

Inhaltsverzeichnis


	1. Einführung

	2. Was ist Gentechnik?

	3. Die CRISPR/Cas-Methode

	4. „Na und?“

	5. Abkürzungsverzeichnis

	6. Verzeichnis der Abbildungen

	7. Verzeichnis der Tabellen

	8. Literaturverzeichnis

	9. Liste eigener Publikationen






1. Einführung

Es ist der bekannte Lauf der Dinge, daß Neuerungen entweder mit „Hosianna“-gleichen Rufen begrüßt oder mit scheelen Blicken argwöhnisch beäugt werden. Keine dieser Regungen wird der Sachlage gerecht. Voraussetzung für eine valide Beurteilung ist hinreichende Sachkenntnis, um nicht „Fake-News“ oder irrigen Behauptungen von „Rattenfängern“ aufzusitzen. Gerade im Hinblick auf die Gentechnik ist das für den durchschnittlichen Normalbürger ein fast unmögliches Unterfangen.

Vor demselben grundsätzlichen Problem steht er, wenn er die Möglichkeiten des Vorsorgeprinzips in Anspruch nehmen will. Das Vorsorgeprinzip ist ein zentrales Prinzip der Umwelt-, Verbraucherschutz- und Gesundheitspolitik vieler Industriestaaten. In Weiterentwicklung dieser Politiken hat es ab den 1970er Jahren Einzug in die entsprechenden Rechtsbereiche vieler Nationen und verschiedener supranationaler Gesetzgebungskörperschaften gehalten (Rehbinder 1991, Arndt 2009, Foster 2011, Wiener et al. 2010).

Es steht „für den Wechsel von einer vorwiegend repressiv-reagierenden zu einer präventiv-antizipierenden Umweltpolitik“ (Arndt 2009). Aufgrund dieses antizipativen Moments ist es im Umfeld der Risikovorsorge bzw. Gefahrenabwehr angesiedelt. Ziel aller auf dem Vorsorgeprinzip beruhenden Politiken und Rechtsnormen ist die Vermeidung solcher Schäden für den Menschen und/oder seine Umwelt, die als so gravierend empfunden werden, dass ihre Realisierung nicht erst abgewartet werden, sondern ihr vorbeugend begegnet werden soll. Es geht um „Schäden für Mensch und Umwelt, die über die zeitlich und räumlich begrenzten Schäden der ersten Industrialisierungsphase weit hinausreichen“ (Calliess 2021). Ihre Vermeidung wird auch unter dem Aspekt der Generationengerechtigkeit angestrebt (BMU 1986, Still 2024).

Eine realitätsnahe Erfahrung habe ich als Verhandlungsleiter von bis zu 10-tägigen, öffentlichen Anhörungen im Rahmen beantragter Freisetzungsversuche von gentechnisch veränderten Kulturpflanzen in Northeim (Niedersachsen) sowie Wallafing und Germering (Bayern) erworben; die Art der vorgebrachten zahlreichen Einwendungen war vielgestaltig; sie reichten von persönlich mit Emotionen befrachteten Einwendungen (z. B. Angst einer Mutter um ihr schon jetzt von Allergien geplagten Kindes vor den freigesetzten Pollen der GVO) bis hin zu den Vertretern gesellschaftlicher Organisationen, die unter dem rechtlichen Beistand von Rechtsanwälten auch Einwendungen überregionaler Art (z. B. Infragestellen des gesellschaftlichen Nutzen der GVO) vorbrachten. (Siehe hierzu entsprechendes Kapitel in Brandt 2004) (Brandt 2003a).

Fast wage ich es nicht, diesen Disput so zu benennen, aber nach meinem Empfindungen gleicht diese schon etliche Jahre andauernde Auseinandersetzung um die Gentechnik dem aussichtslosen Kampf des bemitleidenswerten Don Quichotte gegen die Windmühlenflügel1. Es scheint mir ein grundsätzlicher menschlicher Wesenszug zu sein, sich auf bestimmte, meist althergebrachte Thesen oder Weltanschauungen zu versteifen: Beispiele hierfür sind die als Abendmahlstreit in der Geschichte der abendländischen Kirche geführten Auseinandersetzungen um das Wesen der Eucharestie und um die Frage, ob Christus in den eucharistischen Elementen Brot und Wein symbolisch oder leiblich zugegen sei, und der Streit um das geozentrische Weltbild eines Ptolemäus contra das heliozentrische von Kopernikus, Kepler und Galilei. Ein „Anflug“ von derartiger Versessenheit (allerdings in weitaus kleinerem Rahmen) zeitigte auch die folgenlose Attitüde der Grünen vor der Bundestagswahl 2013, einen bundesweiten „Veggieday“ zu lancieren, also derselben Klientel, die erbittert gegen die grüne Gentechnik opponiert.

Es hat der Menschheit in der Vergangenheit selten gut getan, sich ihr Weltbild von starren Ideologien verstellen zu lassen; es bleibt zu hoffen, daß mit der Zeit die Erkenntnis Raum greift, welche Chancen die Gentechnik birgt und welche Möglichkeiten mit ihrer Hilfe in Landwirtschaft und Medizin verwirklicht werden können (Brandt 1995, 1997, 1998a, 1998b, 2003a und 2003b).

1 Siehe Miguel de Cervantes Saavedra „Der sinnreiche Edelmann Don Quichotte von der Mancha“




2. Was ist Gentechnik?

Bevor ein Streit über einen Sachverhalt entbrennt, ist es sinnvoll und zeitsparend, sich zuerst über seine Definition und gesellschaftlichen Zusammenhänge zu einigen. Es ist zweckmäßig und ein probates Mittel für alle, dazu auf die rechtlichen Normen zurück zu greifen.

Im Gentechnikrecht (GenTG) (Eberbach et al.1992) wird in §1 sein Rahmen festgelegt: Zweck dieses Gesetzes ist, (1) unter Berücksichtigung ethischer Werte, Leben und Gesundheit von Menschen, die Umwelt in ihrem Wirkungsgefüge, Tiere, Pflanzen und Sachgüter vor schädlichen Auswirkungen gentechnischer Verfahren und Produkte zu schützen und Vorsorge gegen das Entstehen solcher Gefahren zu treffen, (2) die Möglichkeit zu gewährleisten, dass Produkte, insbesondere Lebens- und Futtermittel, konventionell, ökologisch oder unter Einsatz gentechnisch veränderter Organismen erzeugt und in den Verkehr gebracht werden können, (3) den rechtlichen Rahmen für die Erforschung, Entwicklung, Nutzung und För-derung der wissenschaftlichen, technischen und wirtschaftlichen Möglichkeiten der Gen-technik zu schaffen

Im Sinne von §3 GenTG sind (I) ein gentechnisch veränderter Organismus ein Organismus, mit Ausnahme des Menschen, dessen genetisches Material in einer Weise verändert worden ist, wie sie unter natürlichen Bedingungen durch Kreuzen oder natürliche Rekombination nicht vorkommt; ein gentechnisch veränderter Organismus ist auch ein Organismus, der durch Kreuzung oder natürliche Rekombination zwischen gentechnisch veränderten Organismen oder mit einem oder mehreren gentechnisch veränderten Organismen oder durch andere Arten der Vermehrung eines gentechnisch veränderten Organismus entstanden ist, sofern das genetische Material des Organismus Eigenschaften aufweist, die auf gentechnische Arbeiten zurückzuführen sind, (II) Verfahren der Veränderung genetischen Materials in diesem Sinne insbesondere (a) Nukleinsäure-Rekombinationstechniken, bei denen durch die Einbringung von Nukleinsäuremolekülen, die außerhalb eines Organismus erzeugt wurden, in Viren, Viroide, bakterielle Plasmide oder andere Vektorsysteme neue Kombinationen von genetischem Material gebildet werden und diese in einen Wirtsorganismus eingebracht werden, in dem sie unter natürlichen Bedingungen nicht vorkommen, (b) Verfahren, bei denen in einen Organismus direkt Erbgut eingebracht wird, welches außerhalb des Organismus hergestellt wurde und natürlicherweise nicht darin vorkommt, einschließlich Mikroinjektion, Makroinjektion und Mikroverkapselung, (c) Zellfusionen oder Hybridisierungsverfahren, bei denen lebende Zellen mit neuen Kombinationen von genetischem Material, das unter natürlichen Bedingungen nicht darin vorkommt, durch die Verschmelzung zweier oder mehrerer Zellen mit Hilfe von Methoden gebildet werden, die unter natürlichen Bedingungen nicht vorkommen.

Mir ist bewußt, daß diese Thematik für viele „reichlich schwere Kost“ und fern des alltäglichen Lebens ist. Trotzdem und gerade deswegen will ich das Unterfangen wagen, das unverständlich Erscheinende zu erklären und nahe zu bringen. Dies tue ich in der Hoffnung, jeder*m zumindest die Möglichkeit zu bieten, zukünftig für Debatten um die „Grüne Gentechnik“ besser gewappnet zu sein.




3. Die CRISPR/Cas-Methode

Die CRISPR/Cas-Methode (von englisch Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats – gruppierte kurze palindromische Wiederholungen (Fig.2.1) mit regelmäßigen Abständen und CRISPR-associated – CRISPR-assoziiertes Protein) ist eine mole-kularbiologische Methode, um DNA gezielt zu schneiden und zu verändern (Genome Editing). Gene können mit dem CRISPR/Cas-System eingefügt, entfernt oder ausgeschaltet werden (Jinek et al., 2012), auch Nukleotide in einem Gen können geändert werden (Ochini 2025). Aufgrund der einfachen Durchführung, der Skalierbarkeit hinsichtlich unterschiedlicher Zielsequenzen und der geringen Kosten wird die CRISPR/Cas-Methode zunehmend in der Forschung eingesetzt (Mahfouz et al. 2014; Pennisi 2013). Gleichzeitig gibt es beim aktuellen Stand der Forschung noch Probleme bei der Spezifität durch off-target-Effekte, also Auswirkungen am Genom außerhalb der Schnittstelle.
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Fig. 2.1: Palindromische Sequenzen im Doppelstrang einer DNA können mit gleichen Sequenzen im Einzel-strang basenpaarend den Stamm einer Schleife von Haarnadelstruktuen bilden; analog in RNA (Quelle: Wiki-pedia; userAcdx)


Die wissenschaftliche Grundlage zur Entwicklung der CRISPR/Cas-Methode wurde durch die Entdeckung und Erforschung der CRISPR-Sequenzen und des damit verbundenen CRISPR/Cas-Systems im Immunsystem verschiedener Bakterien und Archaea gelegt. Die erste wissenschaftliche Dokumentation zur Entwicklung und zum Einsatz der Methode wurde 2012 durch eine Arbeitsgruppe um Emmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna veröffentlicht (Fig. 2.2 und 2.3). Für ihre Arbeiten an der CRISPR/Cas-Methode wurden die beiden Wissenschaftlerinnen mit dem Nobelpreis für Chemie 2020 ausgezeichnet.
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Fig. 2.2 Nobelpreisträgerin Jennifer Doudna von der Universität Kalifornien in Berkeley.(Uc Berkeley Handout / Handout Ha / EPA)
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Fig. 2.3: Nobelpreisträgerin Emmanuelle Charpentier. Seit 2015 ist die Französin Direktorin am MPI für Infektionsbiologie in Berlin.
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Fig. 2.4: Überblick über die drei Phasen des CRISPR/Cas9-Prozesses als Abwehrmechanismus (Douda und Charpentier 2014)(Quelle: Wikipedia; Pflanzenforschung.de)


Die CRISPR/Cas-Methode basiert auf einem adaptiven antiviralen Abwehrmechanismus von Bakterien, dem CRISPR (Sorrek et al. 2008; Rath et al. 2015). Sie wird als Methode verwendet, um DNA an einer bestimmbaren DNA-Sequenz zu schneiden. Dadurch können beispielsweise durch zwei Schnitte DNA-Sequenzen entfernt – oder es kann im Anschluss an einen Schnitt eine andere DNA-Sequenz an der Schnittstelle eingefügt werden (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5: CRISPR/Cas-Komplex mit DNA (Quelle: Wikipedia; Thomas Spiettsloeser)


Das DNA-schneidende Enzym namens Cas (von englisch CRISPR-associated, CRISPR-assoziiert’) bindet eine bestimmte RNA-Sequenz. Auf diese RNA-Sequenz folgt eine weitere RNA-Sequenz, die per Basenpaarung an eine DNA mit komplementärer Sequenz binden kann. Die RNA dient hierbei als Brücke zwischen Cas und der zu schneidenden DNA. Durch die Verkettung des Enzyms Cas, der RNA und der DNA wird das DNA-schneidende Enzym Cas in die räumliche Nähe der gebundenen DNA gebracht, woraufhin das Enzym die (indirekt gebundene) DNA schneidet (Fig. 2.6).

Im Sonderfall einer Einfügung von DNA in die Schnittstelle wird eine weitere DNA hinzugegeben, die an ihren beiden Enden jeweils überlappende Sequenzen für eines der beiden Enden der Schnittstelle aufweist. Die einzufügende DNA wird durch die zelleigene DNA-Reparatur mit den Enden der Schnittstelle verbunden. Bei einer Variante des Systems (Prime Editing) ist keine einzufügende DNA für eine Einfügung nötig, da die einzufügende Sequenz durch eine RNA-Verlängerung codiert wird. 3D-Struktur des CRISPR-Cas9-Komplexes CRISPR-Cas9 kann als molekulares Werkzeug gezielt DNA-Doppelstrangbrüche einführen Die durch CRISPR-Cas9 gezielt eingeführten DNA-Doppelstrangbrüche eröffnen den Weg zu genetischer Manipulation.

Cas-Proteine können als Ribonukleoproteine bestimmte RNA-Sequenzen binden. Die Endonuklease Cas9 (veraltet auch Cas5, Csn1 oder Csx12) kann eine bestimmte RNA-Sequenz (crRNA repeat, Sequenz GUUUUAGAGCU(A/G)UG(C/U)UGUUUUG) (Gasuinas et al. 2012) binden und in der unmittelbaren Umgebung DNA schneiden. In Bakterien folgt auf die crRNA repeat-Sequenz eine crRNA-spacer-Sequenz, die an die Ziel-DNA bindet. Beide Teile werden zusammen als crRNA bezeichnet. Die crRNA-spacer-Sequenz dient in der Funktion eines variablen Adapters, die komplementär zur Ziel-DNA ist und an die Ziel-DNA bindet. Die crRNA-repeat-Sequenz bildet eine RNA-Sekundärstruktur und wird dann von Cas9 gebunden (Kunin et al. 2007), wodurch eine Änderung der Proteinfaltung von Cas9 erfolgt und die Ziel-DNA von der crRNA-spacer-Sequenz durch Basenpaarung gebunden wird (Jiang et al. 2016). Bei der CRISPR/Cas-Methode wird die crRNA-spacer-Sequenz geändert, um an eine andere Ziel-DNA zu binden. Die Sequenz des crRNA-spacer bestimmt, welche Ziel-DNA-Sequenz gebunden wird.

Neben Cas9 und der crRNA ist das Vorhandensein eines PAM-Motivs mit der Sequenz NGG (mit N als beliebige Nukleinbase gefolgt von zwei Guaninen) in der Ziel-DNA notwendig für eine Aktivierung von Cas9 (Sternberg et al. 2014). Der Schnitt der DNA erfolgt drei Nukleotide vor dem PAM. Zudem ist noch eine weitere RNA notwendig, die tracrRNA, von engl. trans-acting CRISPR RNA. Die tracrRNA ist teilweise komplementär zur crRNA, weshalb sie aneinander binden. Die tracrRNA bindet an eine Vorläufer-crRNA, bildet eine RNA-Doppelhelix und wird durch die RNase III in die aktive Form überführt (Jinek et al. 2012; bevorzugte Form der DNA-Reparatur (Lu und Billerbeck 2024; Liu et al. 2018; Yang et al. 2020; Smirnikkina et al. 2022; Sun et al. 2022).
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Fig. 2.6: 3D-Struktur des CRISPR-Cas9-Komplexes (Quelle: Wikipedia; Guidot)
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Fig. 2.7: CRISPR-Cas9 kann als molekulares Werkzeug gezielt DNA-Doppelstrangbrüche einführen (Quelle: Wikipedia; Guido4)


Deltcheva et al. 2011;Brouns 2012). Die beiden RNA-Stränge der crRNA und der tracrRNA können auch in einem einzelnen, teilweise selbsthybridisierenden RNA-Strang untergebracht werden (sgRNA ,single guide RNA') (Jinek et al. 2012).
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Fig. 2.8: Die durch CRISPR-Cas9 gezielt eingeführte DNA-Doppelstrangbrüche eröffnen den Weg zu genetischen Modifikationen (Quelle: Wikipedia; Guido4)


Durch diese Komponenten wird die DNA gebunden und von der Endonuklease-funktion nahe der Bindungsstelle an beiden Strängen der Ziel-DNA geschnitten. In lebenden Organismen folgt nach einem doppelsträngigen DNA-Schnitt eine DNA-Reparatur. Die Reparatur des erzeugten Doppelstrangbruchs erfolgt durch homology directed repair (HDR) oder durch non-homologous end joining (NHEJ) (Fig. 2.8).

Eine alternative Methode mit gleicher Spannbreite möglicher DNA-Zielsequenzen ist das CRISPR/Cpf1-System und das CRISPR/Cas12b-System. Alternativ zum CRISPR/Cas-System können teilweise Transcription Activator-like Effector Nucleases (TALEN) und Zinkfingernukleasen (ZFN) verwendet werden. Jedoch sind diese beiden Methoden mit höherem Aufwand zur Anpassung an unterschiedliche Zielsequenzen verbunden, da zuerst ein Protein-design zur Änderung der Bindungsspezifität notwendig ist, während die Bindungsspezifität bei Cas-Proteinen je nach Verwendung durch die gebundene crRNA bzw. sgRNA erfolgt und somit leichter zu ändern ist. Alle diese Methoden werden umgangssprachlich als Genschere bezeichnet.


Tab. 2.1: Auflistung der Komponenten des CRISPR-Cas-Systems


	Komponente
	Funktion




	crRNA
	Enthält die Guide RNA, die das richtige Segment der Wirts-DNA lokalisiert, zusammen mit einer Region, die an die tracrRNA bindet (im Allgemeinen in Form einer Haarnadelschleife) und einen aktiven Komplex bildet.



	tracrRNA
	Bindet an crRNA und bildet einen aktiven Komplex.



	sgRNA
	Single-guide RNAs sind kombinierte RNAs, die aus einer tracrRNA und mindestens einer crRNA bestehen.



	Cas9 (oder Alternative)
	Ein Enzym, dessen aktive Form die DNA verändern kann. Es gibt viele Varianten mit unterschiedlichen Funktionen (z. B. Einzelstrangeinkerbung, Doppelstrangbruch, DNA-Bindung) aufgrund der Funktion jedes Enzyms zur Erkennung von DNA-Stellen



	Reparaturvorlage
	DNA-Molekül, das im DNA-Reparaturprozess der Wirtszelle als Vorlage dient und das Einfügen einer spezifischen DNA-Sequenz in das von Cas9 geteilte Wirtssegment ermöglicht.






Tab. 2.2: Alternativen zu Cas9


	Protein
	Hauptanwendung / Charakteristiken





	Cas12
	Cas12a ist kleiner und einfacher als Cas9; Cas12b u. a. für das Genome Engineering bei Pflanzen.. (Univ.Maryland 2020; Ming et al. 2020)



	Cas13
	für RNA-Editing (Cox et al. 2017)



	Cas3
(Anonymus 2021b;Dolau et al. 2019)
	 



	CasMINI
	Etwa doppelt so kompakt wie die gebräuchlicheren Cas9 und Cas12a. (Xu et al. 2021)






Tab. 2.3: Unterschiede zwischen Cas9, Cpf1 und Cas12b


	Eigenschaft
	Cas9
(Ledford 2015)
	Cpf1
(Ledford 2015)
	Cas12b
(UniProf 2013 )





	Struktur
	2 RNA notwendig oder 1 sgRNA
	1 RNA notwendig (keine tracrRNA)
	2 RNA notwendig oder 1 sgRNA



	Überhang
	keinen (blunt end)
	sticky end
	sticky end



	Schnittstelle
	proximal zur Erkennungssequenz
	distal zur Erkennungssequenz
	distal zur Erkennungssequenz



	Zielsequenz
	G-reiches PAM
	T-reiches PAM
	T-reiches PAM



	Zelltyp
	Teilende Zellen_
	Ruhende Zellen
	unbekannt





Das CRISPR/Cas-System kann durch Zugabe eines DNA-Oligonukleotids anstatt eines RNA-Oligonukleotids auch zur Veränderung von RNA verwendet werden (O'Connell et al. 2014; Hale et al. 2009). Der Effekt der Unterdrückung eines Gens durch Verwendung von CRISPR/Cas besitzt verschiedene Ähnlichkeiten mit demjenigen der RNA-Interferenz, da bei beiden bakteriellen Abwehrmechanismen kurze RNA-Stücke von etwa 18 bis 20 Nukleotiden die Bindung an das Ziel vermitteln (Bannaglou et al. 2014).

Durch Transformation oder Transfektion von einem Vektor können Lebewesen mit dem CRISPR/Cas-System „ergänzt“ werden, die es natürlicherweise nicht besitzen, z. B. manche Bakterienstämme (Jiang et al. 2013), Bäckerhefe (DiCarla et al. 2013), Taufliegen (Beu,er und Carroll 2014), Zebrabärblinge (Huang et al. 2013), Mäuse (Wang et al. 2013) und Menschen (Mali et al. 2013; Liang et al. 2015). Üblicherweise werden Gene von Cas mit Kernlokalisierungssignal und sgRNA per Plasmid in einen Organismus eingefügt, alternativ kann auch der Komplex aus Cas9 mit einer sgRNA in Zellen eingeschleust werden (Arora und Narola 2017).

Für ein Genome Editing in der Keimbahn werden als Methoden zur Einschleusung des CRISPR/Cas9 die Elektroporation und die Mikroinjektion eingesetzt.

Bei der Erzeugung von Doppelstrangbrüchen an unerwünschten Stellen können unerwünschte Mutationen entstehen, die als off-target-Effekte bezeichnet werden. (Fu et al. 2013; Hsu et al. 2013; Cho et al. 2014; Veres et al. 2014) Durch einen unspezifischen Schnitt können Gene in ihrer Funktion gestört werden. Unter die off-target-Effekte fallen Punktmutationen (Basenänderungen) (Wang et al. 2013), Deletionen (Entfernungen von DNA-Sequenzen) (Miu et al. 2014; Cradick














	Erklärung der Herkunft und Evolution der Diversität von CRISPR/Cas-Systemen

	Mitverfolgung und Integration neu entdeckter CRISPR/Cas-Systemvarianten

	kohärente Annotation von CRISPR/Cas-Genloci in mikrobiellen Genomen




Tab. 2.4: Klassifizierung von CRISPR/Cas-Systemen (Makarova et al. 2020)


	Klasse
	Typ
	Ziel
	Operon-Organisation 1
	Subtyp
	Bakterienstamm





	I
	I
	DNA
	cas6, cas11, cas7, cas5, cas8a1, cas3', cas3'', cas2, cas4, cas1, cas4, CRISPR
	I-A
	Archaeoglobus fulgidus AF1859, AF1870–AF1789



	DNA
	cas6, cas8b1, cas7, cas5, cas3, cas4, cas1, cas2, CRISPR
	I-B
	Clostridium kluyveri CKL_2758–CKL_2751



	DNA
	cas3, cas5, cas8c, cas7, cas4, cas1, cas2, CRISPR
	I-C
	Bacillus halodurans BH0336–BH0342



	DNA
	cas3, cas8u2, cas7, cas5, cas6, cas4, cas1, cas2, CRISPR
	I-G
	Geobacter sulfurreducens GSU0051–GSU0054 GSU0057–GSU0058



	DNA
	cas3', cas3'', cas10d, cas7, cas5, cas6, cas4, cas1, cas2, CRISPR
	I-D
	Cyanothece sp. 8802 Cyan8802_0527–Cyan8802_0520



	DNA
	cas3, cas8e, cas11, cas7, cas5, cas6, cas1, cas2, CRISPR
	I-E
	Escherichia coli K12 ygcB–ygbF



	 
	DNA
	cas1, cas2, cas3, cas8f, cas5f1, cas7f1, cas6f, CRISPR
	I-F1
	Yersinia pseudotuberculosis YPK_1644-YPK_1649



	 
	 
	tnsA, tnsB, tnsC, tnsD, cas8f3/cas5f3, cas7f3, cas6f, CRISPR
	I-F3
	Vibrio crassostaeae J5 20 VCR20J5_310088-VCR20J5_310108



	 
	DNA
	cas1, cas2, cas3, cas7f2, cas5f2, cas6f, CRISPR
	I-F2
	Shewanella putrefaciens CN-32 Sputcn32_1819-Sputcn32_1823



	IV
	Plasmide (Panilla-Redondo et al. 2020)
	dinG, cas6, cas8-like, cas7, cas5, CRISPR
	IV-A
	Thioalkalivibrio sp. K90mix TK90_2699-TK90_2703



	Plasmide (Panilla-Redondo et al. 2020)
	cysH-like, cas8-like, cas11, cas7, cas5, CRISPR
	IV-B
	Rhodococcus jostii RHA1 RHA1_ro10069-RHA1_ro10072



	DNA?
	LS, cas11, cas7, cas5, CRISPR
	IV-C
	Thermooflexia bacterium D6793_05715-D6793_05700



	III
	DNA/RNA
	cas6, cas10, cas11, cas7, cas5, cas7, csm6, cas1, cas2, CRISPR
	III-A
	Staphylococcus epidermiidis SERP2463-SERP2455



	RNA?
	cas10, cas7, cas5, cas11, cas7, cas7, esx19, cas7, CRISPR
	III-D
	Synechocystis sp. 6803 sll7067-sll7063



	RNA?
	TPR + caspase, cas7(3), cas11, RT, cas1, cas2, CRISPR
	III-E
	Candidatus Scalindua brodae SCABRO_02601,SCABRO_02597, SCABRO_02593,SCABRO_02595



	DNA?
	cas10, cas5, cas11, cas7, CRISPR
	III-F
	Thermotoga lettingae TMO Tlet_0097-Tlet_0100



	DNA/RNA
	cas7, cas7, cas10, cas7, cas11, cas5, CRISPR
	III-C
	Methanothermobacter thermoautotrophicus



	 
	 
	CRISPR
	 
	MTH328–MTH323



	 
	DNA/RNA
	cas7, cas10, cas5, cas7, cas11, cas6, cas7, CRISPR
	III-B
	Pyrococcus furiosus
PF1131–PF1124



	 
	DNA
	cas9, cas1, cas2, cas4, tracrRNA, CRISPR
	II-B
	Legionella pneumophila str. Paris
lpp0160–lpp0163



	II
	DNA
	cas9, cas1, cas2, csn2, tracrRNA, CRISPR
	II-A
	Streptococcus thermophilus
str0657–str0660



	 
	DNA
	cas9, cas1, cas2, tracrRNA, CRISPR
	II-C1
	Neisseria lactamica 020-06
NLA_17660–NLA_17680



	 
	DNA
	cas9, tracrRNA, CRISPR, cas4, cas2, cas1
	II-C2
	Micrarchaeum acidiphilum ARMAN-1
BK997_03320–BK997_03335



	 
	DNA
	cas12a, cas4, cas1, cas2, CRISPR
	V-A
	Francisella cf. novicida Fx1
FNFX1_1431–FNFX_1428



	II
	DNA
	cas12e, cas4, cas1, cas2, tracrRNA, CRISPR
	V-E
	Deltaproteobacteria bacterium
A2Z89_08250–A2Z89_08265



	 
	DNA
	cas12b1, cas4, cas1, cas2, tracrRNA, CRISPR
	V-B1
	Alicclobacillus acidoterrestris
N007_06525–N007_06535



	V
	DNA
	cas4, cas1, cas2, cas12b2, tracrRNA, CRISPR
	V-B2
	Planctomycetes bacterium RBG_13_46_10
A2167_01675–A2167_01685



	 
	DNA
	cas12i, CRISPR
	V-I
	Freshwater metagenome (JGI)
Ga0208225_100001036



	 
	 
	cas12h, CRISPR
	V-H
	Hypersaline lake sediment metagenome (JGI)
Ga0180438_100006283



	 
	DNA
	cas1, cas12c, CRISPR
	V-C
	Oleiphilus sp.
A3715_16885–A3715_16890



	 
	DNA
	cas1, CRISPR, cas12d
	V-D
	Bacterium CG09_39_24
BK003_02070–BK003_02075



	 
	DNA
	cas1, cas2, cas4, CRISPR
	V-F1
	Uncultured archaeon



	 
	 
	cas12f1, CRISPR
	 
	NDOCEIEL_00008–NDOCEIEL_00011



	 
	DNA
	c2c10, CRISPR
	V-F1
(V-U3)
	Bacillus thuringiensis HD-771
BTG_31928



	 
	DNA
	cas12f2, CRISPR,
cas1, cas2, cas4
	V-F2
	Uncultured archaeon
ICDLJNLD_00049–ICDLJNLD_00052



	 
	 
	c2c8, CRISPR
	V-U2
	Cyanothece sp. PCC 8801
PCC8801_4127



	 
	 
	c2c9, CRISPR
	V-U4
	Rothia dentocariosa M567
HMPREF0734_01291



	 
	 
	cas1, cas2, cas4,
cas12f3, CRISPR
	V-F3
	Candidatus Micrarchaeota archaeon
COU37_03050–COU37_03065



	 
	 
	c2c4, CRISPR
	V-U1
	Gordonia otitidis
GOOTI_RS19525



	 
	 
	cas12g, CRISPR,
tracrRNA
	V-G
	Hot springs metagenome
FLYL01000025.1 (182949..185252)



	 
	 
	tnsB, tnsC, tniQ,
cas12k, tracrRNA,
CRISPR
	V-K
(V-U5)
	Cyanothece sp. PCC 8801
PCC8801_2993–PCC8801_2997



	VI
	RNA
	cas13a, cas1, cas2,
CRISPR
	VI-A
	Leptotrichia shahii
B031_RS0110445



	RNA
	WYL, cas13d, cas1,
cas2, CRISPR
	VI-D
	Ruminococcus bicirculans
RBI_RS12820



	RNA?
	cas13c, CRISPR
	VI-C
	Fusobacterium perfoetens
T364_RS0105110



	RNA
	cas13b1, csx28,
CRISPR
	VI-B1
	Prevotella buccae
HMPREF6485_RS00335–
HMPREF6485_RS00340



	RNA
	csx27, cas13b2,
CRISPR
	VI-B2
	Bergevella zoohelcum
HMPREF9699_02005–
HMPREF9699_02006
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