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Revolution in der Pflanzenziichtung

Das CRISPR[Cas-System

PATRICK SCHINDELE | FELIX WOLTER | HOLGER PUCHTA

Durch den Einsatz des CRISPR/Cas9-Systems hat
eine Revolution in der Pflanzenziichtung
begonnen. Noch nie konnten Genome so
schnell, einfach und prdzise verdndert wer-
den. So konnten bereits mehltauresistente
Tomaten- und Weizenpflanzen hergestellt
werden. Durch stetige Neuentwicklungen
haben sich die Anwendungsbereiche von Cas9
in den vergangenen Jahren vervielféiltigt und
weitere neu charakterisierte CRISPR/Cas-Systeme
er6ffnen ein noch nie da gewesenes Spektrum an zuscitz-
lichen Einsatzmdéglichkeiten.

as Ziel der Pflanzenzucht ist es, vorteilhafte Merkma-

le von Pflanzen zu etablieren und nachteilige Merk-
male zu eliminieren, um Pflanzen zu generieren, die ge-
steigerte Ertrige bringen, qualitativ verbesserte Erzeugnis-
se liefern oder besser an verschiedene biotische und
abiotische Umweltfaktoren angepasst sind. Bereits in den
Anfingen der Pflanzenkultivierung konnten durch die ge-
zielte Selektion unerwiinschte Eigenschaften, wie zum
Beispiel der Kornausfall bei Grisern, also das frithzeitige
Losen der Korner von der Rispe, entfernt werden.

Die heutige Pflanzenzucht basiert vor allem auf der
Kreuzung von Sorten, die jeweils unterschiedliche vorteil-
hafte Merkmale aufweisen. Ziel der Kreuzungsziichtung
ist es, neue Sorten zu generieren, die die besten Eigen-
schaften beider Elternteile vereinen. Obwohl diese Art der
Pflanzenzucht die am hiufigsten angewandte Zuchtform
darstellt, bringt sie dennoch auch wesentliche Nachteile
mit sich: Zum einen ist das Auffinden der gewiinschten
Pflanzen hiufig sehr zeitaufwindig und zum anderen kén-
nen auch bereits vorhandene oder iiber Rekombination
neu erzeugte nachteilige Merkmale in die Pflanzen gelan-
gen, die allerdings nur dann identifiziert werden konnen,
wenn sie Auswirkungen auf den direkt erkennbaren Phi-
notyp haben. Dies fiihrte bei Tomaten zum Beispiel dazu,
dass auf der Suche nach immer gréBeren Friichten viele
der Geschmackstoffe verloren gingen und somit die mo-
dernen Tomatensorten weniger geschmacksvoll sind als
dltere Sorten.
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Neben der Kreuzungsziichtung ist die klassi-
sche Mutagenese eine weitere Methode der
konventionellen Pflanzenzucht. Hierbei
werden mittels mutagenen Chemikalien
oder radioaktiver Strahlung zahllose Mu-
tationen gleichzeitig in der Pflanze indu-
ziert, um neue Merkmale zu erzeugen.
Die auf diese Weise induzierten Muta-
tionen werden sowohl ungezielt - also
an willktirlichen Stellen im Genom - als
auch ungerichtet - sprich die Qualitit der
Verinderung ist unbekannt - ausgeldst. Da-
durch entstehen viele unerwiinschte Mutationen,
die durch Riickkreuzen und Screening wieder entfernt
werden miissen, jedoch nicht vollstindig entfernt werden
konnen. Trotz dieses radikalen Eingriffs ins Genom mit
einem ,Schrotschuss“, der viele unbekannte Mutationen
erzeugt, wurden erstaunliche Erfolge erzielt. Die so er-
zeugten Pflanzen gelten jedoch nicht als ,gentechnisch
manipulierte“ Organismen.

Klassische Gentechnik
Die klassische Gentechnik erméglicht es, neben Genen
artverwandter Pflanzen auch Gene artfremder Organis-
men in das Zielerbgut einzufithren. Mittels rekombinan-
ter DNA werden die gewiinschten Gene samt aller fiir
deren Expression notwendigen regulatorischen Elemen-
te in das Zielerbgut eingefiihrt. Dies kann bei Pflanzen
uber verschiedene Verfahren erreicht werden, unter an-
derem vermittelt iiber das Bodenbakterium Agrobacte-
rium lumefaciens und dessen sogenannter T-DNA. In
diesem Mechanismus tibertrigt das Bakterium natiirli-
cherweise einen spezifischen Abschnitt extrachromoso-
maler DNA in das Pflanzengenom, der im Labor durch
jegliche gewiinschte DNA ausgetauscht werden kann
[1].

Im Gegensatz zur Kreuzungsziichtung koénnen Pflan-
zen so zum Beispiel mit Resistenzgenen ausgestattet wer-
den, die auch in artverwandten Pflanzen nicht zu finden
sind. Die so erhaltenen Pflanzen werden, da sie fremdes
Erbgut enthalten, als GVO (gentechnisch verinderte Or-
ganismen) eingestuft. Dies fiihrt dazu, dass ihr Anbau nur
nach einem aufwindigen Zulassungsverfahren und auch
dann nur in einigen Lindern, vor allem in Nord- und Siid-
amerika, erlaubt ist. In Europa werden GVOs im groflerem
Umfang zurzeit nur in Spanien angebaut.
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Genome Editing
Beim Genome Editing konnen im Gegensatz zu den her-
kommlichen Ziichtungsmethoden zielgerichtet und prazi-
se Veranderungen an der DNA vorgenommen werden, um
neue Merkmale zu erzeugen. Grundlage hierbei ist die
Induktion von Doppelstrangbriichen (DSBs) durch se-
quenzspezifische Nukleasen (SSNs) und die dadurch ver-
mittelte Aktivierung der zelleigenen Reparaturmechanis-
men. DSBs konnen durch zwei unterschiedliche Mecha-
nismen repariert werden: der homologen Rekombination
(HR) und der nicht-homologen Endverkniipfung (NHEJ =
non-homologous end joining) (Abbildung 1) [2].

Bei der klassischen HR basiert die Reparatur auf der
Verwendung von homologen Donorsequenzen, die die
verlorene Sequenzinformation beinhalten. Diese konnen
dem Schwesterchromatid oder dem homologen Chromo-
som entstammen. Nach der Induktion eines DSBs werden
durch Reparaturproteine zunichst Einzelstrangiiberhinge
generiert, wobei anschlieRend einer dieser Uberhinge in
die homologieaufweisende Donorsequenz einwandert.
Die homologe Donorsequenz dient nun als Matrize zur
Synthese der verlorengegangenen DNA. Der neu syntheti-
sierte Strang wandert wieder zuriick ins Ausgangsmolekiil
und dient nun als Template zur Synthese des komplemen-
tiren Strangs. Im Gegensatz zur klassischen HR verldauft
die klassische NHE]J unabhingig von Homologien ab. Nach
der Induktion des DSBs werden die entstandenen Enden
oft nach Verlust oder dem zusitzlichen Einbau einiger we-
niger Nukleotide wieder zusammengefiigt.

Beide Reparaturmechanismen konnen ausgenutzt
werden, um gezielt Verinderungen in einem Ziel-Lokus
zu induzieren. Werden homologieaufweisende DNA-
Molekiile in die Zelle eingefiihrt, konnen diese als Matri-
ze fiir eine HR-vermittelte Reparatur des DSBs dienen. So
koénnen gezielt neue Sequenzinformation in den Ziel-
Lokus eingefiihrt werden. Die NHEJ birgt bereits auf-
grund ihres fehleranfilligen Mechanismus das Potenzial,
um an der Bruchstelle Mutationen zu induzieren. Ge-
schieht dies in dem offenen Leserahmen eines Gens,
kann es zur Verschiebung des offenen Leserahmens und
damit hiufig zur Expression eines nicht funktionellen
Proteins kommen. Die Reparatur von Doppelstrangbrii-
chen findet stindig auch unter natiirlichen Bedingungen
in allen Organismen statt, sodass die durch sequenzspe-
zifische Nukleasen eingefithrten Mutationen sich mole-
kular nicht von natiirlich vorkommenden Mutationen
unterscheiden lassen. Es ist also nicht moéglich, durch
nachtrigliche Untersuchungen eine mit Genome Editing
hergestellte Pflanze in einem Feld von natiirlichen Artge-
nossen zu identifizieren. Nur bei klassischen GVOs ist
dies moglich, da man dort im Genom integrierte fremde
(oder ,zusitzliche“) DNA nachweisen kann. Deshalb
wurden vor kurzem auch die ersten genom-editierten
Kulturpflanzen in den USA, Kanada, Argentinien und
Israel nicht als GVOs eingestuft, sondern klassisch ge-
ziichteten Sorten gleichgestellt.
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ABB. 1 | REPARATUR VON DOPPELSTRANGBRUCHEN (DSBS)
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DSBs konnen entweder iiber die nicht-homologe Endverkniipfung (NHE])
oder die Homologe Rekombination (HR) repariert werden. In soma-
tischen Pflanzenzellen stellt die NHE] den Hauptmechanismus der
DSB-Reparatur dar. Rot = Insertionen]Deletionen.

IN KURZE

— Die molekulare Schere CRISPR/Cas erméglicht die hochprdzise Induktion von
DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) im Genom.

- Die zelleigenen DNA-Enzyme reparieren die Briiche, so kénnen Genome in
kontrollierter und gerichteter Weise verdndert werden.

~ Da keine ,fremde* DNA zurtickbleibt und nur die natiirlichen DNA-Reparatur-
prozesse genutzt werden, ist die so erzielte genomische Verdnderung nicht von
spontanen Mutationen zu unterscheiden.

— Zahlreiche mit CRISPR/Cas hergestellte Kulturpflanzensorten belegen den Reife-
grad, den die Technologie bereits heute hat, z. B. Sorten mit Resistenz gegen
Mehltau oder erhéhter Toleranz gegen Trockenstress.

- In Zukunft werden auch genomische Umstrukturierungen in gréBerem MaRstab
maglich sein, wie etwa die Translokation ganzer Chromosomenabschnitte,
um vorteilhafte Eigenschaften zu kombinieren oder unvorteilhafte zu trennen.

- Das CRISPR/Cas-System ldsst sich nicht nur zur DSB-Induktion nutzen, sondern
ist als hochflexibler, molekularer Werkzeugkasten einsetzbar, um bestimmte
Stellen im Genom spezifisch anzusteuern und so z.B. Genexpression zu regulie-
ren.

- Dank CRISPR/Cas findet zurzeit eine grundlegende Revolution der gesamten
Biologie und Biotechnologie statt.
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Sequenzspezifische Nukleasen

Die gezielte Induktion von Doppelstrangbriichen (DSBs)
basiert auf der Verwendung von sequenzspezifischen Nu-
kleasen (SSNs), die so programmiert werden konnen, dass
sie fast an jeder beliebigen Stelle im Genom einen DSB
induzieren konnen. Bereits vor iiber 20 Jahren konnte
man mit Hilfe von natiirlich vorkommenden Meganuklea-
sen zeigen, dass gezielte Verinderungen des Pflanzenge-
noms durch DSB-Induktion erreicht werden kénnen [3].
Um die Anzahl an moglichen Zielsequenzen zu steigern,
wurden nach der Jahrtausendwende kiinstliche Enzyme
entwickelt, die Zinkfingernukleasen und TALENs (trans-
cription activator-like effector nucleases). Dabei handelt
es sich um synthetische Nukleasen, die aus einer Nukle-
asedomine und variablen DNA-Bindedomiine aufgebaut
sind und somit an eine Vielzahl von Zielsequenzen ange-
passt werden konnen. Allerdings ist ihre Herstellung ex-
trem aufwindig und die Funktionalitit nicht immer ge-
wihrleistet. Dies dnderte sich mit der Entdeckung einer
neuen Generation an SSNs, die es nun ermoglicht, so
schnell und einfach wie nie zuvor Genome zu modifizie-
ren.

CRISPR/Cas9
CRISPR/Cas-Systeme (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated) sind ad-
aptive Immunsysteme aus Bakterien und Archaeen gegen
pathogene Nukleinsiuren aus Viren. Es gibt eine enorme

ABB. 2 , CRISPR|CAS9 UND CRISPR|CAS12

a)

CRISPR/Cas9

Uber eine sgRNA, bestehend aus cr- und tracrRNA (a) bzw. crRNA (b),
werden spezifische Sequenzen im Genom erkannt und gebunden. An-
schlieRend induziert eine Nuklease einen Doppelstrangbruch, der im Falle
von Cas9 ein stumpfes Ende (a) und im Falle von Cas12 ein klebriges Ende

(b) generiert.
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Vielfalt verschiedener Typen, die sich teils stark, teils nur
geringflgig unterscheiden. Am besten untersucht sind
CRISPR/Cas-Systeme, die sich der Nuklease Cas9 bedie-
nen. In diesem Abwehrmechanismus wird zunichst ein
Teil einer invasiven Fremd-DNA als Spacer in den CRISPR-
Lokus des Wirtsgenoms eingebaut. Der CRISPR-Lokus
wird anschlieBend transkribiert und prozessiert, sodass
kleine RNA-Molekiile entstehen, die CRISPR-RNAs (crRNAs),
die den eingebauten Teil der Fremd-DNA, den Spacer, ent-
halten. Mithilfe einer weiteren RNA, der trans-activating
C¢rRNA (tracrRNA) wird die Cas9 Nuklease rekrutiert und
zur Ziel-DNA transportiert. Dort bindet die crRNA mittels
des komplementiren Spacers, worauthin die DNA durch
die Cas9-Nuklease geschnitten und somit unschidlich ge-
macht wird.

Essenziell fiir die Induktion des Schnitts ist ein in der
Zicl DNA direkt stromabwirts der Zielsequenz liegendes
kurzes Motiv, das protospacer-adjacent motif (PAM). Um
dieses System fiir den Gebrauch im Labor zu adaptieren,
wurden die beiden RNAs (tracr- und crRNA) zu einer ein-
zelnen RNA, der single guide RNA (sgRNA), fusioniert und
somit ein einfach zu handhabendes 2-Komponenten-Sys-
tem aus Cas9 und sgRNA kreiert [4]. Indem ausschlieRlich
die 20 Nukleotid lange Spacer Sequenz ausgetauscht wird,
kann fast jedes belicbige Ziel im Genom adressiert wer-
den. Im Gegensatz zu fritheren SSNs wird die Zielort-Spe-
zifitdt im CRISPR/Cas-System also durch eine vom Protein
separate RNA determiniert, wobei das Protein stets kon-
stant bleibt. Dadurch vereinfacht sich der Herstellungs-
prozess enorm, was den groflen Vorteil des CRISPR/Cas-
Systems ausmacht. Der DSB wird drei Nukleotide strom-
aufwirts des PAMs in Form eines stumpfen Endes indu-
ziert (Abbildung 2a).

CRISPR[Cas12
Die CRISPR/Cas-Systeme werden in zwei Klassen unter-
teilt, wobei die Systeme der zweiten Klasse von besonde-
rem Interesse fiir Genome Editing-Anwendungen sind, da
sie nur ein einzelnes Protein als Effektor verwenden. Ne-
ben dem CRISPR/Cas9-System wurde in den letzten Jahren
ein weiteres dieser Systeme charakterisiert, das CRISPR/
Cas12-System, ehemals bezeichnet als CRISPR/Cpf1-Sys-
tem (CRISPR from Prevotella and Francisella 1) (Abbil-
dung 2b).

Das CRISPR/Cas12-System basiert auf einem ihnlichen
Funktionsprinzip wie das CRISPR/Cas9-System, weist je-
doch grundlegende Unterschiede auf [5]. Anstatt einer
Kombination an zwei RNAs wird in diesem System aus-
schlieflich eine RNA benétigt, um DNA schneiden zu
konnen. Das essenzielle PAM befindet sich stromaufwiirts
der Zielsequenz und ist im Gegensatz zu den Guanin/Cy-
tosin-reichen PAMs des CRISPR/Cas9-Systems Thymin/
Adenin-reich. Dadurch ist es moglich auch die Thymin/
Adenin-reichen Sequenzen im Genom, wie zum Beispiel
Promotoren oder Introns als Ziele auszuwihlen, was vor-
her nur eingeschrinkt moglich war. Tm Prinzip kénnen
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uber die Verwendung beider Nukleasen, also Cas9 und
Cas12, alle Bereiche des Genoms editiert werden. Weiter-
hin unterscheidet sich das CRISPR/Cas12-System noch in
der Art des induzierten DSBs. Wihrend Cas9 ein stumpfes
Ende generiert, erzeugt Cas12 Einzelstranguiberhinge, so-
genannte klebrige Enden. Die so erzeugten Uberhinge
sind von Vorteil fiir die Insertion als auch die Deletion von
DNA-Fragmenten, da zueinander komplementire Uber-
hinge sehr viel leichter miteinander verkniipft werden
konnen. So sollten - unabhingig von Methoden, die auf
homologer Rekombination basieren - sowohl Insertionen
als auch Deletionen mit groRerer Genauigkeit induziert
werden konnen.

Wichtig fiir die Ziichtung:
Chromosomale Umstrukturierung

Die Induktion eines einzelnen DSBs ermoglicht es bereits,
Verinderungen in das Pflanzengenom einzufithren. Die
Induktion mehrerer DSBs hat das Potenzial, umfangreiche
Verinderungen zu induzieren, bis hin zur vollstindigen
Umstrukturierung der Chromosomen (Abbildung 3) [3].
Die Induktion von zwei DSBs auf dem gleichen Chromo-
som kann zum Beispiel zur Deletion oder Inversion des
dazwischenliegenden Bereichs fithren. Dadurch konnen
negative Eigenschaften eliminiert oder agronomisch at-
traktive Merkmale genetisch verkniipft werden. Die In-
duktion zweier DSBs auf unterschiedlichen Chromoso-
men kann zum reziproken Austausch und somit der Re-
kombination von DNA-Sequenzen fithren. Die Induktion
der reziproken Rekombination in Bereichen, in denen
keine oder kaum natiirliche Rekombination stattfindet,
konnte es ermoglichen, die genetische Kopplung zwi-
schen bestimmten Genen aufzulosen. So konnten Merk-
male getrennt werden, die sonst nur zusammen vererbt
werden, was von besonderer Bedeutung ist, wenn eins
dieser Merkmale unerwiinscht ist.

Erfolgreiche Anwendungen

in der Landwirtschaft
Die in den vergangenen Jahrzehnten stark ansteigende
Verfiigbarkeit von Genomsequenzen und die Identifizie-
rung und Charakterisierung von Genen und ihrer Funktion
haben den Weg fiir die effiziente Editierung von Pflanzen-
genomen geebnet. So konnten mittels SSNs bereits in di-
versen Kulturpflanzen erfolgreich verbesserte agronomi-
sche Eigenschaften etabliert werden. Die Ziele der gene-
tischen Verinderung beschrinken sich dabei nicht
ausschlieBlich auf die Steigerung der Ertrige, sondern
auch auf die Anderung der Produktqualitit. Zu den bereits
editierten Pflanzen zdhlen vor allem Nutzpflanzen, darun-
ter Tomaten, Sojabohnen und Zitrusfriichte oder auch die
weltweit wichtigsten Nahrungspflanzen Mais, Reis, Wei-
zen und Kartoffel [6]. Um eine Steigerung des Ertrags zu
erreichen, konnen einerseits direkt die Gene, die an der
Regulierung des Ernteprodukts beteiligt sind, modifiziert
werden. In Reis konnten iiber die simultane Mutagenese
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ABB. 3 | DURCH CRISPR|CAS MOGLICHE CHROMO-
SOMALE UMSTRUKTURIERUNGEN
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Durch die Induktion mehrerer DSBs kénnen chromoso-
male Sequenzen neu geordnet werden. Dabei kénnen
Umstrukturierungen sowohl innerhalb eines Chromo-
soms als auch zwischen Chromosomen erzeugt werden.

von mehreren verschiedenen Genen, die alle als negative
Regulatoren spezifischer Eigenschaften des Ernteprodukts
fungieren, Pflanzen generiert werden, die zum Beispiel
groflere Korner und eine hohere Anzahl an ReiskOrnern
pro Rispe aufweisen.

Andererseits konnen Pflanzen besser an die biotischen
und abiotischen Faktoren angepasst werden, die Ernteaus-
falle und somit einen Ertragsverlust verursachen. In Mais
konnte der natiirliche Promotor des ARGOS8-Gens durch
einen anderen aus Mais stammenden Promotor ausge-
tauscht werden, was die entsprechenden Pflanzen auf-
grund der dadurch verinderten Expression des Gens un-
empfindlicher gegeniiber Trockenstress macht. Diese
Pflanzen liefern einen gleichbleibenden Ertrag bei norma-
ler Wisserung, aber einen erhohten Ertrag unter Stress.
Sowohl Orangen als auch Tomaten und Weizen konnten
mittels SSNs resistent gegeniiber Pflanzenkrankheiten ge-
macht werden. Zitrusfriichte konnen von Bakterien befal-
len werden, die den sogenannten Zitruskrebs auslosen,
eine Krankheit, die erhebliche Verluste in Regionen der
‘Welt verursacht, in denen Zitrusfriichte angebaut werden.
Indem die Angriffsstelle des Pathogens im Promotor des
LOB1 Gens editiert wurde, konnte die Anfalligkeit der
Pflanzen gegeniiber Zitruskrebs stark verringert werden.
Ernteverluste von Tomaten und Weizen werden vor allem
von Mehltau, einer Pilzkrankheit, verursacht. Als Virulenz-
faktor dient hierbei das von den Wirtspflanzen eigens pro-
duzierte Protein MLO1, das dem Pilz das Eindringen in die
Zellen ermoglicht. In Tomaten wurden mittels SSNs zwei
DSBs im MLO1 Gen induziert und dadurch ein Teil des
Gens deletiert, wodurch das Genprodukt seine Funktion
verliert. Diese Pflanzen konnten von dem Pathogen, das
Mehltau auslost, nicht mehr befallen werden. Durch Mehl-
tau verursachte Ertragsverluste in Weizen stellen ein be-
sonderes Problem dar, da Weizen mit ca. 20 % aller von
Menschen konsumierten Kalorien eine der wichtigsten
Nahrungspflanzen darstellt, um die heutigen und drastisch
steigenden Bediirfnisse einer wachsenden Weltbevolke-
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ABB. 4

Durch die Fusion spezifischer Enzyme an dCas9 kénnen verschiedene Aktivititen gezielt an
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bestimmte genomische Loci adressiert werden.
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rung zu decken. Da Weizen einen hexaploiden, also sechs-
fachen Chromosomensatz aus drei verschiedenen Vorliu-
ferformen besitzt und somit drei Ausfithrungen jedes Gens
aufweist, war es mit den konventionellen Zichtungsme-
thoden bisher nicht méglich resistente Sorten zu erzeu-
gen. Mittels SSNs gelang es, alle drei homologen MLO1-
Gene gleichzeitig zu editieren und so Mehltau-resistenten
Weizen zu erzeugen. Neben den Ertrigen kann auch die
Produktqualitit verbessert werden. Sojabohnen enthalten
einen hohen Anteil der vielfachungesittigten Linol- und
Linolensiure, aus denen in der Weiterverarbeitung uner-
winschte Transfettsiuren entstehen. Durch die gezielte
Mutagenese der Gene, die fiir die Synthese dieser Fettsiu-
ren verantwortlich sind, konnten ihre Mengen stark redu-
ziert werden. Kartoffeln sind nicht nur als Nahrungsmittel,
sondern aufgrund ihres Stirkegehalts auch fiir industrielle
Anwendungen bedeutsam. Stirke ist aus den beiden Mo-
lekiilen Amylose und Amylopektin aufgebaut, wobei fiir
industrielle Zwecke vor allem Amylopektin eine wichtige
Rolle spielt. Wie Weizen stellt auch die Kartoffel einen
polyploiden Organismus dar, wodurch mehrere homologe
Gene gleichzeitig editiert werden miissen. Mittels SSNs
konnten alle Ausfiihrungen des GBSS-Gens, das fiir die
Synthese von Amylose verantwortlich ist, mutiert werden
und so Kartoffeln produziert werden, die ausschlieRlich
Amylopektin als Stirkemolekiil aufweisen.

CRISPR/Cas als Universalwerkzeug
Die Entwicklungen der vergangenen Jahre haben das ei-
gentliche Potenzial der verschiedenen CRISPR/Cas-Syste-
me aufgedeckt. Jenseits ihrer urspriinglichen Funktion als
sequenzspezifische DNasen konnen diese Systeme fiir
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Epigenetische Regulation

verschiedenste andere Anwendun-
gen eingesetzt werden. Indem die
katalytischen Dominen der Enzyme
durch Mutationen inaktiviert werden,
werden diese Enzyme in DNA-Binde-
proteine umgewandelt. Ausschlief-

Repressor lich die Fihigkeit, DNA zu schneiden

geht verloren, jedoch nicht die Fihig-
keit, DNA sequenzspezifisch zu bin-
den. Diese Bindeproteine konnen
dann dazu verwendet werden, ande-
re Molekiile zielgenau an bestimmte
Stellen des Genoms zu transportieren
und deren jeweilige Funktion dort
auszuiiben. (Abbildung 4) [7-10]. In-
dem diese Varianten, genannt dead-
Cas9 (dCas9) und deadCas12 (dCas12),
beispielsweise mit transkriptionellen
Regulatoren fusioniert werden, kon-
nen abhingig von der Art der Regula-
toren, Gene aktiviert oder reprimiert
werden. Durch die Fusion von epige-
netischen Regulatoren wie zum Bei-
spiel Histon-Methylasen oder -Acetyl-
transferasen kann so iiber die Verinderung der Chroma-
tinstruktur die Genexpression gefordert oder gehemmt
werden. Zusitzlich zur Regulation der Genexpression
konnen die CRISPR-Systeme fiir Imaging Applikationen
angewendet werden. Indem anstelle von Regulatoren
Fluoreszenzproteine fusioniert werden, kdnnen spezifi-
sche Bereiche des Genoms markiert werden, was von be-
sonderem Interesse fiir Grundlagenforschung ist.

In weiteren neuen Anwendungen kénnen einzelne
Basen editiert werden, indem Deaminasen fusioniert wer-
den. So konnen Mutationen auch ohne das gleichzeitige
Induzieren von Briichen ins Genom eingefithrt werden.
Durch die einfache Programmierung der verschiedenen
CRISPR-Systeme mittels der sgRNA bzw. c#RNA ist es mog-
lich, verschiedene Loci gleichzeitig anzusteuern, einen
Vorgang den man Multiplexing nennt. Uber unterschied-
liche Ansitze kann man hierbei gleiche oder verschiedene
Aktivititen an mehrere Loci bringen. Diese Vielfalt macht
die CRISPR/Cas-Systeme nicht nur zu einem wertvollen
Werkzeug fir die Pflanzenzucht, sondern Organismus-
ubergreifend fiir die gesamte Biotechnologie und Medizin.

Zusammenfassung
Die Pflanzenzucht nutzte bisher ungezielte und zeitintensi-
ve Verfahren, um Verbesserungen in den agronomischen
Eigenschaften unserer Kulturpflanzen zu erreichen. Dies hat
sich in den vergangenen Jahren grundlegend gecndert,
denn mit dem CRISPR/Cas-System steht nun ein hochprizi-
ses und zuverldssiges Werkzeug zur Verfiigung, um diese
Ziele schnell und effizient zu erreichen. Durch die program-
mierbare Induktion von Doppelstrangbriichen kénnen ge-
zielt an fast jeder beliebigen Stelle im Genom die gewtinsch-
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ten Verdnderungen vorgenommen werden, die sich nicht
mehrvon nattrlichen Verdnderungen unterscheiden lassen.
So entstanden bereits eine Reihe von Kulturpflanzen mit
agronomisch interessanten Eigenschaften. Die momentane
Charakterisierung weiterer CRISPR/Cas-Systeme erweitert
nicht nur unseren molekularen Werkzeugkasten, sondern
beginnt die gesamte Biotechnologie und Biologie grundle-
gend zu verdndern.

Summary

The CRISPR/Cas system
Up to this point plant breeding was based on the utilization
of unspecific and time-consuming procedures to accom-
plish improvements in the agronomic traits of our crop
plants. This fundamentally changed the last years since the
CRISPR/Cas system now provides a highly precise and relia-
ble tool to achieve these goals in a fast and efficient way.
The programmable induction of double-strand breaks ena-
bles the targeted introduction of favored changes at almost
any desired site within the genome that cannot be distin-
quished from naturally occurring variations any longer. This
already enabled the generation of crop plants with agro-
nomically interesting traits. The current characterization of
additional CRISPR/Cas systems not only expands our molec-
ular toolbox which allows us to requlate the cell metabolism
on very different levels but also starts changing the entire
biotechnology and biology fields fundamentally.
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