POINT NEWSLETTER NR. 260 - FEBRUAR 2024

Aktuelle Biotechnologie

INHALT

Neue Ziichtungsverfahren
Schweizer Freilandversuch mit CRISPR-Gerste,
Lockerungen in der EU 2

Pflanzengesundheit

Genomeditierte Kartoffeln gegen die Kraut- und Knollenfaule 3
Medizin
Gentherapie lasst von Geburt an taube Kinder erstmals horen 4

Genomeditierung
Forschende in China arbeiten an Alternative zu CRISPR/Cas9 5

SCIeNCEINDUSTRIES

SWITZERLAND

Wirtschaftsverband
Chemie Pharma Life Sciences

1



NEUE ZUCHTUNGSVERFAHREN

Schweizer Freilandversuch mit CRISPR-

Gerste, Lockerungen in der EU

Bereits in wenigen Wochen kdnnten
erstmals genomeditierte Pflanzen auch in
der Schweiz im Freiland wachsen. Das Bun-
desamt fiir Umwelt BAFU hat einen entspre-
chenden Antrag der Forschungsanstalt Ag-
roscope am 15. Februar 2024 bewilligt.

Uber 860 Forschungsprojekte welt-
weit setzen die neuen Zichtungsverfahren
bereits bei Nutzpflanzen ein. Etwa fiinfzehn
genomeditierte Pflanzen stehen kurz vor
der Markteinfihrung, mindestens finf wer-
den in anderen Weltregionen schon ange-
baut. Auch in der Schweiz wird die Genome-
ditierung schon langer verwendet, um im
Labor die Eigenschaften von Pflanzen mas-
szuschneidern. Im September 2023 hatte
Agroscope einen Antrag eingereicht, um auf
einem Versuchsfeld in Zurich-Reckenholz
genomeditierte Gerste anzupflanzen.

Forschungsarbeiten an Reis und
Raps hatten ergeben, dass eine Inaktivie-
rung des in vielen Pflanzenarten vorkom-
menden CKX2-Gens durch Genomeditierung
eine Steigerung der Ertrage bewirkt. Das
Gen ist am Stoffwechsel fir Zytokin-Sig-
nalsubstanzen beteiligt und beeinflusst die
Bliten- und Samenbildung. In einer Zusam-
menarbeit zwischen Forschenden der
Freien Universitat Berlin und des deutschen
Leibniz-Institut fir Pflanzengenetik und Kul-
turpflanzenforschung (IPK) wurden in
Gerste zwei Varianten des CKX2-Gens iden-
tifiziert und mittels CRISPR/Cas9 ausge-
schaltet. Der Freisetzungsversuch in der
Schweiz soll jetzt im Rahmen einer interna-
tionalen Zusammenarbeit klaren, ob die ge-
netischen Verdanderungen auch bei der
Gerste zu hoheren Ertragen unter Praxisbe-
dingungen fihren, und welche Genvarianten
daran beteiligt sind. Zusétzlich soll gepriift
werden, ob durch die Genomeditierung auch

andere Anbaueigenschaften der Pflanzen
beeinflusst werden.

Die genomeditierten Gerstenpflanzen
enthalten Mutationen in den beiden Genva-
rianten HVCKX2.7 und HvCKX2.2, wie sie
auch spontan in der Natur vorkommen
konnten. Aufgrund der veralteten Schweizer
Gesetzesgrundlage hat der Bundesrat sol-
che Pflanzen dennoch als «gentechnisch
verdnderte Organismen» (GVO) eingestuft.
Sie dirfen daher erst nach einem aufwandi-
gen Bewilligungsverfahren und unter stren-
gen Auflagen freigesetzt werden. Die Versu-
che sollen im Friihjahr 2024 beginnen und
bis Ende 2026 andauern. In der Schweiz
nimmt die Diskussion Uber die gesetzlichen
Rahmenbedingungen fir den Einsatz geno-
meditierter Pflanzen Fahrt auf, bis Mitte
2025 will der Bundesrat dem Parlament
Vorschlage daflr unterbreiten.

Das Europaische Parlament hatte
sich am 7. Februar 2024 deutlich daflr aus-
gesprochen, mit Hilfe neuer Zlchtungsver-
fahren entwickelte Pflanzen von den restrik-
tiven Bestimmungen fiir «<gentechnisch ver-
anderte Organismen» auszunehmen, sofern
sie sich nicht von herkdmmlichen Pflanzen
unterscheiden. Damit soll ihr Anbau in der
EU ermdoglicht werden. Ziel dabei ist, das
Lebensmittelsystem sowohl nachhaltiger
als auch krisenfester zu machen. Details
der Bestimmungen missen noch zwischen
den Mitgliedsstaaten abgestimmt werden.

Quellen: Erster Schweizer Feldversuch mit
Gerste, die mittels CRISPR/Cas9 verandert
wurde, Agroscope Medienmitteilung 15.02.2024;
BAFU bewilligt Freisetzungsversuch mit gentech-

nisch veranderter Gerste, BAFU Medienmittei-
lung, 15.02.2024; BAFU-Verfiigung B23002 vom
15.02.2024; EU-SAGE, Interaktive Forschungs-
Datenbank zu genomeditierten Nutzpflanzen;
Neue genomische Techniken: Europaisches Par-
lament beflrwortet Regeln fur mehr Nachhaltig-
keit, Medienmitteilung EP, 07.02.2024.
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PFLANZENGESUNDHEIT

Genomeditierte Kartoffeln gegen die

Kraut- und Knollenfaule

Uber 170 Jahre ist es her, dass die
Kraut- und Knollenfaule der Kartoffeln in Ir-
land eine verheerende Hungersnot ausloste.
Da sich der Erreger Phytophthora infestans
bei feucht-warmen Witterungsverhaltnissen
explosionsartig ausbreiten kann, fuhrt die
Pilzkrankheit ohne Gegenmassnahmen zu
massiven Schaden. Innerhalb von nur zehn
Tagen nach dem Erstbefall kann ein ganzes
Kartoffelfeld vernichtet sein. Auch das Ern-
tegut im Lager ist in Gefahr.

Auch heute noch ist die Kraut- und
Knollenfaule die weltweit bedeutendste Kar-
toffelkrankheit. Die wichtigste Massnahme
gegen ihre Ausbreitung ist die Verwendung
von Fungiziden. In der Schweiz mussen
Kartoffelfelder etwa sieben- bis achtmal
jahrlich behandelt werden. In nordeuropai-
schen Landern mit unginstigerem Klima,
zum Beispiel Grossbritannien, sind bis zu 20
Anwendungen jahrlich erforderlich. Im Bio-
Landbau werden statt synthetischer Fungi-
zide verbreitet Chemikalien mit dem
Schwermetall Kupfer eingesetzt. Das Ma-
nagement der Kraut- und Knollenfaule ver-
ursacht daher einen grossen Arbeits- und
Kostenaufwand. Die kombinierten jahrlichen
Kosten fur Ernteschaden sowie Vorbeugung
und Bekampfung der Krankheit liegen glo-
bal um die 10 Milliarden USS.

Die Entwicklung Phytophthora-resis-
tenter Kartoffelsorten konnte daher einen
grossen Beitrag zu Reduktion von Erntever-
lusten und Pflanzenschutz-Aufwand und
damit flr eine wirtschaftlichere und nach-
haltige Landwirtschaft leisten. Allerdings ist
die klassische Kreuzungszichtung bei Kar-
toffeln, die Uber vier Chromosomensatze
verfligen, sehr zeitaufwandig und kann
Jahrzehnte dauern. Trotz langjahriger Zich-
tungsanstrengungen konnten sich noch
keine pilzresistenten Kartoffeln am Markt
durchsetzen. Hier bieten neue Zichtungs-
verfahren wie die Genomeditierung die
Chance, beliebte und am Markt etablierte
Kartoffelsorten mit einer verbesserten

Pilzresistenz auszustatten. Statt wie bei der
klassischen Zichtung mit der Verwendung
sehr spezifischer Resistenzgene gegen ein-
zelne Erregerstamme (R-Gene) liegt hier der
Fokus auf Kartoffelgenen, welche eine An-
falligkeit oder Suszeptibilitat gegen Pilzbe-
fall fordern (S-Gene). Solche kénnen durch
Genomeditierung verandert oder ausge-
schaltet werden (POINT 229, 07/2021).

Gleich zwei Arbeitsgruppen berichten
Anfang 2024 bereits Uber erfolgreiche An-
satze dazu. Forschende aus dem Iran be-
schreiben, wie sie bei der beliebten Kartof-
felsorte Agria mit Hilfe von CRISPR/Cas9
alle Kopien des StNRLT-Gens inaktivierten.
Dieses ist am Infektionsprozess beteiligt
und stellt so eine «Achillesferse» der Pflan-
zen dar. Und ein Team aus China verwende-
ten den gleichen Ansatz, um das S-Gen
StPM1 auszuschalten. In beiden Fallen zeig-
ten Blatter der genomeditierten Kartoffeln in
Laborversuchen eine erhohte Resistenz ge-
gen Phytophthora infestans. Weitergehende
Versuche mussten zeigen, ob sich die Re-
sistenz auch in der Praxis bewahrt. Gerade
fir weniger wohlhabende Lander bietet die
Genomeditierung grosse Chancen fir die
Entwicklung krankheitsresistenter Sorten
und einen nachhaltigeren Pflanzenschutz.

Einen Ausblick in kiinftige Zichtungs-
strategien gibt die Doktorarbeit von Ania Lu-
kasiewicz vom belgischen ILVO-Institut. Ihr
gelang es, durch Genomeditierung auf einen
Schlag bis zu funf verschiedene S-Gene in
Kartoffeln auszuschalten. Durch Kombinati-
onen von Resistenzeigenschaften konnen
diese dauerhafter und wirksamer werden.

Quellen: Weishuai Bi 2024, CRISPR/Cas9-guided
editing of a novel susceptibility gene in potato
improves Phytophthora resistance without
growth penalty, Plant Biotech. J. 22:4-6; Mohsen
Nourozi et al. 2024, CRISPR/Cas StNRL1 gene
knockout increases resistance to late blight and
susceptibility to early blight in potato, Front.
Plant Sci. 14:1278127 Multiple potential pest
susceptibility genes modified simultaneously in
potatoes with CRISPR-Cas technique,, ILVO
News 12.02.2.24.
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MEDIZIN

Gentherapie lasst von Geburt an taube
Kinder erstmals horen

Etwa eines von 500 Babys ist bei der
Geburt taub. In vielen Fallen sind geneti-
sche Mutationen die Ursache dafiir. Davon
sind Uber 150 bekannt, die verschiedene Be-
reiche des Horvorgangs betreffen. In den
1970er-Jahren war die Entwicklung von
Cochlea-Implantaten ein wichtiger medizini-
scher Durchbruch. Das sind elektronische
Sensoren im Innenohr, welche defekte Sin-
neszellen umgehen kénnen. Sie setzen
akustische Reize in elektrische Impulse um,
die dann direkt an den Hornerv weitergelei-
tet werden. Eine Behandlung der Ursachen
genetisch bedingter Taubheit war bisher al-
lerdings kaum maoglich. Jetzt zeigen erste
Resultate, dass durch eine Gentherapie die
Funktion eines veranderten Gens wiederher-
gestellt werden kann. Dadurch kénnen von
Geburt an taube Kinder ein Horvermogen
ohne Hilfsmittel erlangen.

Die betroffenen Kinder wiesen Mutati-
onen im OTOF-Gen auf. Dieses ist flr die
Produktion des Proteins Otoferlin verant-
wortlich, das eine entscheidende Rolle bei
der Reizlibertragung von den Haarzellen im
Innenohr an den Hornerv spielt. Funktions-
einbussen von Otoferlin fihren je nach Um-
fang zu teilweiser oder volliger Taubheit,
obwohl alle fir das Horen wichtige Struktu-
ren vorhanden sind. Seit tber zwanzig Jah-
ren arbeiten Forschende bereits an einer
moglichen Gentherapie, um die Funktion
des OTOF-Gens und damit des Otoferlin
Proteins wieder herzustellen. Ein Problem
dabei: das OTOF-Gen ist verhaltnismassig
gross (=6 kb) und sprengt damit die Kapazi-
tat der Ublicherweise als Vektor fur Genthe-
rapien verwendeten Viren. Es hat sich je-
doch herausgestellt, dass es moglich ist,
zwei Halften des OTOF-Gens unabhangig
voneinander in Korperzellen zu Ubertragen.
Am Zielort lagern sich die beiden

produzierten Proteinsegmente wieder zu
funktionsfahigen Otoferlin zusammen.

Im Rahmen mehrerer klinischer Stu-
dien in China und den USA wurden von Ge-
burt an tauben Kindern die beiden Halften
des OTOF-Gens, verpackt in ungefahrliche
Adeno-assoziierte Viren (AAV) als Vektor, in
das Innenohr eingebracht. Dort wurde die
Erbinformation in die funktionslosen Sin-
neszellen Ubertragen und abgelesen. Be-
reits wenige Wochen nach der Behandlung
konnten mehrere der Kinder erstmals eigen-
standig ohne Hilfsmittel Gerausche horen
und darauf reagieren. Ein 11-jahriger Junge
aus Marokko, der vollig taub und ohne Hor-
hilfe aufgewachsen war, konnte zum ersten
Mal die Stimme der Eltern horen, aber auch
Musik oder die Umgebung.

Nach einigen Monaten war bei meh-
reren Teilnehmern ein Grossteil des Horver-
mogens wiederhergestellt, einige der Babys
begannen erste Worte zu sprechen. Ernste
Nebenwirkungen wurden bisher nicht beo-
bachtet, allerdings fehlen noch Langzeiter-
fahrungen. Die jetzt vorgestellte Therapie
kommt nur bei den etwa 5% der erblichen
Falle von Gehorlosigkeit in Frage, bei denen
das OTOF-Gen betroffen ist. Der Ansatz
zeigt aber das grosse Potenzial der Genthe-
rapie auf, durch die in Zukunft auch andere
genetische Ursachen der Taubheit ange-
gangen werden konnen.

Quellen: Jun Lv et al. 2024, AAV1-hOTOF gene
therapy for autosomal recessive deafness 9: a
single-arm trial, The Lancet (online 24.01.2024,
doi:10.1016/S0140-6736(23)02874-X); Nach
einer Gentherapie kdnnen taub geborene Kinder
erstmals horen, NZZ, 02.02.2024; Gene Therapy
Allows an 11-Year-0Old Boy to Hear for the First
Time, The New York Times, 23.01.2024; Chil-
dren’s Hospital of Philadelphia Performs First in
U.S. Gene Therapy Procedure to Treat Genetic

Hearing Loss, CHOP, 23.01.2024; Gene-therapy
breakthrough allows congenitally deaf children to

hear, The Harvard Gazette, 24.01.2024.
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GENOMEDITIERUNG

Forschende in China arbeiten an

Alternative zu CRISPR/Cas9

Die Moglichkeit, das Erbgut von Lebe-
wesen prazise an vorbestimmten Stellen zu
schneiden, ist die Grundlage fir die Geno-
meditierung. Als Alternative zu den etablier-
ten Methoden hierflr arbeitet ein grosses
Forschungsteam vom chinesischen «Center
for Life Sciences» CLS an einem neuartigen
Verfahren, das ganz ohne Proteinkompo-
nente auskommt.

Bereits ab 1996 (Zink-Finger Nuklea-
sen ZFN) und 2009 (TALENs) wurden Prote-
ine entwickelt, die spezifische Positionen im
Genom erkennen und spalten kénnen. Diese
mussten flr jede neue Anwendung aufwan-
dig angepasst werden. Der grosse Vorteil
des CRISPR/Cas9 Systems (ab 2012) be-
steht darin, dass es aus einer gleichbleiben-
den Proteinkomponente und einer variablen
kurzen «guide RNA» besteht, mit der die
Schnittposition einfach programmiert wer-
den kann. Damit ist der gesamte aktive
Komplex aber immer noch relativ gross,
was die Anwendung erschwert.

Fdr die Entwicklung von alternativen
programmierbaren Nukleasen liessen sich
die Forschenden von der Natur inspirieren.
In Bakterien kommen mobile genetische
Elemente, zum Beispiel Retrotransposone,
vor. Diese konnen kurze Ketten aus Ribo-
nukleinsédure (RNA) bilden, welche ohne
Proteinanteil als Ribozym genetisches Ma-
terial an bestimmten Positionen spalten
konnen. Um neue Ribozymkandidaten zu

finden, durchsuchten die Forschenden
samtliche verfiigbaren mikrobiellen Ge-
nomsequenzen. Fur etwa 5600 potenzielle
Ribozyme priften sie, ob die entsprechen-
den Gensequenzen mehrfach im Erbgut des
Organismus vorkamen — ein Anzeichen fur
die Aktivitat als Ribozym. 469 Kandidaten
erflllten dieses Kriterium. Durch bioinfor-
matische Analysen wurde das Kandidaten-
feld ausgelichtet und anschliessend im Rea-
genzglas auf die Fahigkeit zur Spaltung von
Erbmaterial geprtft. So fanden sich sechs
neuartige «hydrolytische endonukleolyti-
sche Ribozyme» (HYER). Durch Anpassun-
gen der Sequenz gelang es, verschiedene
Schnittpositionen zu programmieren.

Mit einer Grosse von etwa 600 Ribo-
nukleotid-Bausteinen ganz ohne Eiweiss-
Komponente sind HYER wesentlich kom-
pakter als bisher verfligbare programmier-
bare Nukleasen, und lassen sich einfacher
produzieren und anwenden. Die Forschen-
den konnten ihre Aktivitat sowohl im Rea-
genzglas als auch in lebenden Bakterienzel-
len zeigen. Bisher ist ihre Wirksamkeit fir
eine praktische Anwendung noch zu gering,
aber mit weiteren technischen Verbesserun-
gen konnten HYER bald eine vielverspre-
chende Alternative zu den etablierten Werk-
zeugen der Genomeditierung werden.

Quelle: Zi-Xian Liu et al. 2024, Hydrolytic en-
donucleolytic ribozyme (HYER) is programmable
for sequence-specific DNA cleavage, Science Vol.
383:eadh4.
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