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Chancen und Risiken neuer Ziichtungstechniken bei
landwirtschaftlichen Nutztieren

H. NIEMANN?! und B. PETERSEN!

Zusammenfassung

Fiir die landwirtschaftlichen Nutztiere, wie Rind, Schwein, Pferd und Schaf liegen inzwi-
schen informative Genkarten vor, die die Grundlage fiir die Entwicklung neuer Ziich-
tungskonzepte und gezielte genetische Modifikationen bilden. In den letzten Jahre sind
zudem sogenannte molekulare Scheren, wie Zinkfinger Nukleasen (ZFNs), TALEN
(Transcription-activator like effector nuclease) und CRISPR/Cas (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) entwickelt worden, die gezielte genetische Ver-
dnderungen induzieren kénnen. Dies geschieht im Wesentlichen durch Steigerung der
DNA Mutationsrate iiber Induktion von Doppelstrangbriichen an vorbestimmten geno-
mischen Stellen. Die Anwendung dieser molekularen Scheren wird auch Gen Editing
genannt. Im Vergleich zu konventionellen homologen Rekombinationstechniken kénnen
molekulare Scheren die Targeting Rate um bis zu 10.000fach erhohen und die Ausschal-
tung eines Gens {iber mutagene DNA Reparaturmechanismen wird mit dhnlicher Fre-
quenz stimuliert. Der erfolgreiche Einsatz der molekularen Scheren ist in unterschiedli-

tiere und Mensch, gezeigt worden. Das CRISPR/Cas System kann sogar multiple Sequen-
zen in einem Ansatz mutieren und scheint in dieser Hinsicht ZFNs oder TAL iiberlegen
zu sein. Die zurzeit vorliegenden Resultate zeigen, dass die molekularen Scheren fir
jedes Gen in jedem Organismus erfolgreich eingesetzt werden kénnen und damit wert-
volle Hilfsmittel fiir Studien zum Verstdndnis komplexer biologischer Systeme, zur Pro-
duktion genetisch modifizierter Tiere sowohl fiir landwirtschaftliche als auch fiir biome-
dizinische Zielsetzungen, zur Erstellung spezifischer Zelllinien, fiir die Ziichtung gene-
tisch modifizierter Pflanzen, und sogar fiir die Behandlung humaner genetischer Erkran-
kungen sind. Der vorliegende Artikel gibt einen aktuellen Uberblick zu den molekularen
Scheren als neue Hilfsmittel zukunftsorientierter Zuchtstrategien, nennt die zugrunde-
liegenden Mechanismen und beschreibt neue Moglichkeiten fiir die Erstellung genetisch
modifizierter Nutztiere.

Schliisselworter: Zinkfinger-Nukleasen Transcription-activator like Endonucleasen,
CRISPR/Cas9, Molekulare Scheren, DNA Doppelstrang Briiche, Gen Editing.
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Summary

Opportunities and potential risks of novel breeding tools for livestock
production

Informative genomic maps have become available for the main farm animals which provide
the basis for novel molecular based breeding concepts and targeted genetic modifications.
Molecular scissors (MS), incl. Zinc Finger Nucleases (ZFNs), Transcription-activator like
endonucleases (TALENS) and Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR/Cas) mediate targeted genetic alterations by enhancing the DNA mutation rate via
induction of double-strand breaks at a predetermined genomic site. The application of these
MS is called gene editing. Compared to conventional homologous recombination based
gene targeting, MS can increase the targeting rate 10,000-fold, and gene disruption via
mutagenic DNA repair is stimulated at a similar frequency. The successful application of dif-
ferent MS has been shown in different organisms, including insects, amphibians, plants,
nematodes, and mammals, including various livestock species and humans. The CRISPR/
CAS9 system is capable of targeting even multiple genomic sites in one shot and thus could
be superior to ZFNs or TALEN. Current results indicate that MS can be successfully
employed for virtually any gene in any organism which renders them useful for improving
the understanding of complex physiological systems, producing genetically modified ani-
mals, for both agricultural and biomedical purposes, creating specific cell lines, and plants,
and even for treating human genetic diseases. This article provides an update on molecular
scissors as new tools for precision breeding of livestock, their underlying mechanism and
focuses on new opportunities for generating genetically modified farm animals.

Keywords: Zincfinger nucleases, Transcription-activator like endonucleases,
CRISPR/Cas9, Molecular scissors, DNA double strand breaks, gene targeting

Einleitung

In den vergangenen 15 bis 20 Jahren haben rasante Fortschritte in der Molekulargenetik,
die Genomsequenzierung und -annotierung, die Geburt des Schafes wDolly“, dem ersten
geklonten Siugetier, sowie die Generierung pluripotenter Stammzellen aus somatischen
Korperzellen (sog. induzierte pluripotente Stammzellen) die Naturwissenschaften auf
eine neue Grundlage gestellt. Dies betrifft immer intensiver auch die Tierzucht. Inzwi-
schen sind die Genome wichtiger landwirtschaftlicher Nutztiere sequenziert und anno-
tiert worden, sodass informative und weitgehend vollstindige Genkarten fiir Rind, Pferd,
Schwein, Schaf, Huhn, Hund und Biene vorliegen (siehe PETErRsEN und NIEMANN,
2015b). Zusammen mit den bereits seit lingerem komplett sequenziert vorliegenden
Genomen von Mensch, Maus und Ratte erlaubt dies sowohl vergleichende Analysen des
Genoms der landwirtschaftlichen Nutztiere, als auch deren Nutzung fiir Modifikationen
mittels neuer gentechnologischer Verfahren. Damit konnen genetisch modifizierte Tiere
deutlich effizienter und zielgenauer produziert werden. Da bei landwirtschaftlichen
Nutztieren noch keine echten, d.h. keimbahngingigen pluripotenten embryonalen
Stammzellen vorliegen und auch die Generierung von induzierten pluripotenten Stamm-
zellen noch deutlich in der Entwicklung gegeniiber Maus, Ratte und Mensch zurlickliegt,
war die Erstellung von Nutztieren mit zielgenauen Verinderungen (Gen-Targeting) bis-
her kaum maéglich. Diese Situation hat sich in den letzten 4-5 Jahren mit der Entwick-
lung von DNA-Nukleasen, wie ZFNs, TALEN und CRISPR/Cas deutlich verbessert
(PETERSEN und NIEMANN, 2015b). Damit sind Basenpaar-genaue genetische Modifika-
tionen auch beim Nutztier mit hoher Effizienz moglich geworden.
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DNA-Nukleasen

DNA-Nukleasen, wie Zinkfinger Nukleasen (ZENs), Transcription Activator-like Effector
Nucleases (TALENs) und Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR/Cas) sind molekulare Scheren, die meist aus einer Teilun gsdomine und einer
DNA-Bindungsdomane, die so angelegt werden kann, dass sie im Prinzip jede DNA-Se-
quenz hoch spezifisch binden kann, bestehen. Die Mutation der Ziel-DNA geschieht bei
ZFNs und TALEN iber die Aktivitit des Enzyms Fok1, beim CRISPR/Cas System im
Wesentlichen iiber das Cas9 System (PETERSEN und NIEMANN, 2015a). Alle drei Systeme
fihren zu zielgenauen genetischen Verdnderungen, indem sie die Mutationsrate der
DNA durch eine gesteigerte Rate an Doppelstrangbriichen an vorbestimmten genomi-
schen Stellen signifikant erhéhen (Roukr et al., 1994). Im Vergleich zu konventionellen
Verfahren der homologen Rekombination kénnen molekulare Scheren die Targeting
Rate um bis zu 10.000-fach erhéhen. Die nach dem Mutationsvorgang einsetzenden DNA
Reparaturvorginge erlauben entweder die korrekte Wiederherstellung des betreffenden
DNA Strangs (Homology Directed Repair, HDR) oder durch NHEJ (Non-homologous
endjoining) eine Reparatur, die mit Veranderungen in der DNA Basenabfolge verbunden
ist (Abb. 1). In Abhangigkeit vom Umfang der DNA Mutationen kommt es zu Verinde-
rungen des Leserahmens bis hin zum Funktionsverlust des Zielgens. Durch entsprechen-
de Selektion auf die verschiedenen Ergebnisse der DNA-Reparatur kann entweder der
Knockout eines Gens oder der zielgenaue Einbau eines neuen Gens erreicht werden;
auch genetische Modifikationen wie die Induktion von Polymorphismen (SNPs) oder die
Reparatur von Erbfehlern sind mit Hilfe von DNA-Nukleasen moglich (PETERsEN und
NIEMANN, 2015a).

DNA Reparaturmechanismen nach Einsatz von DNA-Nukleasen
(hier ZFNs)
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Abb. 1. DNA repair mechanisms after use of DNA nucleases (here: ZFNs)
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Die homologe Rekombination (HR) tritt natiirlicherweise nur sehr selten auf. Die
experimentelle Induktion von HRs hat aber zahlreiche Anwendungsbereiche, wie das
Studium grundlegender Mechanismen in der Sdugerentwicklung und Physiologie, die
Produktion von transgenen Tieren, die eine wichtige Rolle in der Xenotransplantation
spielen kénnen, als Modell fiir humane Erkrankungen dienen, oder zur Erzeugung von
rekombinanten, pharmazeutisch aktiven Proteinen dienen (PETERSEN und NIEMANN,
2015a). Auch zur Leistungsverbesserung bei Nutztieren kann die Induktion der homolo-
gen Rekombination bei bestimmten Genen beitragen. Es ist seit langem bekannt, dass in
embryonalen Stammzellen HR induziert werden kann, in dem z.B. eine antibiotische
Selektionskassette mit langen homologen genomischen Armen homolog rekombiniert
und dadurch das Zielgen ausgeschaltet wird (Gen-Knockout). Meganukleasen waren die
zuerst entdeckten molekularen Scheren, die eingesetzt wurden, um DNA innerhalb eines
Wirtgenoms gezielt zu schneiden. Die neuen, synthetisch hergestellten molekularen
Scheren wie ZFNs, TALENs und CRISPR/Cas kénnen entweder direkt (Injektion) in die
Zielzellen (Oozyten oder frithe Embryonen) oder iiber Transfektion in somatische Zellen
eingebracht werden, wo sie zu den gewiinschten genetischen Mutationen fithren. Der
Ablauf in der Produktion von genetisch verinderten Tieren mit Hilfe von DNA-Nukleasen
ist in Abb. 2 gezeigt (PETERSEN und NIEMANN, 2015a).

Zinkfinger Nukleasen (ZFNs)
Ein typischer Zinkfinger besteht aus etwa 30 Aminoséuren, die zwei antiparallel verlau-

fende B-Ketten in Bindung zur a-Helix enthalten. Ein Zinkfinger enthéilt meist jeweils
zwei Cystein- und zwei Histidin-Elemente, die ein Zinkion binden und dadurch eine

Ablauf beim Einsatz von DNA Nukleasen

Design der genspezifischen DNA Nukleasen,
2. Erstellung geeigneter Plasmide mit genspezifischen DNA Nukleasen,

Einbringen der Plasmide/Nukleasen in Zellen {somatisches Klonen), Oozyten
oder frithe Embryonen (Mikroinjektionen),

4. Uberpriifung der Effizienz der Transfektion oder Mikroinjektion (Anteil mono-
und biallelischer genetischer Veranderungen),

5. Anreicherung und Aufreinigung der Zellen mit der gewlnschten genetischen
Verdanderung,

6. Sequenzierungen der jeweiligen Zielgene zur Darstellung der genetischen
Modifikationen,

7. Uberpriifung auf Off-target Veranderungen,
Charakterisierung des Phanotyps der genetischen Modifikation.

Abb. 2. Steps involved in the application of DNA nucleases
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kompakte globulire Doméne bilden. Das Zinkfingermotiv ist in der Lage, bis zu drei spe-
zifische Basenpaare in der DNA-Grube zu binden (HAUSCHILD-QUINTERN et al., 2013a).
Zinkfinger konnen so hergestellt werden, dass sie im Prinzip an alle denkbaren DNA-Tri-
plets binden kénnen. Die Bildung multipler Zinkfinger fiihrt zu grolleren DNA-Erken-
nungsdoménen, die dann auch die Spezifitit und Effizienz der gewiinschten genetischen
Modifikation erhéhen. Normalerweise sind zwei ZEN-Molekiile fiir eine genetische Modi-
fikation erforderlich, da die Fok1-Nuklease dimerisieren muss, um die DNA zu schneiden
(HAUSCHILD-QUINTERN et al., 2013a). Die beiden Zinkfinger-Molekiile binden an die
Ziel-DNA in einer Schwanz-zu-Schwanz Orientierung, separiert durch 5-7 Basenpaare;
die Doppelstrang-DNA wird dann in der Spacer Region geschnitten (Abb. 3),

ZFNs sind bereits vielfach eingesetzt worden, um genetische Modifikationen beim
Nutztier zu induzieren (HAUSCHILD-QUINTERN et al., 2013a). Es konnten die ersten
lebenden Schweine mit einem biallelischén Knockout eines endogenen Gens mit Hilfe
von ZFNs und somatischen Klonen vor einigen Jahren produziert werden (HAUSCHILD et
al., 2011). Dazu wurden fetale Fibroblasten mit einem Paar von Zinkfinger Plasmiden,
die spezifisch gegen Exon 8 des a1, 3 Galactosyltransferase Gens (GGTA1/aGal) gerich-
tet waren, transfiziert. Dies fiihrte zu Zellen mit ~1% biallelischen Mutationen; die
GGTAI-KO Zellen konnten anschlieBend mit Hilfe von magnetischen Kiigelchen angerei-
chert und dann im Kerntransfer verwendet werden. Es wurden mehrere lebende
GGTA1-KO Schweine nach Klonen von fetalen Fibroblasten mit dem mutierten Genort
geboren. Die Sequenzierung des Gal-Genorts ergab zwei homozygote und drei heterozy-
gote Mutationen. Tiere mit einem biallelischen Knockout wiesen keine Gal-Epitope mehr
auf ihren Zelloberflichen auf und zeigten die gewiinschten biologischen Effekte, indem
aGal-KO Zellen in einem In-vitro Test gegen komplementvermittelte Lysis resistent waren
(HAuscHILD et al., 2011). Dies ist eine wesentliche Voraussetzung fiir den erfolgverspre-
chenden Einsatz solcher Tiere in der Xenotransplantation (NIEMANN und PETERSEN,

endogenes Gen bereits innerhalb von nur 6 Monaten produziert werden kénnen, was

Wirkungsmechanismus von Zinkfinger-Nukieasen (ZFNs)

Teilungsdomane
Erkennungsstelle

Fokl L T
/J[ZFI ZFZ][EB]
c|alG[TlGIGIA]C[A[T]G[G[{ AGT%GH[G]GCGAT
G|T|cjalclc|Tle[T]|Alcc|cleT JiFlclajcialTiclclec|T]a
ZF3][ZF2 ZF1 Foki
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Abb. 3. Biological function of Zinc-finger nucleases (ZFNs)
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wesentlich schneller ist als mit konventionellen homologen Rekombinationsverfahren.
Die Effizienz der Zinkfinger war durch das Geschlecht der Zielzellen nicht beeinflusst,
was die Produktion von Knockout-Schweinen fiir beide Geschlechter mit gleicher Effizi-
enz ermoglicht (HAUSCHILD-QUINTERN et al., 2013b).

Weitere genetische Veriinderungen bei Nutztieren mit Hilfe von ZFNs wurden berich-
tet. So wurde der transgene EGFP Locus mit Hilfe eines ZFN Plasmids ausgeschaltet.
Obwohl das Transgen in mehreren Kopien im Genom vorhanden war, war die EGFP
Fluoreszenz stark reduziert; nur vereinzelt war noch Fluoreszenz in mutierten Zellen zu
erkennen, was darauf hindeutet, dass einzelne Kopien niche stillgelegt worden waren
(WHYTE et al., 2011). Dies Ergebnis zeigt, dass Transgene von DNA-Nukleasen ausge-
schaltet werden kénnen und zudem die Méglichkeit der Beeinflussung multipler Genloci
besteht. Das Peroxisome Proliferator-activated Receptor Gamma (PPAR-y) Gen ist mono-
allelisch im Schwein mit Hilfe spezifischer ZFNs ausgeschaltet worden. Es wurden zwei
lebende Schweine mit einer Mutation in einem der beiden PPAR-y Allele berichtet (Yanc
et al,, 2011). PPAR-y mutierte Schweine werden als wichtiges Modell fiir grundlegende
Arbeiten iiber kardiovaskuldre Erkrankungen beim Menschen angesehen.

BLG ist ein Hauptmolkeprotein und zudem das Hauptallergen in der Rindermilch. Das
BLG-Gen wurde mit Hilfe von ZFNs ausgeschaltet; 3% der Zellkolonien zeigten einen
biallelischen Knockout (BLG-KO). Mutierte Zellen wurden im Kerntransfer eingesetzt
und mehrere genetisch verinderte Tiere geboren, die auch den gewiinschten Phinotyp
aufwiesen (Yu et al., 2011). Diese Ergebnisse zeigen, dass Genom Editing eingesetzt wer-
den kann, um gezielte Veranderungen in der Milchzusammensetzung zu erreichen.

Transcription Activator-like Effector Nucleasen (TALENS)

duziert. TALEs binden an ihre Ziel-DNA, wirken als Transkriptionsfaktoren und aktivie-
ren die Expression von Zielgenen in Pflanzen, die eine bakterielle Infektion unterstiitzen.
Pflanzen haben dagegen einen Abwehrmechanismus entwickelt, der TALE Elemente ent-
hilt. Ausgewahlte TAL Erepeats kénnen genutzt werden, um DNA-Bindungsdomiinen zu
entwickeln, die dann bestimmte endogene DNA-Sequenzen in Siugerzellen erkennen
konnen (Abb. 4). Solche TALENs kénnen erfolgreich eingesetzt werden, um endogene
Gene zu modifizieren und die DNA effektiv zu schneiden, was dann zum NHEJ und in
Folge zu den gewiinschten Mutationen fiihren kann. TALENs und ZFNs unterscheiden
sich im Wesentlichen in drei Aspekten (PETERSEN und NIEMANN, 2015a):

(a)TALEN repeats sind drei- bis viermal linger als ZFNs, bei einer Berechnung pro
Basenpaar. Dies kann das Einbringen in die Zielzellen beeinflussen.

(b)Das Intervall zwischen den beiden Bindungsstellen ist bei TALENS variabel und nicht
auf eine bestimmte Linge eingestellt, was das Design gelegentlich schwieriger machen
kann.

(c)Im Gegensatz zu ZFNs erfordern TALENs kein spezifisches Archiv (Bibliothek) mit
definierten Modulen fiir das Gen-Targeting, da Interaktionen zwischen den ein-
zelnen Zinkfingern die Erkennung der Ziel DNA-Sequenz beeintrichtigen kénnen
(DEFRANCESCO, 2011).

TALENS sind eingesetzt worden, um Rinder mit genetischen Modifikationen in verschie-
denen Genen, wie ACAN und GDF-8 zu erstellen. GDF-8 (growth differentiation factor 8
oder auch Myostatin) ist ein negativer Regulator des Muskelwachstums. Ein nicht funk-
tionales Myostatin-Gen ist bekannt als Mutation in den Rassen Weilblaue Belgier und
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Piedmonteser Rind und fiihrt zu verstirktem Muskelwachstum. Es wurden inzwischen
Rinder und Schafe mit TALEN induzierten Mutationen im Myostatin-Gen mit einem ent-
sprechenden Phénotyp berichtet (CArLsON et al., 2012; Prouproor et al., 2015). Beim
Schwein ist iiber TALEN vermittelten Knockout bei einer Reihe von Genen berichtet wor-
den, die besonders fiir die Erstellung von Krankheitsmodellen fiir bedeutsame humane
Erkrankungen relevant sind. Dies betrifft insbesondere das LDL (Low density lipoprotein
receptor) Gen und das DMD (dystrophin) Gen (CarLson et al., 2012). Mehrere Nach-
kommen mit mono- und biallelischen Mutationen des LDL Gens konnten erstellt werden,
die als Modell fiir die familiire Hypercholesterolimie beim Menschen dienen. Das
DMD-Gen konnte in einem hohen Anteil der Zellen mutiert werden; auch der Anteil an
bi-allelischen Mutationen war mit ~30% sehr hoch. Damit kénnen Schweine mit einem
Phénotyp der Duchenne Muscular Dystrophie erstellt werden.

Eine viel versprechende Anwendung des Gen-Editings kann die Induktion oder die
Erh6hung der genetischen Resistenz gegen verschiedene Erkrankungen sein. Durch
TALEN vermittelte Modifikation des RELA-Gens (V-Rel Avian Reticulo endotheliosis
Viral Oncogene Homolog A) soll eine erhéhte Resistenz gegen das Virus der afrikani-
schen Schweinepest im Hausschwein induziert werden. Die RELA-Variante im afrikani-
schen Warzenschwein kann nach derzeitigem Erkenntnisstand vermutlich zu einer Resis-

Molekulare Struktur von TALENs

N-terminal TALE repeat C-termnal
domain T cornain

I.'.-'-P';'_I‘-:".“.-'J..Z.‘\E‘-HBEGEZCA!.:'. IVGRLLEVLIQ Z‘Z-:'S
22z 2]

Abb. 4. Molecular structure of TALENS
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tenz gegeniiber Erkrankungen durch das Afrikanische Schweinepest (ASP) Virus fiihren.
Zurzeit ist noch offen, ob Hausschweine mit der gewiinschten Variante gegen Infektionen
mit ASP Virus wirklich resistent sind; Infektionsversuche stehen noch aus (PALGRAVE et
al., 2011; LiLLico et al., 2013). Nach Anwendung von TALENS fiir den Knockin des SP110
nuclearbodyprotein aus der Maus iiber homologe Rekombination in bovine Zellen und
deren Verwendung im somatischen Klonen konnten Rinder mit stark erhhter Resistenz
gegentiber einer Infektion mit Mycobacteriumtuberculosis produziert werden. Die Ex-
pression dieses Gens fiihrte die infizierten Zellen vermehrt in die Apoptose anstatt in die
im Wild-Typ {ibliche Nekrose. Die Anzahl der fiir TB charakteristischen pathologischen
Verdnderungen war stark reduziert (Wu et al., 2015).

RNA-vermittelte genetische Modifikationen iiber CRISPR/Cas

Das CRISPR System entstammt aus Bakterien und Archaeen, wo es das RNA geleitete
adaptive Immunsystem induziert, um Fremd-DNA zu zerstéren. Das am meisten verwen-
dete CRISPR System stammt von Streptococcus pyogenes und benétigt ein NGG Protospa-
cer adjacentmotif (PAM), wobei N im Prinzip jedes beliebige Nukleotid darstellen kann
(BHAvA et al., 2011; Terns und TERNS, 2011; WIEDENHEFT et al,, 2012) (Abb. 5). CRISPR
scheinen eine dhnliche Spezifitdt und Effizienz wie ZFNs und TALENS zu besitzen, sind
Jedoch einfacher herzustellen und leichter zu handhaben, und sind zudem sehr effizient
und relativ kostengiinstig zu erstellen. Durch bestimmte molekulare Modifikationen
kann die Spezifitdt weiter verbessert werden, z.B. durch die Entwicklung von CRISPR
Vektoren mit Nickase-Aktivitdt (SHEN et al., 2014).

Das CRISPR/Cas System ist auch bereits bei landwirtschaftlichen Nutztieren einge-
setzt worden. Durch CRISPR induzierte Mutation im Exon 5 des von-Willebrand-Faktor

schen Knockout des vWF-Gens produziert werden (Har et al., 2014). Die Schweine haben
normale Vitalitit, was anzeigt, dass die Mutation nicht mit der embryonalen und fetalen
Entwicklung interferiert. Tiere mit einer Mutation im VWF-Gen kénnen als Krank-
heitsmodell fiir Koagulationsstérungen oder in der Xenotransplantationsforschung von
Bedeutung sein. Auch der porcine p65 Locus konnte mit Hilfe von CRISPR/Cas in fetalen
Fibroblasten erfolgreich mutiert werden (Tan et al., 2013), ebenso wie das APC (Adeno-
matous-polyposis-coli) Gen. Zielsetzung dieser Experimente ist es ein GroRtiermodell fiir
die Ausbildung bestimmter Tumoren, die beim Menschen héufiger auftreten, zu erstel-
len. Mit Hilfe von CRISPR/Cas wurden Schweine mit einem Knockout des MHC, Klasse
1-Systems berichtet (REYES et al., 2014). Zellen mit einem biallelischen KO wurden im
Kerntransfer verwendet und Schweine ohne MHC Klasse 1 Proteine auf der Zellober-
fliche geboren. Die Schweine hatten reduzierte CD4-CD8T-Zellen im peripheren Blut,
entwickelten sich aber trotzdem normal (Reyes et al., 2014). Diese Schweine sind fiir die
immunologische Grundlagenforschung von groRer Bedeutung.

In eigenen Untersuchungen war der CRISPR/Cas vermittelte Gen-Knockout fiir a-Gal
etwa 10-mal hdufiger als mit ZFNs und fithrte zu 10% fetalen porcinen Fibroblasten mit
einem homozygoten Knockout fiir das «Gal Gen. Das CRISPR/Cas System kann auch ein-
gesetzt werden, um multiple genetische Modifikationen in einem Experimentalansatz zu
induzieren. Kiirzlich wurde iiber den Knockout von 62 PERV Loci (Porcine endogenous
Retrovirus) in einer porcinen Zelllinie berichtet (Yang et al., 2015). Dies bedeutet, dass
mit Hilfe von CRISPR/Cas alle PERVs ausgeschaltet werden konnen, was die Sicherheit
porciner Xenotransplantate deutlich erhéhen wiirde. Uber die Vitalitit dieser Zellen und
ihre Fahigkeit, nach somatischem Klonen zu lebenden Nachkommen zu fiihren, ist noch
nichts bekannt.
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Molekulare Struktur von CRISPR/Cas

CTACAGGCCTGGTGGTACA
3‘; AN
TGGCGGTGGCTCAG Cas9 AGGCACAAA
ACCGCCACCGAGTC TCCGTGTTT
y
GATGTCCGGACCACCATGT

5'- CTACAGGCCTGGTGGTACA
guide RNA tracr RNA

-3

Abb. 5. Molecular structure of CRISPR/Cas 9

Zusammenfassende Betrachtung und zukiinftige Entwicklung

Die molekularen Scheren, wie ZFNs, TALENs und CRISPR/Cas sind dabei, die naturwis-
senschaftliche Forschung zu revolutionieren und insbesondere in der individuellen
Medizin zu grofien Fortschritten zu fithren. Sie sind ferner von groRer Bedeutung fiir die
Entwicklung von GroBtiermodellen fiir wichtige humane Erkrankungen und die Ent-
wicklung neuer Therapieformen dafiir, fiir die Generierung funktionaler Xenotransplan-
tate, oder die Produktion rekombinanter pharmazeutisch aktive Proteine. Das Haus-
schwein ist besonders gut geeignet fiir diese Zwecke, weil es in genetischer, anatomischer
als auch physiologischer Hinsicht zahlreiche Ahnlichkeiten mit den Menschen aufweist
(NIEMANN, 2013).

Der erfolgreiche Einsatz von DNA-Nukleasen erfordert aber eine Reihe von wichtigen
Voraussetzungen. Besonders bedeutsam ist ein hochst moglicher Grad an Spezifitat, Es
muss sichergestellt sein, dass sogenannte Off-target DNA Anderungen, d.h. Mutationen
der DNA, die nicht die Ziel-DNA betreffen, ausgeschlossen sind. Diese kénnen mit Hilfe
von speziellen Algorithmen identifiziert und das Vorhandensein kann molekulargene-
tisch gepriift werden. Alle bisherigen Arbeiten haben ergeben, dass sowohl bei ZFNs,
TALENs und CRISPR nur ein sehr geringer Anteil an Off-target Mutationen zu erwarten
ist.

Die verschiedenen Nuklease Systeme haben bestimmte Vor- und Nachteile (Abb. 6).
Die Selektion einer DNA-Nuklease fiir einen spezifischen Zweck sollte in Abhédngigkeit
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Vor- und Nachteile von DNA Nukleasen zur Induktion von genetischen
Modifikationen bei Nutztieren

« Keine genomische Integration des Vektors (transiente Transfektion);
* Keine Antibiotika Selektionskassette;

» Hohe Effizienz beim Gen Targeting;

= Biallelischer Gen Knockout moglich in einem Ansatz

* DNA Nukleasen kénnen in Wirtszellen (Oozyten, Embryonen) injiziert oder in
somatische Zellen transfiziert werden;

* Somatische Zellen scheinen weniger , gestresst” zu sein als nach
konventionellem Gen Targeting;

* In Verbindung mit der Selektion (iber magnetische Kugeln sehr effektiv zur
Produktion reiner Zellpopulationen mit dem angestrebten Knockout;

*  Mégliche Off-target Mutationen;
* Qualitdt der DNA-Nukleasen ist abhangig vom bioinformatorischen Programm;

» Die Verwendung genspezifischer DNA Nukleasen kann mit patentrechtlichen
Limitationen verbunden sein, kann ggf. teuer sein.

Abb. 6. Advantages and disadvantages of DNA nucleases for induction of genetic modifications in
farm animals

von der gewtlinschten Fragestellung erfolgen. Alle drei Systeme kénnen in somatischen
Zellen eingesetzt werden, was dann das somatische Klonen fiir die Produktion von Tie-
ren mit den gewiinschten genetischen Verdnderungen erforderlich macht. Die DNA-Nuk-
leasen kénnen aber auch durch Injektion in Oozyten oder frithe Embryonen (Zygoten)
eingebracht werden, die dann nach Ubertragung auf Empfingertiere zu Nachkommen
mit den gewiinschten genetischen Veridnderungen fiihren kénnen. Ein Vorteil des Klon-
ansatzes ist, dass auf der zelluldren Ebene vorab die gewiinschte genetische Modifikation
identifiziert und die Zellen entsprechend selektiert werden kénnen, sodass die Wahr-
scheinlichkeit, relativ zeitnah ein Tier mit der gewiinschten genetischen Modifikation zu
erstellen, deutlich hoher ist als mit der Injektionsmethode. Hervorzuheben ist die Méog-
lichkeit, mit einem Ansatz Tiere mit einem biallelischen Knockout zu erstellen.

Eine vergleichende Darstellung der Vor- und Nachteile der drei Klassen der hier
beschriebenen DNA-Nuklease ist in Abb. 7 zu finden (PETERSEN und NiEMANN, 2015a).
ZFNs, TALENs und CRISPR/Cas sind innerhalb von kurzer Zeit zu wertvollen Hilfsmit-
teln geworden, um genetische Modifikationen auch im komplexen Siugerorganismus zu
induzieren und studieren zu kénnen. Sie werden auch fiir die Nutztierzucht von grof3er
Bedeutung sein, zum einen fiir die Produktion von Nutztieren mit neuen genetischen
Eigenschaften fiir die Biomedizin, aber auch fiir die Induktion genetischer Polymorphis-
men (SNP) mit ziichterischer Bedeutung, oder zur Korrektur bestimmter Gendefekten.
Die Verwendung von DNA-Nukleasen erfordert die Integration in die vorhandenen
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Vergleichende Darstellung der wesentlichen Merkmale von DNA-Nukleasen
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Abb. 7. Overview on characteristics of DNA nucleases

Zuchtsysteme, die auf dem genomischen Zuchtwert basieren. Erste Berechnungen zur
Integration in vorhandene Zuchtsysteme liegen bereits vor und zeigen ein grolRes Poten-
tial fiir genetische Fortschritte, insbesondere bei multipler Verwendung des Gen-Editings
(JEnko et al., 2015). ZFNs, TALEN und CRISPR/Cas sind wertvolle neue Hilfsmittel zur
Erforschung und Verdnderung der Genome, um dadurch genetische Erkrankungen bes-
ser zu verstehen und behandeln zu kénnen; sind aber ebenso vielversprechend zur Ver-
besserung der landwirtschaftlichen Tierproduktion.
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