKUNG EINER REVOLUTIONAREN METHODE

CRISPR/Cas9 wird als Revolution in der Gentechnik bezeichnet und bekommt medial zurzeit groBes Interesse
zugesprochen, da es sich um eine schnelle, prazise und kostenglinstige Methode handelt. Sie erlaubt es, die DNA jeder
beliebigen pflanzlichen, tierischen oder menschlichen Zelle zu verandern. Auch wenn CRISPR als etwas ganz Neues gilt,
die Entdeckung startete bereits vor etwa 25 Jahren.

Folie 7: Die Entdeckung von CRISPR/Cas9

1993 Entdeckung von CRISPR (Mojica et.al. , Universitét Alicante)

Franciso Mojica untersuchte ein Salz-tolerantes Bakterium und fand eine ungewohnliche DNA Struktur: Multiple
Kopien eines sich wiederholenden, palindromischent, 30-Basen-Sequenzabschnittes, welcher durch Spacer mit ca. 36
Basen getrennt wurde. Er nannte diesen Genabschnitt CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats.

2003 CRISPR/Cas ist ein adaptives Inmunsystem (Mojica et.al.,, Universitét Alicante)

Mojica forschte weiter an dieser ungewdhnlichen bakteriellen DNA Struktur und fand heraus, dass es sich dabei um
einen Genort handelt, der Bakterien gegen Viren (Bakteriophagen) schiitzen misse, denn: Die CRISPR-Spacer
entsprachen genau Sequenzen unterschiedlicher Bakteriophagen DNA. Es war die Idee geboren, dass CRISPR eine DNA

Bibliothek enthdlt, welche dem Bakterium hilft, Feinde sofort wiederzuerkennen und auszuschalten.

2006 Experimenteller Beweis, dass CRISPR/Cas adaptive Immunitat ibertrdgt (Barrangou et.al., Universitdt Laval
Quebec)

Noch war dies aber nur eine Vermutung, denn allein die Sequenzen von Phagen-DNA in einem Bakterium waren nicht
Beweis genug, dass es sich um ein adaptives Immunsystem handelt. Forscher der Universitat Quebec isolierten
Bakterien mit Phagen-Resistenz und untersuchten die CRISPR-Sequenzen. Sie setzten Bakterien auch neue Spacer mit
Sequenzen von Phagen-DNA in den CRISPR-Genort ein, was in einer erhéhten Resistenz dieser Bakterien gegen Phagen

resultierte. So konnten sie das adaptive Immunsystem in Aktion beobachten.
2008 CRISPR/Cas programmiert (Brouns et.al., Universitdt Wageningen)

An der Universitdt Wageningen (Niederlande) wurde das CRISPR-System von E.coli in ein modifiziertes E.coli-
Bakterium eingesetzt, in dem dieses System ausgeknockt war. Dabei konnte nicht nur die Funktion von CRISPR
analysiert werden, sondern auch einzeln untersucht werden, wie die Cas-Proteinkaskade in E.coli funktioniert.

2008 CRISPR/Cas schneidet DNA (Sontheimer und Marraffini et.al., Universitét Chicago)

Mit welchem Teil der Phagen nun CRISPR/Cas genau interagiert, wurde an der Universitét Chicago erforscht. Es wurde
bewiesen das CRISPR/Cas, dhnlich wie ein Restriktionsenzym, die DNA und nicht etwa RNA schneiden kann. Sie fanden
heraus, dass Staphylococcus epidermidis, ein Bakterium, eine Spacer-Region aufweist, die mit einer Sequenz im

tvor- und rickwartslaufend gleich aufgebaut
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Plasmid eines antibiotikaresistenten Staphylococuss ident ist. Sie zeigten, dass diese Plasmide lediglich in
Staphylococcus epidermidis transferiert werden konnen, wenn man die Antibiotikaresistenz am Plasmid— oder die
CRISPR Sequenz im Bakteriengenom, ausschaltet. CRISPR muss also direkt mit DNA (in dem Fall Plasmid DNA)

interagieren.

Folie 8: Die Entdeckung von CRISPR/Cas9

2010 Cas9 schneidet DNA-Doppelstrange (Garneau et.al., Universitat Laval Quebec)

An der Universitat von Quebec wurde gezeigt, dass die Nuklease Cas9 DNA dort schneidet, wo die crRNA die Ziel-DNA
bindet. Sequenzierungen zeigten, dass Cas9 beide Strange gerade abschneidet (blunt-end), und zwar genau 3
Nukleotide upstream (vorgelagert) der Cas9 Erkennungssequenz PAM (CRISPR/Cas9 Doppelstrangschnitt — Folie 21).

2010 Entdeckung der tracrRNA (trans activating crRNA) (Deltcheva, Charpentier etal., Universitat Wien, Universitédt
Umea, Universitat Wirzburg)

Ein Teil der Exforschung der tracrRNA wurde durch Emanuelle Charpentier an der Universitat Wien durchgefiihrt. Sie
erforschte das Bakterium Streptococcus pyogenes durch Next Generation Sequencing, einer Methode die es erlaubt,
viele Bakteriengenome parallel zu sequenzieren. Sie und ihr Team fanden dabei heraus, dass neben ribosomaler und
transfer RNA die dritthaufigste RNA, eine unbekannte Art von RNA war. Das Team konnte zeigen, dass diese tracr-RNA
zu den CRISPR-Repeats komplementér war und somit gemeinsam mit der crRNA zum CRISPR/Cas9 System gehdrten.
Spater konnte man auch zeigen, dass die tracrRNA nicht nur crRNA modifizieren kann, sondern auch wichtig fur die
Cas9 Bindung doppelstrangiger DNA ist.

2011 Einbau von CRISPR in anderen Organismus (Sapranauskas et.al., Universitdt Vilnius)

Um zu verstehen, ob das CRISPR/Cas9-System noch weitere Komponenten braucht, um zu funktionieren, wurde der
CRISPR-Genlocus von einem Bakterium in ein anderes transfiert. Auch so war es funktionell. Man konnte zeigen, dass
alleine Cas9 und nicht der gesamte Cas Proteinkomplex, wie er als Variante in E.coli vorkommt, ausreicht, um mit cr-
und tracer RNA DNA-Doppelstrange zu schneiden. Dies war ein wichtiger Meilenstein, denn nun wusste man, dass man

das CRISPR/Cas-System wahrscheinlich in vielen verschiedenen Zellen bzw. Organismen einsetzten konnte.

2011 CRISPR Studien in vitro (Charpentier und Doudna et.al., Universitdt Wien, Universitat Berkeley, Universitat Umea,
Universitat Vilnius)

Die ersten Versuche in Zellkultur, die ebenfalls mit Beteiligung der Universitat Wien durchgefiihrt wurden, zeigten,
dass man das Cas9-Protein reprogrammieren kann, indem man die Spacer der CRISPR-Sequenz kiinstlich genauso
designt, dass sie die komplementare Sequenz der Zielsequenz im Genom einer bestimmten Zelle aufweisen und Cas9
damit dort schneiden kann. AuBerdem zeigten die Wissenschaftler, dass die crRNA verkirzt und mit der tracrDNA zu
einer guideRNA zusammengebaut werden kann, um die Komponenten weiter zu reduzieren. Dies war die Grundlage flr

einen Einsatz des CRISPR/CAs9 Systems in vivo.

2012 CRISPR-Genom-Editierung in Sdugetier-Zellen (Cong, Zhang et.al., Broad Institut des MIT-Massachusetts
Institute of Technology; sowie Church et.al., Harvard)
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In den 1980er Jahren wurde die Modifikation von Genen in Sdugerzellen durch die Homologe Rekombination, einem
zelleigenen DNA-Reparaturmechanismus, erzielt. Dieser Einbau von Fremd-DNA ist schwer zu steuern und ineffizient.
Etwas verbessert wurde die Genom-Editierung durch synthetische Endo- und Meganukleasen, die durch Einfiihrung
von Doppelstrangschnitten die Haufigkeit der Homologen Rekombinationen und damit des Einbaus von Fremd-DNA ins
Genom erhohten (Werkzeuge der Genom-Editierung — Folie 16). Flr kleine Deletionen konnte auch das sogenannte
Non-Homologe Endjoining (NHEJ) verwendet werden, das einen héufigeren zelluldren Mechanismus der DNA-
Reparatur darstellt (DNA- Reparatur und -Modifikation — Folie 23). Spater folgten Zinkfingernukleasen und TALENS, die
auch heute noch eingesetzt werden, da sie sehr spezifisch, jedoch auch sehr aufwéndig herzustellen sind (Werkzeuge
der Genom-Editierung — Folie 17).

Bei CRISPR stellte sich die Frage, ob ein bakterielles System auch bei einem Saugergenom, das tausend Mal groBer ist,
und in einem anderen zellularen Umfeld arbeiten wiirde. Feng Zhang vom Broad Institut des MIT (Massachusetts
Institute of Technology) schaffte es, das Genom von humanen embryonischen Nierenzellen mit CRISPR/Cas9 zu
verandern. Er untersuchte verschiedene Cas-Proteine aus unterschiedlichen Bakterien und welche davon am besten
flr Sdugerzellen geeignet sind. Sein Team fand heraus, dass Sdugerzellen die crRNA anders verandern als Bakterien,
weil ihnen die mikrobielle RNAselll fehlt. Das mit diesem Wissen optimierte CRISPR/Casg-System konnte nun in
humanen und tierischen Zellen arbeiten und dort Insertionen oder Deletionen einfiihren, um ein Gen zu verdndern
oder auszuschalten (Non-Homologes Endjoining), als auch DNA-Stiicke einzufiigen (Homologe Rekombination). Dies

kann es auch simultan an mehreren Genorten.

Folie 9: Das bakterielle Immunsystem CRISPR/Cas im Uberblick

CRISPR/Cas ist ein adaptives Immunsystem in Bakterien, das Fremd-DNA schneidet und im eigenen Erbgut einfiigt.

Damit entsteht eine DNA-Bibliothek, das Bakterium immunisiert sich damit gegen Viren-DNA oder Plasmide.

Die CRISPR-Repeats sind Abschnitte sich wiederholender palindromischer bakterieneigener DNA und zwischen 23 und
47 Basenpaare lang. Spacer sind Teile der Virus-DNA, die nach dem Schnitt des Cas-Komplexes zwischen die Repeats

eingebaut werden. Sie sind zwischen 21 bis 72 Basenpaare lang und codieren fiir, also erzeugen, kurze crRNAs.

Die Cas-Gene sind Gene der Bakterien-DNA und codieren fiir Cas-Enzyme die Schneidefunktion
(Endonukleasefunktion) haben.

Der CRISPR/Cas-Komplex bildet sich aus crRNA-Molekiilen und Cas-Enzym. Die crRNA bringt das Enzym an die richtige

Stelle, dort kann die Genschere schneiden und die Fremd-DNA zerstoren.

Folie 10: Das bakterielle CRISPR/Cas9-System

Das CRISPR/Casg9-System ist das am intensivsten untersuchte Cas-System. Da das Cas9-Enzym DNA-Doppelstrange
schneiden kann, wurde es bald flr Forschungszwecke adaptiert. So kann man Verdnderungen immer auf beiden
Strangen der DNA herbeifiihren. In Streptococcus thermophilus fungiert CRISPR/Cas9 als adaptives Immunsystem:
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Bei der Erstinfektion durch einen Virus (Bakteriophagen), wird ein Teil der Virus-DNA durch den Cas-Komplex (Cas1 &
2) ausgeschnitten. Diese DNA (Spacer) wird dann in die bakterieneigenen CRISPR-DNA eingebaut, die aus
Wiederholungen &hnlicher DNA-Sequenz (Repeats) besteht. CRISPR-Repeats (23-47 Basenpaare) sind palindromisch,
also vor- und riickwdrtslaufend gleich aufgebaut. Die Bakterienzelle hat nun eine DNA-Bibliothek kurzer RNA-
Molekiile, die das Cas-9-Protein zu wiedereindringender Fremd-DNA bringen kénnen.

Folie 11: Das bakterielle Immunsystem CRISPR/Cas

Dringt wiederum Fremd-DNA in das Bakterium ein, kann die DNA-Bibliothek (sogn. CRISPR-Array) zu pre-crRNA
transkribiert werden. Die sogenannte tracrRNA spielt eine wichtige Rolle in der Reifung der pre-crRNA zu crRNA. Sie
ist komplementar zur pre-crRNA, dadurch konnen diese einen Duplex formen, der dann von RNAase III gespalten wird.
Es resultiert ein Hybrid aus tracrRNA und crRNA. Bildet dieser Hybrid schlussendlich einen Komplex mit dem Cas9-
Protein, verandert sich Cas9 strukturell so, dass es DNA aufnehmen kann.

Folie 12: Das bakterielle Immunsystem CRISPR/Cas

An der Zielsequenz sucht die crRNA die Ziel-DNA nach komplementdren Sequenzen ab, um sie Uber die Spacer-
Sequenzen zu binden. Zur Bindung muss Cas9 auBerdem die sogenannte PAM (Protospacer Adjacent Motif)
Erkennungssequenz (NGG, wobei N beliebige Base) finden und binden. Die crRNA bindet an die Zielsequenz und die
Cas9-DNA-Endonuklease schneidet die DNA.

Folie 13: CRISPR/Cas-Systeme

CRISPR/Casg ist nur eines von vielen Systemen, die man in Bakterien erforscht hat. Insgesamt gibt es 6 Arten von
CRISPR-Systemen. Man unterscheidet prinzipiell Klasse 1 und Klasse 2 CRISPR/Cas-Systeme nach Art der Nuklease Cas.
Die Klasse-1-Systeme enthalten einen Multi-Protein-Komplex als Nuklease, die Klasse-2-Systeme eine einzelne
Nuklease, beispielweise zahlt hierzu Cas9. Cas 1 und Cas2 Proteine sind in fast allen Systemen enthalten und sind fir
die Integration der Spacer-DNA in den CRISPR-Genlocus verantwortlich.

Das CRISPR/Cas9 System (Klasse-2, Typ 1) ist das einzige System, das Doppelstrangbriiche erzeugt. Andere Systeme
werden fur speziellere Anwendungen angewandt. Klasse-1, Typ I Systeme beispielweise werden dazu verwendet,
antimikrobiell gegen das Bakterium selbst zu wirken. Dafur werden Phagen genetisch so verandert, dass sie
Strangbriiche an fiir das Bakterium wichtigen Stellen, initiieren. Da Bakterien keine guten DNA-
Reparaturmechanismen haben, werden die Schaden nicht repariert, das Bakterium stirbt. Dies wird im Bereich von
Infektionskrankheiten erforscht.
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MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODIK

Folie 15: Was ist Genom-Editierung?

Unter Genom-Editierung versteht man verschiedene Techniken, die es ermdglichen, gezielt Erbgut zu verandern. Bei
Mikroorganismen spricht man von weiBer Gentechnik, bei Pflanzen von grlner Gentechnik, bei menschlichen Zellen
von roter Gentechnik und bei Tieren spricht man von transgenen Tieren bzw. von gentechnisch verdnderten Tierlinien
(Knockouts). Oft werden gentechnisch verdnderte Organismen als GMO's (genetically modified organisms) und
gentechnisch verdnderte Pflanzen als GPO's (genetically modified plants) bezeichnet. In deutscher Sprache spricht
man oft auch allgemein von GVO, gentechnisch veranderten Organismen.

Synonyme flir Genom-Editierung sind Genome Engineering, Gene Editing, Genom-Modifikation und Genom-Editing.

Ziel einer Genom-Editierung kann ein Knockout, also das Zerstoren von einem Gen im Genom, oder ein Knockin, das
Einfugen eines Gens ins Genom sein. Bei letzterem unterscheidet man zwischen cisgen, was bedeutet, dass das Gen
von der gleicher Art ist, und transgen, wenn das Gen von einer anderen Art kommt. AuBerdem konnen gezielt eine
oder mehrere Basen im Genom verandert werden, die Auswirkung auf das Genprodukt haben.

Auch wenn CRISPR/Cas9 zu den neuesten Entdeckungen im Bereich der gezielten Genom-Modifikationsverfahren
zahlt, gibt es auch andere Verfahren, die im Laufe der vergangenen Jahren fiir die Veranderung von
Mikroorganismen-, Tier-, oder Pflanzengenomen verwendet wurden: Meganukleasen, Zinkfingernukleasen und TALENs
(Transkription Aktivator-like effector nucleases). RNAi, RNA Interferenz, eine Methode fiir den gezielten Gen-

Knockdown, ist keine Genom-Editierung im klassischen Sinne, da sie Gene nur ,ausschalten® kann.

Das Prinzip der Genscheren findet also nicht nur mit CRISPR/Cas9 Anwendung, sondern wurde bereits bei &lteren
Methoden eingesetzt: ein Enzym, das naturlich vorkommt, wird kinstlich nachgebaut und kann eine bestimmte Stelle
im Erbgut ansteuern, wo es schneidet. Man nennt diese Enzyme auch ,.Sequenz-spezifische Restriktionsnukleasen®. Es
gibt einen Bereich (,Domdne®) des Proteins, der die Erkennungssequenz enthalt, was das zu suchende ,Wort™ im Text
des Erbguts darstellt. Ein anderer Bereich schneidet das DNA-Molekil an der Stelle mit dem ,Suchwort®. Bei
CRISPR/Cas9 fuhrt kein Protein, sondern ein RNA-Leit-Molekl, die Nuklease zum Ziel.

Auf den folgenden Folien werden diese Verfahren naher beschrieben und der CRISPR-Mechanismus im Detail erklart.
AuBerdem werden zwei DNA-Reparaturmechanismen néher erldutert, die essentiell sind, um den veranderten DNA-
Doppelstrang wieder zu reparieren.

Seite 8



Die Genschere CRISPR/Cas9

Folie 16: Werkzeuge der Genom-Editierung

Meganukleasen

Diese Endonukleasen kénnen eine DNA-Sequenz von 14-40 Basenpaaren durch Protein—DNA Interaktionen erkennen,
binden und die inneren (,endo®) Phosphodiesterbindungen spalten. Thre Spezifitdt der Ziel-DNA Bindung ist nicht
besonders hoch und die Herstellung ist sehr zeitintensiv, da Erkennung und Bindung der DNA sowie die Nukleas-
Aktivitat in einer einzelnen Domdne verflochten sind. Es gibt Fusionsproteine von Meganukleasen mit TALE-Arrays
(megaTALs), die ebenfalls fiir die Genom-Editierung bzw. zur Herstellung von Doppelstrangbriichen eingesetzt werden

konnen.

Zinkfingernukleasen und TALENs

ZFNs (Zinkfingernukleasen) und TALENs (Transcription Activator-like Effector Nucleases) sind beides Fusionsproteine
mit DNA-Bindedomdane und unspezifisch schneidender Nukleasedomane — dem Restriktionsenzym FokI. Nach dem
Schnitt reparieren DNA-Reparaturmechanismen die DNA (DNA Reparatur und Modifikation — Folie 22, 23). Sie wurden
bereits eingesetzt, um Gene in verschiedenen Organismen wie Viren, Bakterien, Nematoden, Froschen, Pflanzen,

Insekten und Sdugetieren wie Mausen, Ratten, Schweinen sowie kultivierten Vogeln und Saugerzellen zu verandern.

Zinkfingerdomanen sind eine der haufigsten DNA-Bindemotive in Saugerproteinen, sie konnen so modifiziert werden,
dass sie eine groBe Bandbreite an DNA-Sequenzen erkennen. Zinkfinger sind schleifenformige, von Zinkatomen im
Zentrum zusammengehaltene EiweiBstrukturen. Das Ende passt in die Rille des DNA-Doppelstranges, dort bindet es
Basenpaaren. Ein einzelner Zinkfinger bindet je drei Basen, bei etwa 3-6 Fingern, werden also etwa 9-18 Basenpaare
gebunden. Das hybridisierte FokI-Restriktionsenzym kann dann an Ort und Stelle Doppelstrangbriiche einfiihren. ZNFs
sind die kleinsten aller Genscheren. Normalerweise aktivieren zwei ZNF-Monomere die FokI-Nuklease, wenn aber nur
ein Monomer die Ziel-DNA bindet, kann FokI oft auch binden und unspezifisch schneiden. Dadurch kommt es bei ZNFs
des Ofteren zu Off-target Effekten, was bedeutet, dass die DNA an einer ungewiinschten Stelle geschnitten wird. ZNFs
weisen eine schlechte Dichte der Zielsequenzen auf, was dazu fiihrt, dass die Methode wenig effizient ist. Durch
kiinstliche Modifikation der FokI-Nuklease kann jedoch die Spezifitat der ZNFs erhoht werden.

Die TALE-Domdne wurde in einem gramnegativen Bakterium entdeckt. Auch bei TALENS ist die DNA-Bindedoméne mit
der FokI-Nuklease fusioniert. Die TALE-Domdne besteht aus Wiederholungen (Repeats) von etwa 33-35 Aminosduren,
von denen jede ein spezifisches Basenpaar in der groBen Furche der Ziel-DNA erkennt. Die Spezifitdt der Bindung
jeder dieser Repeats ist durch zwei Aminosauren an Position 12 und 13 bestimmt. Im Gegensatz zu anderen Methoden
kann man TALENSs so designen, dass fast jede Zielsequenz anvisiert werden kann, beispielweise auch small-DNAs wie

miRNA-codierende Sequenzen.

Diese Klassen von Genom-Editierungs-Nukleasen basieren auf einer Protein-DNA-Interaktion. Die Fusionsproteine
sollen eine hohe Aktivitdt und eine niedrige Zelltoxizitdat aufweisen. Dies ist (vor allem bei ZNFs) oft schwer zu erzielen,
dadurch sind sehr aufwandig herzustellen, was den groBen Nachteil dieser Methoden darstellt.

Seite 9



Die Genschere CRISPR/Cas9

Folie 17: Werkzeuge der Genom-Editierung

CRISPR/Cas9

CRISPR/Casg féllt unter die Methode der ,,RNA-guided engineered nucleases”. Eine guid- RNA besteht aus einer
tracrRNA und einer crRNA und bringt die Nuklease zur Zielsequenz, wo sie Doppelstrangbriiche einfiihren kann. Im
Gegensatz zu ZFNs und TALENs entwindet Cas9 die Ziel-DNA vor dem Schneiden.

Wie unterscheiden sich die Methoden?

niedrig niedrig schwierig mittel hoch
TALEN mittel hoch schwierig mittel gering
CRISPR/Cas9 hoch hoch einfach schnell gering

Die ,dlteren” Verfahren sind wesentlich aufwdndiger herzustellen und dadurch zeit- und kostenintensiver. Die Leit-
RNA von CRISPR enthalt nur 20 Nukleotide, was in der Herstellung mittlerweile nur noch etwa einen Tag dauert. Das
Cas9-Protein muss nicht spezifisch designt werden. TALENs sind ahnlich spezifisch wie CRISPR-Systeme, jedoch
weniger effizient. Die Herstellung von TALENs dauert etwa 3-5 Tage, die von Zinkfingernukleasen einige Wochen. Die
Herstellung eines CRISPR Systems kostet etwa 20 Euro, TALENs 40-80 Euro und Zinkfingernukleasen 200 Euro.
CRISPR/Cas9 kann im Gegensatz zu den dlteren Verfahren mehrere Stellen im Erbgut gleichzeitig schneiden
(,Multiplexing®). AuBerdem sinken die Herstellungskosten, dadurch, dass CRISPR/Cas-Systeme immer haufiger
eingesetzt werden, laufend.

Folie 18: CRISPR Leit-RNA Design

Das CRISPR/Cas9-System besteht aus einer Leit-RNA (single guide-RNA) und dem Cas9-Protein. Die Leit-DNA besteht
neben der Spacer-Region bzw. crRNA aus der tracrRNA (trans activating crRNA). Die crRNA ist der variable Teil der
Leit-RNA, er wird auf die Zielsequenz hin designt und besteht aus circa 20 Nukleotiden. Des Weiteren beinhaltet die
Leit-RNA einen Teil, der aus den zwischen CRISPR-Sequenzen lokalisierten Repeats besteht. Die tracrRNA ist wie im
Bakterium fiir die Prozessierung der pre-crRNA zustandig und bewirkt im Komplex mit crRNA, dass das Casg DNA
aufnehmen kann. Die genetische Information zur Expression der Leit-RNA und des Cas9 Proteins werden mittels
Plasmid in die Zielzelle eingebracht.
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Folie 19: CRISPR/Cas9-System

Es gibt verschiedene Méglichkeiten der Einbringung eines Plasmids in die Zielzelle (Transfektion). Die haufigste ist die
Elektroporation, bei der die Zellmembranen durch elektrische Impulse durchlassig gemacht werden. Wichtig bei der
Einbringung des CRISPR/Cas9-Systems in die Zielzellen ist das Verhdltnis von DNA bzw. Protein und RNA zu den Zellen.
Nach der Expression wird Leit-RNA (crRNA und tracrRNA) zum CRISPR/Cas9-Komplex verbunden.

Folie 20 und 21: CRISPR/Cas9-Doppelstrangschnitt

Die Leit-RNA filhrt den CRISPR/Cas9-Komplex zur Ziel-DNA. Zur Bindung wird die Ziel-DNA in das strukturell durch die
crRNA/tracrRNA Hybrid-Bindung verdnderte Cas9 aufgenommen und die DNA solange abgesucht, bis die Zielsequenz
gefunden wurde. Zur Bindung muss Casg auBerdem die sogenannte PAM (Protospacer Adjacent Motif)
Erkennungssequenz (NGG, wobei N beliebige Base) finden und binden. Die crRNA bindet dann an die Zielsequenz und
die Cas9-DNA-Endonuklease entwindet und schneidet den DNA-Doppelstrang. Der Schnitt wird drei Basenpaare vor
(upstream) dem PAM-Erkennungsmotiv durchgefiihrt.

AnschlieBend versucht die Zelle, die entstandenen DNA-Schaden durch zelleigene DNA-Reparaturmechanismen zu

korrigieren.

Folie 22: DNA-Reparatur und -Modifikation

Es gibt zwei Formen von DNA-Doppelstrang Reparatur, die fiir CRISPR-basierte Genom-Editierung vornehmlich

ausgenutzt werden.

Die Homologe Rekombination (HR, oder engl. HDR ,homology directed repair”) kommt vor allem in post-mitotischen
Zellen, also Zellen die sich nicht mehr teilen, wie Muskel-, Nerven-, oder Skelettzellen, vor. Es ist eine Form der
genetischen Rekombination, bei der Teile zwischen homologen DNA-Sequenzen ausgetauscht werden. Bei Eukaryoten
findet sie in der ersten Prophase der Meiose statt, im Falle hoherer Organismen bei mannlichen Individuen wahrend
der Spermatogenese und bei weiblichen Individuen wahrend der Oogenese. Nach einem Doppelstrangbruch nahern
sich zwei homologe Chromosomen, die nach vorangegangener Replikation aus je zwei Schwester-Chromatiden (aus
einem DNA-Doppelstrang) bestehen, an, und tauschen DNA-Material aus. Wird nun von CRISPR-Cas9 ein
Doppelstrangbruch initiiert und zusatzlich eine DNA-Sequenz flir eine einzubauendes Gen mitgeliefert, kann dieses
anstatt der Chromatide als Vorlage fur die Rekombination dienen und damit einen neuen DNA-Abschnitt einflihren.
Die neue DNA-Sequenz oder Donor-DNA, kann mit dem CRISPR/Cas9-Plasmid mitgeliefert werden. Homologe
Rekombination wird also bei der Genom-Editierung vor allem daflr ausgenutzt, neue Geninsertionen einzufihren.
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Folie 23: DNA-Reparatur und -Modifikation

Das Non-homologe Endjoining (NHEJ) ist eine wesentlich ungenauere Methode der DNA-Rekombination, die aber in
allen Zellen vorkommt. Dadurch, dass das NHEJ so ungenau arbeitet, werden oft Basen deletiert (geldscht) oder
kleine Insertionen eingefiihrt. Das kann bewusst fiir die Genom-Editierung ausgenutzt werden. Mdchte man
beispielsweise ein schadliches Protein verandern, kann man durch NHEJ, durch sogenanntes Exon-Skipping, den
Leseraster auf der DNA dndern, sodass ein unvollstandiges oder falsches Protein entsteht, das dann seine Wirkung
nicht mehr entfalten kann.

Folie 24: CRISPR/Casg Modifikationen

CRISPR/Casg wird in der Forschung eingesetzt, um folgende DNA-Modifikationen zu generieren:

Ein Knockout durch NHEJ bewirkt ein gezieltes ausschalten eines Gen- oder Genabschnittes (Exon) mit bestimmter
Funktion. Einen Knockin, also Neueinbau eines Gens, wird durch Homologe Rekombination (engl. HDR) erreicht, wenn
man zusdtzlich zum CRISPR/Cas9-System eine Donor-DNA mit dem gewiinschten Gen als Reparaturvorlage mitliefert.

CRISPR/Cas9 kann aber auch eingesetzt werden, ohne dass Cas9 schneidet. Die Endonuklease von Cas9 kann
inaktiviert werden (,death-Casg oder dCas9®) und das CRISPR/Casg System damit die Transkription bestimmter Gene
erhohen oder unterdriicken. Daftr muss man Cas9 mit einem Transkriptionsaktivator oder -repressor
(,Unterdriicker”) verbinden und CRISPR/Cas9 nutzen, damit Aktivator/Repressor zur richtigen Zielsequenz

(Promotorregion) geleitet wird.

Ebenso ermdglicht CRISPR/Casg  die Visualisierung und damit Lokalisierung von DNA-Abschnitten durch
Fluoreszenzmarkierungen. Dafiir wird die Leit-RNA so designt, dass die Zielsequenz jenem DNA-Abschnitt entspricht,
dessen raum-zeitliche Organisation analysiert werden soll. CRISPR/Casg kann dort dann Gene, die fiir
Fluoreszenzfarbstoffe wie GFP (Green Fluorescent Protein) codieren, einbauen. Wichtig dabei ist, dass die Funktion
des zu analysierenden Gens durch die CRISPR/Cas9-Modifikation nicht beeintrdchtigt wird.
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BESTEHENDE UND ZUKUNFTIGE EINSATZBEREICHE

CRISPR/Casg wird bereits in vielen Bereichen der lebenswissenschaftlichen Forschung eingesetzt, weil es
kostengiinstiger als herkdmmliche Methoden und einfach herzustellen ist, auBerdem ist es sehr prazise im Vergleich
zu anderen Methoden der Genom-Editierung (vgl. Werkzeuge der Genom-Editierung — Folie 17). Nachfolgend werden
einige Forschungs- und Anwendungsbereiche vorgestelit.

Folie 26: Grune Gentechnik

Griine Gentechnik bezeichnet die Veranderung des Erbgutes von Pflanzen, damit sie widerstandsfahiger gegen
Schadlinge oder Klimabedingungen werden. Man verwendet dafiir nun CRISPR/Cas9, da die Methode Gene in Pflanzen
einbringen kann und dies so exakt passiert, dass die Organismen weiter ,,naturidentisch® sind. Es werden dabei also
keine neuen langeren Gensequenzen oder artfremdes DNA-Material eingebracht.

Bereits geforscht wurde an: weiBem Zucht-Champignon, der langsamer braun wird; ertragreicherem Wachsmais;
allergenfreien Erdnusse oder Mais fur Biosprit.

Die CRISPR/Casg Methode wird die Pflanzenzucht revolutionieren. Verdnderungen im Pflanzensaatgut sind der
Methode schneller umsetzbar und glinstiger. Noch ist die rechtliche Regelung in der EU fraglich — bewertet man den
Herstellungsprozess (genveranderter Organismus) oder das Produkt (naturidentischer, nicht genverdanderter
Organismus)? (Rechtliche Aspekte und regulatorische Aspekte— Folie 35)

Folie 27: Methoden der Pflanzenzucht

Die Folie zeigt am fiktiven Beispiel der Tomate verschiedene Moglichkeiten der Pflanzenzucht.
Konventionelle Zlichtung funktioniert tiber geschlechtliche Kreuzung, Mutagenese und Zellkulturtechniken.

Die Kreuzungszucht basiert auf einer Hybridisierung zwischen Empfanger- und Spenderlinie. Die Nachfahren mussen
dann auf die gewlinschte Eigenschaft hin selektiert werden. Um ungewiinschte Eigenschaften der Spenderlinie (Stern-

Symbol) zu entfernen, bedient man sich dem sehr aufwandigen Verfahren der Riickkreuzung mit der Empféngerlinie.

Durch Chemikalien oder Strahlung behandelte Pflanzensamen werden einer zunachst zufalligen Mutagenese
ausgesetzt, d.h. man weiB nach Behandlung nicht gleich, welche DNA-Sequenzen verandert wurde. Es folgt eine
ebenfalls sehr aufwandige Auslese der gewlinschten Eigenschaften. Nur ein sehr kleiner Teil der Mutanten ist fur die
Weiterzucht geeignet, die meisten Mutationen fiihren zu Defekten und machen den Pflanzensamen unbrauchbar. Die
mutierten Pflanzen mussen ebenfalls zurtickgekreuzt werden, um die positive Eigenschaft zu tiberfuhren.

Bei der Protoplastenfusion werden Zellen von der gleichen Spezies fusioniert, um neue Hybride zu formen. So werden
Eigenschaften beider Spezies vereint. Genetische Modifikationen konnen mit artfremdem oder artgleichem
genetischen Material durchgeftihrt werden. Transgene Pflanzen haben mittels Plasmiden artfremde DNA erhalten und
eingebaut. Cisgene Pflanzen wurden mit einem natirlichen Gen transformiert, welches auch durch Kreuzung erhalten
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hatte werden konnen. Bei der Genom-Editierung wird DNA mittels CRISPR/Cas9 oder anderer Genscheren direkt
insertiert, entfernt oder ersetzt, hier ist keine Selbstbestdubung mehr méglich (Kreuz-Symbol).

Folie 28 und Folie 29: Gene-Drive

Neben dem Einsatz in der Agrarwirtschaft wird daran geforscht, CRISPR/Cas9 an Lebewesen in der freien Wildbahn
einzusetzen, die beispielsweise gefahrliche Krankheiten (ibertragen. Gene-Drive ist eine Technik, bei der man ein
manipuliertes Gen rasch in einer ganzen Population durchsetzen kann. Normalerweise brauchen Genveranderungen
im Organismus sehr lange, bis sie sich in einer Population ausgebreitet haben, da die Mutation meist nur auf einem
Chromosom lokalisiert ist. Auch hangt die Vererbungsgeschwindigkeit von der sogenannten Generationszeit ab, also
jener Zeitdauer, in der sich die Zahl der Individuen einer Population von Lebewesen verdoppelt. Bei Menschen sind das
etwa 25 Jahre, bei einem Bakterium zwischen 15 und 60 Minuten. Bei Gene-Drive verwendet man einen ,,Turbo“ fir die
Vererbung eines veranderten Gens. Die auf einem Gen eingefuhrte Mutation kopiert sich selbststandig auf das
Schwesternchromosom, sodass von Generation zu Generation alle Nachkommen diese Mutation erben. Die neuen Gene
werden also mit groBerer Wahrscheinlichkeit an Nachkommen weitergegeben als iiblich. Damit konnen genetische

Veranderungen innerhalb weniger Generationen in einer Population oder einer ganzen Art vorhanden sein.

Im Detail funktioniert dies folgendermafen: Die genetischen Informationen flr Cas9 und guide-RNA werden stabil ins
Erbgut integriert. Dies geschieht, indem man die genetischen Informationen mit DNA-Sequenzen flankiert, die
homolog zum Gen sind, das man ausschalten will. Die homologen DNA-Sequenzen dienen als Vorlage fiir den DNA-
Reparaturmechanismus, um den induzierten DNA-Bruch zu reparieren (Homologe Rekombination — vgl. DNA-
Reparatur und Modifikation — Folie 22). Ein stabil ins Erbgut integriertes Endonuklease-Gen kann immer wieder
schneiden. Es entsteht eine Art Kettenreaktion, da alle Kopien eines Gens verandert werden. Dies fihrt dazu, dass ein
heterozygotes Merkmal homozygot wird, was gemaB3 den Mendel “schen Regeln nicht vorkommt. Dies passiert in der
Natur unkontrolliert und selten —im Labor wird es ausgeniitzt, um schnell neue Eigenschaften in einen Organismus
einzufuhren. Rekombinante Gene-Drive Systeme konnen des Weiteren sogenannte Cargo-Gene enthalten, die den

Gene-Drive unterstiitzen oder davon unabhangige Eigenschaften besitzen.
Bei folgenden Tieren oder Pflanzen werden bereits Genverdnderungen mittels Gene-Drive eingefiihrt:

e Drosophila, Hefe oder Rundwiirmer als wichtige Modellorganismen: mittels Gene-Drive kann man schnell
Mutationen (auch unbekannte) erforschen bzw. Krankheitsmodelle erstellen; wird lediglich im Bereich der
Grundlagenforschung eingesetzt

e  Stechmicken zur potentiellen Bekampfung von Malaria, Dengue oder Zika, werden vor allem in Amerika

erforscht — bekannter Forscher George Church; mogliche Anwendung gegen Infektionskrankheiten

Esist fraglich, wie sich das Okosystem verdandern wiirde, wenn Gene-Drive veranderte Tiere tatsdchlich aus dem Labor
entlassen werden wiirden. Medien sprechen von einer kiinstlichen ,,Steuerung der Evolution®. Beflirworter meinen, die
Natur sei per se in keinem Gleichgewicht, sodass auch eine vom Menschen verdnderte Tierart keine grofBen
Auswirkungen haben wiirde. Gene-Drive ist nur an Tieren durchftihrbar, Keimbahnveranderungen mit Gene-Drive am

Menschen sind nicht méglich, da die Generationszeiten zu lang sind (Ethische und gesellschaftliche Fragen-Folie 36).
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Folie 30: Modellorganismen — Rekonstruktion von Krankheiten im Labor

In Modellorganismen wird im Labor nachgestellt, wie Krankheiten entstehen, verlaufen, behandelt bzw. vorgebeugt

werden konnen:

In der Grundlagenforschung werden bakterielle, pflanzliche und tierische Modellorganismen dazu verwendet,
Pathologien des menschlichen Organismus (bei dem eine genauere Erforschung zelluldrer Mechanismen nicht méglich
ist) nachzustellen. Wichtige Organismen sind hierbei die Ackerschmalwand (Arabidopsis), diverse Bakterienstdmme,
Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae), Zebrafische (Danio rerio), Taufliegen (Drosophila melanogaster) und Méuse.
Diese Modellorganismen zeichnen sich in der Regel durch eine kurze Generationszeit sowie eine kostenglnstige und
unkomplizierte Haltung aus. Sie sind in vielfdltiger Hinsicht sehr gut dokumentiert (genetische Informationen,
Proteine, Wechselwirkungen, zellulare Pathways, ...) und weisen andere Besonderheiten auf, die sich fiir die genetische
Forschung eignen (wie beispielweise wenige Chromosomen, wie es bei Drosophila der Fall ist).

Das Einfugen von genetischen Veranderungen, beispielweise um eine Krebsmauslinie zu erhalten, ist oft eine
langwierige Aufgabe, da die Verdnderung in die Keimbahn eingebracht und stabil weitervererbt werden muss. Bis dato
wurden daflir Vektoren (,Genfdhren®) mit Fremd-DNA verwendet, die dann ins Genom des Organismus integriert
wurden — und dies mehr oder weniger zufallig. Mit CRISPR/Cas-Systemen werden neue Gene in die Zelle eingebracht
oder ausgeschalten. Die Herstellung von RNA ist einfach und giinstig, CRISPR/Cas Systeme arbeiten spezifisch und
effizient und damit sind die Modellorganismus-Linien in der Grundlagenforschung mittlerweile wesentlich rascher und
glinstiger herzustellen. AuBerdem kann man mittels CRISPR/Cas9 auch mehrere Stellen im Genom, beispielweise einer
Maus, verandern und so komplexe Gen-Kombinationen effizienter erzeugen — denn oft hat eine Erkrankung mehrere
genetische Ursachen. Modellorganismen werden auch erzeugt, um auf genetischer Ebene zu simulieren, wie ein

Wirkstoff, der beispielweise ein Gen/Genprodukt blockiert, wirkt.

Erkrankungen die bereits mit CRISPR/Cas9 generierten Modellorganismen erforscht werden sind beispielweise Akute
Myeloische Leukdmie, Alzheimer, oder Herz-Kreislauferkrankungen. Meist handelt es sich hierbei um Erkrankungen,
von denen man bereits ein sehr gutes genetisches Profil hat und sehr genau weil3, wie DNA Veranderungen zur

Erkrankung flihren.

Folie 31: Somatische Gentherapie

Im Gegensatz zu Keimbahnmutationen werden somatische Mutationen im Laufe des Lebens durch diverse
Umwelteinfliisse (Chemikalien/ Mutagene der Umwelt, energiereiche Strahlungsarten) erzeugt. Sie treten in Zellen
auBerhalb der Keimbahn (Somazellen) auf und werden nach Zellteilung auf die Tochterzellen derselben Zelllinie
ubertragen. Oft handelt es sich bei einer somatischen Mutation um eine Punktmutation.

Bei der somatischen Gentherapie wird ein Gen, das zu einer Krankheit fihrt, repariert oder ausgetauscht. Am besten
eignen sich dafiir Stammzellen, wie beispielweise Blutstammzellen oder andere Zellen wie Immunzellen, die sich noch
haufiger teilen konnen. Je nach Erkrankung kann die Therapie ex vivo oder in vivo erfolgen. Ex vivo bedeutet, dass
dem eigenen Korper Zellen entnommen und im Labor ,repariert” und vermehrt werden. Dann werden die gesunden
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Zellen wieder in den Korper eingebracht. Bei in vivo Therapien versucht man CRISPR/Cas9-Systeme direkt in die
Korperzellen einzuschleusen.

Bei ex vivo Therapien konnte man bereits Erfolge erzielen. Beispielweise kann man hierbei auch Zellen eines Spenders
verwenden. Dennoch miissen die reparierten Zellen wieder an den Zielort zurlick und dort prasenter sein als die
mutierten Zellen. Daher ist die Herausforderung neben der genauen Reparatur auch, genug Zellen wieder ins Gewebe
einzubringen. Gut funktioniert dies bei Blutkrebserkrankungen (Hamophilie A, Sichelzellenandmie), da hier
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark entnommen und wieder eingesetzt werden kénnen. Bei Kindern, die weniger
Zellen und meist auch eine geringere Anzahl mutierter Zellen haben, und bei denen die zelleigenen
Reparaturmechanismen noch besser funktionieren, sind solche Therapien erfolgreicher als bei Erwachsenen. Bei einer
Krankheit wie beispielweise Duchenne Muskeldystrophie, stellen die vielen beteiligten Muskeltypen die
Herausforderung dar. Im Gegensatz zu Blutkrebserkrankungen miisste man hier die reparierten Zellen an vielen
verschiedenen Stellen im Korper (mit unterschiedlichen Funktionen) wieder einbringen.

Bei einer Therapie in vivo ist die Herausforderung, das CRISPR/Cas9-System genau zum Zielgewebe zu bringen, denn
es soll nur dort wirksam sein und keine anderen Effekte im Kdrper auslosen. Bei ex vivo Therapien konnen die
reparierten Zellen genau untersucht werden (Sequenzierung), bevor sie wieder in den Korper gebracht werden. Bei in
vivo Therapien sind Off-target Effekte problematisch, da CRISPR/Cas9 potentiell an anderen Stellen im Genom

schneiden kénnte und man die Auswirkungen nicht kontrollieren kann.

CRISPR/Casg wird in der somatische Gentherapie fiir die Erforschung von Blutgerinnungsstdrungen wie Hamophilie A,
Leukdmie, HIV und anderen Immundefekten, Muskelschwund-Erkrankungen und Sichelzellenanamie eingesetzt, da
diese Erkrankungen genetisch bereits gut charakterisiert und teilweise so schwerwiegend sind, dass auch eine wenig
ausgereifte Therapie eventuell durchgefiihrt werden kann (vgl. Folie 35 und 36 zu Rechtlichen und Ethischen
Aspekten). Mégliche Targets sind auch Krebserkrankungen, die durch Punktmutationen hervorgerufen werden und

somit einfach zu modifizieren waren (Beispiel: BRAF V60OE).

Folie 32: Keimbahntherapie (Gentherapie in Keimzellen)

Das Genom menschlicher Keimbahnzellen (Eizelle, Samenzelle und deren Vorlduferzellen) wird an die Nachkommen
weitergegeben. Das bedeutet, dass Gendefekte, die in der Keimbahn des Menschen vorkommen, vererbbar sind. Mit
CRISPR/Casg erforscht man nun Moglichkeiten der Eingriffe in die menschliche Keimbahn. Dies wird als sehr kritisch
erachtet, da CRISPR/Cas9 in komplexen Sdugermodellen (wie z.B. im Mausmodell) viele sogenannte Off-Target Effekte
gezeigt hat. Das bedeutet, CRISPR/Cas9 repariert nicht nur das kranke Gen, sondern schneidet potentiell auch an
vielen anderen Stellen im Genom, die eine dhnliche Basensequenz aufweisen, wie die Ziel-DNA. Die Auswirkungen sind
unbekannt. In der Keimbahn kénnen dadurch irreversible Veranderungen durchgefihrt werden, die an Nachkommen
weitergegeben werden. In einfacheren Organismen wie Pflanzen, sind auch aufgrund des kleineren Genoms die Off-
target Effekte geringer, auBerdem wird durch die gezielte Zucht die Vermehrung kontrolliert. Bei Tier und Mensch ist
das anders und daher problematisch.

Man unterscheidet auch hier verschiedene Stufen der Veranderung. Entnimmt man eine Keimzelle und verandert die

Erbinformation, ist dies gesetzlich anders zu bewerten, als wenn man eine Stammzelle entnimmt und diese verandert
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und in eine Keimzelle umwandelt, die man dann fiir die Fortpflanzung einsetzt. In China beispielweise sind die Gesetze
wenig restriktiv, hier wurde bereits eine Keimbahnverdnderungen mit CRISPR/Casg an einem Uberzéhligen Embryo
(aus IVF?) mit genetischer Bluterkrankung getestet.

Erbkrankheiten im kranken Menschen (in vivo) zu reparieren, gilt derzeit und in naher Zukunft als eher
unwahrscheinlich, da in einem entwickelten Organismus noch weitaus mehr unvorhergesehen Effekte zu erwarten
sind.

Keimbahntherapien mit CRISPR/Cas9 sind hoch umstritten, es ist eine Moratorium zu erwarten, durch das
WissenschaftlerInnen weltweit die Verwendung von CRISPR fir Keimbahnveranderungen als unethisch bewerten und
damit einschranken werden (vgl. Folie 35 und 36 zu Rechtlichen und Ethischen Aspekten).

Abzugrenzen ist die Keimbahntherapie von der Erforschung von Erbkrankheiten in mit CRISPR verdnderten Zelllinien.
Beispielweise werden Keimbahnmutationen im BRCA1-Gen, die bei Tragerinnen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit zu
familidgren Brustkrebs flhren, in mit CRISPR veranderten Krebszelllinien untersucht.

Folie 33: Epigenetik

Die Epigenetik beschreibt Verdnderungen an Chromosomen, die die Aktivitat einzelner Gene beeinflussen. Enzyme

markieren Abschnitte der DNA, was zu einem stdarkeren oder schwacheren Ablesen von Genen fiihrt.

Epi stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,iiber®, d.h. Epigenetik spielt sich ,,oberhalb® der Nukleotidsequenz
des DNA-Strangs ab.

Mittlerweile ist bekannt, dass die Expressionsprofile von genetischen Erkrankungen nicht ausschlieBlich auf
Mutationen einzelner Gene, sondern ebenso auf epigenetischen Veranderungen beruhen. Deswegen wird das
Epigenom, also Faktoren die die Aktivitat eines Gens bestimmen, als zusatzliche Kontrolle in der Erforschung der

Entstehung von Erkrankungen eingesetzt.

DNA-Methylierung ist eine der wichtigsten epigenetischen Veranderungen in der Zelle, die Einfluss auf die
Genexpression nimmt. Histonmodifikationen sind ebenfalls epigenetische Veranderungen die neben der Methylierung

auch auf anderen chemischen Verdnderungen (Acetylierung, Phosphorylierung) beruhen.

Mit CRISPR-Cas9 lassen sich eine oder mehrere Regionen im Erbgut ansteuern und dort das epigenetische Muster
verandern, ohne am Erbgut selbst einzugreifen. Daflr wird Cas9 deaktiviert und mit epigenetischen Modifikatoren
verbunden (dCas9). Beispielsweise kann man somit DNA mit Methylgruppen oder Histonproteine mit Acetylgruppen
markieren. Damit konnen Forscher analysieren, welchen Einfluss diese Modifikationen auf die Genexpression haben.
0ft wird dies auch in Hoch-Durchsatz Ansdtzen durchgefiihrt, bei denen tausende von mit CRISPR Systemen willktrlich

eingefiigten Modifikationen, analysiert werden.

21n Vitro Fertilisation
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RECHTLICHE, ETHISCHE UND GESELLSCHAFTLICHE
ASPEKTE

Folie 34: Rechtliche, ethische und gesellschaftliche Aspekte

Bei der Diskussion um die rechtlichen, ethischen und gesellschaftlichen Aspekte ist es wichtig, die Anwendung von
CRISPR/Cas9 genauer zu differenzieren. Zundchst muss man zwischen dem Prozess der Herstellung, der Gentechnik
(Gentechnisch Veranderter Organismus) und der Bewertung des Produktes bzw. Organismus als transgen
unterscheiden. Ersteres betrifft primdr die Forschung, letzteres die Anwendung. Diese Aspekte sind vor allem bei der
Diskussion um die Verwendung von CRISPR/Casg in der Pflanzenziichtung bzw. Agrarwirtschaft und im Bereich der
Grundlagenforschung (Herstellung von GMOs) wichtig. Im medizinischen Bereich ist bei der Anwendung von
CRISPR/Cas9, der Eingriff in die menschliche Keimbahn durch das Gentechnikgesetz untersagt, fiir die somatische
Gentherapie ex vivo wird CRISPR/Cas9 bereits vielerorts in klinischen Studien eingesetzt.

Folie 35: Rechtliche und regulatorische Aspekte

Methoden wie CRISPR/Cas9 erzeugen nach Gsterreichischer Rechtslage gentechnisch verdnderte Organismen (GVOs).
Experimente mit CRISPR/Cas-Systemen fallen daher unter den Schirm des Gentechnikgesetztes, ihre Anwendung in
der Forschung ist damit geregelt. Ein anderes Bild ergibt sich fir die Anwendung auBerhalb des Labors. Die
Technologie wird es zum Beispiel erméglichen, gentechnisch verdnderte Pflanzen ohne ,Markergene® herzustellen.
Diese Markergene waren bisher das Haupt-Charakteristikum transgener Pflanzen. In naher Zukunft wird es also
Pflanzen geben, bei denen die Methode der Veranderung nicht als Gentechnik nachweisbar ist. Alle gezielten
Manipulationen an Pflanzen und Tier fallen unter das Osterreichische Gentechnikgesetz und sind daher
Kennzeichnungspflichtig.

Eingriffe in die Keimbahn des Menschen, beispielweise bei embryonalen Stammzellen, sind hoch umstritten. Eingriffe
an entwicklungsfahigen embryonalen Zellen sind in Osterreich durch das Fortpflanzungsmedizingesetz verboten. Der
Import und die Forschung an den importieren, nicht entwicklungsfahigen Embryonen ist erlaubt. Im Gegensatz zu
Deutschland hat Osterreich kein Embyronenschutzgesetz, das die Forschung an embryonalen Stammzellen genauer
regelt.

In Europa wird dariiber diskutiert, wie man CRISPR/Cas9 verénderte Organismen kennzeichnen kénnte. Beispielsweise
kénnte man bei der Herstellung von Gentechnischen Verdnderten Organismen, das Produkt und den
Herstellungsprozess separat bewerten und unterschiedlich kennzeichnen.

In Schweden wurde bereits im Falle einer mit CRISPR verdanderten Ackerschmalwand entschieden, dass es sich dabei
um keinen gentechnisch verdnderten Organismus (kein GMO -Prozess) handelt. Genom-Editierung an Embryonen ist in
Schweden, wie in Osterreich, per Gesetzt verboten.

In den USA werden durch CRISPR veranderte Pflanzen unter gewissen Voraussetzungen nicht als transgen eingestuft
(nicht transgenes Produkt). Dort gelten editierte Pflanzen nicht als GVO, sofern sie vollstandig frei von ,,fremder” DNA
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sind. Es gibt bereits Test-Felder mit CRISPR veranderten nicht-GMO Pflanzen. Offentliche Férderungen erlauben es in
den USA des Weiteren nicht, menschliche Embryonen zu modifizieren, die Genom-Editierung ist allerdings erlaubt.
Klinische Studien am Menschen (Somatische Gentherapie) werden bereits durchgefiihrt. Privat finanzierte Forderung
sind in den USA wesentlich weniger restriktiv.

Folie 36: Ethische und gesellschaftliche Aspekte

Aus den vorangegangenen Informationen ergeben sich folgende Fragestellungen fiir die gesellschaftliche Debatte:

Sind Pflanzen, die durch Genom-Editierung entstanden sind, deren Genom jedoch ,naturidentisch® ist als GVOs

anzusehen?

Es ist bis dato nicht klar, welche Auswirkungen CRIPSR/Cas9 auf Mensch und Okosystem haben wird. Die Off-target
Effekte in der Pflanze sind beispielweise sehr gering, in Tieren als komplexere Organismen bereits hoher. Noch werden
keine veranderten Organismen in das Okosystem entlassen, wenn aber doch, sind die Auswirkungen auf das

Gleichgewicht der Umwelt (Mensch, Tier, Pflanzen, andere Organismen ...) schwer abzuschétzen.

Des Weiteren wird es durch die EU-Kommission bald eine Entscheidung uber die Kennzeichnungspflicht von CRISPR
editieren GVOs geben, die dann gegebenenfalls in nationale Gesetzgebung umgesetzt werden misste.
Diskussionsgrundlage fir die Beurteilung der Technik werden unter anderem sein, ob neue Genkombinationen
geschaffen wurden, ob neue Nukleotide eingefligt worden sind, ob es sich dabei um kombinierte Nukleotide handelt,
ob diese dauerhaft oder nur vorlibergehend exprimiert werden, ob die Veranderungen vererbt werden, ob diese
Veranderungen auch in der Natur vorkommen oder mit herkémmlichen Methoden erreicht werden kénnen und ob

sich die Sorten von herkdmmlich geziichteten Sorten unterscheiden lassen.

Wer bekommt die Patente fiir CRISPR/Cas 9 Technologie?

Viele Forscher und wissenschaftliche Einrichtungen waren an der Entwicklung von CRISPR/Casg in den vergangenen 25
Jahren beteiligt. Patente wurden von Jennifer Doudna und Emmanuelle Charpentier sowie Feng Zhang und Georg
Church eingereicht. Letztere hatten mit einem Patent Eilverfahren in der USA einen Teil der Technologie, namlich die
Anwendung von CRISPR/Cas9 in tierischen und menschlichen Zellen zugesprochen bekommen, wéhrend erstere in
einem umfangreicheren US-Patentantrag noch auf ein Ergebnis warteten. Die darauf folgende Klage von

Doudna/Charpentier gegen das Patent wurde vom US Patentgericht abgewiesen.

Sollten auch Charpentier und Doudna nun ihr EU-Patent zugesprochen bekommen — was wahrscheinlich ist, konnte es
darauf hinauslaufen, dass kiinftig alle Einrichtungen, die CRISPR/Casg an eukaryotische Zellen anwenden wollen, gleich
zwei Lizenzen bendtigen: eine von den Erfinderinnen des Verfahrens und eine vom Broad Institut (Feng Zhang). In

China wurde das Patent fiir CRISPR/Cas9 erst kiirzlich Charpentier und Doudna zugesprochen.
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Soll die Genom-Editierung fiir die Veranderung der Keimbahn eingesetzt werden?
Keimbahnmutationen und Designer Babies:

CRISPR/Casg konnte eingesetzt werden, um familidre Erbkrankheiten zu heilen. Die Keimbahn kénnte man nur im
Embryo nachhaltig verandern, dies wird aber aus ethischen Griinden abgelehnt. Im Bereich der In Vitro Fertilisation
(IVF), wenn Kindern kiinstlich gezeugt werden, wird in vielen Landern eine Pra-Implantationsdiagnostik gemacht, d.h.
die zu implantierenden Embryos auf ihre Gesundheit hin untersucht und nur gesunde Embryonen implantiert. Die
Angst vor der Weiterfiihrung dieser Selektion (mit CRISPR) auf Haarfarbe oder Augenfarbe, wie es durch den Ausdruck
~Designer Baby™ oft medial diskutiert wird, ist unberechtigt, da solche Eigenschaften iiber viele verschiedenen Gene
sehr komplex vererbt werden und zusatzlich unsere ethischen Grundregeln und Gesetzte solche MaBnahmen
untersagen wirden. Bei schweren Erbkrankheiten wie Cystischer Fibrose oder Chorea Huntington erzielten
Grundlagenforschungsexperimente bereits erste Erfolge, ob es aber tatsdchlich in den nachsten Jahren klinische
Studien geben wird, hangt davon ab, wie gut man die Genscheren und ihre Genauigkeit verbessern kann und wie die

rechtlichen Rahmenbedingungen gestaltet werden.
Gene-Drive:

Wie verdndert sich das Okosystem, wenn Gene-Drive Tiere tatsdchlich aus dem Labor entlassen werden wiirden? Eine
~Steuerung der Evolution® wird befiirchtet. Versuche gibt es zu modifizierten Stechmiicken die keine Malaria mehr
ubertragen konnen. Wiirde man solche modifizierten Tiere entlassen, wiirden sie eventuell sehr rasch die bestehende
Art verdrangen. Was das fiir Auswirkungen auf das Okosystem hat, kann man nicht abschdtzen. Trotzdem ware der
Nutzen flr den Menschen groB. In den USA forscht beispielweise Wissenschaftler George Church mit Gene-Drive
veranderten Tieren. In diesem Fall ware auch die jeweilige gesetzliche Regelung der einzelnen Lander obsolet, denn
einmal entlassene Tiere kénnten das Okosystem der ganzen Welt verdandern. Daher darf zwar unter strengen
Sicherheitsvorkehrungen daran geforscht werden, es wird aber in der wissenschaftlichen Gemeinschaft sehr scharf

darauf geachtet, die Anwendungen stark zu regulieren.
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