TEST

BIOTECH

Testbiotech e. V.

Institut for unabhéngige
Folgenabschatzung in
der Biotechnologie

Warum die Neue Gentechnik strikt reguliert
werden muss

Fragen, Antworten und wissenschaftliche Hintergrinde zu CRISPR & Co

Ein Reader von Testbiotech

www.testbiotech.org | Oktober 2020



Warum die Neue Gentechnik strikt reguliert werden muss

Fragen und Antworten und wissenschaftliche Hintergriinde zu CRISPR & Co

Ein Reader von Testbiotech, Oktober 2020

Abbildungen 2-6: Fachstelle Gentechnik und Umwelt / Timo Zett
Alle weiteren Abbildungen: Testbiotech / Timo Zett

Impressum
Testbiotech e.V.

Institut fiir unabhingige Folgenabschitzung

in der Biotechnologie
Frohschammerstr. 14
D-80807 Miinchen

Tel.: +49 (0) 89 358 992 76
info@testbiotech.org

www.testbiotech.org

Geschiftsfithrer: Dr. Christoph Then



Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassung
Uber Testbiotech
Wieso dieser Reader?

Hintergriinde zur Neuen Gentechnik
1. Wie CRISPR & Co funktionieren

2. Die Gen-Schere umgeht die natiirlichen Mechanismen der

Genregulierung und Genomorganisation
3. Technische Potentiale
4. Kombination von alter und neuer Gentechnik
5. Unerwiinschte Effekte
Infokasten: ,Flexible Leitplanken® im Erbgut
Vier zentrale Fragen zur Regulierung der Neuen Gentechnik
Erste Frage: Was sind die Unterschiede zwischen NGT und herkommlicher Ziichtung?
Zweite Frage: Ist die NGT mit spezifischen Risiken verbunden?

Dritte Frage: Wie sollen NGT-Organismen im Rahmen der Zulassungsverfahren

untersucht werden?

Vierte Frage: Wie konnen NGT-Organismen identifiziert werden?
Ein Blick tiber den Tellerrand: , Eingriff in die Evolution®
Anhang

Ausgewihlte Beispiele

Ausgewihlte Quellen

Glossar

c© o N &N H

II
13
4
16
18
18

19

20
21
22
24
24
26
27



4 | Warum die Neue Gentechnik strikt reguliert werden muss
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Zusammenfassung

Dieser Reader bietet einen Uberblick iiber wissenschaftliche Informationen, die fiir die gesetzliche Regulierung

der ,Neuen Gentechnik® entscheidend sind.

,Neue Gentechnik’ (NGT) — auch als ,Genome Editing‘ oder ,neue genomische Techniken® bezeichnet — eroffnet
Moglichkeiten, die tiber die herkommliche Ziichtung und die ,alte* Gentechnik hinausgehen. Wichtigstes
Werkzeug der NGT ist die ,Gen-Schere® (Nuklease) CRISPR/Cas. Die fiir spezifische Zielregionen im Erbgut
designten Gen-Scheren werden im Labor synthetisiert und dann mit unterschiedlichen Verfahren in die Zellen

von Pflanzen und Tieren eingebracht.

Nukleasen (Gen-Scheren) kénnen, anders als physikalisch-chemische Mutagene, direkt in die biologischen
Mechanismen der Vererbung eingreifen: Im Laufe der Evolution haben sich Mechanismen entwickelt, die be-
stimmte Regionen im Erbgut vor zu hiufigen Mutationen schiitzen kdnnen. Sie sind sozusagen flexible Leit-
planken der Evolution. Dies scheint insbesondere relevant fiir Gene, die fiir das Uberleben einer Art besonders
wichtig sind. Die Neue Gentechnik ist dazu gemacht, diese Schutzmechanismen zu umgehen. Insbesondere die
Gen-Schere CRISPR/Cas macht so erstmals das gesamte Erbgut fiir technische Eingriffe und Verinderungen
verfiigbar. Auch Erbanlagen, die bisher durch Ziichtung kaum beeinflussbar waren, kénnen jetzt verindert
werden. Organismen, die mit NGT entwickelt wurden, kénnen auch dann tiefgreifende Verinderungen und

neue Eigenschaften aufweisen, wenn keine zusitzlichen Gene eingefiigt werden.

Aufgrund ihres technischen Potentials kann die NGT genetische Verinderungen (Genotypen) und bio-
logische Eigenschaften (Phinotypen) herbeifiihren, die sich von denen, die Evolution und herkdmmliche
Ziichtung hervorgebracht haben, deudich unterscheiden. Deswegen miissen die Risiken, die mit der Frei-
setzung und der Verwendung dieser Gentechnik-Organismen in Lebensmitteln einhergehen, in jedem

Fall genau gepriift werden.

Mit Hilfe der NGT sollen — unter anderem in der Land- und Forstwirtschaft — innerhalb kurzer Zeitriume
viele Pflanzen und Tiere mit neuen biologischen Eigenschaften in die Okosysteme eingefiihrt werden. Bei-
spiele sind Pflanzen, deren Inhaltsstoffe verdndert sind, was oft auch ihre Wechselwirkungen mit der Umwelt
(u.a. Bestduber, Wildtiere und Bodenorganismen) beeinflusst. Manche Organismen sind so verindert, dass sie
eine erhohte ,Fitness aufweisen und sich deswegen schneller ausbreiten und andere Arten verdringen kénnen.
Andere Projekte betreffen Honigbienen, die in ihrem Bestiubungsverhalten verindert und gegen Pestizide
resistent gemacht werden. Die Erthéhung des Ertrags von Biaumen fiir die Forstwirtschaft ist ein weiteres Ziel
der NGT-Anwendung. Zudem wird auch die gentechnische Verinderung von wildlebenden (nicht domesti-
zierten) Organismen wie Korallen, Nagetieren, Fliegen oder auch Wildpflanzen erprobt. Wiirde eine grofle
Anzahl derartiger NGT-Organismen innerhalb kurzer Zeitriume freigesetzt, konnten die Okosysteme rasch

tiberfordert und die biologische Vielfalt erheblich gefihrdet werden.

Neben den beabsichtigten neuen Eigenschaften gibt es weitere Risiken, die mit der Einfithrung von NGT-
Organismen in die Okosysteme und Landwirtschaft einhergehen: Beim Einsatz der Gen-Scheren tritt ein
breites Spektrum von spezifischen unbeabsichtigten Effekten auf. Diese werden u.a. durch die mehrstufigen
Verfahren des Genome Editing verursacht, das oft auch mit Methoden der ,alten® Gentechnik kombiniert
wird. Weitere Ursache sind unbeabsichtigte Verinderungen im Erbgut, die durch die eingesetzten Werkzeuge
wie der Gen-Schere CRISPR/Cas ausgelost werden konnen. Es kann dadurch zu Umstrukeurierungen des
Genoms kommen, einschliefSlich des ungewollten Einbaus von zusiezlichen Gensequenzen. Haufig wird das
Erbgut auch an Stellen verindert, die Ahnlichkeiten mit der eigentlichen Zielsequenz aufweisen und deswegen

von der Gen-Schere ebenfalls geschnitten werden. Diese unbeabsichtigten Effekte kdnnen sich deutlich von
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den genetischen Verinderungen unterscheiden, die durch die herkdmmliche Ziichtung entstehen und gehen
daher mit spezifischen Risiken einher. Deswegen miissen alle Effekte, die durch das mehrstufige Verfahren der

NGT verursacht werden, auch bei der Risikopriifung einbezogen werden.

Gibt es keine ausreichende Regulierung der NGT, drohen Probleme wie in den USA: Dort wurden bis Okto-
ber 2020 bereits etwa 80 NGT-Organismen von der Regulation ausgenommen. Es gibt aber keinen Zugang zu
Daten und Informationen iiber die genaue Art der gentechnischen Verinderungen. Damit fehlen die Grund-

lagen fiir die notwendige Uberwachung und Kontrolle und fiir eine unabhingige Uberpriifung der Risiken.
Obhne eine ausreichende Regulierung der Neuen Gentechnik
> sind erhebliche Schiden an der biologischen Vielfalt wahrscheinlich;
> koénnen sich bei der Produktion von Lebensmitteln unbemerkt Risiken einschleichen;
> gibt es keine Moglichkeit, ausreichende Daten zur Uberpriifung der Risiken durch unabhingige
Expertlnnen zu bekommen;
> konnen keine Mafinahmen gegen eine unkontrollierte Ausbreitung der Organismen ergriffen werden;
> gibt es kaum Maglichkeiten zur Identifizierung und Riickverfolgung der Organismen sowie der aus
ihnen hergestellten Produkte;

> kann die gentechnikfreie Landwirtschaft und Lebensmittelproduktion nicht geschiitzt werden.

Fazit: Alle Organismen, deren Erbgut mit den Verfahren der Neuen Gentechnik in irgendeiner Weise
verindert wurde, miissen einer Zulassungspriifung unterzogen werden, wobei das jeweilige Verfahren
der Ausgangspunkt der Priifung ist. Die Notwendigkeit hierfiir kann nicht auf die Organismen be-
grenzt werden, in deren Erbgut zusitzliche Gene eingefiigt wurden. Wird die NGT nicht strikt reguliert,
droht eine schnelle, unkontrollierte und massenhafte Freisetzung von Organismen mit Eigenschaften,
die nicht durch die Evolution angepasst wurden. Das stellt eine erhebliche Gefahr fiir die Okosysteme,
die Land- und Forstwirtschaft und die Lebensmittelherstellung dar.
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Uber Testbiotech

Testbiotech ist ein unabhingiges Institut fiir die Folgenabschitzung im Bereich der Gentechnologie. Unsere
Arbeit basiert strikt auf wissenschaftlichen Grundlagen und bewertet die verfiigbaren Informationen aus der
Perspektive des Schutzes von Mensch, Umwelt und Natur. Testbiotech ist frei von jeglichen Interessen an der
Entwicklung, Anwendung und Vermarktung von gentechnisch verinderten Produkten. Wir haben langjihrige
Erfahrung mit der Risikopriifung gentechnisch veridnderter Organismen in der EU. Weitere Informationen

finden sich in unseren Veréffentlichungen (www.testbiotech.org/en/publikationen).

Seit mehreren Jahren hat Testbiotech einen Schwerpunkt bei der Neuen Gentechnik. Wir waren an ei-
nem mit Sffentlichen Geldern finanzierten Forschungsprojekt zu sogenannten Gene Drives beteiligt
(www.genetip.de) und fithren derzeit ein Projekt mit dem Titel ,Horizon Scanning Biotechnlogie® durch,
das vom Bundesamt fiir Naturschutz (BfN) finanziert wird und sich mit ,Synthetischer Biologie* und

,Genome Editing’ befasst (www.fachstelle-gentechnik-umwelt.de).

Abb. 1. An der Modellpflanze Arabidopsis (Ackerschmalwand) wurden viele Versuche zu Grundlagen der Vererbung, zu
Genregulation, Genomorganisation und Verinderungen im Erbgut gemacht. Dabei zeigte sich: Es gibt mehrere natiirliche
Mechanismen, die wichtige Genregionen vor zu hiufigen Mutationen schiitzen (siche Kasten: ,Flexible Leitplanken®). Die
Gen-Schere CRISPR/Cas erméglicht es, diese Schutzmechanismen zu umgehen (Kawall, 2019).
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Wieso dieser Reader?

Die Debatte um die Neue Gentechnik (NGT) — bekannt auch als Genome Editing oder ,neue genomi-
sche Techniken, um die offizielle Sprachregelung der EU-Kommission zu verwenden — und ihre Regulierung
nimmct in der EU an Fahrt auf. Die politischen EntscheidungstrigerInnen miissen sich sowohl mit deren
Potentialen als auch ihren Risiken fiir Natur, Mensch und Umwelt befassen.

2012 fithrte die Entdeckung der CRISPR/Cas-Technologie zu einem Entwicklungsschub in der Gentechnik.
CRISPR/Cas ist das wirkungsvollste Instrument einer ganzen Reihe von neuen gentechnischen Verfahren,
die tiefgreifende Eingriffe in das Erbgut ermoglichen, auch wenn keine neuen Gene eingefiigt werden (Test-

biotech, 2020a).

Nach einem Urteil des Europdischen Gerichtshofes von 2018 unterliegen alle Organismen, die mit der Neuen
Gentechnik verindert werden, der EU-Gentechnikgesetzgebung. Das Urteil stellt fest, dass die Risiken, die
mit den neuen Techniken verbunden sind, denen dhnlich sind, die mit der Freisetzung von transgenen Orga-
nismen und der ,alten® Gentechnik einhergehen. Daher kénnen NGT-Organismen nur zugelassen werden,

nachdem die Risiken fiir Mensch und Umwelt bewertet wurden.

Viele Akteure, die an der Entwicklung von NGT-Organismen beteiligt und oft auch an deren Vermarktung

interessiert sind, bestreiten aber die Notwendigkeit fiir eine Zulassungspriifung.

Dieser Reader gibt in zehn kurzen Kapiteln einen Uberblick iiber Potentiale und Risiken der NGT, basierend
auf der aktuellen wissenschaftlichen Literatur. Zum Teil wurden, wie z.B. bei den Infografiken 26, Inhalte der
Fachstelle Gentechnik und Umwelt (https://fachstelle-gentechnik-umwelt.de/) tibernommen. Um den Text
besser lesbar zu machen, verweisen wir nicht auf jede einzelne Publikation. Diese konnen aber den genannten
Quellen entnommen werden. Eine Ausnahme machen wir beim Thema Genomorganisation und Genregu-
lierung: Hier gibt es viele aktuelle Publikationen, weswegen wir im Kasten ,Flexible Leitplanken® relativ viele
Quellen speziell zu diesem Thema angeben. Zudem gibt es am Ende ein Glossar, in dem hervorgehobene
Fachbegriffe erklirt werden. Wiederholungen sind zum Teil unvermeidbar, da die vermittelten Inhalte auf-
einander Bezug nehmen miissen. Dariiber hinaus ist der Text strikt auf die zugrundeliegenden Fragestellungen

ausgerichtet. Lediglich im Kapitel 10 wird die Perspektive etwas erweitert.

Im ersten Abschnitt (Kapitel 1—s) erkliren wir einige grundlegende technische Hintergriinde. Der zweite Teil
(Kapitel 6—9) gibt Antworten auf Fragen, die im Hinblick auf die gesetzliche Regulierung der Neuen Gen-

technik entscheidend sind, nimlich:
> Was sind die Unterschiede zwischen NGT und herkommlicher Ziichtung?
> Ist die NGT mit spezifischen Risiken verbunden?
> Wie sollen NGT-Organismen im Rahmen der Zulassungsverfahren auf Risiken untersucht werden?

> Wie kénnen NGT-Organismen identifiziert werden?

Wir hoffen, dass dieser Text den LeserInnen hilft, sich in der kontroversen Debatte ein eigenes, sachlich fun-

diertes und differenziertes Urteil bilden zu kénnen.
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Hintergrinde zur Neuen Gentechnik

1. Wie CRISPR & Co funktionieren

Die Neue Gentechnik verwendet Werkzeuge wie CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR associated), TALENs (Transcription activator-like effector nucleases) oder
Zinkfinger-Nukleasen, um méglichst gezielt Verinderungen im Erbgut auszulésen. Diese Gen-Scheren oder
Nukleasen konnen u.a. bei Zellen von Pflanzen, Tieren oder Menschen angewandt werden (Doudna &

Sternberg, 2017).

Anders als beim Einsatz von physikalisch-chemischen Mutagenen (wie Bestrahlung oder chemische Substan-
zen) konnen die Nukleasen direkt in die biologischen Mechanismen der Zellen eingreifen und die im Laufe
der Evolution entwickelten Mechanismen der Genregulation und Genomorganisation umgehen. Die Gen-
Scheren (Nukleasen) sind Enzyme, das heif§t Eiweifsstoffe (Proteine), die die DNA schneiden konnen. Sie
werden an eine Gen-Sonde gekoppelt, die sich an eine bestimmte Zielregion der DNA anlagern soll, bevor der

eigentliche ,Schnitt’ erfolgt.

Auch die Gen-Schere CRISPR/Cas ist so aufgebaut: Sie besteht aus zwei Elementen, einer Schneide- und einer
Erkennungskomponente (siche Abb. 2). Durch die Erkennungskomponente, die Gen-Sonde (Guide RNA),
wird die Schneidekomponente, die Gen-Schere Cas (Cas steht fiir CRISPR-assoziierte Nuklease), an die Ziel-
sequenz im Erbgut gebracht und fithre dort einen Bruch in der DNA-Strukeur ein. Fiir diesen Zweck wird
ein Teil der Gen-Sonde (die aus RNA besteht) spiegelbildlich zur Zielregion synthetisiert, so dass sie genau an

diese binden kann.

Wenn die Nukleasen einmal in die Zellen eingefithrt wurden, konnen sie Gene und deren Funktionen aus-
schalten (Knock-out) oder auch neue Genfunktionen einfiigen. Es gibt auch Anwendungen, die nicht die
DNA bzw. Gene selbst verindern, sondern ihre Expression (Aktivitit) durch Eingriffe in die Epigenetik be-

einflussen (Kawall et al., 2020).

Seit der Entdeckung und Beschreibung der Gen-Schere CRISPR/Cas in 2012 hat sich die Zahl der Anwendun-
gen von Nukleasen deutlich erhoht (Modrzejewski et al., 2019), denn CRISPR/Cas ist deutlich flexibler und
leichter anwendbar als andere Nukleasen wie TALENSs oder Zinkfinger.

Die Anwendungen, bei denen die Gen-Scheren eingesetzt werden, kénnen in unterschiedliche Kategorien
eingeteilt werden: (1) Wenn keine zusitzliche DNA eingefiihrt wird, spricht man von zielgerichteten Nuk-
leasen (bzw. site-directed nucleases, SDN) vom Typ 1 (SDN-1). Zu dieser Kategorie gehdren die meisten der
bisherigen Anwendungen an Pflanzen und Tieren. (2) Von SDN-2 spricht man, wenn kurze Genbausteine
(Basenpaare) eingeftigt werden, um die Funktion des urspriinglichen Gens zu verindern. (3) Wenn zusitzliche

Gene eingefiigt werden, spricht man von SDN-3-Verfahren.

Insbesondere SDN-1-Verfahren werden so angewandyt, dass gleichzeitig oder auch in serieller Abfolge mehrere

Gene in Kombination verindert werden (u.a. Multdplexing, siche Testbiotech, 2020a und Abb. 4).

Aus der Anwendung von Werkzeugen wie CRISPR/Cas resultieren Muster der Genverinderung (siche
Abb. 4) und neue Genkombinationen (Genotypen), die bisher nicht méglich waren. Im Ergebnis weisen
Organismen, die aus diesen Verfahren hervorgehen, auch dann tiefgreifende genetische Verinderungen

auf, wenn keine zusitzlichen Gene eingefiigt wurden.
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Abb. 2: Die Gen-Schere CRISPR/Cas bei der Arbeit. Casg wird durch eine spezifische Gen-Sonde (guide RNA) an die Ziel-
sequenzen gefiihrt und kann dort beide Stringe der DNA durchschneiden. Dabei fungiert die PAM (Protospacer Adjacent
Motif)-Sequenz als anfingliche Etkennungsregion fiir das CRISPR/Cas-System. Passt die davor liegende Sequenz zur Gen-
Sonde, wird Cas9 aktiv und schneidet dort.

2. Die Gen-Schere umgeht die natirlichen Mechanismen der
Genregulierung und Genomorganisation

Um die Zielsequenz im Erbgut zu finden, durchsucht die Nuklease das gesamte Genom. Gelangt sie dabei an

Stellen, fiir die sie durch die Gen-Sonde ,programmiert" ist, lagert sie sich an und kann die DNA durchtrennen.

Nun kommen Reparaturmechanismen der Zelle ins Spiel, mit denen diese Schiden an ihrer DNA reparieren
kann. Oft wird dabei der urspriingliche Zustand wiederhergestellt und eine dauerhafte Mutation vermieden.
Diese Mechanismen samt Reparatur werden auch durch einen Schnitt der DNA durch die Gen-Schere aus-
gelost, allerdings mit dem Unterschied, dass die Herstellung des urspriinglichen Zustands erschwert bzw. ver-
hindert wird, weil die wiederhergestellte Gensequenz von der Gen-Sonde erneut ,erkannt’ und dann von der

Nuklease erneut ,geschnitten‘ werden kann.

Der Kreislauf aus Erkennen, Schneiden und Reparieren endet im Prinzip erst dann, wenn die DNA so verdndert
ist, dass sie nicht mehr als Zielsequenz erkannt wird. Typischerweise ist die DNA-Sequenz dann so verindert,
dass ihre urspriingliche biologische Funktion ,ausgeschaltet” wurde (Knock-out). Die Gen-Scheren bewirken
also, dass es fiir die Zellen kaum méglich ist, die urspriingliche Funktion der Gene wiederherzustellen — anders

als das natiirlicherweise der Fall sein kann.

Es gibt weitere Unterschiede im Vergleich zu den natiirlichen Mechanismen: Wie verschiedene Forschungs-
ergebnisse zeigen, erfolgt das Auftreten von Mutationen im Erbgut nicht vollig zufillig (siche Kasten: ,Flexible
Leitplanken®). Mutationen, d.h. dauerhafte Verinderungen an der DNA-Sequenz, konnen sich spontan ereignen
oder auch bei Pflanzen durch Hilfsmittel (Chemie oder Bestrahlung) ausgelost werden. Dabei mutieren einige
Gene aber viel hiufiger als andere. Mechanismen, die das Auftreten von Mutation beeinflussen, sind unter ande-
rem Reparaturprozesse: Bestimmte Gene werden (in Abhingigkeit von epigenetischen Markierungen) haufiger
repariert als andere (Kawall, 2019). Und es zeigt sich, dass im Genom oft gréflere Abstinde zwischen den Berei-
chen mit wichtigen Genfunktionen liegen. Diese Abstinde und die Anordnung der Gene im Erbgut kénnen die
Hiufigkeit von Mutationen beeinflussen (siche Kasten: ,Flexible Leitplanken®), so dass diese nicht gleichmifiig
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tiber das Genom verteilt bzw. nicht ginzlich zufillig sind. Auch die besonders bei Pflanzen sehr oft vorhandenen
mehrfachen Genkopien tragen zur Stabilitit des Erbguts bei: Geht eine Kopie verloren, kann eine andere die

jeweilige Funktion weiter erfiillen.

Es wird angenommen, dass durch diese verschiedenen Mechanismen diejenigen Genregionen vor zu hiufigen
Mutationen geschiitzt werden, die fiir das Ubetleben ihrer Art besonders wichtig sind (siche Kasten: ,Flexible
Leitplanken®). NGT ist dazu gemacht, diese Regeln zu durchbrechen. Die Gen-Schere CRISPR/Cas macht das
gesamte Erbgut gleichermaflen fiir gentechnische Verinderungen verfiigbar (Kawall, 2019). Organismen, die
aus diesen Verfahren hervorgehen, konnen daher auch dann tiefgreifende genetische Verinderungen aufweisen,

wenn keine zusdtzlichen Gene eingefligt werden.

CRISPR/Cas kann natiirliche Mechanismen der Genregulation und Genomorganisation bei Pflanzen
und Tieren (inkl. Menschen), durch die besonders wichtige Gene vor zu hiufigen Mutationen geschiitzt
werden, umgehen. Zum ersten Mal wird das ganze Erbgut gleichermaflen fiir gentechnische Verinde-
rungen verfiigbar. Das unterscheidet die neuen gentechnischen Verfahren von ,alter’ Gentechnik und

herkémmlicher Ziichtung.

Abb. 3: Drei Varianten des Einsatzes der Gen-Scheren (site directed nucleases, SDN) fiir das zielgerichtete Schneiden von DNA

SDN-1: Schneiden der DNA ohne Einfiigung von zu-
sitzlicher DNA. Die Zellen reparieren die durchtrennten
DNA-Stringe, dabei verhindert die Gen-Schere in der
Regel, dass der urspriingliche Zustand der Gene wieder
hergestellt wird. Schafft es die Zelle, das Gen vollstindig
zu reparieren, wird die Gensequenz von der Gen-Son-

de erneut ,erkannt’ und ,geschnitten‘. Die Genfunktion
kann so verloren gehen, das Gen wird ,ausgeschaltet’
(Knock-out). In der NGT wird diese Methode am hiu-
figsten angewandt (siche Beispiele ,Scherenschnittmuster
im Weizen‘, ,CRISPR-Pilze‘ und ,CRISPR-Leindotter®).

SDN-2: Schneiden der DNA mit Funktionsinderung der
Gene: Dabei werden einige ,Buchstaben‘ der DNA gezielt
ausgetauscht. Die betroffenen Gene haben dann eine
neue Funktion (siehe Beispiel ,Monarch-Fliege).

IO
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SDN-3: Schneiden der DNA mit Einfiigung zusitzlicher
Gene: Mit Hilfe der Gen-Schere kénnen zusitzliche
DNA-Sequenzen in das Erbgut eingefiigt werden, die

auch von anderen Arten stammen kénnen.

3. Technische Potentiale

Deutlich werden die Potentiale der NGT unter anderem beim Einsatz an Nutzpflanzen: Viele Pflanzen-
arten haben ein sehr komplexes Erbgut mit mehrfachen Chromosomensitzen, vielen Genkopien und
Genen, die fiir Ziichter unerwiinscht sind, aber stets gekoppelt, d.h. zusammen, mit den erwiinschten

Erbanlagen vererbt werden.

Zum Beispiel sind Nutzpflanzen wie Raps, Weizen, Kartoffeln, Baumwolle und Zuckerrohr polyploid, das
heif3t, sie weisen mehr als einen zweifachen Chromosomensatz auf. Zudem enthalten die Gene von Pflanzen
oftmals viele kurze, sich wiederholende DNA-Sequenzen. Dadurch ist das Erbgut bei vielen Pflanzenarten
insgesamt sehr groff. Diese Komplexitit stellt eine besondere Herausforderung dar, wenn verschiedene Gene
oder mehrere Genkopien in Kombination verindert werden sollen. In dieser Hinsicht sind Verfahren der
herkémmlichen Ziichtung, die unter Umstinden auch Bestrahlung oder Chemie zur Mutagenese nutzen,
deutliche Grenzen gesetzt: Die physikalisch-chemischen Mutagene rufen zwar viele genetische Verinderungen
hervor, bewirken aber nicht die spezifischen Muster der genetischen Verinderung, die dann zu den erwiinsch-

ten neuen Genkombinationen (Genotypen) fithren.

Mit Werkzeugen wie CRISPR/Cas kénnen jetzt auch komplexe Eingriffe vorgenommen werden, bei denen
neue Kombinationen und Muster von genetischen Verinderungen erzielt werden, die bislang nicht moglich
waren. Multiplexing (gleichzeitige Verinderung mehrerer Erbanlagen) oder auch serielle Verinderungen (wie-
derholte Verinderung von Erbanlagen) ermdglichen ein Ausschalten von ganzen Gruppen von Genen. Dies ist
insbesondere dann der Fall, wenn diese zu einer Genfamilie gehéren, das Ziel konnen aber auch mehrere Gene
mit unterschiedlichen Funktionen sein. Diese Verfahren wurden bereits bei mehreren Nutzpflanzen erprobt
(Eckerstorfer et al., 2019).

Ein Beispiel: Im Weizen wurden mit CRISPR/Cas gleich 35 Varianten einer Genfamilie ,ausgeschaltet (Knock-
out), die bestimmte Eiweifle (Gliadine) produzieren (siche das Beispiel ,,Scherenschnittmuster im Weizen®
und Sanchez-Leon et al., 2018). Obwohl dabei keine zusitzlichen Gene eingefiigt wurden, stellt das Ausschal-

ten von 35 Genen eine tiefgreifende Verinderung des Weizenerbgutes dar.

NGT kann auch die Probleme einer unerwiinschten Koppelung genetischer Anlagen tiberwinden. Wenn bei-
spielsweise Eigenschaften wie eine nicht erwiinschte Form von Friichten mit der Anzahl der Friichte (dem
Ertrag) gekoppelt ist, kann NGT verwendet werden, um diese Koppelung aufzubrechen, indem das nicht
erwiinschte Gen ,ausgeschaltet” wird (Kawall, 2019).
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Die spezifisch von CRISPR/Cas bewirkten komplexen und kombinierten Verinderungen des Erbguts
konnen mit herkommlicher Ziichtung nicht erzielt werden. Deswegen fehlen auch Erfahrungen bei
der Risikobewertung der entsprechenden Pflanzen und Tiere. Geeignete Methoden zur Risikobewer-
tung der neuen Phinotypen, wie komplexe Verinderungen von Stoffwechselwegen und Inhaltsstoffen,

miissen jetzt entwickelt werden.

Abb. 4. Die Muster der gentechnischen Verinderungen durch Genom Editierung unterscheiden sich von denen,

die aus der herkémmlichen Ziichtung resultieren: (a) Mit der Gen-Schere CRISPR/Cas werden meistens mehrere
spezifische Gen-Orte in Kombination verindert, denn in der Regel sollen alle Kopien eines Gens verindert werden.
Genkopien sind vor allem in Pflanzen oft in groflerer Anzahl vorhanden (siehe Beispiele ,Scherenschnittmuster im
Weizen‘ und auch ,CRISPR-Pilze‘). (b) Die Gen-Schere lisst sich auch mit verschiedenen Gen-Sonden kombinieren,
das heif3t es kénnen mehrere Zielorte und unterschiedliche Gene im Erbgut angesteuert werden (Multiplexing), siche
die Beispiele ,Scherenschnittmuster im Weizen‘ und ,CRISPR-Leindotter‘. (c) Zudem kénnen Verinderungen auch
in mehrfacher Folge (seriell) durchgefiihrt oder (d) gleichzeitig in einer Pflanze kombiniert werden (siche Beispiel
,CRISPR-Leindotter‘). Das Ergebnis sind oft Muster der genetischen Verinderung und neue Gen-Kombinationen
(Genotypen), die durch herkémmliche Ziichtungen nicht zu erreichen sind. Daraus resultieren neue biologische Eigen-
schaften (Phinotypen), deren Risiken im Detail untersucht werden miissen.

12
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4. Kombination von alter und neuer Gentechnik

Die Anwendung von Nukleasen wie CRISPR/Cas ist insbesondere bei Pflanzen ein mehrstufiges Verfahren.
Der technische Prozess kann in folgende Schritte unterteilt werden: (1) Das Einschleusen der Komponenten
der Gen-Schere in die Zellen; (2) die Verinderung der Gene durch die Aktivierung der Gen-Schere; (3) die
Regenerierung der Pflanze aus einzelnen Zellen (4) weitere Ziichtungsschritte mit den Pflanzen, um transgenes

Erbgut oder ungewollte Verinderungen wieder zu entfernen (Testbiotech, 2020a).

Vor allem die ersten beiden Schritte des Verfahrens miissen als mégliche Ursachen fiir Risiken angesechen werden.
Der vierte Schritt versucht dagegen maégliche negative Folgen zu vermindern. Daher miissen alle Stufen des

Verfahrens bei der Risikobewertung berticksichtigt werden.

Wie aus einer Liste von NGT-Pflanzen ersichdlich ist, die in den USA fiir eine mégliche Freisetzung bezie-
hungsweise sogar Anbau zugelassen sind, wird in der Regel die ,alte Gentechnik eingesetzt (beispielsweise
mittels ,Genkanone’, d.h. biolistischer Verfahren, oder dem Agrobacterium tumefaciens ), um die Komponen-
ten der Gen-Schere in die Zelle einzuschleusen (Testbiotech, 2020a). Dabei wird die DNA zur Produktion
der Nuklease und der spezifischen Gen-Sonden sowie weitere Hilfssequenzen in das Erbgut der Pflanzen ein-
gefiigt, was — anders als bei der eigentlichen Verinderung der DNA — nicht gezielt erfolgt. Der Einbau dieser
transgenen DNA ist notwendig, damit die Pflanzenzelle die Nuklease herstellt, die dann erst in einem nichsten
Schrite die eigendich gewiinschten Verinderungen in der Zielregion herbeifithren kann. Das Ergebnis dieser
ersten Verfahrensstufe ist eine transgene Pflanze, in deren Erbgut sich u.a. die DNA von Bakterien befindet,

die fiir die Synthese der Gen-Schere notwendig ist.

Die Methoden der ,alten’ Gentechnik, bei denen u.a. die ,Genkanone* oder das Agrobacterium tumefaciens zum
Einsatz kommen, kénnen komplexe ungewollte Verinderungen im Erbgut verursachen: den Einbau mehrerer
Kopien (oder auch Fragmente) der Transgene, Umlagerungen von Genabschnitten und Verinderungen der
Genregulierung (Kawall et al., 2020). Auch wenn die eigentlichen Transgene durch weitere Ziichtung wieder
aus den Zellen entfernt werden, konnen unbeabsichtigte Verinderungen in den Pflanzen tiberdauern. Falls die
Transgene an verschiedenen Stellen im Erbgut eingebaut werden (was hiaufig der Fall ist), kann deren Entfer-

nung durch weitere Ziichtung besonders schwierig werden (Michno et al., 2020).

Es gibt Versuche, die Verfahren zur Einfithrung der Gen-Schere abzukiirzen, um die Entstehung von trans-
genen Pflanzen auf der ersten Stufe des Verfahrens zu vermeiden. Bisher werden diese Verfahren aber nur
selten eingesetzt. So konnen Vorstufen und einzelne Komponenten der Nukleasen auch auflerhalb der Zelle
produziert werden. Gelingt es, diese vorgefertigten Bestandteile in die Zellen einzuschleusen, werden sie aber
relativ rasch abgebaut, noch bevor sie ihre Aufgabe erledigt haben. Anders ist die Situation in dem zuvor be-
schriebenen Fall, in dem die transgene Pflanzenzelle dazu gebracht wird, die Nuklease selbst und kontinuier-
lich zu produzieren.

Die Risikopriifung muss den gesamten Prozess der Anwendung von NGT einbeziehen, um auch die
Effekte und Risiken zu erfassen, die nicht auf die eigentlichen Aktivititen der Gen-Schere zuriick-
zufiihren sind.
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Abb. 5: Wie kommt die Gen-Schere in die Zellen? Die Gen-Schere wird bei Pflanzen hiufig mit den Methoden der ,alten
Gentechnik in die Zellen eingefiihrt: Zum Einsatz kommen biolistische Verfahren (,Gen-Kanone‘) oder auch das Agrobacte-
rium tumefaciens. Die Genkonstrukte mit der Bauanleitung fiir die Nuklease werden dann oft in mehrfachen Kopien in das
Erbgut der Pflanzen eingefiigt, wobei man den genauen Ort der Insertion(en) nicht vorhersagen kann. Das Ergebnis ist eine
transgene Pflanze. Danach wird die Gen-Schere von der Zelle produziert und kann in der eigentlichen Zielregion das Erbgut
der Pflanze gezielt verindern (siehe Beispiele ,Scherenschnittmuster im Weizen‘ und ,CRISPR-Leindotter).

5. Unerwinschte Effekte

Der Einsatz der Gen-Schere fiihrt oft zu unbeabsichtigten genetischen Verinderungen in der definierten
Zielregion (on-target). Zudem treten aber auch an anderen Stellen im Erbgut nicht beabsichtigte und un-
erwiinschte Effekte auf (off-target).

Ungewollte Effekte, die in der Zielregion der Gen-Scheren liegen (on-target) werden bei CRISPR/Cas sehr oft
beobachtet. Unter anderem kommt es zu grofen, strukeurellen Umlagerungen der DNA und dem unbeab-
sichtigten Einbau von zusitzlichen DNA-Sequenzen (Kawall et al., 2020). Dabei kénnen sowohl die Gene zur
Bildung der Gen-Schere eingebaut werden (ohne dass dies beabsichtigt wire) als auch Gene anderer Herkunft.

Verianderungen im Erbgut, die nicht in der Zielregion der Gen-Schere liegen (off-target) sind ebenfalls sehr
hiufig. Die Nukleasen konnen beispielsweise andere Stellen im Genom mit der eigentlichen Zielregion ver-
wechseln. Off-Target-Effekte wurden bereits bei verschiedenen Nutzpflanzen wie Reis, Soja, Mais und Gerste
und bei Tieren wie Schweinen, Mausen und Ratten nachgewiesen (Kawall et al., 2020). Dadurch kénnen bei-
spielsweise ungewollte Eiweif$stoffe produziert oder die Genregulation gestdrt werden, was dann zu Stérungen

im Stoffwechsel der Pflanzen und Tiere fithren kann.

Zudem miissen auch unbeabsichtigte Effekte berticksichtigt werden, die durch die Anwendung von Verfahren der

aalten® Gentechnik zur Einfiihrung der Bestandteile der Nukleasen in die Zellen verursacht werden (siche oben).

Zwei Beispiele: Im Fall von Sojabohnen wurde die DNA zur Produktion der Nuklease ungewollt in der Region
eingefligt, in der die Nuklease schneiden sollte. Die Nuklease hat also nicht nur ein natiirliches Gen stillgelegt,
sondern bewirkt dabei auch, dass ihr eigenes Erbgut eingefiigt wird. Dieses Erbgut fand sich zudem auch an
anderen Stellen im Erbgut (Li et al., 2015). Bei Reis wurden groffe Umstrukturierungen des Genoms, ein-

schlieflich Deletionen oder unbeabsichtigte Insertionen von Genen in der Nihe der Zielsequenz beobachtet.

14
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AufSerdem wurden Off-Target-Effekte gefunden, die wahrscheinlich durch die Gen-Schere CRISPR/Cas ver-
ursacht wurden, weil es Ahnlichkeiten mit der eigentlichen Zielsequenz gab. Zudem fanden sich auch Teile
des transgenen Genkonstrukes wieder, das als Hilfsmittel zur Einfithrung der eigentlichen Gen-Schere diente

(Biswas et al., 2020).

Um die unerwiinschten Effekte aufzuspiiren, miissen spezielle Verfahren eingesetzt werden, mit denen
das gesamte Erbgut und auch der Stoffwechsel der NGT-Organismen untersucht werden kénnen: Mit
den Verfahren des Whole Genome Sequencing werden nicht nur die Zielregionen, sondern auch andere
Regionen des Erbgutes untersucht. Mit den Omics-Verfahren (u.a. Transcriptomics, Proteomics und

Metabolomics) kénnen ungewollte Verinderungen bei Genexpression oder Stoffwechsel erfasst werden.
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,Flexible Leitplanken’ im Erbgut

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass das Auftreten von Mutationen nicht rein zufillig ist, son-
dern von Genregulation und Genomorganisation beeinflusst wird. Die Mutationshiufigkeit wird u.a.
von der Zusammensetzung der Basenpaare (Weng et al., 2019), Histonmodifikationen (Lujan et al.,
2015; Frigola et al., 2017; Belfield et al., 2018; Huang & Li, 2018) sowie dem Zustand des Chromatins
(Gibcus & Dekker, 2013; Luo et al., 2014; Guo & Fang, 2014; Gonzalez-Perez et al., 2019) beeinflusst.
Groflere Abstinde zwischen Genregionen fiihren dazu, dass Gene, die fiir den Erhalt der Art besonders
wichtig sein kénnen, seltener mutieren als andere (Fang et al., 2008; Boukas et al., 2020; Halstead et
al., 2020; Monroe et al., 2020). Genregulation und Genomorganisation haben auch einen erheblichen
Einfluss auf die Haufigkeit von Reparaturprozessen an der DNA (Belfield et al., 2018; Frigola et al.,
2017; He et al., 2017; Kawall, 2019; Boukas et al., 2020; Monroe et al., 2020). Es zeigt sich also, dass

das Auftreten von Mutationen nicht nur von Zufall und Selektion abhingt.

Weiterhin spielen insbesondere in der Genomorganisation von Pflanzen sogenannte Genduplikatio-
nen (Wendel et al., 2016; Gaines et al., 2019) eine wichtige Rolle. Dabei kénnen einzelne Genabschnit-
te, groflere Genabschnitte oder auch ganze Chromosomen dupliziert werden (Otto, 2007): So kénnen
biologische Eigenschaften wie Herbizidresistenzen verstirke (Gaines et al., 2019) oder auch Backup-

Funktionen etabliert werden (Jones et al., 2018).

Genregulation und Genomorganisation konnen auf diese Weise zwei wesentliche Funktionen erfiillen:
Steter Wandel und (unter Umstinden rasche) Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen auf der
einen, Stabilitit der Vererbung als Voraussetzung fiir das Uberdauern der Arten auf der anderen Seite.
Die Evolution erfordert einen Balanceakt zwischen Chaos und Ordnung, Verinderung und Stabili-
tit. Mit Hilfe von Genregulation und Genomorganisation werden Mutationen ,flexible Leitplanken'

gesetzt. Die Neue Gentechnik ist dazu gemacht, diese Leitplanken zu umgehen.
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Erste Frage: Was sind die Unterschiede zwischen NGT und
herkéommlicher Zichtung?

Oft wird behauptet, der wesentliche Unterschied zwischen NGT und herkémm-
licher Ziichtung bestehe darin, dass NGT ganz gezielt das Genom verindere. Ins-
besondere im Vergleich zur herkémmlichen Mutagenese sei die Anzahl der Ver-
inderungen im Erbgut héher als bei NGT. Dies fithre dazu, dass NGT sicherer als

herkémmliche Ziichtung sei.

Doch diese Argumentation ist irrefithrend: Die Verfahren der physikalisch-chemi-
schen Mutagenese, die schon seit fast 100 Jahren bekannt sind, werden eingesetzt,
um die genetische Vielfalt in den Zellen zu erhéhen. Die gewiinschten Eigenschaf-

ten werden dann durch weitere Kreuzung und Selektion durch den Ziichter erzielt.

Eine grofle Vielfalt an genetischen Variationen als Ausgangspunke ist notwendig und erwiinscht, damit die
Ziichtung erfolgreich sein kann. Im Gegensatz dazu versucht die NGT maglichst gezielt, im Erbgut nur be-
stimmte Anderungen zu bewirken. Zusitzliche Verinderungen sind hier also grundsitzlich unerwiinscht. Aus-
gelost durch die technischen Verfahren, die bei NGT eingesetzt werden, kénnen diese unerwiinschten Effekte
sehr spezifisch und daher auch fiir die Risikoabschitzung wichtig sein, wihrend dies fiir die herkommliche

Mutagenese in der Regel niche gilt.

Kurz gesagt, die reine Anzahl von genetischen Verinderungen ist kein geeignetes Kriterium, um konven-

tionelle Ziichtung und NGT miteinander zu vergleichen. Es geht vielmehr um die spezifische Qualitit der

Verinderungen:

Werkzeuge wie CRISPR/Cas sind biotechnologische Mutagene, die, anders als physikalisch-chemische Mu-
tagene, direket in die biologischen Mechanismen der Zellen eingreifen. Sie ermdglichen es, die natiirlichen
Schutzmechanismen der Zellen, der Genregulierung und Genomorganisation zu umgehen und machen das
gesamte Erbgut fiir Verinderungen verfligbar (Kawall, 2019). Auch genetische Anlagen, die durch herkommli-
che Ziichtung oder ,alte* Gentechnik kaum beeinflussbar waren, konnen jetzt gentechnisch verindert werden.
Im Ergebnis entsteht ein spezifisches Muster der genetischen Verinderung wie bspw. beim CRISPR-Weizen,
bei dem 35 Gene gleichzeitig und in Kombination verindert wurden (Sanchez-Leon et al., 2018): Selbst wenn

durch herkémmliche Mutagenese Tausende von Genen im Weizen verdndert werden, wiirde diese spezielle

Kombination der Genverinderung in einer Pflanze nicht erreicht werden.

Der Einsatz von NGT fiihrt typischerweise zu Mustern der genetischen Verinderung (Genotyp) und
neuen biologischen Eigenschaften (Phinotypen), die iiber das hinausgehen, was bisher mittels Ziich-

tung bei Pflanzen und Tieren méglich war bzw. in der Natur zu finden ist. Damit gehen auch neue

Risiken einher.
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Zweite Frage: Ist die NGT mit spezifischen Risiken verbunden?

Grundsitzlich miissen bei der Risikobewertung von NGT sowohl die technischen Verfahren als auch die

resultierenden Organismen beriicksichtigt werden (Kawall et al., 2020):

1. Um die Komponenten der Nukleasen (wie CRISPR/Cas) in die Zellen einzu-
schleusen, werden in vielen Fillen zunichst die Verfahren der ,alten® Gen-
technik eingesetzt. Erst auf einer zweiten Stufe wird die Gen-Schere von den
Zellen produziert und kann in der eigentlichen Zielregion ,schneiden’. Dabei
kann es zu vielen ungewollten Verinderungen des Erbgutes und der Genregu-

lation kommen.

2. Der eigentliche Einsatz der Gen-Schere kann zu ungewollten On-Target- und
Off-Target-Effekten fiihren, die fiir die jeweiligen Verfahren spezifisch sind.
Diese werden ganz wesentlich von den technischen Details beeinflusst wie (i) der Nuklease und ihrer
Gen-Sonde, (ii) dem jeweiligen Organismus, (iii) den ausgewihlten Zielsequenzen (iv), der Art und
Weise, wie die Nuklease in die Zellen eingeschleust wird, (v) der Menge der Enzyme (Nukleasen) in
den Zellen und (vi) der Dauer der Einwirkung der Nuklease. Diese technischen Details der Verfahren

miissen bei der Risikopriifung beriicksichtigt werden.

3. Die durch den Einsatz der Gen-Schere beabsichtigten genetischen Verinderungen weisen in der Regel
ein besonderes Muster auf und bewirken eine neue Kombination von Erbanlagen. Diese unterschei-
den sich typischerweise deutlich von den Ergebnissen der herkommlichen Ziichtung, auch wenn keine
zusitzlichen Gene eingefligt wurden. Die dadurch bedingten biologischen Eigenschaften konnen mit
erheblichen Risiken fiir Mensch, Umwelt und die Natur einhergehen.

Die Risiken sind vielfiltig und betreffen die Okosysteme, die Landwirtschaft und die Herstellung von Lebens-
mitteln. Einige Beispiele: Verinderungen in den Inhaltsstoffen von Pflanzen kénnen Auswirkungen auf Wild-
tiere wie Sdugetiere, Vogel oder Insekten und deren Nahrungsnetze haben. Verinderungen in den Inhaltsstof-
fen der Pflanzen kénnen sich auch auf deren Interaktionen und Kommunikation mit der Umwelt auswirken.
Diese Risiken betreffen beispielsweise Insekten (Bestauber oder Niitzlinge), Symbionten (wie assoziierte Mik-
roorganismen) oder auch ,Schidlinge’. Besondere Risiken sind mit Gentechnik-Organismen verbunden, die
sich in der Umwelt ausbreiten kénnen. Durch die vielfiltigen und komplexen Wechselwirkungen mit der
Umwelt kénnen in den nichsten Generationen Risiken wie invasive Eigenschaften auftreten, die urspriinglich
nicht zu erwarten waren. Deswegen sind in jedem Fall effektive Mafinahmen gegen cine unkontrollierte

Ausbreitung zu ergreifen.
Die Notwendigkeit fiir eine Risikopriifung nach dem EU-Gentechnikrecht ist bei NGT-Organismen

auch dann gegeben, wenn in deren Erbgut keine zusitzlichen Gene eingefiigt wurden. Dabei muss der

jeweilige technische Prozess als Ausgangspunkt der Risikopriifung dienen.
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Dritte Frage: Wie sollen NGT-Organismen im Rahmen der
Zulassungsverfahren untersucht werden?

Um unerwiinschte Effekte zu finden und Risiken zu bewerten, sind Daten iiber

das eingesetzte Verfahren unverzichtbar. Deswegen schreibt das EU-Gentechnik-

recht vor, dass die jeweiligen Prozesse zur gentechnischen Verinderung der Aus-

gangspunkt der Risikopriifung sein miissen. Das Beispiel der ,,hornlosen Rinder*

illustriert das: Bedingt durch das eingesetzte Verfahren wurde unabsichtlich ein

Antibiotikaresistenzen in das Genom der Rinder tibertragen (Norris et al., 2020).

Dies wurde mehrere Jahre lang iibersehen, wihrend die Rinder bereits Nach-

kommen hatten und in den USA mehrfach als positives Beispiel fiir eine prizise

Geneditierung prisentiert wurden.

Auch im Hinblick auf die beabsichtigten Verinderungen miissen geeignete Methoden zur Risikopriifung an-

gewandt werden, um die komplexen biologischen Auswirkungen zu bewerten. Deswegen sollten bei der Prii-

fung der Risiken u.a. folgende Bereiche beriicksichtigt werden:

>

In Bezug auf die beabsichtigten Verinderungen miissen neue Methoden entwickelt werden, um neue
Herausforderungen zu bewiltigen. NGT zielt in vielen Fillen darauf ab, die Biologie von Pflanzen und
Tieren grundlegend zu verindern. Es kann deswegen schwer oder unmaglich sein, geeignete Organis-
men zu finden, die eine Tradition der sicheren Nutzung haben, um sie mit den NGT-Organismen zu
vergleichen. Fiir die Europiische Lebensmittelbehorde EFSA sind diese Vergleiche bisher aber die wich-
tigste Grundlage ihrer Risikoabschitzung (,vergleichende Risikobewertung’).

Unter anderem sind Omics-Verfahren notwendig, um die ungewollten Verinderungen im Genom, im
Transkriptom (Gesamtheit aller RNA-Molekiile), Proteom (Gesamtheit aller EiweifSe/Proteine) und
Metabolom (alle Stoffwechselprodukte) abschitzen zu konnen.

Bewertet werden miissen alle gewollten und ungewollten Verinderungen im Erbgut, wie sie beispielswei-
se durch Verfahren der ,alten® Gentechnik oder die Nukleasen selbst verursacht wurden. Dafiir sollte das

gesamte Genom durchsucht werden (Whole Genome Sequencing).

Falls in einzelnen Fillen angenommen wird, dass sich die Ergebnisse der NGT nicht von denen der her-
kommlichen Ziichtung unterscheiden lassen, sollten als Beleg entsprechende Vergleichsdaten vorgelegt

werden, einschliefSlich der Ergebnisse des Whole Genome Sequencing.

Die gentechnisch verinderten Organismen sollten gezielten Stresstests unterzogen werden, um insbeson-

dere ihre Reaktionen auf Umweltstress (z. B. Klimawandel) und Krankheitserreger zu testen.

Die Anwendung der NGT an Pflanzen und Tieren kann auch Verinderungen in der Zusammensetzung
der mit ihnen eng verbundenen Mikroorganismen (assoziierte Mikrobiome wie bspw. Pilze und Boden-
bakterien) auslésen. Dies kann erheblichen Einfluss auf die Gesundheit der Boden, Pflanzen, Tiere und

Menschen haben und muss deswegen im Detail untersucht werden.

Bei Freisetzungen von Pflanzen sind die Auswirkungen auf die Nahrungsnetze einzubeziehen, ebenso auf

Bestduber, Niitzlinge und geschiitzte Arten.

Es miissen wirksame MafSnahmen eingeleitet und Verbote erlassen werden, um einer unkontrollierten

Ausbreitung der Organismen in der Umwelt vorzubeugen.

20



Warum die Neue Gentechnik strikt reguliert werden muss | 21

Vier zentrale Fragen zur Regulierung der Neuen Gentechnik

Zudem sollten

> alle relevanten Genom-Daten, die Aufschluss tiber die genaue Verinderung geben, 6ffentlich zuginglich

in Datenbanken gesammelt werden;

> Kennzeichnung vorgeschrieben und Mafinahmen zum Schutz der herkdmmlichen Produktion ergriffen
werden, um die Wahlfreiheit fiir Ziichtung, Landwirtschaft, Lebensmittelherstellung, Lebensmittelhan-
del und VerbraucherInnen zu sichern. Letzteres [etwas unklar, was mit Letzteres gemeint ist] ist bereits
jetzt Bestandteil des EU-Gentechnikrechts.

Es ist wissenschaftlich unméglich, Risiken von NGT-Organismen zu untersuchen, ohne vom jeweiligen
Verfahren auszugehen. Zudem miissen neue Methoden zur Risikopriifung entwickelt werden, um die

beabsichtigten und die unbeabsichtigten biologischen Verinderungen bewerten zu kénnen.

Vierte Frage: Wie konnen NGT-Organismen identifiziert werden?

Da die Anwendung von Nukleasen wie CRISPR/Cas in den meisten Fillen typi-
sche Muster im Erbgut hinterldsst, konnen diese auch fiir die Identifizierung und

Riickverfolgung entsprechender Organismen genutzt werden.

Auf diesen Sachverhalt weist auch eine Publikation hin, die gemeinsam vom Bun-
desamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) und dem US-
Konzern DowDuPont (Duensing et al., 2018) verfasst wurde. Hier heifit es: ,, Ge-
nome Editing kann dazu verwendet werden, ein bestimmtes Gen zu verindern. Jedoch
liegen bei Pflanzen nur wenige Gene nur in einer Kopie vor. (...) Genome Editing ist
dazu in der Lage, Gene auszuschalten, die in mehreren Kopien vorliegen. Immer dann,
wenn in einer Pflanze mehrere Kopien eines Gens auf dieselbe Weise ausgeschaltet wurden, ist es also fast sicher, dass

Genome Editing verwendet wurde.

Dadurch lassen sich in der Regel die entsprechenden Pflanzen eindeutig identifizieren: ,, Fir die meisten Pro-
dukze, die aus Genome Editing hervorgegangen sind, gibt es eine klare Signatur in der DNA, zum Beispiel die
genaue Linge der entfernten Gensequenzen. Wenn diese Signatur vom Entwickler angegeben wird, kann die gleiche
PCR-Technologie, die bisher zum Nachweis von gentechnisch verinderten Pflanzen verwendet wurde, in den meis-

ten Fillen auch zum Aufspiiren und Monitoring von genomeditierten Produkten verwendet werden.

Die Identifizierbarkeit der NGT-Organismen wird auch am Beispiel des sogenannten ,nicht briunenden Pilzes’
deutlich (Waltz, 2016): In diesem Fall wurden mehrere Kopien eines Gens ausgeschaltet, die an der Produktion

eines Enzyms beteiligt sind. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass so ein Pilz nie zuvor geziichtet wurde.

Auch dann, wenn durch die NGT nur punktférmige Verinderungen in der DNA-Sequenz hervorgerufen
werden, konnen diese zur Identifizierung genutzt werden (Chhalliyil et al., 2020). Es ist aber bekannt, dass
alleine auf der Grundlage von DNA-Analysen von Pflanzen aus ,alter’ und neuer Gentechnik oft nicht zu
erkennen ist, mit welchem Verfahren sie genau bearbeitet wurden. Deswegen sieht das EU-Recht fiir alle Gen-
technik-Organismen verpflichtend vor, dass im Rahmen des Zulassungsverfahrens auch geeignete Methoden

zur Identifizierung der Organismen zur Verfligung zu stellen sind.
Das spezifische Muster der genetischen Verinderung als auch einzelne DNA-Sequenzen kénnen zur

Identifizierung der NGT-Organismen genutzt werden. Daher muss sichergestellt werden, dass entspre-

chende Daten im Rahmen der Zulassungspriifung von den Firmen zuginglich gemacht werden.
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Ein Blick Gber den Tellerrand: ,Eingriff in die Evolution”

CRISPR/Cas wurde urspriinglich in Bakterien entdeckt, es dient dort als natiirlicher Abwehrmechanismus
gegeniiber Viren und wurde dann fiir biotechnologische Anwendungen im Labor angepasst. Dabei wurde das
CRISPR/Cas-System aus ihrer urspriinglichen Funktion in Bakterien herausgeldst, um damit das Erbgut von
Pflanzen, Tieren oder auch Menschen zu verindern. In der Form, in der CRISPR/Cas in der Gentechnik ein-

gesetzt wird, kommt es also natiirlicherweise nicht vor.

Die Anwendungen der NGT beschrinken sich nicht auf die Landwirtschaft oder das Labor. Stattdessen zielen
immer mehr Projekte auch auf wildlebende Populationen wie Insekten, Nagetiere und Biume ab, die Teil
von komplexen Okosystemen sind. Wie Jennifer Doudna, Mitentwicklerin von CRISPR/Cas, in ihrem Buch
,Eingriff in die Evolution® (2019) schreibt, konnen die Verfahren der NGT und insbesondere das Werkzeug
CRISPR/Cas den natiirlichen Prozessen der Evolution, wie sie sich iiber Milliarden Jahren ereignet haben, ein
Ende setzen: ,, Die Zeiten, in denen das Leben ausschliefSlich durch die schwerfilligen Kriifte der Evolution gepriigt
wurde, sind voriiber. Wir stehen an der Schwelle zu einem neuen Zeitalter, in dem wir die Herren tiber die genetische
Ausstattung allen Lebens und all ibre vielfiltigen, lebenspriihenden Folgen sind. Schon jetzr ersetzen wir das taube,
dumme, blinde System, das iiber die Erdzeitalter hinweg das genetische Material auf unserem Planeten geformt hat,

durch ein System der bewussten, absichtsvollen, von Menschen gelenkten Evolution.”

Ahnlich spricht George Church (Church & Regis, 2012), ein anderer fithrender Experte im Bereich Neue Gen-
technik davon, dass ,,das Ende vom Anfang“ gekommen sei. Tatsichlich stammen bisher alle Lebensformen von
natiitlichen Vorfahren ab (der ,Urzelle®) und wurden nicht vom Menschen technisch designt. Die natiirlichen
Mechanismen der Genregulation, Genomorganisation und Fortpflanzung, so wie sie wihrend der Evolution
als flexible Leitplanken entwickelt wurden, gelten daher fiir alle Arten, unabhingig davon, ob sie domestiziert

wurden oder nicht. Erst durch den Einzug der Gentechnik werden diese Regeln grundlegend verindert.

Werden jetzt ,Eingriffe in die Evolution® per Gentechnik propagiert, ist das Kriterium der ,Natiirlichkeit* fiir
die Frage ihrer Regulierung wichtiger denn je. Die Menschheit hat die Natur bereits erheblich geschidigt:
Grofle Teile der biologischen Vielfalt wurden vernichtet, Arten und ihre Lebensriume gehen verloren. Jetzt
greift der Mensch noch zusitzlich in die biologischen Grundlagen der Vererbung ein und verindert das, was

man die ,Natur des Lebens® nennen kdnnte (Testbiotech, 2020b).

Auch die nachfolgenden Generationen haben ein Recht darauf, den natiirlichen Artenreichtum und die biolo-

gische Vielfalt zu erleben und zu nutzen. So heif3t es beispielsweise im deutschen Naturschutzgesetz (Artikel 1):

»INatur und Landschaft sind auf Grund ihres eigenen Wertes und als Grundlage fiir Leben und Gesundheir des
Menschen auch in Verantwortung fiir die kiinftigen Generationen (...) so zu schiitzen, dass (1) die biologische
Vielfalt (...), (3) die Vielfalt, Eigenart und Schonbeit sowie der Erbolungswert von Natur und Landschaft auf
Dauer gesichert sind (..).

Dieses Recht zukiinftiger Generationen bedeutet auch, dass die natiirlichen Populationen vor der unkontrol-

lierten Ausbreitung gentechnisch verinderter Organismen geschiitzt werden miissen.

Besonders problematisch sind hierbei sogenannte Gene Drives, die ebenfalls mit Hilfe der NGT konstruiert
werden (siche Abb. 6). Mit deren Hilfe kénnen sich gentechnische Verinderungen noch schneller in natiir-
lichen Populationen ausbreiten, als das natiirlicherweise zu erwarten wire. Diese Genkonstrukte sollen u.a.
bei Insekten (wie Fliegen und Miicken) oder Nagetieren (Ratten oder Miuse) eingesetzt werden. Das Ziel
ist, die jeweilige Art zu verindern oder sogar auszurotten. Einmal in Gang gesetzt, ldsst sich der Vorgang
nicht mehr verlisslich kontrollieren oder zuriicknehmen. Die Schiden fiir Mensch, Umwelt und Natur

konnen erheblich sein.
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Die EU schreibt vor, dass Freisetzungen von gentechnisch verinderten Organismen nur dann erfolgen
diirfen, wenn deren Sicherheit nachgewiesen ist und sie im Notfall wieder aus der Umwelt entfernt wer-
den konnen. Beides ist z.B. im Falle von gentechnisch verinderten Gene-Drive-Miicken nicht gegeben.
Generell konnen Freisetzungen von NGT-Organismen, deren Ausbreitung nicht ausreichend kontrol-
lierbar ist, nicht genehmigt werden.

Abb. 6: Bei Gene Drives wird die DNA fiir die Gen-Schere CRISPR/Cas an die nichste Generation vererbt. Die Gen-Schere
soll in jeder Generation erneut aktiv werden und so dafiir sorgen, dass sich die gewiinschten genetischen Verinderungen

bei allen Nachkommen wiederholen und im Ergebnis reinerbig (homozygot) vorliegen. Dadurch wird die Ausbreitung der
zusitzlichen Gene in Populationen wildlebender Tiere (u.a. Insekten und Nagetiere) erheblich beschleunigt. Das Ziel ist die
Dezimierung, Ausrottung oder genetische Verinderung der betroffenen Art.
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Ausgewdihlte Beispiele

Testbiotech hat eine ganze Reihe von Beispielen aufbereitet, die die Potentiale und Risiken von NGT veran-
schaulichen. Sie zeigen: In jedem Fall miissen die genetischen und biologischen Eigenschaften von NGT-Orga-
nismen eingehend und unter Einbeziechung der jeweiligen Verfahren untersucht werden. Auch kleinste Eingrif-
fe ins Erbgut kénnen erhebliche Auswirkungen haben. Hier folgt eine kleine Auswahl. Weitere Informationen

finden Sie unter www.testbiotech.org/gentechnik-grenzen.

Scherenschnittmuster im Weizen

GentechnikerInnen unter Beteiligung der US-Firma Calyxt (USA) haben im Weizen
eine Gruppe von Gluten-Eiweiflstoffen (Gliadine) ins Fadenkreuz genommen, die
im Verdacht stehen, entziindliche Darmkrankheiten auszuldsen (Zéliakie). Diese
Gene kommen in einer groflen Genfamilie vor, die oft in sogenannten Gen-Clustern
(das heifit in vielen Kopien) an verschiedenen Orten im Genom vorliegen. Bisher
war es mit herkommlicher Ziichtung nicht méglich, diese grofle Anzahl an Genen
und Genkopien in einer bestimmten Sorte gleichzeitig zu verringern. Mit Hilfe der
Gen-Schere CRISPR/Cas gelang es 2018 erstmals, einen grofien Teil dieser Gene auszuschalten: 35 von 45
Genen, die Gliadine produzieren, wurden so ,ausgeknipst’. In der Folge entsteht ein einzigartiges Muster
der genetischen Verinderung im Weizen. Dieses kann auch unbeabsichtigt die Zusammensetzung weiterer

Inhaltsstoffe beeinflussen.

Hornlose Rinder

Rinder wurden 2015/2016 mit NGT so verindert, dass ihnen keine Hérner mehr
wachsen. Wie man erst 2019 feststellte, gelangte dabei aber auch DNA von Bakterien,
die im Rahmen des Verfahrens eingesetzt wurden, in das Rindererbgut: Dabei wurden
sogenannte Plasmide verwendet (ringformig angeordnete DNA), die urspriinglich
in Bakterien vorkommen. Aus ihnen werden im Labor Hilfsmittel zum Gentransfer
(Vektoren) synthetisiert. Nachdem man die Kiithe schon mehrere Jahre gehalten und
als perfekte Beispiele fiir Anwendungen der neuen Gentechnik prisentiert hatte, fand
man im Erbgut der Rinder vollstindige Gensequenzen, die eine bakterielle Resistenz gegen Antibiotika ver-
mitteln kénnen. Wiren diese Gentechnik-Rinder wie geplant zur Zucht eingesetzt worden, hitten sich die
unerwiinschten Gene rasch in Milchkuh-Herden verbreiten kénnen, mit schwer abschitzbaren Folgen fiir die
kommenden Generationen. Um derartige Risiken aufzuspiiren, muss stets das Verfahren der gentechnischen

Verinderung in die Priifung einbezogen werden.

CRISPR-Pilze
In den USA wurden unter Einsatz neuer Gentechnikverfahren (CRISPR/Cas) Spei-

sepilze so manipuliert, dass ihre Schnittflichen erst spiter braun werden und sie so-
mit linger gelagert werden kénnen. Dafiir wird die Struktur eines bestimmten Gens
in den Pilzen zerstdrt, das in mehreren Kopien vorliegt. Ein derartiges Muster von
Genverinderungen wiirde spontan nicht auftreten. Fiir die zustindige US-Behorde

APHIS reichte es fiir eine Freigabe im April 2016 aus, dass die EntwicklerInnen des
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Pilzes behaupteten, dass sie keine zusitzliche DNA eingebaut hitten. Bis heute gibt es keine wissenschaftliche
Publikation oder andere 6ffentlich verfiigbare Informationen dariiber, wie genau die Pilze in ihren Eigen-
schaften gewollt oder ungewollt verdndert wurden. Ohne gesetzlich vorgeschriebene Zulassungsverfahren sind
keine ausreichenden Daten verfiigbar, um die Risiken des Verzehrs solcher gentechnisch verinderter Organis-

men abschitzen zu kénnen.

CRISPR-Leindotter

Ein Fokus der NGT liegt auf der Produktion von Agro-Sprit. In den USA sind ent-
sprechende Leindotterpflanzen, bei denen mit Hilfe der Gen-Schere CRISPR/Cas 18
Gen-Orte verindert wurden, bereits zur Freisetzung oder sogar zum Anbau freigege-
ben. Im Ergebnis zeigen diese Pflanzen ein Muster der genetischen Verinderung und
Verinderungen der Olqualitit, die mit herkommlicher Ziichtung nicht oder allenfalls
nur sehr schwer erreichbar wiren — und das obwohl keine zusitzlichen Gene eingefiigt
wurden. Leindotter gehort zu den dltesten Kulturpflanzen in Europa. Die Pflanzen
konnen in der Umwelt iiberleben, sich vermehren und sich auch mit natiirlichen Populationen kreuzen. Eine
gesetzlich verpflichtende Zulassungspriifung ist notwendig, um genaue Angaben tiber die gentechnischen Ver-
inderungen zu erhalten. Ohne diese kann eine grofe Zahl von Organismen in die Umwelt gelangen und sich

dort unbemerkt ausbreiten.

Die Monarch-Fliege

Ein Gen der Taufliege Drosophila melanogaster wurde mit der Gen-Schere CRISPR/
Cas an ein dhnliches Gen des Monarchfalters Danaus plexippus angepasst. Durch die
Verinderung von insgesamt nur vier Basenpaaren wurden die Taufliegen gegeniiber
Giften resistent, die von bestimmten Pflanzen gebildet werden. Dadurch kénnen die
Fliegen das Gift selbst unbeschadet aufnehmen, aber fiir ihre Fressfeinde giftig werden.
Eine massenhafte Freisetzung solcher Fliegen kénnte schwerwiegende Konsequenzen
fiir die Nahrungsnetze und die Okosysteme haben. Geringfiigige Verinderungen an
einem einzelnen Gen kénnen also erhebliche Auswirkungen auf die Natur haben, auch wenn keine zusitz-

lichen Gene in das Erbgut eingeftigt wurden.

Gene-Drive-Mucken

Mit NGT sollen auch wildlebende Populationen verindert werden. Dafiir wurden
sogenannte ,Gene Drives' entwickelt, die es ermdglichen sollen, natiirliche Populatio-
nen, z.B. ,Schidlinge’, auszutauschen, zu dezimieren oder auch auszurotten. Wesent-
liches Merkmal der Gene Dirives: Sie konnen die Regeln der Vererbung nach Mendel
umgehen. Die zusitzlich eingefligten Gene breiten sich dann schneller in der Popula-
tion aus, als es natiirlicherweise der Fall wire. Eingesetzt werden soll die Technologie
unter anderem an Fruchtfliegen, Miicken oder auch bei Nagetieren. Das Problem:
Einmal freigesetzt, kann das Experiment kaum noch gestoppt werden. Freisetzungen von gentechnisch ver-
dnderten Organismen, deren Ausbreitung nicht kontrolliert werden kann, diirfen nach EU-Recht nicht zu-

gelassen werden.
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Glossar

Erstellr mit Unterstiitzung der Fachstelle Gentechnik und Umuwelt

Agrobacterium tumefaciens

Das Agrobacterium ist ein Bodenbakterium, welches natiirlicherweise Pflanzen infizieren und tumorartige Wu-
cherungen bewirken kann. Das Agrobacterium wird von GentechnikerInnen als molekulares Werkzeug ver-
wendet, um gentechnisch verinderte Pflanzen zu erzeugen. Die Anlage fiir die Wucherungen befindet sich auf
einem Stiick Extra-DNA, die ringférmig angeordnet ist (Plasmid). Diese wird bei der Infektion der Pflanze
durch das Bakterium in die Zelle iibertragen. Die sogenannte T-DNA (mit der Erbanlage fiir die Wucherun-
gen) wird dann an einer beliebigen Stelle des Erbgutes eingebaut. WissenschaftlerInnen nutzen das Bakterium
als Transportmittel, um fremde Gene, die sie in der T-DNA einbauen, in Pflanzen einzuschleusen. Die Erbanla-

gen flir die Wucherungen werden ersetzt durch Gene, die in die pflanzlichen Zellen eingeschleust werden sollen.

,Alte* Gentechnik

Der Begriff ,alte” Gentechnik bezieht sich auf bisherige Anwendungen der Gentechnik an Pflanzen. Er um-
fasst verschiedene Methoden (z.B. biolistische Verfahren oder Verwendung des Agrobacterium tumefaciens),
mit denen es mdoglich ist, (Fremd-)DNA in Organismen bzw. Zellen einzuschleusen und in deren Erbgut
einzubauen. Die Verfahren der ,alten Gentechnik werden hiufig eingesetzt, um die Werkzeuge der Neuen

Gentechnik (Genome Editing) in die Zellen einzuschleusen.

Basenpaare

Basen sind organische Molekiile und die elementaren Komponenten der DNA und RNA. Sie werden hiufig
als die Buchstaben der DNA bezeichnet. Die Abfolge der Basen legt die Sequenz (den genetischen Code) der
DNA fest. In der DNA werden die vier Nukleinbasen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C), Thymin (T) ver-
wendet. Als Basenpaare werden die jeweils gegeniiberliegenden (komplementiren) Basen (A und T sowie G
und C) auf dem Doppelstrang der DNA bezeichnet.
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Biolistische Verfahren
Biolistische Verfahren zihlen zu den Methoden der alten Gentechnik. Dabei werden DNA-Teile auf kleine Kii-
gelchen (meist Gold) aufgebracht und direke in die Zelle bezichungsweise in den Zellkern geschossen. Die synthe-

tischen DNA-Teile werden dann ungezielt und oft in mehreren Kopien (oder Fragmenten) im Erbgut eingebaut.

Biotechnologische Mutagene
Mit biotechnologischen Mutagenen kann gezielt in biologische Prozesse innerhalb einer Zelle, auf der Ebene
des Erbguts oder der Genregulation eingegriffen werden. Das kénnen insbesondere Nukleasen (Gen-Scheren)

sein, die gezielt Verinderungen am Erbgut bewirken kénnen.

Chromosomen
Stark verdichtete Form der DNA.

Chromosomensitze
Im Zellkern einer Zelle konnen die Chromosomen in mehreren Ausfihrungen vorliegen. Der Mensch hat

beispielsweise einen doppelten Chromosomensatz mit 23 Chromosomen von der Mutter und 23 vom Vater.

CRISPR/Cas

CRISPR/Cas ist die Abkiirzung fur Clustered regularly interspaced palindromic repears/CRISPR associated.
CRISPR sind kleine Bereiche bakterieller DNA, die bei der Immunabwehr gegen eindringende Viren helfen.
Cas ist die Schneidekomponente des CRISPR/Cas-Systems, die an der Zielregion der DNA den Doppelstrang
schneidet. Das CRISPR/Cas-System wurde als molekularbiologische Technik aus den Bakterien {ibernommen
und so verdndert, dass damit im Labor auch das Erbgut von anderen Organismen wie Pflanzen und Tieren

moglichst gezielt verindert werden kann.

DNA
DNA steht fiir Desoxyribonukleinsiure (deoxyribonucleic acid). Die DNA ist ein Makromolekiil, das in der
Abfolge der Basen genetische Information trigt. Sie besteht aus Nukleotiden. Die DNA liegt als Doppelstrang

vor, der wie eine Helix gewunden ist.

Domestizierung
Pflanzen und Tiere wurden iiber viele Jahrhunderte hinweg vom Menschen geziichtet, um sie insbesondere

den Zwecken der menschlichen Erndhrung anzupassen. Man spricht hier von Domestizierung,

Enzyme
Enzyme sind Proteine, die chemische Reaktionen in Zellen spezifisch beschleunigen. Sie werden deswegen

auch als Bio-Katalysatoren bezeichnet.

Epigenetik

Die Epigenetik beschreibt Mechanismen und zum Teil auch vererbbare Verinderungen am Erbgut, die nicht
auf Verinderungen der DNA-Sequenz (Basenabfolge) beruhen. Durch die Epigenetik wird die Aktivitdt von
Genen wihrend der Prozesse der embryonalen Entwicklung in der Entwicklung von Lebewesen oder auch in

Reaktion auf die Umwelt reguliert.
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Epigenetische Markierungen
Epigenetische Markierungen bezeichnen kleine Anhiingsel an der DNA selbst und auch an Proteinen, die an
die DNA angelagert sind. Dadurch wird die Aktivitdt der Gene reguliert.

Gen
Als Gen wird ein Abschnitt der DNA bezeichnet, der Informationen fiir die Entwicklung von Eigenschaften

eines Organismus tragt und zur Bildung von RNA dient, welche dann in ein Protein tibersetzt wird.

Gen-Cluster
Als Gen-Cluster werden DNA-Bereiche zusammengefasst, in denen Gene in erhéhter Kopienzahl, oft zusam-

men an einem Gen-Ort, vorliegen

Gene Drives

Diese Technik sorgt dafiir, dass sich Gene schnell innerhalb einer wilden Population ausbreiten. Dabei werden
die genetischen Anlagen mit groflerer Haufigkeit vererbt als dies sonst, gemifd der natiirlichen Vererbungsre-
geln nach Mendel, der Fall ist. Gentechnisch konstruierte Gene Drives konnen die Vererblichkeit zur nichsten

Generation auf bis zu 100 Prozent erhéhen.

Genexpression
Als Genexpression (Genexprimierung) wird das Ablesen von Genen bezeichnet (als Voraussetzung fiir
Genaktivitit).

Genfamilie
Gene, die sich in ihrer DNA-Sequenz und Funktion sehr dhnlich sind.

Genregulierung

Die Genregulation bezeichnet die Regulation des An- und Abschaltens von Genen, also die Steuerung der
Genexpression insbesondere wihrend der Entwicklung des Embryos und in Reaktion auf Umwelteinfliisse.
Auch die Reparatur von Gensequenzen und andere Mechanismen der Genomorganisation werden {iber die

Genregulierung beeinflusst.

Genkopien
Mehrere, identische DNA-Sequenzen eines Gens im Erbgut werden als Genkopien bezeichnet.

Genom
Das Erbgut oder Genom bezeichnet die Gesamtheit der DNA eines Individuums, die bei Pflanzen und Tieren
im Zellkern zu finden ist. Zusitzlich zum Genom im Zellkern gibt es auch DNA in den Chloroplasten der

Pflanzen und den Mitochondrien der Tiere.

Genome Editing

Genome Editing ist ein Synonym fiir Neue Gentechnik. Darunter werden molekularbiologische Techniken
zusammengefasst, die zielgerichtet das Erbgut eines Organismus (u.a. Menschen, Tiere, Pflanzen) verindern
sollen. Dazu zdhlen unter anderen die zielgerichteten Nukleasen (Gen-Scheren). Anders als bei transgenen
Organismen miissen dafiir nicht unbedingt Gene iiber die Artgrenzen iibertragen werden. Wichtigstes Werk-

zeug ist die Gen-Schere Crispr/Cas.
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Genkonstrukt

Im Labor synthetisierte DNA, enthilt die genetische Information fiir die Ausprigung neuer biologischer Ei-
genschaften (oft Proteine, Enzyme). Zudem besteht sie typischerweise aus regulatorischen Sequenzen (Start
und Stopp Signalen), sowie aus Elementen, die die Genaktivitit verstirken (Promotoren). Oft werden Gen-
konstrukte in Plasmiden (sog. Vektoren) synthetisiert, die dann auch fiir den Transfer der Gene eingesetzt

werden kénnen.

Genomorganisation

Die Genomorganisation und die daran beteiligten Faktoren und Mechanismen beeinflussen die riumliche
Anordnung der Gene und die Art und Weise, wie die DNA in den Zellen verpackt und in ihrer Gesamt-
heit strukturiert ist. Diese Strukturen, Mechanismen und Faktoren beeinflussen wiederum die Aktivitit der
einzelnen Gene und die Hiufigkeit von neu auftretenden Mutationen. Zum Beispiel sind Genregionen, die
fiir das Uberleben der Art besonders wichtig sind, oft in riumlicher Distanz zu sogenannten ,Hotspots‘, an
denen Mutationen besonders hiufig ausgelost werden konnen, zu finden. Groflere Abstinde konnen diese
Genregionen vor zu hiufigen Verinderungen bewahren. Zusitzliche Genkopien schiitzen zusitzlich vor dem
Verlust wichtiger biologischer Funktionen. Obwohl das Erbgut tiber die Generationen hinweg bestindigen
Verinderungen ausgesetzt ist, helfen diese Mechanismen, biologische Funktionen zu stabilisieren, die fir die
Erhaltung einer Art besonders wichtig sind.

Genotyp
Als Genotyp bezeichnet man das Zusammenwirken mehrerer Gene im Erbgut, die in ihrer Gesamtheit einen

bestimmten Phinotyp hervorbringen.

Gen-Schere

Gen-Scheren sind Enzyme (Nukleasen). Der Begriff Gen-Schere wird hiufig fiir die Nuklease CRISPR/Casg
verwendet, um mit einem einfachen Wort deren Funktionsweise zu vermitteln. Andere Nukleasen sind TA-
LENs oder Zinkfinger-Nukleasen. Die Gen-Schere schneidet an bestimmten Stellen des Erbgutes und bewirkt

hiufig eine Verinderung innerhalb einer Zielregion.

Gen-Sonde
Als Gen-Sonde wird auch die Guide-RNA bezeichnet, die das CRISPR/Cas-System an die zu verindernde
Zielregion im Erbgut fiihrt.

Gentechnik

Gentechnische Verfahren beruhen auf der Anwendung von im Labor hergestellten Molekiilen (biotechnolo-
gischen Mutagenen). In der Regel bestehen diese Molekiile aus Nukleinsiuren (DNA oder RNA). Manchmal
werden auch direkt Proteine (u.a. Nukleasen) verwendet. Diese Molekiile werden in Zellen eingefiihrt, um die
biologischen Eigenschaften der daraus entstehenden Organismen, moglichst gezielt zu verindern. Um das Ziel

zu erreichen, wird die DNA-Sequenz der Organismen oder auch deren Genexpression manipuliert.

Gliadine

Gliadine sind Proteine und Bestandteile von Gluten in Weizen und Roggen, die oft mit einer guten
Backqualicit in Verbindung gebracht werden. Sie sind verantwortlich fiir die Zéliakie (eine entziindliche
Darmkrankheit) beim Menschen.
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Guide-RNA
Die Guide-RNA ist ein kurzes RNA-Molekiil, das das CRISPR/Cas-System an die zu verindernde Zielregion
im Erbgut fithre. Sie ist in der Lage, den Zielbereich auf der DNA zu erkennen, zu binden und die Gen-Schere

in die richtige Position zum Schneiden zu bringen (siche Gen-Sonde).

Herkémmliche/klassische Mutagenese

Bei der herkdmmlichen Mutagenese werden in der Pflanzenziichtung ionisierende Strahlen oder chemische
Stoffe (physikalische und chemische Mutagene) verwendet, um Mutationen zu erzeugen. Dabei wird die spon-
tane Mutationsrate im Erbgut und die genetische Vielfalt erhoht, die dann der Ausgangspunke fiir die weitere
Ziichtung ist.

Herkémmliche Ziichtung

Ziel der herkdmmlichen (auch konventionellen‘) Pflanzenziichtung ist es, Eigenschaften von Pflanzen zu ver-
dndern bzw. zu verbessern. Dabei werden Pflanzen mit bestimmten Eigenschaften ausgewihlt, miteinander
gekreuzt und die Tochterpflanzen dann mit den gewiinschten Eigenschaften ausgelesen. Diese Tochterpflan-
zen konnen dann wiederum fiir den nichsten Ziichtungszyklus verwendet werden. Um die genetische Vielfalt

am Anfang des Auswahlprozesses zu erhéhen, werden oft physikalische oder chemische Mutagene eingesetzt.

Homologe Chromosomen
In den Zellen von héheren Pflanzen und Tieren liegen die Chromosomen in mehrfacher Ausfithrung vor. In
der Regel in doppelter Form (diploid) und bei einigen Pflanzen in mehrfacher Ausfithrung (polyploid). Die

homologen, gleichartigen Chromosomen passen in Form, Struktur und Genabfolge zueinander.

Knock-out
Bei einem Gen-Knock-out wird die Gensequenz im Erbgut eines Organismus verindert und damit das Ab-
schalten des Gens bewirk, so dass es nicht mehr exprimiert wird. Das entsprechende Protein kann dann nicht

mehr gebildet werden.

Koppelung genetischer Anlagen
Wenn Gene raumlich nahe beieinander auf einem Chromosom liegen, werden sie oft gemeinsam vererbt, die

genetischen Anlagen sind also miteinander gekoppelt.

Metabolomics
Bei den Verfahren der Metabolomics wird die Zusammensetzung aller Komponenten im Stoffwechsel (Stoff-

wechselprodukte) von Zellen und Geweben untersucht.

Mikrobiom

Das Mikrobiom von vielzelligen Organismen (Mensch, Tiere, Pflanzen) umfasst die Gesamtheit aller Mikro-
organismen, die solch einen Organismus natiirlicherweise besiedeln. Beim Menschen ist die Zahl der Mi-
kroorganismen im Darm héher als die Zahl der Zellen des eigenen Korpers. Mikrobiome und ihre ,Wirte*
tauschen Nihrstoffe und biologisch aktive Molekiile untereinander aus und kénnen sich auch gegenseitig in

ihrer Genregulierung beeinflussen.
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Multiplexing
Durch die Verwendung von mehreren Guide-RNAs sind Eingriffe an mehreren verschiedenen Bereichen der
DNA gleichzeitig moglich. Aber auch, wenn nur eine Guide-RNA verwendet wird, werden oft mehrere Gen-

Orte auf einmal verindert, da Gene oft in mehreren Kopien im Erbgut vorhanden sind.

Mutagene

Substanzen, mit denen man das Auftreten von Mutationen im Erbgut verstirken kann. Dabei handelt es sich
in der Regel um unspezifische Reize (Stressfaktoren) wie chemische Substanzen oder physikalische Strahlung.
Dabei unterliegen die Verinderungen der DNA den Mechanismen der natiirlichen Genregulation und Ge-
nomorganisation und kénnen im Detail nicht vorhergesagt werden. Bei CRISPR/Cas spricht man auch von
biologischen oder biotechnologischen Mutagenen, allerdings unterscheiden sich Werkzeuge in ihrer spezi-

fischen Wirkung und Wirkungsweise deutlich von den herkémmlichen physikalisch-chemischen Mutagenen.

Mutagenese

Mutagenese beschreibt die Erzeugung von Mutationen am Erbgut von Lebewesen, wobei es jedoch wichtig
ist zu unterscheiden, wie diese Mutationen entstanden sind: Auf der einen Seite treten Mutationen spontan
auf; auf der anderen Seite werden Mutationen fiir Forschungs- oder Ziichtungszwecke bspw. durch die Be-
handlung mit chemischen Substanzen oder physikalischer Strahlung herbeigefithre. Auch beim Einsatz von
CRISPR/Cas spricht man manchmal von Mutagenese, allerdings unterscheiden sich diese biotechnologischen
Verfahren in ihrer spezifischen Wirkung und Wirkungsweise deutlich von den herkommlichen Mutagenese-
Verfahren. Hier konnen auch Gene gezielt verdndert werden, die sonst durch Genomorganisation und speziel-

len Reparaturmechanismen vor hdufigen Verinderungen geschiitzt sind.

Neue Gentechnik (NGT)
Unter dem Begriff der Neuen Gentechnik werden Verfahren des Genome Editings (zum Beispiel CRISPR/
Casg, TALENSs oder Zinkfinger-Nukleasen) zusammengefasst, mit denen zielgerichtet das Erbgut eines Orga-

nismus (u.a. Menschen, Tiere, Pflanzen) verindert werden soll.

Nukleasen
Nukleasen sind eine Gruppe von Enzymen, die Nukleinsiuren durchtrennen. Hiufig zerschneiden sie beide

Stringe der DNA und fiihren so einen Doppelstrangbruch herbei. Man spricht auch von Gen-Scheren.

Nukleotid
Ein Nukleotid ist aus drei Bestandteilen aufgebau:

> Base — eine der fiinf Basen, Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C), Thymin (T) (bei der DNA) oder
Uracil (U) statt Thymin (bei RNA);

> Zucker — in diesem Fall ringférmig angeordnete C-Atome, klassifiziert als Ribose oder Desoxyribose;

> eine Phosphatgruppe.

Omics-Verfahren
Omics-Verfahren untersuchen die Gesamtheit bestimmter Komponenten der Zelle. In der Genomik wird beispiels-
weise die Gesamtheit der DNA untersucht, in der Proteomik die Gesamtheit aller Proteine innerhalb der Zelle.
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On-target
On-target bezeichnet die Zielregion auf der DNA, welche durch zielgerichtete Nukleasen veridndert werden soll.

Off-target
Als Off-target werden Bereiche des Erbgutes bezeichnet, die nicht an oder in direkter Nihe zur Zielregion der
Nuklease liegen.

PCR-Technologie
Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist ein analytisches Verfahren im Labor, mit dem sich in relativ kurzer

Zeit bekannte DNA-Sequenzen nachweisen lassen.

Phinotyp
Auflere Merkmal bzw. biologische Eigenschaften eines Organismus.

Physikalisch-chemische Mutagene
Physikalisch-chemische Mutagene sind dufSere Einwirkungen, mit denen man das Auftreten von Mutationen
im Erbgut verstirken kann. Dabei wird zwischen chemischen (bestimmte chemische Substanzen) und physi-

kalischen (z.B. Strahlung) Mutagenen unterschieden.

Plasmid

Plasmide kénnen zwischen den Bakterien zum Austausch genetischer Information verwendet werden. Es sind
kleine, in der Regel ringformige, sich selbst vervielfiltigende doppelstringige DNA-Molekiile, die insbesonde-
re in Bakterien vorkommen, aber nicht in deren Chromosomen integriert sind. Plasmide konnen verschiedene
Gene enthalten, z.B. solche, die eine Resistenz gegeniiber Antibiotika vermitteln kénnen. Diese Resistenzen
konnen zusammen mit den Plasmiden zwischen Bakterien ausgetauscht werden. Eine besondere Art von Plas-
miden stellen die sog. Ti-Plasmide (Tumor inducing) dar, die oft ein Bestandteil von bestimmten Bakterien
(wie Agrobacterium tumefaciens oder A. rhizogenes) sind und von diesen in Pflanzen tibertragen werden kon-
nen. Plasmide sind wichtige Werkzeuge der Gentechnik. Sie werden in der Gentechnik auch als Vektoren
bezeichnet und dazu benutzt, um Gene zu vervielfiltigen oder auch zu tibertragen. Das Ti-Plasmid wird dafiir
verwendet, um Gene in pflanzliche Zellen einzuschleusen. Ein Beispiel ist die Einfithrung des Bauplans fiir

eine Gen-Schere in eine Zelle.

Polyploidie
Polyploidie bedeutet, dass in einem Organismus mehr als zwei Chromosomensitze im Zellkern vorhanden
sind. Polyploidie tritt hiufig bei Pflanzen auf, wie zum Beispiel bei Weizen, der sechs Chromosomensitze be-

sitzt und hexaploid ist.

Proteomics

Bei den Verfahren der Proteomics wird die Zusammensetzung aller Proteine in Zellen und Gewebe untersucht.

RNA

RNA steht fiir Ribonukleinsdure. Sie besteht ebenfalls aus Nukleotiden, allerdings enthilt sie die Base Uracil
anstelle von Thymin (Baustein der DNA). Bestandteil der RNA ist auch ein anderer Zucker als bei der DNA,
namlich Ribose statt Desoxyribose. RNA hat wichtige Funktionen als Bindeglied bei der Ubersetzung von

Genen in Proteine und besitzt zudem wichtige regulatorische Funktionen in der Zelle.
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SDN
SDN steht fiir zielgerichtete Nuklease (engl.: site directed nucleases) und fasst damit Verfahren wie CRISPR/
Casg, TALENs und Zinkfinger-Nukleasen zusammen, die innerhalb einer Zielregion des Erbguts Verinde-

rungen bewirken sollen.

SDN-1

Site directed Nuclease-r (SDN-1) umschreibt molekulare Techniken, bei denen Nukleasen in eine Zelle einge-
fiihrt werden, welche einen Doppelstrangbruch an einer Zielsequenz der DNA bewirken. Durch diese Doppel-
strangbriiche werden Reparaturmechanismen der Zelle aktiviert und es konnen Verinderungen in der Zielse-

quenz eingefiihrt werden. Es wird keine Vorlage fiir die Reparatur dieses Bruches mit in die Zelle eingebracht.

SDN-2

Im Unterschied zu SDN-1 werden bei der Site directed Nuclease-2 (SDN-2)-Technik kleine DNA-Stiicke (we-
nige Basenpaare), die im Labor hergestellt werden, mit in die Zelle eingefithrt. Die DNA-Stiicke dienen als
Reparaturvorlagen fiir den Bereich des DNA-Bruchs. Damit ist es mdglich, gezielte Verinderungen an der

Zielsequenz einzufiihren.

SDN-3
Es kénnen auch grofle DNA-Stiicke (z.B. ganze Genabschnitte) mit dem CRISPR/Cas-System in die Zelle
eingeschleust und im Bereich des Bruches in der Zielsequenz gezielt eingebaut werden. Diese Art der Verinde-

rung wird unter Site directed Nuclease-3 (SDN-3) zusammengefasst.

Stoffwechsel
Der Stoftwechsel umfasst chemische Reaktionen in einem Organismus, die an Auf-, Ab- und Umbauprozessen

der Zellen und Organe beteiligt sind.

Strang der DNA
Das Erbgut von Menschen, Tieren und Pflanzen ist aus zwei langen, fadenformigen DNA-Molekiilen (DNA-
Stringe) aufgebaut, die miteinander durch Querverbindungen (Basenpaarung durch Wasserstoftbriickenbil-

dungen) verbunden sind.

TALENSs
TALENSs sind Nukleasen (engl.: Transcription activator-like effector nucleases), welche zu den Verfahren der ziel-

gerichteten Nukleasen und damit zum Genome Editing gezihlt werden.

Transgene

Als Transgene werden Gene bezeichnert, die per Gentechnik und tiber die Artgrenzen hinweg iibertragen werden.

Transgener Organismus
Als transgene Organismen werden Organismen bezeichnet, in deren Erbgut mit Hilfe der Gentechnik ein oder

mehrere Gene eingefligt wurden, die nicht aus ihrer Art stammen.

Transgene Pflanze
Transgene Pflanzen tragen artfremde Gene in ihrem Erbgut, die durch gentechnische Methoden einge-

schleust wurden.
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Transkriptom
Die Gesamtheit aller RNA-Molekiile innerhalb einer Zelle bzw. in einem Gewebe.

Whole Genome Sequencing
Whole-Genome-Sequencing-Verfahren sind moderne DNA-Sequenzierungsverfahren, die das Entschliisseln

des gesamten Erbgutes mit der genauen Abfolge der Basen erméglichen.

Zielregion

Die DNA-Sequenz, die durch zielgerichtete Nukleasen verindert werden soll, wird als Zielregion oder Zielort
(target) bezeichnet. Sie wird beispielsweise im CRISPR/Cas-Verfahren durch die Gen-Sonde erkannt und an-
schlieffend durch die Gen-Schere geschnitten.

Zinkfinger-Nukleasen
Zinkfinger-Nukleasen werden zu den zielgerichteten Nukleasen gezihlt. Der Zinkfinger bindet an eine be-
stimmte Zielregion der DNA, wo die Nuklease dann schneidet.

Zytogenetische Faktoren

Zytogenetische Faktoren beruhen auf Mechanismen und Prozessen der Epigenetik, der Genregulation und der
Genomorganisation. Aufgrund verschiedener Forschungsergebnisse wird angenommen, dass diese Faktoren
die Wahrscheinlichkeit fiir das spontane Auftreten von Mutationen beeinflussen kénnen, so dass deren Hiu-

figkeit nicht als rein zufillig angesehen werden kann.
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