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Zusammenfassung

CRISPR/Cas9 und andere Nukleasetechniken ermdglichen es seit relativ kurzer Zeit erstmals gezielte sequenz-
spezifische Veranderungen an Pflanzengenomen durchzufiihren. Im Moment gibt es vier verschiedene Nukle-
asetechniken, die Meganukleasen, Zink Finger und TALE-gesteuerte Nukleasen, die durch ein Protein an ihre
Zielsequenz dirigiert werden, sowie CRISPR/Cas9, die zu den RNA-gesteuerten Nukleasen gehért. Von diesen
Nukleasen hat sich CRISPR/Cas9 auf Grund seiner einfachen Herstellung und Applikation als die effizienteste
Technik durchgesetzt. In den 3-4 Jahren seit der Beschreibung der Technik fiir die Anwendung in Eukaryonten
hat sich CRISPR/Cas9 weltweit ausgebreitet und wird in Tausenden Laboren zur Forschung sowie in der Pflanzen-
zlichtung und in medizinischen Anwendungen benutzt. In diesem Artikel werden die verschiedenen Nukleasen,
die fir das Genome Editing eingesetzt werden vorgestellt und einige der bereits erfolgreichen Anwendungen
im Pflanzenbereich.
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Abstract

Due to the application of CRISPR/Cas9 and other nucleases it is now for the first time possible to address se-
quence alteration in plant genomes specifically. There are four different nuclease techniques, the meganucleas-
es, zinc finger- and TALE-nucleases which are all protein guided nucleases as well as CRISPR/Cas9, which belongs
to the RNA guided nucleases. From these four different nucleases, CRISPR/Cas9 is the easiest in construction and
application and it turns out to be the most efficient one used in research. In 2012 the first application of CRISPR/
Cas9 in eucaryotes was published and since then it has spread over thousands of research labs worldwide and
was successfully applied in plant breeding and first medical treatments. In this article the different nucleases
used for genome editing and some of their first successful application in plant breeding and research are pre-
sented.
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Einleitung

Unter Genome Editing (GE) versteht man die Verdnderung der DNA-Sequenz in einem Genom und
zwar an bestimmten Orten, die man gezielt ansteuern kann. Fir diese Technik kommen zwei ver-
schiedene Methoden zum Einsatz. Die Oligonukleotid gerichtete Mutation (ODM) und die induzier-
te Mutation durch Erzeugung eines gezielten DNA-Bruches unter Verwendung von ortsspezifischen
Nukleasen (SDN).

Bei der ODM-Technik wird ein kurzes Oligonukleotid, das aus modifizierten DNA-Basen, RNA oder
aus einer Mischung von beiden bestehen kann, in die Zelle eingebracht. Dieses Oligonukleotid ist
komplementar zu der vorab gewahlten Zielsequenz, die verandert werden soll. Durch die Modifi-
kationen bindet das Oligonukleotid sehr spezifisch an die Zielsequenz und verdrangt den komple-
mentdren DNA-Strang. Das Oligonukleotid ist dabei so konstruiert, dass mindestens eine der Basen
(moglich sind bis zu vier Basen) nicht zu der genomischen DNA passt und sich somit eine oder
mehrere Fehlpaarungen ergeben (Abb. 1).
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Abb. 1 Schematische Darstellung der Oligonukleotid gerichteten Mutagenese (ODM). Die farbigen Kasten
symbolisieren die Basen der DNA. Durch Fehlpaarung des Oligonukleotids mit der genomischen DNA ergibt sich
ein Hybrid-Template fir die Fehlpaarungsreparatur, diese kann in Einzelféllen ein modifiziertes Ziel ergeben.

Fig. 1 Schematic diagramm of the Oligonukleotid directed mutagenesis (ODM). The coloured boxes symbolize
the bases of DNA. Imprecise pairing of the oligonukleotid with the genomic DNA results in a hybrid template during
the repair process. Therefore, modified targets occur in particular cases.

Solche Fehlpaarungen werden von dem zelleigenen Fehlpaarungsreparatur-Mechanismus erkannt
und repariert. Bei dieser Reparatur kdnnen Fehler auftreten, was dazu fiihrt, dass die auf dem Oligo-
nukleotid kodierte nicht passende Base die neue Sequenz bestimmt. Hierdurch kdnnen Punktmu-
tationen sehr spezifisch eingebaut werden. In der Regel wird diese Technik fuir die Erzeugung von
Herbizidresistenzen eingesetzt (Sauer et al., 2016).

Die fiir das GE eingesetzten Nuklease-Techniken, die in den letzten Jahren im Labor entwickelt wur-
den, sind im Prinzip nur weiterentwickelte Varianten von Systemen, die in der Natur vorkommen. Es
gibt dafiirim Moment vier Haupttechniken, die auf unterschiedlichen Nuklease-Systemen beruhen.

Meganukleasen

Die Meganukleasen (MN) sind im Prinzip Restriktionsenzyme wie sie bei Bakterien lange bekannt
sind. Sie schneiden an einer spezifischen Sequenz und bestehen aus einem Protein, das DNA bindet
und diese restringiert. Der Begriff Mega- bezieht sich dabei auf die lange Erkennungssequenz (15-
25 Basen) dieser Enzyme, da eine kurze Basenabfolge zu oft im Genom von Eukaryonten vorkom-
men wiirde. Man findet diese Nukleasen Ublicherweise in Hefe oder Algen. Durch in vitro Selektion
ist es moglich, die Erkennungssequenz von Meganukleasen zu modifizieren und somit fiir neue
Erkennungs-Sequenzen zu optimieren (Grizor et al., 2009). Dieses Verfahren ist allerdings zeit- und
kostenaufwandig. Daher haben sich Meganukleasen nicht als Standard im GE durchgesetzt. lhre
hohe Genauigkeit kdnnte allerdings dafiir sorgen, dass MN im Bereich der menschlichen Genthera-
pie Anwendung finden.

Zink Finger- und TALE-Nukleasen

Zink Finger- (ZFN) und TALE-Nukleasen (Transcription activator like effectors) bestehen aus zwei
Protein-Komponenten, der DNA-Bindungsdomaéne (ZF oder TALE) sowie einer Nuklease (meistens
Fokl aus dem Flavobacterium okeanokoites; SANDER et al., 2011; BocH et al., 2009). Das Prinzip der bei-
den Systeme ist sehr dhnlich, wobei die ZFN mit ihren einzelnen Fingern jeweils drei Basen gleich-
zeitig und die TALEs mit jeder Bindedomaéne nur eine Base erkennen (Sprink et al., 2014). Dadurch
sind TALEN leichter an neue Erkennungssequenzen anzupassen und ermdglichen es, eine grofere
Anzahl an verschiedenen Stellen im Genom zu adressieren. Die haufig verwendete Fokl-Nuklease
ist unspezifisch und kann nur als Dimer schneiden, wodurch jeweils zwei Zink Finger bzw. TALE-
Proteine binden mdssen.



CRISPR/CAS9

CRISPR steht als Akronym fiir “clustered regularly interspaced short palindromic repeats”. Diese
Nuklease-Technik beruht auf einem anderem Erkennungs- und Bindesystem. Anstatt dass ein Teil
des Proteins die DNA-Sequenz erkennt und bindet, macht dies in dem CRISPR/Cas9 System eine
kurze RNA-Sequenz, die sogenannte single guide RNA (sgRNA). Ublicherweise ist diese sgRNA 20nt
lang und bindet an die komplementaren 20 Basen in der genomischen DNA (JiNek et al., 2012). Die-
ser Komplex wird von dem CRISPR-assoziierten Protein (Cas9) erkannt und geschnitten, sofern sich
eine sogenannte Protospacer benachbarte Sequenz (PAM) direkt dahinter im Genom befindet. Die
Herstellung von neuen CRISPR/Cas9-Nukleasen ist denkbar einfach und beschrankt sich darauf, je-
weils eine neue sgRNA zu definieren. Diese wird dann einfach als Oligonukleotid bestellt und in den
Vektor, in dem sich das Cas9-Protein befindet, kloniert. Auf Grund dieser extrem einfachen Adres-
sierung neuer Schnittstellen in der Genomsequenz hat sich CRISPR/Cas9 in kurzer Zeit (seit 2012)
durchgesetzt, so dass die meisten GE-Anwendungen heutzutage damit durchgefiihrt werden.

Wie bereits erwdhnt sind sich die Nuklease-Systeme von der Wirkung her sehr dhnlich, sie induzie-
ren jeweils einen Doppelstrangbruch (DSB) in der DNA, dieser wird anschlieBend von zelleigenen
Reparatursystemen behoben, da solche Briiche fiir die Zellen sehr geféhrlich sind. Sie behindern
nicht nur das Ablesen der Gene, sondern sie verleihen der Erbsubstanz auch Instabilitat. Daher
haben Organismen im Laufe ihrer Evolution Reparatursysteme hervorgebracht, die solche Briiche
moglichst schnell beseitigen.

In einem Pflanzengenom werden DNA-Doppelstrangbriiche fast ausschlieBlich durch den zellei-
genen Mechanismus des,Non-homologous end joining” (NHEJ) repariert (>99 %). Bei dieser Repa-
ratur werden die DNA-Briiche entweder direkt durch ein Enzym (Ligase) wieder zusammengefligt
oder die Bruchenden werden vor dem Zusammenfligen verkirzt. NHEJ umfasst zwei Spielarten:
Das klassische NHEJ, welches fehlerfreie Reparaturen ermdglicht, und das alternative NHEJ, bei dem
es zu Fehlern bei der Reparatur kommen kann (BeTermier et al., 2014). Die Haufigkeit der Fehler ist
schwer zu berechnen, da keine Daten dartber vorliegen, wie oft korrekt repariert wird. Nach bisher
vorliegenden Erkenntnissen flihren etwa 2/3 dieser Reparaturfehler zu einem funktionellen Aus-
schalten des betroffenen Gens. Folgende Fehler kdnnen auftreten:

e Insertion oder Deletion von einzelnen Basen,
e Insertion oder Deletion von Sequenzen unterschiedlicher Lange,
e Basen-Substitutionen,

e DNA-Inversionen (Herausbrechen, Verdrehen und Wiedereinfiigen eines DNA-Stiickes) und
Translokationen (DNA-Segmente brechen heraus und werden an anderer Stelle wieder ein-
gefugt).

Diese Art Fehler treten ohne weitere Einflussnahme des Menschen zufillig auf. Bietet man der Zelle
jedoch Sequenzen an, die Homologie zu dem Bereich der DNA in dem der DSB stattfindet zeigen,
dann kann die Reparatur in eine Richtung getrieben werden, die als ,homology directed repair”
(HDR) bezeichnet wird. Bei der HDR nutzt die Zelle eine sogenannte Donor-DNA, die man als Temp-
late oder Matrize anbieten kann.

Egal welche Nukleasetechnik verwendet wird, bieten sich also mehrere Moglichkeiten, welche Ver-
anderung der Sequenz nach der Reparatur des DSB entstehen kann. Lasst man die Nuklease ohne
LAnleitung” (d. h. ohne zugegebene Matrize) schneiden, dann repariert die Zelle per NHEJ und es
kdnnen die oben erwdhnten Verdanderungen auftreten (Abb. 2, links). Diesen Vorgang nennt man
SDN-1 fiir,Site Directed Nucelase 1“ (EFSA, 2012). Gibt man eine Sequenz hinzu, die als Matrize fir
die gezielte Veranderung benutzt werden kann, dann geht die Reparatur vermehrt in Richtung HDR
und es kdnnen beabsichtigte Verdanderungen der bestehenden Sequenz erzielt werden, dies nennt
man SDN-2 (Abb. 2, Mitte). Gibt man eine Matrize hinzu, die an ihren beiden Enden mindestens
500bp Homologie zu der Sequenz im Bereich des DSB hat, dann nennt man dies SDN-3 und die
gesamte Sequenz innerhalb der Homologiebereiche kann in den DSB hineinkopiert werden. Dieser



letzte Vorgang ist am ehesten mit der Einflihrung von Transgenen zu vergleichen, es kénnen aber
auch Gene aus kreuzbaren Partnern an dem homologen Locus eingebracht werden, dann nennt
man das Cisgenese (Abb. 2, rechts).
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Abb. 2 Schematische Darstellung der drei SDN-Typen. Je nachdem, ob zu dem durch die,Site Directed Nucle-
ase” (SDN) induzierten Doppelstrangbruch (DSB) eine DNA-Matrize zugegeben wird, ergeben sich verschiedene
Reparaturméglichkeiten (NHEJ = SDN-1 oder HDR). Je nach Sequenz der DNA-Matrize kann dies zu kleineren
gezielten Veranderungen fiihren (SDN-2) oder zur Integration langerer Sequenzen (SDN-3). Abklrzungen: NHEJ
= Non Homologous End Joining; HDR = Homology Directed Repair.

Fig. 2 Schematic diagram of three SDN types. Depending on the case, if a DNA matrix is added to the double
strand break induced by a “Site Directed Nuclease“(SDN), different repair pathways (NHEJ = SDN-1 or HDR) are pos-
sible. According to the sequence of the DNA matrix this yields small directed variations (SDN-2) or the integration of
longer sequences (SDN-3). Abbreviations: NHEJ = Non Homologous End Joining; HDR = Homology Directed Repair.

Fazit

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es mit den neuen Technologien zum Genome Editing mog-
lich ist, an einem bekannten Genlocus in einer Pflanze nahezu jede beliebige Veranderung vorzu-
nehmen. Hierdurch kénnen bekannte gewiinschte Eigenschaften innerhalb von Arten oder Gber
Artgrenzen hinweg véllig neu kombiniert werden. Durch den Einsatz des sehr einfach herzustel-
lenden und sehr effizienten CRISPR/Cas9-Systems ist es damit auch mdoglich, Veranderungen am
Genom in Pflanzen zu erzeugen, die nicht zu den ,cash crops” gehéren und dies ist zudem auch
kleineren und mittelstandischen Unternehmen und nicht nur den Gro3konzernen maoglich.
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