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DNA, Gene, Proteine....

» Die DNA-Sequenz ist die Abfolge von
Buchstaben

» Je drei Buchstaben ergeben einen Baustein
(Aminosaure)

» EiweiBBe (Proteine) sind aus diesen Bausteinen
aufgebaut

 Ein Gen ist ein Eiwei3-Bauplan
- Die Gene werden in Proteine Ubersetzt:
- DNA - RNA - Protein

» Ein Genom ist die Gesamtheit aller Gene eines
Lebewesens
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Veranderung an einer vorbestimmten Stelle
Im Genom

Erkennungselemente (Proteine, RNA) an die
gewunschten DNA-Abschnitte (Zielsequenzen)

Ein Enzym den DNA-Doppelstrang
Einschleusen mit gentechnischen Methoden

Pflanzeneigene Mechanismen
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Schnell

Preiswert

Einfach

Genauigkeit

In allen Lebewesen einsetzbar

GroBes Potenzial in Wissenschaft und Anwendung
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Genome Editing-Werkzeuge

AGE SK

2002/2005
Protein-basierte
DNA-Erkennung

Jlriplets”

2010
Protein-basierte
DNA-Erkennung
Einzelnukleotide

2012/13
RNA-basierte
DNA-Erkennung

1990er: Meganukleasen

Oligonukleotid-gesteuerte Mutagenese (ODM)
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CRISPR: Eine Erfolgsgeschichte AGES T
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Aus: Hilscher et al. (2016) Biotechn J 11, doi:10.1002/biot.201600173
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Zinkfinger und TALENS AGES T
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Aus: Gaj et al. (2013) Trends in Biotechn 31(7): 397-405
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CRISPR-Cas9 AGESK

Trends in Molecular Medicine

Aus: Dow (2015) Trends in Molecular Medicine 21 (10), 609-621
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Forschung: Datenbanken? Sequenzen?

Genfunktionen? Auswirkungen einer Veranderung?
Erkennungselemente + ,Schere™ bauen

Einschleusen
Suchen — Erkennen — Schneiden
Verandern — Reparieren

Gewulnschtes Ergebnis /




Suchen und ersetzen...
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Zinkfinger
Aminosauren-Elemente
3-4 Nukleotide

TALEN

Aminosauren-Elemente

Erkennen Emzelnukleote _ _ %/ S
2SI

CRISPR-Cas9

guideRNA

Standardbasenpaarung

A
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., “: Einbau und

n,

" : in der Pflanze
kann eine Veranderung bewirken

GrofBe Anzahl an Zellen und Pflanzen erforderlich
Nicht jede Methode flir jede Pflanze geeignet

Regeneration ganzer Pflanzen
Auslese notwendig
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Einschleusen AGES "(
» Genkanone, Agrobakterien, Protoplasten

Transformation of
— ' Forest Trees

Explant

l \ Transgenic tree
Il‘Ni @ L )
o ‘*_!_a h %
Agrobactenum Electroporation

&
Blollstlcs
\ 1 Organogenesis Embryogenesis

Plant Cell

Aus: Castellanos-Hernandez et al. (2011) InTech, DOI: 10.5772/24354
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] | Kleine zuféllige Anderung

Lndel®

[ ] | @

Kleine geplante Anderung (meist) Ausschalten eines Gens

Korrektur
@ A Y | | |
L J é N\
z.B.
Einschalten | I l
eines Gens ' L] '

Entfernen Einflgen bzw. Austausch
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Mehr Ertrag, hohere Leistung
Robustere Pflanzen (Resistenzen)
Wetterbedingungen, Krankheiten, Schadlinge, Herbizide

Inhaltsstoffe einbringen oder entfernen:
Gesundheit (unerwiinschte und erwinschte Stoffe)
Vertraglichkeit (Allergien und Unvertraglichkeiten)
Verbesserte Rohstoffe (Ausbeute, Verarbeitung)
Aussehen, Geruch, Geschmack
Verbesserte Lagerung

Aufklarung von Genfunktionen

www.ages.at
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: hoher Amylopektin-Gehalt (Wachsmais),
keine Braunung (Champignons)

: Mehltauresistenz (Weizen), Resistenz gegen
Bakterienbrand (Reis), hoher Olsauregehalt
(Sojabohne), niedriger Acrylamidgehalt (Kartoffel)

: Starkegehalt (Mais), erhohte
Photosyntheseleistung (Mais)

: Herbizidtoleranz (Raps)

Anfragen bei USDA/APHIS, Stand Sommer 2016
Aus: Hilscher et al. (2016) Biotechn J 11, doi:10.1002/biot.201600173
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eGenome Editing ist nicht nur Punktmutation!
eMutationen haben viele Ursachen!
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Spontanmutationen: kommen standig vor (z.B. durch
Fehler beim Kopieren der DNA)

Induzierte Mutationen: durch naturliche oder kunstliche
Einfllisse ausgelost

Stressfaktoren (Sonne/UV, Schadlinge,
Hitze/ Trockenheit)

Strahlung (elektromagnetisch, radioaktiv, ionisierend)
chemische Substanzen

Genome Editing

Zinkfinger-Nukleasen, TALENs, Meganukleasen,
Oligos, CRISPRs... etc.
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Kleine Veranderung — grof3e Wirkung AGESK

/ l Schadlingsresistenz

Produktqualitat

Herbizidtoleranz

v

Lagerfahigkeit !

Geringeres Allergiepotenzial

Ursache der Mutation unbekannt!
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Nachweis moglich? Ja und nein! AGESM

e Spezifischer Nachweis einer Mutation ist moglich!
e Die Ursachenforschung nach heutigem Wissensstand nicht!

» Standard-Nachweismethode: PCR
- Wissen uber die Stelle im Genom

» Noch keine Standard-Nachweismethode: Sequenzieren

- Referenzdatenbank

www.ages.at 21



Und die Genauigkeit?
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Genome Editing ist diskussionswiirdig AGES "(

Deutscher Ethikrat,

Pressemitteilung vom
Peter Dabrock (Deutscher Ethikrat), Jean-Claude Ameisen 24. Oktober 2016

(Comité Consultatif National d'Ethique) und Jonathan
Montgomery (Nuffield Council on Bioethics)
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»~CRISPR ist einfach und kostenguinstig." \

Ja, verglichen mit anderen Techniken ist CRISPR einfach und
kostengunstig.

»,CRISPR kann jeder anwenden."

Jein. Ist die Zielsequenz bekannt, konnen die notigen Plasmide
bei Firmen bestellt werden. Aber: Es braucht Wissen Uber die
Genfunktionen, und fur die jeweilige Pflanzenart mussen
geeignete Methoden verfugbar sein.

»~CRISPR ist eine groBe Chance fur die Landwirtschaft."

Ja: Die Technik ist genauer als bisherige Methoden. Zichtung

wird oft vereinfacht und beschleunigt. Viele positive Merkmale
konnen erzeugt werden und charakteristische Sortenmerkmale
bleiben unverandert.

Aber: Die Merkmale konnen Risiken mit sich bringen.
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»,Die neuen Verfahren sollen als Gentechnik eingestuft werden.

Nur so findet eine umfassende Risikobewertung statt. Durch
die Kennzeichnung wird die Wahlfreiheit gesichert."

Ja, mdgliche Risiken mussen jedenfalls und unabhangig
von der Zuordnung bericksichtigt werden.

Beziglich der Einstufung — und somit auch der
Kennzeichnung — muss zundchst die Empfehlung der
Europaischen Kommission abgewartet werden.

Zuchterinnen und Zluchter sehen die moglicherweise
einfachere Patentierbarkeit im Fall der Einordnung unter
,GVO" kritisch. Viele Fragen, beispielsweise bezuglich einer
Neuausrichtung des Sortenzulassungsverfahrens, sind
offen.
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