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Programm

* Nischenforschung fuhrt zu Genschere - ein Pladoyer fur die freie

Grundlagenforschung
* Wie funktioniert die Genschere?
* Von der Genschere zum Schweizer Sackmesser
* Ethische Fragen und Richtlinien

* Ein paar konkrete Anwendungsbeispiele aus Medizin, Tierzucht und



Zur Erinnerung: Genexpression

(m)RNA-Molekule entstehen durch DNA/
Transkription von DNA-Abschnitten, die als

Gene bezeichnet werden.

© Macmillan Learning

Transcription

Proteine werden aus mRNA-Molekulen ubersetzt
(translatiert) mithilfe von Ribosomen.

"Nukleotidisch" - "Aminosauerisch" MRNA

Die Prasenz und die richtige Struktur eines
Proteins sind wichtig fur bestimmte Translation
Eigenschaften der Zelle/des Organismus.

Morris et al.,2023, Macmillan Learning



https://store.macmillanlearning.com/us/product/Biology-How-Life-Works/p/1319333583

Zur Erinnerung: Basenpaarung

DNA besteht aus 2 antiparallelen
Deoxyriboseketten. Die 2'-Deoxy-
ribosemolekule sind via Phosphodi-

Base pairs
P Deoxyribonucleic acid (DNA) esterbindungen zwischen dem 5'- und
Thymine Aderats dem 3'-Kohlenstoffatom (C) verknupft.
, H Am 1'C jedes Zuckers befindet sich
Phos?phate i S N\fH . eine von vier Basen: Adenin, Guanin,
H bonds /!

, Cytosin.
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Zur Erinnerung: Basenpaarung

Base pairs
Deoxyribonucleic acid (DNA)

Uracil Adenine
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Phosphate

DNA besteht aus 2 antiparallelen
Deoxyriboseketten. Die 2'-Deoxy-
ribosemolekule sind via Phosphodi-
esterbindungen zwischen dem 5'- und
dem 3'-Kohlenstoffatom (C) verknupft.
Am 1'C jedes Zuckers befindet sich
eine von vier Basen: Adenin, Guanin,

, Cytosin.

Adenin bildet 2 Wasserstoffbrucken mit
, Guanin 3 Wasserstoffbrucken
mit Cytosin

RNA hat Riboseketten (OH statt Ham
2'C) und dem Thymin fehlt die Methyl-
gruppe am C5 (= Uracil), was keinen
Einfluss auf die Basenpaarung hat

Thymine vs. Uracil
o [¢]
H,C H H
\fkr‘/ ka/
N/KO N/Ko
CH,OH CH,OH
O, O,
OH H OH OH



Woher kommt die CRISPR-Cas Genschere?

CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindrome Repeat
Cas = CRISPR associated protein

= Adaptives Immunsystem in Bakterien und Archaeen
1993 entdeckte Francisco J.M. Mojica (Universidad Alicante) den CRISPR
Lokus im Genom von Archaeen. 2005 schlug er dessen Rolle fur die adaptive
Immunitat vor.

Schutz vor Bakteriophagen

100% der Archaeen und
40% der Bakterien haben
ein CRISPR-Cas System



Eine programmierbare sequenzspezifische
Genschere

Linker loop

tracrRNA

Target DNA /i

I i g
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~_ " PAMsite

2 Komponenten: Cas9 Protein, crRNA+tracrRNA - gRNA



Genscheren im Vergleich

Right ZFN

@cllllllllllllllll

HRRRRRRRRRRNY,

Left ZFN

TALE nuclease
Left TALEN

S

Right TALEN

CRISPR/Cas9

Zink Finger (ZNF) Nukleasen

* Entwickelt in 1990er Jahren

* Sehr effizient

* Kompliziertes Design mit Einschrankungen: jeder ZNF erkennt 3 Basen
Nicht fur alle 3-Basen Kombinationen gibt es spezifische ZNF

* Teuer, jede Anwendung braucht eigenes Protein

TALENSs (Transcription Factor-Like Effector Nucleases)
* Entwickelt 2011

* Einfaches, modulares Design: jedes Modul erkennt 1 Base
* Teuer, jede Anwendung braucht eigenes Protein

CRISPR-Cas9

* Entwickelt 2012

* Einfaches Design: Spezifitat durch Watson-Crick Basenpaarung zwischen
gRNA und Zielsequenz

* Kleine Einschrankung: braucht PAM Motif (NGG)

* Billig und schnell: das Protein bliebt unverandert, jede neue Anwendung
braucht nur eine angepasste gRNA



Genomeditierung braucht mehr als eine Schere

=

Nuclease-induced
double-strand break

Non-homologous end joining NHEJ Homology-directed repair
- unprazise - prazise

Deletions o
T N B B E R — Donor
L es—  w " " .. — template
Insertions _/{
i l . l (B RN HDR
Variable length
indels +

—
Precise insertion or modification

Sander & Joung, Nat Biotechnol 2014



Genomeditierung braucht
mehr als eine Schere

y
Single Guide RNA [ __

Ziel DNA
Benotigte Elemente:
B T e
* Single Guide RNA (gRNA), deren |
5'-Ende komplementar zur Ziel- L J.I.I.LLLLI.I.I.LLII.LLI.LLLL L
DNA-Sequenz ist. c l N o -
* Protein Cas9: Das ,,Scheren- as9 PP ;
protein® (= Nuklease) II || || || || Il || || || Il || || Il II II II || || Il ll
* Template DNA mit homologen Template DNA
Enden zum Zielgen, falls wir pra-
zise editieren wollen (= Knock in) |
Non Homologous End Joining Homologe Rekombination
(NHE.!) (HDR)
T T T L | T
LLLLLLULUUL LU Ll LLLLLLL
FIGURE 7.6 Wiser, CRC Editions, 2023 Knock Out Knock In

T
Ll



Einschleusemethoden um Cas9/gRNA
Effektorkomplexe in der Forschung zu benutzen

C D E
RNA
=S ‘\>Ca39

Plasmidvektoren, die fur Rekombinantes Cas9 Protein Virale Vektorsysteme

Cas9 und die gRNA kodieren, und synthetische gRNA (Lentiviren, Adenoviren, AAV),
werden in Zellen gebracht werden in vitro zum aktiven die fur Cas9 und gRNA

durch Transfektion oder Cas9/gRNA Komplex kodieren, werden benutzt um
Elektroporation assembliert und in die Zellen CRISPR-Cas in Mausen

eingeschleust (Injektion,Trans- anzuwenden.

fektion oder Elektroporation)



Entwicklung von Nanopartikeln als ,,Delivery“-Vehikel

fur medizinische Anwendungen

Aktivierbare Biokompatible
Beschichtung zum Beschichtung zur

Schutz im { g Minimierung von
Blutkreislauf 2 ?7 § f Proteinabsorption
Cas9: Editierung {réw MY :/ Targeting-Liganden:

Zelltypen-spezifischer
des Genoms Transport

23

Liganden zur

Positiv geladene
g Induktion von

Polymere: fordern .§ ‘2_
das Entkommen des S0 &2 Transzytose:

Partikels aus den erleichtern den
Endosomen Transport des
Partikels durch

Zellbarrieren hinweg
Selbst-Antigen:

Immunerkennung
minimieren



Typische Forschungsanwendung: CRISPER-Cas Knockout Screen

F 7
1 Clone | O Package
( — OOU — I
Guide Cloning of Multiple Enrichment
library guide RNA Lentivirus library genotypes of desired
synthesis plasmid library and phenotypes phenotype

Hsu, Lander & Zhang, Cell 2014
* Produktion einer lentiviralen gRNA Bibliothek mit gRNAs gegen jedes bekannte Gen im Genom. Cas9
Gen ebenfalls im Lentivirus kodiert.

* Zellen mit geeignetem Reportersystem, das einfache Detektion des gesuchten Phanotyps erlaubt (z.B.
Fluoreszenz Readout = FACS)

* Transduktion der Reporterzellen mit der lentiviralen Bibliothek
* Selektion der Zellen mit dem gewunschten Phanotyp

. Eeep Sequencing der DNA der ,,positiven“ Zellen - identifiziert Gene, die zum selektionierten Phanotyp
eitragen.



Prazise Veranderungen im Genom bedingen Homology Directed Repair (HDR)

Bl : = == Cas9 Complex
bf\ —

anee W
PARRRR IR

Homologous Region Homologous Region

Modified Target Strand

T EREE R R R R R iy
Insert

HDR ist in vielen experimentellen Systemen (z.B. somatische Saugerzellen) ineffizient und deshalb eine der

technischen Limitierungen beim Genome Editing.
- Grosse Anstrengungen die HDR Effizienz zu erhdhen: Donor Template Optimierung, small molecule drugs,

etc. Fast alles empirisch, oft ,trial and error*.



Strategie zur Verbesserung der Spezifitat

Fir medizinische Anwendungen sind keine off-target DNA Schnitte tolerierbar 2 hdhere Spezifitat durch
Kombination von zwei Cas9/gRNA Komplexen die je nur einen DNA Strang schneiden (Double Nicking Strategy)

Doudna & Charpentier, Science 2014
Die D10A Mutation inaktiviert die

Endonukleaseaktivitat der RuvC Domane,
H840A inaktiviert die HNH Domaéane

Cas9 D10A nickase Cas9 H840A nickase

RuvC
DNA i e . HNH s :m.
;/ xR_g@
Der DNA Strang wird nur ganz durchtrennt, SgRNU @
wenn beide Cas9/gRNA Komplexe

unabhangig voneinander an die nahe

1

B. Genome Engineering By Double Nicking Double
o . . . . With Paired Cas9 Nickases
beieinander liegenden Zielsequenzen binden °“‘59°1°A"'°""’5°
- reduziert off-target Schnitte Taget A ﬁ@ . ngNA
argef
Sy ., = o 74
5 Cleavage clemn ........ ‘!" A R O 144
Sloiage

:

Versetzte Einzelstrangschnitte erhohen zudem

. .« . o S i
die HDR Effizienz. o o g ﬁkﬁ
e —
Donor DNA Shorter sgRNA
I '/:m

HHHHH HNH HhHHHHHH
1 Shorter ngW
New DNA 3
H | i d
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CRISPR-Cas Varianten: von der Schere zum
Multifunktionswerkzeug

°A§1ivator
Lokalisierung eines Proteins an dCas9 5@ S
' G

eine bestimmte Stelle im Genom E— 7 — Effector Croctor

mit einer nuklease-inaktiven N e (’\;f‘ W 79 )

) & mRANA \ 7 4
Cas9 Variante Activation R/S_C gy’

Q I}g}pressor Transcriptional Epigenetic
\\. control modulation
« *ﬁ‘/

Repression

Chemisch oder
optisch induzierbare
H Systeme (Split Cas9)

T )GFP
i]E?;. \ D) |
o — | : @ B/ Blue light
& -‘“'»,_;; 3A ] \g %%c:ryzg /m\

Visualization : > y A
DNA labeling Cib1 \ﬁ

Inducible regulation

Doudna & Charpentier, Science 2014; Hsu, Lander & Zhang, Cell 2014



CRISPR-Cas Varianten: von der Schere zum
Multifunktionswerkzeug

Base editing — Editierung einzelner Basenpaare

Enzym:
Deaminase
f\ ;ﬁ’ [J\ Cytosin Deaminase
Cytosm UraC|l
(Cytidin) (Uridin)
NH, 0
H,O |
Deami N
</ ) eamﬁf» </ | )NH Adenin Deaminase
N N
NH, H
Adenin Hypoxanthin

(Adenosin) (Inosin)



CRISPR-Cas Varianten: von der Schere zum
Multifunktionswerkzeug

Base editing — Editierung einzelner Basenpaare

CBE CasIn

rOLOSPaCces

PAM

DNA replication

or

C:G>TA

gRNA - FEPTRTTTTIeT Y /
G C Genomic DNA ) b
e \ CasIn ?‘:_—-ﬁ) DNA repair
S ».-,‘:‘:;‘i{ —
o ¥ >
= q — 4
e ) Uracil DNA glycosylase . L
ytidine 2 inhibitor protein (UGI) e = ,
deaminase (CDA) RIS 2 ibitor prote ‘ = y / Edited genomic DNA
“ [ ¢l s -
>, e v L /UGl
. DA oy
i
7
Binding of Cas9n to genomic DNA Final base-edited DNA
( ABE Protospacer PAM
Cason . 9 .
gRNA DNA replication A-T G . C
Tarny Genomic DNA or
e DNA repair
——

Adenosine ¢
deaminase (ADA) ¢

Linker

_

ADA

Binding of Cas9n to genomic DNA

Cetin et al. (2025) Expert Reviews in Molecular Medicine, 27, €16, 1-33

https://doi.org/10.1017/erm.2025.10

T FITTTTTITI Y "ﬁl:\‘; DX

T

Deamination of target A and nicking of PAM strand

[
L) -

Edited genomic DNA

Final base-edited DNA

Vorteil: Praziser, da kein DSB (nur SSB) = minimiert
Risiko fur ungewollte Deletionen/Insertionen
Nachteil: Kann nur 1 Basenpaar editieren



Medizinische Anwendungsbeispiele




In vivo versus ex vivo Genome Editing

A

Direct delivery-based in vivo editing

CRISPR/Cas9
+ HR template

AW,
g ¢ 2

Cell culture-based ex vivo editing

Adult SCs

CRISPR/CasS

CRISPR/Cas9 | /
correction

correctio:/ L \

Differentiation



Casgevy — die erste CRISPR/Cas9 Genomeditierungstherapie

A B c
< CD34" HSCs > ¥ CRISPR/Cas9
_/—/ \\‘T\\ _____ BCL11A BCL11A
A\~ A 4 Electroporation Normal 7\ +\ B e v
= Y Y ) &
OO BCL11A level — BCL11A level
N Y < \\\\\ Vi ¥ { !
1 ) | )) R R

//’ \} | (;;T \\4_- LCR P oyAy 5 B LCR s oy Ay 5 PS

(AW Minimal HbF Increased HbF
= = Cas?}/ngNA CRISPR gene therapy

dla, da ayp ay
oy @y
PPl P
dh AR
aa ‘aa ay ay

( Mo;;fied\l;ng ) / _ »
C sickle cell > C Red blood cell )

Innovation 2024 5DOI: (10.1016/j.xinn.2024.100619)

Sichelzellandmie (Mutation im B-globin Gen): Inaktivierung einer Bindungsstelle fur einen Enhancer des BCL11A
Gens = Weniger BCL11A Protein = Aktivierung des fotalen y-globin Gens = Produktion des fotalen Hadmoglobins
(aayy Tetramer) kompensiert funktionell das defekte postnatale Hamoglobin (aa33 Tetramer).



Klinische Versuche mit editierten CAR-T Zellen um B-

Zell Leukamien zu behandeln
enomeditierte CAR-T Zelle’

T

Caribou is developing differentiated, off-the-shelf CAR-T cell therapies, such as CB-010—a first-line, off-the-shelf cancer
immunotherapy to get rid of the PD-1 checkpoint through genome editing.

Aus Genetic Engineering & Biotechnology News (8.6.2023)

Caribou Biosciences hat CAR-T Zellen
produziert (CB-010), die spezifisch
CD19-positive Lymphomzellen killen.

Drei Gene wurden verandert:

1.) TCR knockout verhindert, dass diese
Zellen von einem Donor die Zellen des
Patienten attackieren.

2.) Expression des CD19-bindenden
Rezeptors (Anti-CD19 CAR) lasst die
CAR-T-Zellen an CD19-Antigen prasen-
tierende Non-Hodgkin-Lymphom-Zellen
binden.

3. PD-1 knockout verhindert, dass die
NHL Zellen via PD-L1 die T Zellen in ihrer
Killeraktivitat abbremsen kdnnen



Klinische Versuche mit editierten CAR-T Zellen um B-

Zell Leukamien zu behandeln

enomeditierte CAR-T Zelle, Caribou Biosciences hat CAR-T Zellen
: .01 0 produziert (CB-010), die spezifisch

CD19-positive Lymphomzellen killen.

Bisherige Resultate der klinischen

Studien:
. _ Anti-CD19 %
TCR KO ______ 0\ + Sehr gute initiale Response
a \({ Po-L1 ~ Die CAR-T Zellen haben in einigen
: CD1 Q9 Patienten nicht lange liberlebt = keine

Dauerhafte Heilung, Lymphomzellen
beginnen erneut zu wuchern

wici B e ?

Caribou is developing differentiated, off- the—shelf CAR-T cell therapies, such as CB-010—a first-line, off-the-shelf cancer
immunotherapy to get rid of the PD-1 checkpoint through genome editing.

|
v

Aus Genetic Engineering & Biotechnology News (8.6.2023)



Personalisierte CRISPR Therapie fur ein Baby mit CPS1
Defizienz

Erste in vivo Anwendung einer CRISPR Base Editing Therapie. Mittels Lipid-Nanopartikel wurde der Base Editor
in die Leber eingeschleust.

Erste personalisierte CRISPR Therapie: Eine extrem seltene Mutation beider Allele des CPS1 Gens inaktiviert
das Enzym Carbomylphosphat Synthetase 1.

NH; + HCO; +2ATP orsl > Carbamoylphosphat + 2 ADP + Pi

N-Acetylglutamat

Harnstoffzyklus: In den Mitochondrien der Leberzellen wandelt CPS1 toxischen Ammoniak (aus dem Amino-
saureabbau) zu Carbamoylphosphat um, welches weiter zu Harnstoff verstoffwechselt wird.

—— Arginin CPS1 Defizienz > Ammoniak Akkumulation im Blut und Gehirn
. \\— HaN = —NH, -> Tod wegen Hirntoxizitdt (= Ammoniak-Enzephalopathie) und

Harnstoff
Leberversagen
Arigininosuccinat Ornithin

Bisherige Behandlung:
* Eiweissarme Diat

i A SR ¢ Ammoniakentfernung durch Hamodialyse (,,Blutwaschen®)

R—NH, Carbamoylphosphat . > )
* Verabreichung von Stickstoff bindenden Substanzen
NH4



Personalisierte CRISPR Therapie fur ein Baby mit CPS1
Defizienz

Erste in vivo Anwendung einer CRISPR Base Editing Therapie. Mittels Lipid-Nanopartikel wurde der Base Editor

in die Leber eingeschleust.

Erste personalisierte CRISPR Therapie: Eine extrem seltene Mutation beider Allele des CPS1 Gens inaktiviert

das Enzym Carbomylphosphat Synthetase 1.

Genetic
diagnosis

Patient-specific
cell line developed

Screening performed
to identify the most
efficient and precise
base-editing approach

Patient-specific
mouse model
generated

Initial off-target
nomination
analyses
performed
with research-
grade reagents

Birth

Month 1 Month 2 Month 3

Month 4

Clinical batch of
k-abe completed

Testing of
clinical batch
in cells

Testing of toxicology
batch in mouse
model

Nonhuman primate
toxicology study
completed

Meeting with FDA
before submission of
IND application

Off-target
editing analyses
with clinical

batch

IND application
submitted to
FDA

IND application
approved and
clinical drug

released
Toxicology - :
batch of Patient received
k-abe initial dose —— -
of k-abe | Patient received
completed second dose of
k-abe
Month 5 Month 6 Month 7 Month 8

Musunuru K et al. N Engl J Med2025;392:2235-2243

Schnelle Entwicklung der Therapie:

CPS1 Defekt bei der Geburt
diagnostiziert

2 Monate spater hatte man bereits
ein Mausmodell generiert, um den
Base Editor zu testen

Safety Tests (Off-Target, Toxikologie)
innerhalb weniger Monate

FDA approval nach nur 7 Monaten
Erste Behandlung im Alter von 7
Monaten

Zweite Behandlung 3 Woche spater



Personalisierte CRISPR Therapie fur ein Baby mit CPS1
Defizienz

Erste in vivo Anwendung einer CRISPR Base Editing Therapie. Mittels Lipid-Nanopartikel wurde der Base Editor
in die Leber eingeschleust.

Erste personalisierte CRISPR Therapie: Eine extrem seltene Mutation beider Allele des CPS1 Gens inaktiviert
das Enzym Carbomylphosphat Synthetase 1.

Genetik: Die Krankheit wird rezessiv vererbt (= nur krank wenn beide Allele defekt). Korrektur eines Allels reicht,
um gesund zu werden.

Beim Patienten KJ: Das paternale Allel hat eine Frameshift Mutation -2 nicht korrigierbar mit Base Editor

Das maternale Allel hat eine Q335X Punktmutation, die das Glutamin (Q) Codon 335 (CAG) in ein Stop (X)
Codon (TAG) andert

; T4
330 340 ! -
Q335 (CPS1 intakt): ...GAC CAG AAG CAG CTG CAG ACC CTG TCC CTG CGC... I

Asp Gln Lys Gln Leu Gln Thr Leu Ser Leu Arg Welchen Base Editor

ir?

X335 (CPS1 defekt): ...GAC CAG AAG CAG CTGTAG ACC CTGTCC CTG CGC... bragchen Wll’-'
Asp GIn Lys Gln Leu Stop A) Cytosin Base Editor
B) Adenin Base Editor




Personalisierte CRISPR Therapie fur ein Baby mit CPS1
Defizienz

Erste in vivo Anwendung einer CRISPR Base Editing Therapie. Mittels Lipid-Nanopartikel wurde der Base Editor
in die Leber eingeschleust.

Erste personalisierte CRISPR Therapie: Eine extrem seltene Mutation beider Allele des CPS1 Gens inaktiviert
das Enzym Carbomylphosphat Synthetase 1.

...Asp Gln Lys Gln Leu Stop

X335 (CPS1 defekt): 5’GAC CAG AAG CAG CTG TAG ACC CTG TCC CTG CGC 3*
3'CTG GTC TTC GTC GAC ATC TGG GAC AGG GAC GCG 5

_ G TAG + Adenosin Deaminierung - Inosin
Adenin Base Editor & ﬁ C ITC . Schnittdesgegeniiberliegenden DNA Strangs =
i - —— DNA Reparaturenzyme entfernen einige
(ABE) =3 C ITC Nukleotide und synthetisieren die ladierte Region
P~ C1) G CAG neu, komplementar zum intakten Strang
c ITC * Inosin basenpaart mit Cytidin > A:T Basenpaar
Deamination of target A and nicking of PAM strand ZU G:c Basenpaar editiert

5/GAC CAG AAG CAG CTG CAG ACC CTG TCC CTG CGC 3
3‘CTG GTC TTC GTC GAC GTC TGG GAC AGG GAC GCG 5
...Asp Gln Lys Gln Leu Gln Thr Leu Ser Leu Arg...

Q335 (CPS1 intakt):



Personalisierte CRISPR Therapie fur ein Baby mit CPS1
Defizienz

Evidenz, dass die Behandlung von Baby KJ erfolgreich war:

1. Stabile Ammoniakwerte im Nobereich uber Wochen ohne
pharmakologische UnterstUtzung

2. Anstieg von Citrullin und Arginin im Plasma - Harnstoffzyklus
aktiviert

3. Messbare CPS1-Aktivitat in Leberbiopsie

4. Normalisieru% der EiweiBtoleranz (Patient kann normale
Nahrung essen)

Zu fruh fur abschliessendes Fazit, die Behandlung fand im Februar/Marz 2025 statt



Somatisch

* Genomeditierung in spezifischem
Gewebe/Organ, in welchem sich
die Krankheit manifestiert

e ...oderin Stammzellen ausserhalb
der Keimbahn (z.B.
Blutstammzellen,
Muskelstammzellen)

» Die Modifikation wird nicht weiter
vererbt

In vielen Landern grundsatzlich
erlaubt, aber bewilligungspflichtig

Somatische vs. Keimbahn Gentherapie

Keimbahn (Germline)

* Genomeditierungin
Keimbahnzellen (Spermium,
Eizelle oder deren Vorlauferzellen)

e ...oderim ganzfruhen Embryo

> (fast) alle Zellen des Individuums
sind genetisch verandert

» Die Modifikation wird auf die
Nachkommen Ubertragen

In den meisten Landern verboten
(inklusive CH)



Genomeditierung in der Keimbahn wirft
grosse ethische Fragen auf

Eine globale Debatte ist
dringend notig!

“....Fortschritt in der Wissenschaft und
Technologie verlaufen oft schneller als
die relevanten ethischen, legalen und

moralischen Diskurse ..... ” (Gabrielle et. al)




Reaktion der Wissenschaft

\ Einberufen durch:

* The Chinese
Academy of Sciences

INTERNATIONAL SUMMITON . The Royal Society
HUMAN GENE EDITING (UK)

* U.S. National

A GLOBAL DISCUSSION Academy of Sciences
December 1.3, 2015 Washington, D.C . U.S. Nat|0nal

Academy of Medicine

 Research applications: OK with appropriate regulatory and ethical oversight
* Somatic gene therapy: OK with appropriate evaluation and regulation
 Germline genome editing for clinical use: not OK and should not proceed unless
— there is widespread societal consensus
— safety and efficacy issues have been resolved

* Need foran ongoing forum and discussions



...und trotzdem: die ,,CRISPR babies* Lulu und
Nana

Am 26. November 2018 gab Jiankui He (Southern
University of Science and Technology, Shenzhen) der
Presse bekannt, es seien zwei gesunde Zwillinge
geboren, in deren Keimbahn (im 2-Zell-Stadium Embryo)
sein Team den CCR5 Rezeptor inaktiviert habe, was
immun gegen HIV Infektion macht.

SECOND INTERNATIONAL SUMMIT ON !

HUMAN GENOME EDITING |

* Sofortige und weltweite Verurteilung des ,verantwortungs- und sinnlosen Humanexperiments® durch
die Forschergemeinde

* Esgab keine Bewilligungen fur diese Experimente, der Forscher wurde entlassen und musste fur 3
Jahre ins Gefangnis

* Das ,Experiment“ wurde nicht in einer Fachzeitschrift publiziert 2 wissenschaftliche Analyse
schwierig/unmaoglich.

* Die Kinder scheinen gesund zu sein, aber genaue Angaben zum Gesundheitsstatus und
Langzeitfolgen, sowie Genomdaten sind nicht erhaltlich



CRISPR-Cas hat Anwendungsmaoglichkeiten in
praktisch allen Bereichen der “Life Sciences®

Ggene Surgery
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Hsu, Lander & Zhang, Cell 2014




Gezielte Zuchtung (Pflanzen und Tiere)

* Konventionelle Zuchtung beruht auf Selektion, da Mutationen / Rekombination
nicht gezielt beeinflussbar

* Bisherige genmodifizierende Methoden hinterlassen im Genom zusatzlich zur
gewunschten Veranderung weitere DNA Sequenzen (z.B. Selektionsmarker)

* CRISPR-Cas ermoglicht “narbenfreie” gezielte genetische Modifikation 2>
Precision Breeding

Beispiel:

1 2 -

Aberdeen Angds'(beef) cattI Holstein (and other dairy) cattle

Naturally hornless to a specific Each year, 1000s of animals are
mutation in the polled gene dehorned for safety reasons



Kurzlich in den Schweizer Medien: ,,Eber ohne Hoden*
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Knockout of the HMG domain of the porcine
SRY gene causes sex reversal in gene-edited
pigs

Stefanie Kurtz %, Andrea Lucas-Hahn &, Brigitte Schlegelberger, | +3 |, and Bjorn Petersen 8 Authors Info & Affiliations

Edited by R. Michael Roberts, University of Missouri, Columbia, MO, and approved November 23, 2020 (received for review May 5, 2020)

December 22, 2020 118 (2) e2008743118  https://doi.org/10.1073/pnas.2008743118

* Knockout (= Inaktivierung) des SRY Gens mit CRISPR-Cas9
Komplexen, die in befruchtete Eizellen injiziert wurden

* Das SRY Gen (= Sex-determining region on the Y chromosome)
ist ein Master-Regulator in Saugetieren fur die mannliche
Geschlechtsentwicklung.

* SRY kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der in den noch
undifferenzierten Gonadenzellen exprimiert wird und Gene
aktiviert (z.B SOX9), welche die Differenzierung in Richtung
mannlicher Geschlechtsorgane stimulieren.




SRY Knockouts machen XY Tiere phanotypisch weiblich
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Knockout of the HMG domain of the porcine
SRY gene causes sex reversal in gene-edited
pigs

Stefanie Kurtz %, Andrea Lucas-Hahn &, Brigitte Schlegelberger, | +3 |, and Bjorn Petersen 8 Authors Info & Affiliations

Edited by R. Michael Roberts, University of Missouri, Columbia, MO, and approved November 23, 2020 (received for review May 5, 2020)

December 22, 2020 118 (2) e2008743118  https://doi.org/10.1073/pnas.2008743118

* Knockout (= Inaktivierung) des SRY Gens mit CRISPR-Cas9
Komplexen, die in befruchtete Eizellen injiziert wurden

* Das SRY Gen (= Sex-determining region on the Y chromosome)

ist ein Master-Regulator in Saugetieren fur die mannliche
Geschlechtsentwicklung.

* SRY kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der in den noch
undifferenzierten Gonadenzellen exprimiert wird und Gene
aktiviert (z.B SOX9), welche die Differenzierung in Richtung
mannlicher Geschlechtsorgane stimulieren.

XY, SRY KO Tier XX Tier

Aussere
Geschlechts-
organe

Eileiter

SRY-KO pig

Ovarien

SRY-KO pig  9- 10 mm ~WT control  2,5-3 cm

9 Monate alte Schweine

Ohne SRY bilden sich Uterus, Eileiter und
Vagina aus, aber die XY Tiere sind steril,;
keine normale Oogenese

Weibliche Geschlechtsorgane bilden sich,
entwickeln sich aber nicht vollstandig



SRY Knockouts sollen Kastration uberflussig machen

XY, SRY KO Tier XX Tier

Wozu soll das gut sein?

* Eberbildenin den Leydig-Zellen der Hoden Androstenon (ein Aussere
steroidales Pheromon; Testosteron Derivat), welches dem Geschlechts-
organe

Fleisch den ,Ebergeruch/-geschmack® gibt

* Umdies zu verhindern, werden mannliche Ferkel in der
Schweinezucht kastriert

* SRY Knockout Tiere wurden die Kastration uberflussig
machen = ,Verbesserung des Tierwohls“ (Leo Miiller;
Nationalrat und Suisag Verwaltungsratsprasident)

Kritik:

Da die XY SRY KO Tiere keine Spermien produzieren, muss der 9 Monate alte Schweine
Knockout bei jeder in vitro Befruchtung (IVF) in allen XY-Zygoten

wieder neu generiert werden. Vererbung geht nicht. * Ohne SRY bilden sich Uterus, Eileiter und

Vagina aus, aber die XY Tiere sind steril,;
keine normale Oogenese

Weibliche Geschlechtsorgane bilden sich,
entwickeln sich aber nicht vollstandig

- Kommerzielle Anwendung unwahrscheinlich, da zu
aufwandig und zu teuer verglichen mit der heute gangigen .
kinstlichen Befruchtung der Saue.



Der ,,Holy Grail* der Pflanzenzuchtung:
Pflanzen, die Stickstoff aus der Luft aufnehmen konnen

Cyanobakterien, einige Bodenbakterien (z.B. Azetobakter)
und Archaeen, sowie Rhizobien (,,Wurzelknollchenbakte-
rien“ der Leguminosen) konnen Stickstoff (N,) in
Ammoniak (NH;) umwandeln.

Pflanzen (ausser Leguminosen) und Tiere kdnnen das
nicht. lhnen fehlt ...

...der Nitrogenase Enzymkomplex:

_Nitrogenase
~ enzyme complex

f,._*(\

% Fe-Mo-S"‘"«L,\-“ 2NH.

protein

+H,

Ny +8H" + 8¢~ + 16ATP — 2NH3 + Hs + 16ADP + 16P;

Vorteile von N, fixierenden Nutzpflanzen:

Keine Stickstoff-Diinger mehr notig > 1-2% Reduktion
der globalen CO, Emission und Energieverbrauch
Hohere Ertrage auf nahrstoffarmen Boden

Reduzierte Umweltbelastung durch Diinger (Nitratin
Gewassern, Lachgas [N,O] in Atmosphare)

Schwierigkeiten:

Nitrogenase funktioniert nur unter strikt anaeroben
Bedingungen > O2-geschitzte Organellen

Benotigt Komplexe Metallcluster als Kofaktoren -
Entwicklung synthetischer, minimaler Nitrogenase
Komplexe ohne solche Kofaktoren

Braucht viel ATP - Das gibt’s in Chloroplasten und
Mitochondrien, wo aber O, hoch ist



Der ,,Holy Grail* der Pflanzenzuchtung:
Pflanzen, die Stickstoff aus der Luft aufnehmen konnen

Trends in Biotechnology e

CellP’ress

Volume 43, Issue 11, November 2025, Pages 2698-2708

Opinion

Towards establishing functional nitrogenase
activities within plants

Fang Liu (XI7) 14 Zehong Zhao (#XF 7)1 24, Alisdair R. Fernie 3, Youjun Zhang (kB &) * 2
A=

| Biotechnology | Research Article | 21 December 2023

Nitrogenase cofactor biosynthesis using proteins produced in mitochondria of
Saccharomyces cerevisiae

Authors: Katarzyna Dobrzyriska, Ana Pérez-Gonzalez ¥, Carlos Echavarri-Erasun "/, Diana Coroian, Alvaro Salinero-Lanzarote, Marcel

Veldhuizen, Dennis R. Dean, Stefan Burén , Luis M. Rubio AUTHORS INFO & AFFILIATIONS

52 CellPress Cell

OPEN ACCESS Leading Edge

De novo protein design—From new structures
to programmable functions

Tanja Kortemme™2:3*

Department of Bioengineering and Therapeutic Sciences, University of California, San Francisco, San Francisco, CA 94158, USA
2Quantitative Biosciences Institute, University of California, San Francisco, San Francisco, CA 94158, USA

3Chan Zuckerberg Biohub, San Francisco, CA 94158, USA

*Correspondence: tanjakortemme@gmail.com

https://doi.org/10.1016/j.cell.2023.12.028

Ansatz 1: Die Rhizobien Symbiose mit Leguminosen auf andere Nutzpflanzen ubertragen

Ansatz 2: Entwicklung eines synthetischen Enzymkomplexes (in Hefe) der N, zu NH5 reduzieren kann und der

dann auf Pflanzen Ubertragen werden kann

Kontinuierliche Fortschritte, aber noch ein weiter Weg zum Ziel

f X in % & ¥



Zusammenfassung

* CRISPR-Cas ist ein molekularbiologisches Werkzeug mit

vielfaltigen Anwendungsmaoglichkeiten in allen Gebieten
der Biologie

* CRISPR-Cas ist eines von vielen Beispielen dafur, dass
grosse wissenschaftliche Durchbriche weder planbar
noch vorhersehbar sind = Pladoyer fiir die freie
Grundlagenforschung

* Wozu wollen wir das Werkzeug benutzen? Welche
Anwendungen sind winschenswert oder nutzlich, welche
gefahrlich oder ethisch bedenklich? = Ein

gesellschaftlicher Diskurs ist notwendig, verbindliche
Regeln und Gesetze mussen ausgearbeitet werden.



Danke fur ihr
Interesse!

H i

I T f T 1A
o EEER _ .

e - | L THEEM
> ),‘ :- ' t- _‘ Pie

1 ] Ay . ¥, W
L S —
/ =




