Die genetische Schere CRISPR/Cas9
Wolfgang Czieslik, Einhard Schierenberg

Der Nobelpreis fir Chemie wurde 2020 an Emmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna fir die
Entdeckung verliehen, dass das natirliche bakterielle Viren-Abwehrsystem CRISPR/Cas9 als univer-
selle Genschere verwendet werden kann. Diese Entdeckung ist in Bezug auf seine anwendungstech-
nischen Moglichkeiten vielleicht der bedeutendste wissenschaftliche Durchbruch des 21. Jahrhun-
derts. Der CRISPR/Cas9-Mechanismus erlaubt es namlich, das Erbgut (s. auch ,, Desoxyribonucleinsau-
re (DNA) — Trager der Erbinformation” und ,,Genom-Editierung” https://www.mpg.de/genom-
editierung ) eines beliebigen Organismus gezielt an ausgewahlten Stellen in gewiinschter Weise zu
verandern. [1], [2], [3]
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Abb. 1: Emmanuelle Marie Charpentier (* 11. Abb. 2: Jennifer A. Doudna Cate (* 19.
Dezember 1968 in Juvisy-sur-Orge, Frankreich) Februar 1964 in Washington, D.C.). -Sie
Charpentier studierte ab 1986 Biologie, Mik- erwarb 1985 einen Bachelor am Pomona
robiologie und Genetik an der Universitat Pier- College, Claremont, CA, in Chemie und

re und Marie Curie in Paris, wo sie 1995 fur 1989 einen PhD an der Harvard University.
ihre Forschungsarbeiten am Institut Pasteur 1994 erhielt sie eine erste Professur an der
einen Ph.D. in Mikrobiologie erwarb. 2002 Yale University. 2000/2001 war sie Gast-
wechselte sie an die Max F. Perutz Laboratori- professorin an der Harvard University,

es der Universitat Wien und ging 2009 an die bevor sie 2003 an die University of Califor-
Universitdt Umea in Schweden. Von 2013 bis nia, Berkeley wechselte. [5]

2015 war Charpentier Professorin an der Me-
dizinischen Hochschule Hannover und leitete
die Abteilung ,Regulation in Infection Biology“
am Helmholtz-Zentrum fir Infektionsfor-
schung, Braunschweig.

2015 folgte Charpentier dem Ruf zur Direkto-
rin der Abteilung , Regulation in der Infekti-
onsbiologie” am Max-Planck-Institut fur Infek-
tionsbiologie in Berlin und ist seit 2018 Griin-
dungsdirektorin der Max-Planck-
Forschungsstelle fir die Wissenschaft der Pa-
thogene. [4]
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Was ist CRISPR/Cas und wie funktioniert es?

Viele Bakterien besitzen ein sehr effektives System, mit dem sie eindringende Viren unschadlich ma-
chen kénnen. Ein Virus selbst ist zu keinen Stoffwechselvorgangen fahig und bendétigt daher zur Fort-
pflanzung Wirtszellen. Bakteriophagen, das sind Viren, die Bakterien als Wirtszellen verwenden, hef-
ten sich an die die AuBenwand des Bakteriums und schleusen ihre DNA bzw. Ihre RNA in die Bakteri-
enzelle ein. Viele Bakterien besitzen andererseits in ihrem Erbgut sich wiederholende Sequenzen
(repeats, 22-47 Basenpaare), die als ,,clustered regularly interspaced palindromic repeats” (gehauft
auftretende, regelmaRig unterbrochene, kurze Palindrom-Wiederholungen), kurz CRISPR, bezeichnet
werden. (Abb. 3)
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Abb. 3: Vereinfachte Darstellung einer repeat-Sequenz mit Palindrom-Sequenzen:

Die mit A bezeichnete Sequenz des oberen DNA-Strangs entspricht der Sequenz des unteren
Strangs allerdings in-gegenlaufiger Abfolge. Zwischen den Palindrom-Sequenzen befinden sich
in der Regel nicht palindromische Sequenzen, hier mit X gekennzeichnet. Verandert nach [6]

Zwischen den repeats befinden sich variable Abschnitte (spacer, 17--20 Basenpaare), die beispiels-
weise aus dem Erbgut von Viren stammen, die friiher in die Bakterienzellen eingedrungen sind. Mit
Hilfe dieser spacer kann das Bakterium das Virus erkennen, wenn dieses erneut an das Bakterium
andockt und seine DNA einschleust. In der Nahe der CRISPR-Blécke befindet sich eine DNA-Sequenz,
die den Bauplan fiir eine Nuclease, in diesem Fall Cas9, enthalt. Cas9 ist ein Enzym, das in dem Zu-
cker-Phosphat-Gerist der DNA (siehe ,Desoxyribonucleinsdure (DNA) — Trager der Erbinformation®)
die Auftrennung der Bindung zwischen dem Phosphat-Rest und dem Zucker (Desoxyribose) kataly-
siert. Somit kann Cas9 als DNA Schere bezeichnet werden.

Bei einem Virenangriff auf das Bakterium wird zunachst die Information der doppelstrangigen
CRISPR-DNA auf in eine einzelstrangige crRNA (CRISPR-RNA) (ibertragen und so die zur CRISPR-DNA
passende crRNA aus den entsprechenden Bausteinen synthetisiert wird (Transkription). Die einst-
rangige crRNA besteht also aus -sich wiederholenden konstanten palindromischen Sequenzen
(repeats), zwischen denen sich variable Sequenzen aus Viren-Erbgut befinden. Die crRNA wird nun in
kiirzere RNA-Abschnitte zerlegt, die aus einem virenspezifischen spacer und den repeats bestehen.
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Abb. 4: Vereinfachte Darstellung der Bildung einer stabilen Haarnadelstruktur(C)
aufgrund von zwei palindromischen Sequenzen (A) in einem RNA-Strang. Verandert
nach [6]
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Abb. 5: Vereinfachte Darstellung der crRNA mit der virenspezifischen RNA-Sequenz
und der palindromischen Sequenz (tracr RNA; ,transacting Crispr RNA“) [7]

Die palindromischen Sequenzen (A) in der einstrangigen RNA kénnen entsprechend den Regeln der
Basenpaarung den Stamm (C) einer stabilen Haarnadelstruktur bilden. (Abb. 4 und 5) Diese Struktur
wird fur die tracrRNA (, transacting Crispr RNA“) verwendet, die crRNA an die Nuclease (Cas9) ando-
cken und diese dann mit Hilfe der virenspezifischen RNA-Sequenz (target specific crRNA sequence) zu
der passenden DNA-Sequenz des eingedrungenen Virus flihren kann. An dieser Stelle ist Cas9 nun in
der Lage die Viren-DNA zu schneiden und damit unschadlich zu machen.

Damit der Komplex aus tracrRNA, crRNA und Cas9 die zu zu schneidende Virus-DNA erkennen kann,
muss er diese erst einmal finden. Dazu dient die Sequenz XGG, wobei X jedes beliebige Nukleotid sein
kann und G ist dasNukleotid mit der Base Guanin. Erst wenn Cas9 auf eine Sequenz dieser Art, die als
PAM-Motiv (proto-spacer adjacent motif) bezeichnete wird, in der Virus-DNA trifft dockt es an diese
an an und entspiralisiert die Doppelhelix der Viren-DNA. Mit der crRNA wird nun Uberpriift, ob sich
die Ziel-DNA in der N3he befindet. Ist dies nicht der Fall, wandert der CRISP/Cas9-—Komplex weiter
bis der passende Abschnitt gefunden ist und die Viren-DNA dann an dieser Stelle geschnitten wird.
(Abb. 6) Da die PAM-Sequenz sehr kurz ist, ist die Wahrscheinlichkeit, dass es auch in der Ndhe der zu
schneidenden Zielsequenz die PAM-Sequenz gibt, sehr gro8. Der hier dargestellte Mechanismus
funktioniert auch bei Viren deren Erbgut aus RNA besteht.

CRISPR-CAS9-Komplex mit gRNA

Abb.6: Der CRISPR-Cas9-Komplex-besteht aus drei Komponenten: Die CRISPR-RNA (crRNA, hier als
gRNA guideRNA bezeichnet) erkennt mit ihrem von einer fritheren Virusattacke stammenden spa-
cer-Bereich (hier als ,,Protospacer” bezeichnet) einen passenden Abschnitt auf einer Fremd-DNA.
Zusammen mit der tracr-RNA bildet sie eine besonders stabile Haarnadel-férmige Struktur aus. Das
Cas9-Enzym kann dann die beiden DNA-Strange durchtrennen, allerdings muss in unmittelbarer
N&he ein weiterer kurzer Erkennungsabschnitt liegen (PAM). [8] © MPG/ Art for Science
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Abb. 7: Immunsystem eines Bakteriums: Befillt ein Virus eine Bakterienzelle werden Teile seines
Erbguts in die CRISPR-Region (repeats) des Bakteriengenoms als sogenannte spacer eingebaut. Das
davon abgelesene RNA-Molekiil (pre-CRISPR-RNA) durchlauft mehrere Veranderungen, bevor es
zusammen mit der tracr-RNA und dem Cas-Enzym aktiv werden kann. Bei einer erneuten Infektion
mit dem Virus erkennt die CRISPR-RNA das Erbgut des Erregers wieder und fiihrt das Enzym zu

einer passenden Schnittstelle. Der Virus wird dadurch unschadlich gemacht. [9]
© MPG/ Art for Science
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Nachweis von SARS-CoV-2 mit einem CRISPR-Cas-System [10]

Der Goldstandard fir den Nachweis von Corona-Viren wie SARS-CoV-2 ist der PCR-Test (polymerase
chain reaction; s. auch ,,Der PCR-Test"). Hierbei reicht eine winzige Menge des viralen Erbmaterials
aus, das um das 100.000-fache oder mehr vervielfaltigt und dann nachgewiesen wird. Dies ist auch
die Methode, mit der in der Kriminaltechnik auch kleinste Spuren von DNA potenzieller Tater identi-
fiziert werden.

Dieser Nachweis kann nur in einem gut ausgestatten Labor, das tber die notwendigen Automaten
verfligt, durchgefiihrt werden.

Bei einem im Januar 2021 neu beschriebenen Verfahren [10] wird ein CRISPR/Cas-Komplex fir den
Nachweis von Viren-RNA, z.B. von SARS-CoV-2, verwendet. Allerdings wird hierbei nicht das Enzym
Cas9 sondern das verwandte Cas13 verwendet.
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Abb. 8: Nachweis von SARS-CoV-2 mit einem CRISPR-Cas-System [10]

Zwei CRISPR/Cas13-Komplexe mit jeweils einer kleinen crRNA-Sequenz aus der nachzuweisenden
Viren-RNA (blau und violett: crRNA; blass-rosa: Cas13) binden an den passenden Stellen der Viren-
RNA (schwarz), falls diese in der Untersuchungsprobe enthalten ist. Zusatzlich bindet Cas13 eine Re-
porter-RNA, an die eine Fluoreszenzmarkierung gebunden ist, die inaktiv ist solange die Reporter-
RNA intakt ist. Wenn der CRISPR/Cas-Komplex allerdings an die Viren-RNA bindet, dann schneidet
Cas13 auch die Reporter-RNA und die Probe fluoresziert. Die Fluoreszenz wird starker wenn mehr als
ein CRISPR/Cas-Komplex verwendet wird. Aus der Intensitat der Fluoreszenz lasst sich im Gegensatz
zur empfindlicheren PCR-Methode die Viruslast des Patienten abschatzen. Weitere Vorteile dieses
neuartigen Ansatzes fir zukilinftige Massentests sind zum einen seine Schnelligkeit - es dauert nur
wenige Minuten bis zum Ergebnis - und die Einfachheit der Anwendung ohne teure Spezialgerate.
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Ein sich wiederholendes Mysterium
Eine kurze Geschichte der Entdeckung des CRISPR/Cas9 -Systems

Bakterien wie beispielsweise Escherchia coli, ein Darmbakterium, besitzen ein uraltes System, mit
dem sie eindringende Viren bekdmpfen. Wir nennen es heute CRISPR/Cas9.

1987 veroffentlichten der japanische Molekularbiologe Yoshizumi Ishino und seine Kollegen der Uni-
versitat Osaka in Japan die Sequenz eines Gens namens iap, das zu der Darmmikrobe E. coli gehort.
Um besser zu verstehen, wie das Gen funktionierte, sequenzierten die Wissenschaftler auch einen
Teil der es umgebenden DNA. Sie hofften, Stellen zu finden, an denen iap an- und ausgeschaltet wird.
Doch statt eines Schalters fanden die Wissenschaftler etwas Unverstandliches.

In der Ndhe des iap-Gens lagen funf identische DNA-Abschnitte, die jeweils aus den gleichen 29 Ba-
sen zusammengesetzt waren. Diese Wiederholungssequenzen (Repeat-Sequenzen) wurden durch
DNA-Blocke (Spacer) aus jeweils 32 Basenpaare voneinander getrennt. Im Gegensatz zu den Repeat-
Sequenzen hatte jeder der Spacer eine einzigartige Sequenz.

Vereinfacht lassen sich die DNA-Blocke wie folgt darstellen:
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Die mit A bezeichnete Sequenz des oberen Strangs entspricht der Sequenz des unteren Strangs aller-
dings in umgekehrter Reihenfolge. Zwischen den Palindrom-Sequenzen befinden sich in der Regel
nicht palindromische Sequenzen, hier mit X gekennzeichnet. Die A-Blocke bezeichnet man auch als
Palindrome. In der deutschen Sprache sind Palindrome Buchstabenketten. Die vorwarts und riick-
warts gelesen werden kdnnen. Beispiele hierfiir sind die Wérter ANNA; REIT ; REGAL oder
auch RELIEFP . Diese Worter bestehen jeweils aus zwei Teilen: Der erste Teil (rot) von vorne
nach rechts gelesen ergibt das gleiche Wort wie der zweite Teil (griin) von hinten nach links gelesen.
In dem Wort RELIEFPFEILER sind die Palindrome durch den Buchstaben P voneinander getrennt.

Dieses eigentiimliche genetische Sandwich sah nicht aus wie etwas, das Biologen zuvor gefunden
hatten. Als die japanischen Forscher ihre Ergebnisse veroffentlichten, konnten sie nur mit den Ach-
seln zucken. "Die biologische Bedeutung dieser Sequenzen ist nicht bekannt", schrieben sie.

Im Verlauf der 1990er Jahre fand man die beschriebenen genetischen Sandwiches in einer groRen
Anzahl von Bakterien ohne zu wissen wofiir diese Sequenzen bestimmt waren. Im Jahr 2002 bezeich-
neten der Molekularbiologe Ruud Jansen von der Universitat Utrecht und Kollegen diese Sandwiches
als "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats" kurz CRISPR.

Jansens Team fand auRerdem, dass sich in der Nahe von CRISPR immer eine Ansammlung von Genen
befand, die fiir Enzyme, also Proteine, codierten, die DNA schneiden konnten. Diese Gene wurden
Cas-Gene, CRISPR-associated, genannt. Die Bedeutung dieses CRISPR/Cas Systems war aber weiter-
hin ratselhaft.

Drei Jahre spater bemerkten drei Teams von Wissenschaftlern unabhangig voneinander, dass die
CRISPR-Spacer der DNA von Viren sehr dhnlich sahen.

Als Eugen Koonin, ein Evolutionsbiologe am National Center for Biotechnology Information in Be-
thesda, Md., davon erfuhr, dass CRISPR-Spacer Teile der Virus-DNA seien, entwickelte er eine Hypo-
these wie Mikroben CRISPR als Waffe gegen Viren benutzen: Bakterien verwenden Cas-Enzyme, um
sich Fragmente der Virus-DNA zu schnappen, die sie dann in ihre eigenen CRISPR-Sequenzen einfi-
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gen. Spater, wenn ein anderes Virus auftaucht, konnen die Bakterien die CRISPR-Sequenz als ,,Spick-
zettel” verwenden, um den Eindringling zu erkennen.

Die Wissenschaftler wussten nicht genug lber die Funktion der CRISPR- und Cas-Enzyme, um eine
detaillierte Hypothese aufstellen zu kénnen. Aber Fir den Mikrobiologen Rodolphe Barrangou war
Koonins Hypothese interessant genug, um sie zu testen.

Barrangou und seine Kollegen infizierten das milchgarende Bakterium Streptococcus thermophilus
mit zwei Virusstimmen. Die Viren toteten viele der Bakterien, aber einige tberlebten. Als sich diese
resistenten Bakterien vermehrten, erwiesen sich auch ihre Nachkommen als resistent. Es waren eini-
ge genetische Veranderungen eingetreten. Barrangou und seine Kollegen fanden heraus, dass die
Bakterien DNA-Fragmente der beiden Viren in ihre Abstandshalter (“spacer”) gestopft hatten. Als die
Wissenschaftler diese herausschnitten, verloren die Bakterien ihre Resistenz.

Im Jahr 2007, also 20 Jahre nach der Entdeckung der seltsamen Sequenzen, gelang erstmals der
Nachweis, dass das CRISPR/Cas9 System eine Art Immunsystem der Bakterien ist.

Zu diesem Zeitpunkt kamen die Wissenschaftlerinnen Jennifer Doudna und Emanuelle Charpentier
auf eine bahnbrechende Idee: Warum nicht dieses System der Genschere fiir eigene Zwecke nutzen?
Das Prinzip der Gen-Scheren war zwar bereits verwirklicht, und die ersten beiden ZFN und TALEN
fanden schon rege Anwendung. Gegeniber diesen Genscheren hatte das System aus CRISPR und
Cas9 aber einen groRen Vorteil: Es besteht aus zwei Komponenten. Das Protein Cas9 ist als Schnei-
deinstrument universell einsetzbar und RNA-Molekiile, die an Stelle von CRISPR ein gewiinschtes Ziel
definieren, kdnnen schon fiir wenig Geld bei spezialisierten Firmen bestellt werden.

Eine wichtige Frage blieb noch offen: Funktioniert das bakterielle CRISPR/Cas9 auch in menschlichen
Zellen? Anfang 2013 erschienen drei Studien, die dies eindeutig zeigten - mit dabei waren erneut
Doudna und Charpentier. Damit war der Damm gebrochen - CRISPR/Cas9 trat seinen Siegeszug durch
Labore in aller Welt an.

Quellen
Dieser Text wurde unter Verwendung folgender Artikel erstellt:

° Carl Zimmer, Breakthrough DNA Editor Born of Bacteria
https://www.quantamagazine.org/crispr-natural-history-in-bacteria-20150206/

. CRISPR/Cas9 - Bakterien und die Manipulation des Erbguts
https://www.wissensschau.de/genom/crispr _forschung medizin.php
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Desoxyribonucleinsdure (DNA) — Trager der Erbinformation

Die Desoxyribonucleinsdure (DNA) ist die Tragerin der Erbinformation. Diese Erkenntnis ist das Er-
gebnis von Experimenten, die im Jahr 1944 von dem kanadischen Mediziner Oswald Avery (* 21.
Oktober 1877, t 2. Februar 1955) mit verwandten Stammen des Bakteriums Streptococcus pneumo-

niae durchgefiihrt wurden.

toédliches Bakterium:
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Schematische Darstellung des Versuches von Avery (modifiziert nach[2])
Harmlose Bakterien kdnnen zu tédlichen Bakterien werden, wenn lhnen die Erbinformation der

todlichen Bakterien zugefihrt wird. Das Fazit der Versuche ist, dass die DNA und nicht die Proteine,
wie viele Biologen vor den Experimenten von Avery annahmen, die Tragerin der Erbinformation ist.

Die Desoxyribonucleinsdure (DNA) besteht aus der Phosphat-Gruppe, einem Zucker, der Desoxyribo-

se und vier Basen, dem Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin(T).

Das Molekiil der DNA besteht
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Dabei sind immer Adenin mit Thymin und Guanin mit Cytosin verbunden. Der Verbund aus einer
Base, dem zugehdrigen Zucker und einem Phosphatrest wird als Nukleotid bezeichnet. Die Kurzbe-
zeichnungen A, G, C, T und U fiir die Basen werden auch fiir die Kennzeichnung des Nukleotids ver-

wendet.

5'Ende
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Phosphat—
desoxyribose

>0 3'Ende
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Strukturformel eines DNA — Ausschnittes [1]

Beispiel fiir ein Nukleotid
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Sekundarstruktur der DNA

Die beiden DNA-Ketten liegen nun nicht einfach parallel
nebeneinander, sondern sie sind zu einer Doppelhelix ver-
drillt.

Das Doppelhelixmodell fiir die Molekularstruktur der DNA
wurde erstmalig 1953 von dem britischen Physiker Francis
H. C. Crick (* 8. Juni 1916, t 28. Juli 2004) und dem ameri-

2 nanometers

kanischen Molekularbiologen James D. Watson (*6. April
1928) vorgeschlagen. Zur Veranschaulichung diente ein
Modell, das die beiden Wissenschaftler aus Drahten, Blech-

sticken und Stativmaterial aufbauten.

Rekonstruktion des Doppel-Helix Modells der
DNA von Crick und Watson von 1953 [4]

Bei vielen Prozessen in der Zelle, wie beispielswei-
se der Synthese von Proteinen, wird die Ribonu-
cleinsdure (RNA) verwendet. Im Zucker-Phosphat-
Strang der RNA befindet sich Ribose anstelle von
Dexoxyribose und die Base Thymin in der DNA wird
durch die Base Uracil (U) in der RNA ersetzt.

HO OH Q
O |

| NH

|“"“--w

OH OH NH ™0

Ribose Uracil
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Strukturformel eines RNA — Ausschnittes [3]
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Speicherung der genetischen Information in der DNA

In der Abfolge der Basen in der DNA ist das Erbgut eines Organismus gespeichert. Die DNA des Men-
schen in einer menschlichen Zelle enthalt etwa 3 Milliarden Basenpaare. Jeder Mensch ist ungefahr
das Produkt von 100 Billionen Zellen, wovon etwa 25% Blutzellen sind, die keinen eigenen Zellkern
besitzen.

Jeweils drei nebeneinander liegende Basen stellen den Code fiir eine Aminosaure dar, mit denen die
Proteine aufgebaut werden. Mit vier verschiedenen Basen gibt es 4° = 64 unterschiedliche Dreier-
Kombinationen (Codons) der Basen. Beispielsweise wird die einfachste Aminosadure Glycin durch die
Basen-Kombinationen GGA, GGC, GGG und GGU codiert. Da die Proteine aller Lebewesen aus insge-
samt 20 verschiedenen Aminosauren aufgebaut werden, werden die meisten Aminosauren durch
mehr als ein Codon reprasentiert.

Proteinbiosynthese

,Zundchst wird die Basensequenz eines Gens der DNA in die Basensequenz eines der DNA dhnlichen
Molekiils, der messenger-RNA (mRNA), umgeschrieben. Dieser Vorgang heifSt Transkription. Das
messenger-RNA-Molekiil transportiert die Information aus dem Zellkern heraus zu den Ribosomen im
Zellplasma, wo die Synthese der Proteine erfolgt.

Die Ubersetzung (Translation) der Basensequenz der mRNA in die Aminosduresequenz des Proteins
erfolgt wieder unter Mitwirkung von RNA-Molekiilen. Die benétigten Aminosduren werden durch
transfer-RNA (tRNA) zum Ribosom transportiert. Fiir diesen Vorgang wird ein zum tRNA-Molekiil pas-
sendes Aminoséuremolekiil kurzzeitig gebunden. Im Ribosom erfolgt schlieflich mit Hilfe des Enzyms
Peptidyltransferase die Verkniipfung der Aminosduren in der durch das Gen festgelegten Reihenfolge”

(6]

Bildung der Peptidbindung ——  Polypeptid- [Val
BT e e

L \r,_%z*
d -

[Ser|HO— CH, [Cys|HS - CH - 1A18)
H*(E*EH-_) H-— C—NH, \
. lag)
1 g
tmnsfer RNA, :(') ‘
hat Serin

gchunden—
e X G I G/Je] A
messenger-RNA ——— s - ‘ A C‘ = o3

| |
messenger- ,//
5 RNA b e A R — Ribosom

Transkription: Die Basensequenz der DNA wird Prinzip der Translation: Bildung der Peptidbin-
in die messenger-RNA umgeschrieben [6] dung zwischen Serin und Cystein [6]. Diese
Abb. finde ich fir einen Uneingeweihten

schwer zu verstehen. Ist Peptid/ Polypep-
tid/Peptidbindung erklart?

Bild-und Textnachweise

1. https://www.lecturio.de/magazin/dna/

2. https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c0/Averyversuch.ipg

3. https://www.drze.de/im-blickpunkt/somatische-gentherapie/module/rna-und-dna

4. Science Museum London:
https://collection.sciencemuseumgroup.org.uk/objects/co146411/crick-and-watsons-dna-
molecular-model-molecular
https://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure#/media/Datei:DNA Overview.png
6. Leicht modifiziert nach Chemie Oberstufe, Cornelsen Verlag, Berlin 2010, S.421
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Der PCR-Test [1], [2]

Die PCR - Polymerase Chain Reaktion, auf Deutsch Polymerasekettenreaktion - ist ein System, mit
dem man spezifische DNA-Sequenzen auRerhalb des lebenden Organismus, in vitro, vervielfaltigen
kann. Entwickelt wurde sie 1983 von dem amerikanischen Biochemiker Kary Mullis.(28.12.1944 —
7.10.2019), der hierfir 1993 den Nobelpreis flir Chemie erhielt.

Komponenten fiir die PCR:

e DNA , die den zu vervielfaltigenden Abschnitt enthalt.

e Zwei Primer: kurze Nukleotid-Sequenzen, die sich an die Einzelstrange der DNA anlagern
kénnen und den Startpunkt der DNA-Synthese festlegen

e DNA-Polymerase: Enzym, das bei hohen Temperaturen stabil ist und die Synthese der festge-
legten DNA katalysiert.

e Vier Nukleotide: Die Bausteine mit den Basen Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin, aus de-
nen die DNA aufgebaut wird.

e Magnesium-lonen, die fiir die Funktion der Polymerase notwendig sind und Pufferlésungen
mit denen der richtige pH-Wert der Losungen eingestellt wird.

lizierend - : ; L

S g — o O
5 3

® ® ® 2
T neAsse Q\):

| & | 5! 3'/

& : : ™ ™.

/l IZ,'!NA-Primer3 - \‘3- : Wi < e T - /
Nucleotid Do’ 3 \

('D Denaturierung (Schmelzen) bei ca. 96 °C

@ Primerhybridisierung (Anlagerung) bei ca. 68 °C

Ablauf der PCR.
Bild: WDR [2]

@ Elongation (Verldangerung) bei ca. 72 °C

Die zu untersuchende DNA, befindet sich zusammen mit dem Primer, den Nukleotiden und zusatzli-
chen Reagenzien in dem ReaktionsgefaR.

e Denaturierung: Die Temperatur wird auf 94 bis 96°C erhoht, wobei sich die beiden DNA-
Strange voneinander l6sen, so dass zwei Einzelstrange vorliegen.

e Anlagerung: Die Temperatur wird flir ca . 30 s auf einen Wert zwischen 55 und 65°C gesenkt,
so dass sich der Primer an einen Einzelstrang der DNA anlagern kann.

e Verldangerung: Bei einer Temperatur von 72°C wird ausgehend von den Primern mit Hilfe der
Polymerase aus den Nukleotiden ein neuer Einzelstrang an die freiliegenden Einzelstréange
der Ausgangs DNA angebaut. Aus einem Doppelstrang sind zwei geworden.

Danach beginnt ein neuer Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung und Verlangerung, in dem aus den
beiden DNA-Strangen vier DNA-Strange werden. In den meisten Fallen werden etwa 30 Zyklen durch-
laufen, wodurch aus einem DNA-Strang mehr als eine Milliarde, genau 2*° = 1.073.740.000 Stringe
werden.
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Der PCR-Test beim Corona-Virus

Das Corona-Virus besitzt keine DNA, sondern eine RNA. Vor dem Beginn des oben beschriebenen
Test- Zyklus muss die Viren-RNA in eine entsprechende DNA umgeschrieben werden. Dies geschieht
mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkiptase (RT) in dem gleichen ReaktionsgefaR, in dem auch die PCR
stattfindet. Auch bei diesem Prozess wird zunachst ein Primer, eine kurze Sequenz der Viren RNA, an
die zu untersuchende RNA angelagert und dann mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase verlan-
gert. Damit entsteht ein DNA-Strang, der die gleichen genetischen Informationen wie das Virus Ge-
nom enthalt. Hier beginnt dann die PCR wie sie fiir die DNA beschrieben wurde.

Identifizierung des PCR-Produktes

Fir die Identifizierung des PCR-Produktes wird die Gelelektrophorese verwendet. Dazu wird DNA in
ein Agarose-Gel (Agarose ist ein Polysaccharid https://de.wikipedia.org/wiki/Agarose ) eingebracht
und anschlieBRend wird eine Gleichspannung angelegt. Da die DNA eine negative Ladung an der Phos-
phatgruppe aufweist, wandert sie zum Pluspol. Dabei bewegen sich die kiirzeren DNA-Strange
schneller als die langeren. Die Ldnge des PCR-Produktes kann dann durch den Vergleich mit einer
Probe, die DNA-Fragmente bekannter GréRe enthalt und parallel zur Probe im Gel mitlauft, bestimmt
werden.

Flr einen quantitativen Nachweis wird die Real Time PCR verwendet. Bei diesem Verfahren befinden
sich zusatzlich noch DNA-Sonden im Reaktionsgefal3, die wahrend der Anlagerungsphase wie die
Primer spezifisch an den gesuchten DNA-Abschnitt binden. Die Sonden besitzen eine Fluoreszenz-
markierung, die allerdings inaktiv ist solange die Sonde intakt ist. Wenn die Polymerase mit der Ver-
langerung beginnt stort die Sonde und wird zerstort. Damit wird die Fluoreszenzmarkierung frei ge-
setzt und die Probe beginnt leuchten.

Quellen und Bildnachweis
1. https://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-Kettenreaktion
2. https://www.quarks.de/gesundheit/medizin/corona-test-wie-funktioniert-der-test/
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Genome Editing — Die DNA wird gezielt verandert

Das natirliche Abwehrsystem von Bakterien gegen Fremd-DNA kann dazu verwendet werden, um
gezielt kurze Sequenzen aus einem DNA-Strang heraus zu schneiden.

Hierzu muss eine CRISPR-RNA konstruiert werden, die der gewiinschten Zielsequenz in der t DNA, die
man verdndern mochte, entspricht. Diese so entstandene zielspezifische crRNA wird mit tracerRNA
zu einem Strang, der single guide RNA (sgRNA) genannt wird, verbunden. Die sgRNA bindet an die
Nuclease Cas9 und der CRISPR/Cas—Komplex sucht -wie in ,Was ist CRISPR/Cas und wie funktioniert
es?“ beschrieben- die DNA nach der Zielsequenz ab, dockt dort-an und zerschneidet die DNA.

00006000060600600060006000000

O D A A 2
000000000000 GVNBEVNBE0000

Doppelstrangbruch

O000CO006060, DOOOOO0O60N000
T ) P B ) i S [l 0 N I ) o
0000660060 H006H DHOCHOOGHOOO

entfernte Nukleotide Donor-DNA mit homologen Sequenzen
@ NECCO060H00N00000000000000000)
@ ] ( I O
0000000000000000000000CV0006,

Gl clelalriclelalelelalilclolalTicloDDdxlx)  (lxlxIxIcTeIalricleIalrlchxIx T x I x DI xTe Ralrl clo Tl ic s Dl xIx]x)

S N "
0000000 IBRHNOROOCHNOD. Gl el c I T I e T Xrfatelx I xIx DDl IxIx I felTialc Y ITIaTs Tl xIx ] x x)
Gene knockout Gene knockin
Gen kann nicht mehr transkribiert werden. Sequenz der Donor-DNA wird in das Chromosom kopiert.

Abb 1:,CRISPR-Cas9 ist beim Editieren des Genoms nur fiir den ersten Schritt zustéindig: das
Schneiden der DNA. Geht beim anschliefenden Zusammenfiigen der beiden Striinge eine Base
(Buchstabe) verloren, kann das Gen nicht mehr korrekt abgelesen werden und ist somit funkti-
onslos (,,gene knockout”, linker Ast). Wird dagegen ein Stiick Fremd-DNA mit zu den Schnittstel-
len passenden Enden hinzugegeben, kann dieses eingebaut werden (,,gene knockin“, rechter Ast).
Auf diese Weise kann ein neues Gen in ein Erbgut integriert werden." [1]

© MPG/ Art for Science
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Vorteile und Schwierigkeiten der Genom —Editierung [2]

p 1
Jy CRISPR-Cas- b S CRISPR-Cas-

Gene — Komplexe
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P o, | )
(e ) Liposomen
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Ex vivo Editing
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Stammzellen Stammzellen
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Abb 2: ,Bei der sogenannten "ex vivo" Genom Editierung werden dem Kérper zundchst Stammzel-
len entnommen und deren Erbgut verdindert. Dies geschieht entweder (iber genetisch verdnderte
Viren, die in ihrem Genom die Gene fiir CRISPR-Cas9 besitzen und die diese Gene ins Erbgut der
Stammezellen einbauen. Die modifizierten Zellen kénnen sich dann im Kérper vermehren (in der Abb.
links). Alternativ werden die fertigen Molekiile des CRISPR-Cas-Systems in kleine Fetttrépfchen (Li-
posomen) verpackt, die von den Stammzellen aufgenommen werden. (in der Abb rechts)“ [2]

© MPG/ Art for Science

,Ohne die Genom-Editierung konnten Patienten mit einem defekten Gen bislang nur behandelt wer-
den, indem mit Hilfe von Viren ein neues funktionstiichtiges Gen in die betroffenen Zellen einge-
schleust wird. Dadurch soll der Mangel an einem Protein ausgeglichen werden, das dort gar nicht
oder nicht ausreichend produziert wird. Allerdings kénnen die Forscher hier nicht vorhersagen, wo
genau im Erbgut die Viren das Gen einfiigen. Deshalb kann es passieren, dass auf diese Weise ein
eigentlich stillgelegtes Krebs-Gen aktiviert wird. Bei Inmunschwdéche-Patienten, die mittels dieser
Gentherapie behandelt worden waren, stieg aus diesem Grund das Leukdmie-Risiko.

Das Editieren bereits vorhandener Gene soll dieses Risiko minimieren. Mit dieser Methode lassen sich
auch Erkrankungen behandeln, bei denen ein Gendefekt zu einem fehlerhaften und dadurch krank-
machenden Protein fiihrt. In solchen Fdllen hilft es nicht, nur neue DNA einzufiigen —sondern das Gen
fiir das eigentlich krankmachende Protein muss entfernt werden. Beispiele dafiir sind manche Immu-
nerkrankungen oder die Sichelzellandmie.

Allerdings klappt die Reparatur von Genen bisher nur in vergleichsweise wenigen Zellen. Es reicht
schliefllich nicht, nur einen fehlerhaften Genabschnitt auszuschneiden. Die Zelle muss anschliefSend
die beiden Enden des DNA-Strangs wieder korrekt ergdnzen und zusammenfiigen. Dieser Repara-
turmechanismus Iléuft aber nur in sich teilenden Zellen ab. Viele Kérperzellen eines Erwachsenen tei-
len sich aber unter natiirlichen Bedingungen nicht mehr oder nur noch selten.

Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, dass CRISPR-Cas9 zwar sein Ziel mit hoher Prdzision findet,
trotzdem in seltenen Fdllen aber auch daneben greift. Die Folge kénnten DNA-Briiche an unerwiinsch-
ter Stelle im Erbgut des Patienten mit unvorhersehbaren Folgen sein. Hinzu kommt, dass CRISPR-Cas9
nach einer Gentherapie jahrelang oder gar Jahrzehnte in den Zellen aktiv bleiben kann. Dies erh6ht
die Gefahr, dass die Genschere auf3erplanmdflig aktiv wird. Auch wenn Untersuchungen an Mdusen
zeigten, dass dies selbst nach 20 Generationen keine offensichtlichen Auswirkungen hatte, wdre es
sicherer, wenn CRISPR-Cas9 nur tempordr aktiv wéire.”
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In vivo Editing

Abb3.: Beim "in vivo" Ansatz transportieren Viren (links) oder Liposomen (rechts) die CRISPR-Cas-
Gene bzw. die CRISPR-Cas-Komplexe direkt in die Kérperzellen. Die Schwierigkeit besteht hierbei
vor allem darin, dass CRISPR-Cas seine Zielzellen erreicht. *

© MPG/ Art for Science

Bevor CRISPR-Cas9 bei menschlichen Patienten in groRerem Umfang eingesetzt werden kann, gibt es
aber noch eine weitere Hiirde zu iberwinden: Wie gelangt die Genschere an ihren Wirkort, kann sie
gespritzt oder einfach als Tablette verabreicht werden?

Beide Darreichungsformen scheiden aus, da weder RNA-Molekiile noch Enzyme wie Cas9 durch die
Membran einer Korperzelle gelangen wiirden. Beide wiirden zudem im Verdauungstrakt zerstort
sowie in der Blutbahn von Immunzellen attackiert.

Mediziner brauchen also ein Vehikel, das CRISPR-Cas9 direkt ins Zellinnere schleust. Eine Moglichkeit
ware, dazu Nanopartikel wie zum Beispiel sogenannte Liposomen zu verwenden. Diese winzig klei-
nen Fetttropfchen (25 — 100 nm) kénnten die ,,guide”-RNA und das Cas9-Enzym in ihrem Innern ein-
schlieBen und durch die Fettmembran geschiitzt durch die Blutbahn zu den Zellen mit dem Gende-
fekt transportieren. Rezeptormolekiile in der Membran wiirden sicherstellen, dass die Liposomen an
die richtigen Zellen andocken und ihren Inhalt ins Zellinnere abgeben kénnen. Noch ist solch ein Ver-
fahren allerdings Zukunftsmusik, denn die Nanopartikel sind fiir einen medizinischen Einsatz nicht
ausgereift.

Im Gegensatz zu den noch in der Entwicklung befindlichen Nanopartikeln werden Viren als Trans-
portvehikel in der Gentherapie bereits eingesetzt. Schlieflich sind sie von Natur aus dafiir ausgelegt,
an Zellen ihrer Wirte anzudocken, ihr Genmaterial einzuschleusen und es manchmal sogar in das
Zellgenom einzubauen. Fir die Gentherapie setzen Mediziner von Natur aus ungefahrliche oder
kiinstlich inaktivierte Viren ein. In den meisten Fallen entnehmen sie dabei dem Patienten voriber-
gehend Zellen und behandeln diese in einer Zellkultur mit den Viren.

Bild-und Textnachweise

1. https://www.mpg.de/11033456/crispr-cas9-therapien

2. Diefolgenden Texte zur Genom-Editierung wurden dem Material der Max Planck Gesellschaft
zur Genom-Editierung entnommen. https://www.mpg.de/genom-editierung
Der nachfolgende Text stammt aus dem Kapitel ,,CRISPR-Cas9 — eine Schere aus Enzym und RNA
- Auf dem Weg zur Therapie” https://www.mpg.de/11033456/crispr-cas9-therapien
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