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CRISPR/Cas hat in den Medien ein grofRes Interesse gefunden,
auch in der Schweiz

Jiene Jiivcher Jeitung
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Das Medieninteresse wird durch die Erfolge in der Anwendung von
CRISPR/Cas in Tieren und menschlichen Embryonen weiter geweckt

Science (2015) 50: 1101-1104

Uber 60 Retrovieren in Schweinen

gleichzeitig inaktiviert. Dies hat grosse
Vorteile fiir die Entwicklung von Schweinen

fur die menschliche Transplantationsmedizin.

3. November 2016

Sci Rep. 2016 Feb 9;6:20620. doi: 10.1038/srep20620
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Das erste Experiment mit nicht
lebensfahigen menschlichen
Embryonen




In Laborexperimenten kdnnen genetisch vererbbare Krankheiten mit
Hilfe von CRISPR/Cas erfolgreich korrigiert werden
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Genom-Editierung des Menschen ist in weiter Ferne,
aber prinzipiell moglich
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CRISPR/Cas ist ein zentrales RNA-gesteuertes Enzym fiir die
Immunitat von Bakterien gegen die Infektion von bakteriellen Viren

Immunisierung

CRISPR

Immunitat

Bakterieller Virus (Bakteriophage) auf der Oberflache
einer Bakterienzelle kurz vor dem Einschleusen seiner DNA

Marraffini, Nature 2015
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Der CRISPR-Cas Lokus ist das Immunsystem der Bakterien

Das Immunsystem der Bakterien (oder in anderen Worten, der Impfausweis) besteht aus einer Ansammlung von
DNA Sequenzen (CRISPR = clustered regularly interspaced short palindromic repeats), den CRISPR-assoziierten
Enzymen (Cas), sowie regulatorischen Sequenzen fir den Einbau von neuen Virus-DNA Segmenten (Spacer). Die
Einzelheiten des CRISPR-Cas Lokus kdnnen in verschiedenen Bakterienarten variieren.
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Martin Jinek (jetzt an der Universitat Zurich), Jennifer Doudna und
Emmanuelle Charpentier hatten in 2012 erkannt, das Cas9 fir
RNA-programmierbare Genom-Editierung eingesetzt werden kann

Jinek et al. (2012)
Science 337:816-821

Jennifer Doudna (UC Berkeley) und
) ) Emmanuelle Charpentier (Helmholtz
Paul-Ehrlich-Preis Zentrum fir Infektionsbiologie) bei
in 2016 der Verleihung des 2014
Breakthrough Prize
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Das bakterielle CRISPR/Cas RNA-Enzym kann angepasst werden, um in
anderen Zellen zielgerichtete Mutationen im Genom zu erzeugen

In Bakterienzellen schneidet der Komplex aus Cas-Enzym
und die CRISPR-RNA (crRNA) Fremd-DNA (z.B. von
Bakteriophagen) an spezifischen Stellen

Das Cas-Enzym und die guide-RNA konnen so angepasst
werden, dass sie zielgerichtet an definierten Stellen das
Genome aufschneiden

Die DNA Sequenzspezifitat vom Cas-Enzyme ist durch die
gUide_RNA geWéhrleiStet https://www.mirusbio.com/applications/crispr-cas-transfection

Vorteil gegentiber chemisch- oder Strahlen-induzierten
Genom Mutationen die zufallig sind:

e genaue Anpassung der Ziel-DNA Sequenz
e prazise Erkennung der Schnittstelle durch Basenpaarung
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CRISPR/Cas, ein neues Werkzeug fir gezielte Genom-Editierung

Genom DNA kann prazise und gezielt mit
Hilfe der guideRNA (Sonde) und dem Cas-
Enzyme (Schere) durchgetrennt werden.

—

Die Zelle erkennt die durchgetrennte DNA
und aktiviert einen Reparaturmechanismus.
Dieser kann kann zu verschiedenen Genom-
veranderungen fiihren (genome editing).

- 7\

Graphiken von Transparenz Gentechnik (http://www.transgen.de)
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CRISPR/Cas ist eine von verschiedenen neuen Methoden die, basierend auf
zwei Prinzipien, zielgerichtete Mutationen in Genomen ermadglichen

1. Auswahl eines Genorts durch Sequenz-spezifische Erkennung der DNA
2. Mutation des Genorts durch Schneiden und Reparatur oder Rekombination der DNA

Zink-Finger Oligonukleotid (DNA)

Rapid Trait Development System (RTDS)

TALEN CRISPR/Cas
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Die Cibus RTDS™ Technologie wurde in Deutschland als “Nicht-GMO”
eingestuft, aber dagegen regt sich Wiederstand, auch in der Schweiz

% Bundesamt flr
4y @\ Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit
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BIOTECHNOLOGY

Gene-edited CRISPR mushroom
escapes US regulation

A fungus engineered using CRISPR-Cas9 can be cultivated and sold without oversight.

BY EMILY WALTZ

he US Department of Agriculture

(USDA) will not regulate a mushroom

that has been genetically modified
with the gene-editing tool CRISPR-Cas9,
the agency has confirmed. The long-awaited
decision means that the mushroom can be
cultivated and sold without passing through
the agency’s regulatory process — making it
the first CRISPR-edited organism to receive a
green light from the US government.

“The research community will be very
happy with the news,” says Caixia Gao, a plant
biologist at the Chinese Academy of Sciences
Institute of Genetics and Developmental
Biology in Beijing, who was not involved in
developing the mushroom. “I am confident
we'll see more gene-edited crops falling outside
of regulatory authority”

Yinong Yang, a plant pathologist at
Pennsylvania State University (Penn State) in
University Park, engineered the fungus — the
common white button mushroom (Agaricus
bisporus) — to resist browning. The effect is
achieved by targeting the family of genes that
encodes polyphenol oxidase (PPO), an enzyme
that causes browning. By deleting just a hand-
ful of base pairs in the mushroom’s genome,
Yang knocked out one of six PPO genes
— reducing the enzyme’s activity by 30%.

AGENCY RULES

The mushroom is one of about 30 genetically
modified organisms (GMOs) to sidestep the
USDASs regulatory system in the past 5 years.
In each case, the agency’s Animal and Plant
Health Inspection Service (APHIS) has said
that the organisms — mostly plants — do not
qualify as something that the agency must reg-
ulate. (Once a crop passes the USDA reviews,
it may still undergo a voluntary review by the
US Food and Drug Administration.)

Several of the plants that bypassed the
USDA were made using gene-editing tech-
niques such as the zinc-finger nuclease (ZFN)
and transcription activator-like effector
nuclease (TALEN) systems. But until now; it
was not clear whether the USDA would give
the same pass to organisms engineered with
science’s hottest tool, CRISPR-Cas9.

Yang first presented the crop to a small
group of USDA regulators in October 2015,
after being encouraged to do so by an APHIS
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The common white button mushroom (Agaricus bisporus) has been modified to resist browning.

official. “They were very excited,” Yang says:
“There was certainly interest and a positive
feeling” at the meetings. He followed up with
an official letter of enquiry to the agency later
that month.

The USDA’ answer came this week. “APHIS
does not consider CRISPR/Cas9-edited white
button mushrooms as described in your Octo-
ber 30, 2015 letter to be regulated,” the agency
wrote to Yang on

“I am confident 13 pril,

we "see.more Yang’s mushroom
gene-edited did not trigger USDA
crops falling oversight because
outside of it does not contain
regulatory foreign DNA from

authority.” ‘plant pests’ such as
viruses or bacteria.
Such organisms were necessary for geneti-
cally modifying plants and fungi in the 1980s
and 1990s, when the US government devel-
oped its framework for regulating GMOs. But
newer gene-editing techniques that do not
involve plant pests are quickly supplanting the
old tools.

© 2016 Macmillan Publishers Limited. Al rights reserved
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The United States is revamping its rules
for regulating GMOs, which collectively are
known as the Coordinated Framework for
Regulation of Biotechnology. To that end, the
US National Academies of Sciences, Engineer-
ing and Medicine have convened a committee
that is charged with predicting what advances
will be made in biotechnology products over
the next five to ten years. It will hold its first
meeting on 18 April.

In the meantime, Yang is mulling over
whether to start a company to commercialize
his modified mushroom. Fruits and vegetables
that resist browning are valuable because they
keep their colour longer when sliced, which
lengthens their shelflife. In the past 18 months,
biotech companies have commercialized
genetically engineered non-browning apples
and potatoes.

“Ineed to talk to my dean about that. We'll
have to see what the university wants to do
next,” says Yang about the prospect of bringing
his mushroom to market. But he notes that in
September 2015, Penn State filed a provisional
patent application on the technology. m
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Das erste Genom-editierte Nahrungsmittel wurde von USDA zugelassen

Der CRISPR Champignon wurde von Dr. Yinong Yang an
der Pennsylvania State University entwickelt. Die
Mutation verhindern verhindert, dass der Pilz bei der
Lagerung und nach dem Schneiden braun wird. Die
CRISPR/Cas genomeditierte Pilzsorte wurde vom United
States Department of Agriculture (USDA) im April 2016
zugelassen.

Auszug aus dem USDA Zulassungsschreiben:
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Uber tausende von Jahren haben wir Wildpflanzen kultiviert und
Mutationen fir erwinschte Eigenschaften selektiert. Dabei haben
unsere Kulturpflanzen auch viele nitzliche Eigenschaften verloren

Tanksley and McCouch,
Science 1997

Wildpflanzen Frihe Landrassen Moderne Sorten

Teosinte Mais
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Die Verbesserung vieler unserer Kulturpflanzen von 1960 bis
1990 wurde durch Bestrahlung und chemische Mutagenese
erreicht und ist heute bekannt als “Griine Revolution”

Photo courtesy of S. Harrison, LSU Ag center and The World Food Prize.

Sorten mit hohem Ertrag, kurzen Halmen und
verbesserter Aufnahme von Stickstoff



Heute essen wir jeden Tag Obst, Gemuse und Getreide mit
Eigenschaften, die durch Mutationsziichtung erzeugt wurden

Weltweit werden Uber 3’000 Sorten angebaut die durch Mutationsziichtung erzeugt wurden
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Die Gentechnik ist eine gezielte und effiziente Variante der Ziichtung

In der klassischen oder konventionellen
Zlichtung werden die Genome zweier Eltern
vermischt. Haufig missen dabei unerwiinschte
Eigenschaften durch langjahrige Rick-
kreuzungen zu einer Elternsorte (normalerweise
eine Elitesorte) entfernt werden.

Durch Ziichtung entstandene neue Sorten
werden haufig registriert aber unterliegen keiner
Bewilligungspflicht.

Mit Hilfe der Gentechnik kdnnen Gene fiir
gewlnschte Eigenschaften (z.B. Krankheits-
resistenz) direkt in Elitesorten eingebaut
werden ohne deren Eigenschaften zu
verandern.

GVO Sorten unterliegen der Bewilligungspflicht.
Der Anbau von GVO Sorten ist derzeit in der
Schweiz verboten.
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CRISPR/Cas ist eine prazise und effiziente Variante der Mutationsziichtung

In der Mutationszilichtung werden neben
den gewiinschten Mutationen auch viele
andere Mutationen erzeugt. Diese
mussen oft durch langwierige
Rickkreuzungen zu den Elternlinien
entfernt werden.

Die so erzeugten neuen Sorten
unterliegen nicht der Bewilligungspflicht.

Mit CRISPR/Cas kbnnen die gewlinschten
Mutationen prazise und effizient erzeugt
werden, ohne dass andere Mutationen im
Genome auftreten. Die CRISPR/Cas
Mutationen lassen sich nicht von chemisch
erzeugten Mutationen unterscheiden.

Zur Zeit ist unklar, ob solche neuen Sorten
als GVO eingestuft werden und somit der
Bewilligungspflicht unterliegen.
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Seit 2013 sind schon eine Reihe von neuen Merkmalen bei
Kulturpflanzen mit Genom-Editierung erzeugt worden, die mit
Mutationszuchtung viele Jahre gedauert hatten

Weizen Hirse Mais Reis Tomate
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Die Mehltau Erkrankung im Weizen kann durch gezielte Ausschaltung
des MLO Gens verhindert werden

Aktives MLO Gen unterdriickt
Abwehr gegen Mehltau

Weizen hat 6 MLO Kopien
(je 2im A, Bund D Genom)

Mutation aller Kopien durch
TALEN und CRISPR/Cas

1} l

A 4

Befall von Weizenblattern mit Mehltau
(Blumeria graminis f. sp. Tritici)
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Breite Anwendungsmaoglichkeiten der CRISPR/Cas Methode

Nahrungsmittelsicherheit
Zlichtungsoptionen
Samenreifung und Lagerung

Energie
Stoffwechselgene
Starkemetabolismus

Boden
Versalzung durch Bewasserung

Toxische Metallbelastung

fur die Verbesserung unserer Kulturpflanzen

Klimaveranderung
Trocken- und Hitzestress
Erhohte CO, Konzentration

Wasser
Wassermangel
Uberflutung

Pflanzenkrankheiten
Aggressive Bakterien und Pilze
Viren mit hoher Infektivitat



