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Hinweise fur Kursteilnehmende

Lerneinheit 1
Einfihrung in die CRISPR-Cas9-Geneditierungstechnologie

Was ist CRISPR-Cas9-Geneditierung?

In den Jahrzehnten seit der Beschreibung der Restriktionsenzyme wurden viele neue molekulare Werkzeuge

und Techniken entdeckt, durch die sich die Mdglichkeiten in der Gentechnik erheblich erweitert haben. Eine der
wichtigsten Entwicklungen der letzten Zeit ist das CRISPR-Cas9-System (CRISPR). Der Name CRISPR leitet
sich von dem System ab, das in Mikroorganismen von Natur aus vorhanden ist und es ihnen ermdglicht, sich
gegen Virusangriffe zu verteidigen. CRISPR bedeutet ,,Clustered Regular Interspaced Palindromic Repeats”
(gruppierte kurze palindromische Wiederholungen mit regelmaBigen Abstéanden). Dabei handelt es sich um
Sequenzen im Genom mancher Prokaryoten, die als genomisches Archiv friiherer Virusangriffe dienen. Bakterien
verwenden diese Sequenzen zusammen mit CRISPR-assoziierten (Cas) Proteinen, um eindringende Viren kinftig
erkennen und unschadlich machen zu kénnen (Abbildung 1). In der Forschung macht man sich dieses System

fir gentechnische Zwecke zunutze.
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Abb. 1. Das mikrobielle CRISPR-Cas9-Abwehrsystem. 1, die Cas1-Cas2-Enzyme des Mikroorganismus
erkennen Fremd-DNA und schneiden ein Stiick heraus; 2, die Cas1-Cas2-Enzyme fiigen das DNA-
Stiick als Abstandshalter (Spacer) in die CRISPR-Region in ihrem eigenen Genom ein; 3, eine Spacer-
Sequenz wird transkribiert und dann mit einem Cas9-Protein verkniipft; 4, bei einer erneuten Infektion
durch denselben Eindringling kann der CRISPR-Cas9-Komplex die fremde DNA-Sequenz erkennen und
schneiden, um eine vollstandige Infektion zu verhindern.

CRISPR-Cas9 ist nicht das erste programmierbare Werkzeug fiir die Geneditierung und auch nicht unbedingt
das préaziseste. Andere, wie zum Beispiel die Transkriptionsaktivator-dhnlichen Effektor-Nukleasen (TALENS)
oder die Zinkfinger-Nukleasen, sind ebenfalls programmierbar und prézise, aber sehr teuer und aufwandig in der
Anwendung. CRISPR-Cas9 hingegen zeichnet sich durch die Kombination aus Prézision und Einfachheit aus.
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Abb. 2. Anatomie von Cas9 und sgRNA.

Das CRISPR-Cas9-System besteht aus den folgenden Komponenten (Abbildung 2):

e Dem Cas9-Enzym (Cas9) - einer bakteriellen Endonuklease, die die DNA an einer bestimmten Stelle innerhalb
einer groBeren Erkennungssequenz (Zielsequenz) schneidet und dadurch einen Doppelstrangbruch erzeugt.
Die Cas9-Erkennungssequenz enthalt eine 20 Nukleotide lange Sequenz, die als Protospacer bezeichnet und
durch eine an das Enzym gebundene Guide-RNA definiert ist

¢ Der so genannten ,single guide RNA*“ (sgRNA) - eine gentechnisch hergestellte Form der Guide-RNA, die
einen Komplex mit Cas9 bildet. Die sgRNA ist ein ungeféhr 100 Nukleotide langes Gebilde. Es kommt durch
die Fusion zweier Regionen zustande, die in der Natur als separate RNAs vorkommen:

e Der Leitregion — ein Teil der CRISPR-RNA (crRNA) in der Natur, eine meist 20 Nukleotide lange Region, die
komplementar zu der DNA-Zielsequenz ist und vorgibt, an welcher Stelle Cas9 schneidet. Diese Sequenz
lasst sich fir wissenschaftliche Zwecke leicht und gezielt verdndern

e Der Gerustregion — die so genannte transaktivierende CRISPR-RNA (tracrRNA), die ebenfalls von Natur aus
vorkommt. Die GerUstregion hat eine Struktur mit mehreren Haarnadelschleifen (das Geriist), mit der sie fest
in einer Vertiefung des Cas9-Proteins bindet. Die Sequenz dieser Region ist normalerweise bei allen sgRNAs
gleich

e Dem so genannten ,Protospacer Adjacent Motif“ (PAM) — einem Sequenzmotiv unmittelbar stromabwérts
von der Protospacer-Sequenz in der Cas9-Erkennungssequenz, das fir die Funktion von Cas9 erforderlich ist.
Cas9 erkennt die PAM-Sequenz 5'-NGG, wobei N ein beliebiges Nukleotid sein kann (A, T, C oder G). Wenn
Cas9 an die PAM-Sequenz bindet, trennt es die DNA-Strédnge der benachbarten Sequenz voneinander, um die
Bindung der sgRNA zu ermd&glichen. Wenn die sgRNA zu dieser Sequenz komplementar ist, schneidet Cas9
die DNA

’
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1. Cas9 bindet an sgRNA.
LLLLLLLLLLLLLLL LI Cas9 erkennt die GerUstregion einer
@@M—w sgRNA (tracrRBNA) und bindet daran.
Die Nukleotidsequenz der GerUstregion
gibt deren Struktur vor, die wie ein
Schltssel in das Cas9-Protein passt.

Cas9

2. Der Cas9-sgRNA-Komplex
bindet an eine PAM-Sequenz
auf der Ziel-DNA. Cas9 benttigt
eine bestimmte PAM-Sequenz (5'-NGG)

direkt neben der Protospacer-Sequenz.
Wenn der Cas9-sgRNA-Komplex eine
PAM-Sequenz erkennt und daran bindet,
trennt er die DNA-Strénge der benachbarten
Protospacer-Sequenz voneinander,

um die Bindung der sgRNA zu erméglichen.

4. Cas9 erzeugt einen Doppelstrangbruch
in der DNA drei Basenpaare stromaufwarts
von der 5'-NGG PAM-Sequenz.

3. Die Leitregion der sgRNA
bindet an die DNA-Zielsequenz.

Die Leitregion der sgRNA versucht,
mit der DNA eine Basenpaarung
einzugehen. Wenn eine Ubereinstimmung
gefunden wird, wird der Prozess fortgesetzt.
Andernfalls 16st sich der Komplex wieder
und versucht, an ein anderes PAM und eine andere

DNA-Zielsequenz zu binden.

5. Der Komplex I6st sich von der DNA.
Der Cas9-sgRNA-Komplex gibt die
geschnittene DNA wieder frei und

ist bereit, den Vorgang zu wiederholen.

Abb. 3. Die Schritte der Erkennung und Spaltung von DNA durch Cas9.
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Teil 1. Simulation des molekularen Mechanismus der
Cas9-vermittelten Spaltung von DNA

Verwenden Sie das Papiermodell, um die Schritte der CRISPR-Cas9-DNA-Spaltung anhand einer Sequenz aus
dem bakteriellen lacZ-Gen fur B-Galactosidase durchzugehen. Das lacZ-Gen ist Teil des lac-Operons, einer Reihe
von Genen, die es Bakterien ermdéglichen, Laktose, einen Milchzucker, als Nahrungsquelle zu nutzen. Die DNA-
und sgRNA-Sequenzen im Papiermodell sind dieselben, die auch in Kurs 2, lacZ CRISPR-Geneditierungslabor,
verwendet wurden.

1. Schneiden Sie die sgRNAs und DNA-Streifen aus. Das Cas9-Protein kénnen Sie auf seiner Seite
belassen.
2. Verwenden Sie die Schritte in Abbildung 3 als Leitfaden zum Nachbilden des CRISPR-Cas9-

Mechanismus:

a. Cas9 bindet an sgRNA: Legen Sie die sgRNA 1 auf die Cas9-Darstellung und richten Sie sie an den
gepunkteten Linien aus.

b. Der Cas9-sgRNA-Komplex bindet an eine PAM-Sequenz. Legen Sie den DNA-Streifen 1 auf den Streifen
Uber dem Cas9-Modell. Verschieben Sie den DNA-Streifen, bis die PAM-Box auf dem Cas9-Protein mit
einer PAM (5'-NGG)-Sequenz in der DNA (ibereinstimmt.

c. Die Leitregion der sgRNA bindet an die DNA-Zielsequenz. Prifen Sie, ob die DNA-Sequenz
komplementér zur sgRNA-Sequenz ist (U bildet ein Paar mit A, C bildet ein Paar mit G). Wenn das
der Fall ist, fahren Sie fort. Andernfalls wiederholen Sie die Schritte 2.b und 2.c mit einer neuen
PAM-Sequenz.

d. Cas9 erzeugt in der DNA einen Doppelstrangbruch: Die Scherensymbole zeigen an, an welcher Stelle
Cas9 die DNA-Strange schneidet. Zeichnen Sie an dieser Stelle mit einem Bleistift eine senkrechte Linie
durch beide Strange.

3. Vergewissern Sie sich, dass Sie die richtige Schnittstelle ausgewdéhlit haben, und verwenden Sie dann
eine Schere, um den DNA-Streifen 1 an dieser Stelle zu schneiden. Heben Sie die Teile des DNA-

Streifens 1 auf, weil Sie sie in Teil 4 wieder brauchen.

Fragen zur Verdeutlichung
A. Wie viele Nukleotide hat die Leitregion der sgRNA?

B. Bindet die sgRNA an die PAM-Sequenz?

C. Wo schneidet Cas9 die Ziel-DNA relativ zur Protospacer-Sequenz?

1
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Teil 2. Design der Leitregion einer sgRNA

Die CRISPR-Technologie ist unter anderem deshalb so effektiv, weil mithilfe einer anpassbaren sgRNA kontrolliert
wird, welche DNA-Sequenz die Zielsequenz ist. In dieser Lerneinheit werden Sie die Leitregion der sgRNA

SO anpassen, dass eine bestimmte Zielstelle auf dem lacZ-Gen geschnitten wird. Der DNA-Streifen 2 ist eine
DNA-Sequenz aus dem lacZ-Gen, die editiert werden soll.

1. Verwenden Sie die sgRNA 2, den DNA-Streifen 2 und die Schritte, die Sie in Teil 1 durchgefiihrt

haben, und bestimmen Sie die Sequenz der sgRNA-Leitregion, die erforderlich ist, um Cas9

anzuweisen, den DNA-Streifen 2 an der rot gestrichelten Linie zu schneiden.

Schreiben Sie die Nukleotidbuchstaben (A, U, C, G) dieser Sequenz in die leeren Stellen der sgRNA 2.

3. Verwenden Sie die Schritte der Cas9-DNA-Spaltung, um zu bestétigen, dass die Sequenz, die Sie auf
sgRNA 2 geschrieben haben, die richtige ist.

4. Tragen Sie die Sequenz, fiir die Sie sich letztendlich entschieden haben, unten oder in ein Notizbuch ein.

)

Sequenz der Leitregion der sgRNA

Fragen zur Verdeutlichung
A. Beschreiben Sie in ganzen Sétzen, wie sich die Erfordernis einer PAM-Sequenz auf die Flexibilitat der

CRISPR-Cas9-Geneditierung auswirkt.

B. Beschreiben Sie in ganzen Satzen, wie Sie vorgehen wiirden, um eine DNA-Zielstelle zur Spaltung
durch CRISPR-Cas9 zu identifizieren und eine sgRNA zu entwerfen.

explorer.bio-rad.com
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Teil 3. Vergleich der Spezifitiat von Werkzeugen zum Schneiden
von DNA

Die Flexibilitat und Spezifitdt der CRISPR-Cas9-Technologie sind fir die Geneditierung von groBem

Nutzen. Die ersten DNA-,Scheren® waren Restriktionsenzyme, die DNA an vordefinierten Sequenzen (in

der Regel 4-8 Basenpaare lang) schneiden. EcoRl, ein Restriktionsenzym in E. coli, schneidet zum Beispiel

doppelstréangige DNA an jeder GAATTC-Sequenz. Wenn EcoRl in eine Probe gegeben wirde, die das gesamte

menschliche Genom enthielt, kdnnte es an jeder GAATTC-Sequenz schneiden.

Man kann die Wahrscheinlichkeit berechnen, dass eine bestimmte Nukleotidsequenz wie GAATTC innerhalb
einer gréBeren Sequenz vorkommt. Tabelle 1 enthalt die berechneten Wahrscheinlichkeiten des Auffindens von
Sequenzen einer bestimmten L&nge. Diese Berechnungen basieren auf der Annahme, dass DNA-Sequenzen
vollig zufallig sind und dass an jeder Nukleotidposition die gleiche Wahrscheinlichkeit besteht, dass es sich um
A, T, C oder G handelt. Verwenden Sie die Tabelle, um die folgenden Fragen zu beantworten.

Tabelle 1. Berechnete Wahrscheinlichkeiten des Vorhandenseins einer bestimmten Sequenz.

Sequenz Sequenz Wahrscheinlichkeitsberechnung Vorhergesagtes Vorkommen in einer
Linge Sequenz im menschlichen Genom
(Lédnge: 3.234.830.000 Basen)
A 1 Ya =(1/4)' = 0,25 808.707.500
AC 2 Ya*Va = (1/4)2 = 0,0625 202.176.875
GAATTC (EcoRl) 6 VA VA Var Ve Varva = (1/4)8 = 2,44 x 104 | 789.753
NNNN... n Vo Va*YVa* .. .= (1/4)" (1/4)n* 3.234.830.000

Fragen zur Verdeutlichung

A. Wie groB ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei einer Base in einer Sequenz um Adenin
bzw. A handelt? Wie oft miisste demnach, theoretisch gesehen, Adenin im menschlichen Genom
vorkommen?

B. Wie groB ist die Wahrscheinlichkeit, eine bestimmte Sequenz aus zwei Basen zu finden? Wie oft
miisste dann diese Sequenz theoretisch im menschlichen Genom vorkommen?

C. Wie oft miisste eine EcoRI-Schnittstelle in einem DNA-Fragment mit einer Ldnge von
1.000.000 Basenpaaren theoretisch vorkommen?
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D. Wie oft miisste eine bestimmte Sequenz mit 20 Basenpaaren im menschlichen Genom theoretisch
vorkommen?

E. Schreiben Sie eine vollstindige Gleichung auf, um das vorhergesagte Vorhandensein einer Sequenz
der Lange n innerhalb eines DNA-Fragments der Léange X zu berechnen.

F. Erkldren Sie mathematisch, warum die CRISPR-Cas9-Genschere, die eine Zielsequenz von
20 Basenpaaren verwendet, spezifischer ist als klassische Restriktionsenzyme.

G. Formulieren Sie drei verschiedene Griinde, warum die CRISPR-Cas9-Technologie Ihrer Ansicht
nach fiir die Gentherapie und/oder -forschung niitzlicher sein kénnte als andere Werkzeuge zum
Schneiden von Genen.

H. In Wirklichkeit ist die DNA-Sequenz des menschlichen Genoms NICHT zufallig. Manche
Sequenzen, einschlieBlich einiger sehr langer Sequenzen, kommen viele Male im menschlichen
Genom vor. Uberlegen Sie sich zwei Griinde, warum diese Tatsache die Anwendung der CRISPR-
Geneditierungstechnologie beim Menschen erschwert.

explorer.bio-rad.com 7
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Teil 4. Design einer Donor-DNA-Matrize fiir die DNA-Reparatur
CRISPR-Cas9 kann eine bestimmte Sequenz in einem Milliarden von Basenpaaren langen Genom finden

und dann an einer prazisen Stelle innerhalb dieser Sequenz schneiden. Wie macht man sich Forschung und
Wissenschaft die Spezifitdt von CRISPR-Cas9 zunutze, um eine gezielte Geneditierung durchzufiihren?

Wenn chromosomale DNA in einer Bakterienzelle geschnitten wird, stirbt die Zelle, wenn sie den Schaden
nicht reparieren kann. Bakterien haben Prozesse entwickelt, um DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren, die
andernfalls zum Zelltod fihren wirden. Die DNA-Reparatur kann auf zwei Arten erfolgen (Abbildung 4):

¢ Nicht-homologe Endverkniipfung (Nonhomologous End Joining, NHEJ) — Die Enden des
Doppelstrangbruchs werden enzymatisch wieder miteinander verkniipft. Bei diesem Prozess kénnen eine oder
mehrere Basen zuféllig eingefligt oder entfernt (deletiert) werden, sodass eventuell auch Mutationen erzeugt
werden, die die Funktion oder Expression von Genen beeintrachtigen konnen

e Homologiegesteuerte Reparatur oder homologe Rekombination (Homology Directed Repair, HDR) —
Enzyme reparieren den Bruch mithilfe einer Donor-DNA-Matrize. Dazu wird eine Donor-DNA-Matrize mit einer
gewlinschten Sequenz entworfen, die auf beiden Seiten von ,Homologiearmen” flankiert wird. Diese stimmen
mit der Sequenz stromaufwarts und stromabwaérts des Schnitts Uberein. Bei der Reparatur entsteht ein
komplementérer DNA-Strang

Cas9-sgRNA-Komplex

Homologe Rekombination Nicht-homologe Endverkniipfung

.
Insert Zuféllige idi tion oder

Abb. 4. DNA-Reparatur durch homologe Rekombination (HDR) und nicht-homologe Endverkniipfung (NHEJ).

8



Hinweise fur Kursteilnehmende

Die bei der HDR verwendeten Homologiearme kdnnen Hunderte von Basenpaaren oder I&nger sein. Der
Einfachheit halber werden Sie in dieser Lerneinheit das Prinzip der HDR mit viel kiirzeren, 15 bp langen
Homologiearmen simulieren. Sie werden eine Donor-DNA-Matrizensequenz entwerfen, die verwendet werden
koénnte, um ein DNA-Abschnitt in die Schnittstelle einzufligen, die Sie im DNA-Streifen 1 erzeugt haben.

o A

Nehmen Sie die beiden Teile des DNA-Streifens 1. Wenn Sie den Streifen an der Schnittstelle noch
nicht mit einer Schere durchgeschnitten haben, tun Sie das jetzt.

Schneiden Sie den Streifen der Donor-DNA-Matrize und einen leeren DNA-Streifen aus.

Die schattierte Region simuliert eine unspezifische DNA-Insertionssequenz. Schreiben Sie

in die leeren Késtchen auf jeder Seite der schattierten Region und auf beiden Strdngen die
15-bp-Sequenzen, die mit den Nukleotidsequenzen auf jeder Seite der Schnittstelle von DNA-
Streifen 1 iibereinstimmen. Diese 15-bp-Sequenzen sind Ihre Homologiearme.

Nun haben Sie eine vollstidndige Donor-DNA-Matrize.

Schneiden Sie die liberstehenden Enden des Streifens der Donor-Matrize mit einer Schere ab.
Legen Sie die Stiicke des DNA-Streifens 1 direkt auf die Nukleotidsequenzen des Streifens der Donor-
Matrize, sodass die Homologiearme ausgerichtet sind und nur die Insertionssequenz sichtbar ist.
Kleben Sie die Stiicke aneinander.

Nun haben Sie ein editiertes Stiick DNA.

Verwenden Sie den leeren DNA-Streifen zusammen mit den restlichen Stlicken des Papiermodells, um Donor-
Matrizensequenzen mit 15 bp langen Homologiearmen zu entwerfen, die jeweils die folgenden Verdnderungen im
DNA-Streifen 1 mithilfe von sgRNA 1 induzieren. Dazu miissen Sie alle erforderlichen Insertionssequenzen sowie
Homologiearmsequenzen einbeziehen. Schreiben Sie die Sequenzen, fir die Sie sich letztendlich entschieden
haben, in die Tabelle unten. Unterstreichen Sie die Homologiearmregionen.

Gewiinschte Anderung Sequenz der Donor-DNA-Matrize

Verschiebung des Leserasters

Einflgen einer EcoRI-Restriktionsschnittstelle

Fragen zur Verdeutlichung
A. Beschreiben Sie zwei mégliche Vorteile der Verwendung von HDR gegeniiber der Verwendung von

NHEJ in einem Geneditierungsexperiment.

explorer.bio-rad.com 9
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B. Beschreiben Sie zwei mégliche Vorteile der Verwendung von NHEJ gegeniiber der Verwendung von HDR
in einem Geneditierungsexperiment.

C. Erklaren Sie, wie CRISPR-Cas9 zusammen mit HDR verwendet werden kénnte, um ein einzelnes
Nukleotid auszutauschen, zum Beispiel ein T durch ein A.

D. Sequenzen kénnen nicht nur eingefiigt oder ausgetauscht werden. Es ist auch méglich, kurze
Sequenzen in der N3he einer Schnittstelle mittels HDR zu entfernen. Uberlegen Sie sich, wie die
Donor-DNA-Matrizensequenz gestaltet werden kénnte, um eine solche Entfernung zu bewirken, und
beschreiben Sie die Vorgehensweise. Verwenden Sie bei Bedarf externe Ressourcen zum Thema HDR.

.



Hinweise fur Kursteilnehmende

Lerneinheit 2

lacZ CRISPR-Geneditierungslabor

In dieser Lerneinheit werden Sie CRISPR-Cas9 verwenden, um bakterielle chromosomale DNA innerhalb des
lacZ-Gens zu schneiden, das das Enzym B-Galactosidase (3-Gal) codiert. Das lacZ-Gen ist Teil des lac-Operons,
einer Reihe von Genen, die es Bakterien ermdglichen, Laktose, einen Milchzucker, als Nahrungsquelle zu

nutzen. Praktischerweise spaltet -Gal auBerdem die farblose Verbindung X-Gal in zwei Teile auf, von denen
einer tiefblau ist. Wenn pB-Gal in Bakterien exprimiert und X-Gal vorhanden ist, nehmen die Bakterien eine

blaue Farbe an. Das lacZ-Gen wird seit Jahrzehnten in der Molekularbiologie als Zielstelle fir das Einfiigen von
DNA-Sequenzen verwendet, da die Farbe der Bakterienkolonie anzeigt, ob Verdnderungen erfolgreich waren. Sie
werden dieses klassische Blau-WeiB-Screening als sichtbaren Indikator dafiir verwenden, ob Sie das lacZ-Gen
erfolgreich editiert haben.

Hintergrundinformationen

Geneditierung

Die Geneditierung umfasst zwei Schritte: das Schneiden von doppelstréangiger DNA an einer gewtinschten
Stelle und eine anschlieBende gezielte DNA-Reparatur, um eine gewilinschte Sequenzénderung zu erzeugen.
Wenn chromosomale DNA in einer Bakterienzelle geschnitten wird, stirbt die Zelle, wenn sie den Schaden nicht
reparieren kann. Wie Sie in der vorherigen Lerneinheit erfahren haben, kénnen Zellen Doppelstrangbriiche in der
DNA auf verschiedene Weise reparieren:

e Durch nicht-homologe Endverkniipfung (Nonhomologous End Joining, NHEJ) — dabei werden die Enden
des Doppelstrangbruchs von bestimmten Proteinen wieder miteinander verkniipft. Bei diesem Prozess kénnen
eine oder mehrere Basen zuféllig eingefligt oder entfernt (deletiert) werden, sodass eventuell auch Mutationen
erzeugt werden, welche die Funktion oder Expression von Genen beeintrachtigen kdnnen

e Durch Homologiegesteuerte Reparatur oder homologe Rekombination (Homology Directed Repair, HDR) —
dabei reparieren Enzyme den Bruch mithilfe einer fiir die HDR bendétigten Donor-DNA-Matrize. Dazu wird eine
Donor-DNA-Matrize mit einer gewlinschten Sequenz entworfen, die auf beiden Seiten von ,Homologiearmen*
flankiert ist, die mit der Sequenz stromaufwarts und stromabwarts vom Schnitt Gbereinstimmen. Bei der
Reparatur entsteht ein komplementarer DNA-Strang

In dieser Lerneinheit werden Sie CRISPR-Cas9 verwenden, um bakterielle chromosomale DNA an einer
bestimmten Stelle innerhalb des lacZ-Gens zu schneiden. Danach werden Sie die Fahigkeit der Zellen zur
Durchflihrung einer HDR nutzen, um eine gewtinschte Veranderung in der lacZ-Sequenz zu erzeugen. Dazu
bieten Sie den Zellen groBe Mengen einer Donor-DNA-Matrize an, die ein Insert mit einem Stoppcodon enthélt,
durch welches das Gen blockiert wird.

lacZ-Gen und Blau-WeiB-Screening

Ein Gen im lac-Operon, lacZ, codiert ein Enzym mit der Bezeichnung p-Galactosidase (3-Gal), das die Hydrolyse
des Zuckers Laktose in seine Zuckerbestandteile katalysiert. 3-Gal kann auch eine Art Zucker namens X-Gal
hydrolysieren, der nach seiner Hydrolyse ein blaues Pigment erzeugt. Bakterien, die funktionsfahiges p-Gal
exprimieren, werden blau, wenn in ihrem Wachstumsmedium X-Gal vorhanden ist (Abbildung 5).
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~ Bakterien ohne
e funktionierendes lacZ

Bakterien mit 77,
funktionierendem lacZ

Abb. 5. Die Funktion von /lacZ beim Blau-WeiB-Screening.

In der Natur induziert Laktose die Expression des lac-Operons. Da das lac-Operon Bakterien erméglicht, Laktose
als Energiequelle zu nutzen, wird die Laktose verbraucht, sodass die Expression irgendwann zum Stillstand
kommt. Damit die Expression von lacZ nicht irgendwann aufhért, wird dem Wachstumsmedium daher eine nicht
hydrolysierbare Laktose namens IPTG zugegeben, um die B-Gal-Expression zu induzieren.

E. coli-Bakterien

Der Bakterienstamm, den Sie zu Beginn dieses Experiments erhalten, E. coli HB101-pBRKan, verfiigt von Natur
aus Uber ein funktionierendes lacZ-Gen. Dieser spezielle Stamm wurde gentechnisch so verandert, dass er Cas9
exprimiert, und er enthalt auBerdem ein Plasmid mit den Genen, die eine HDR ermdglichen. In diesen Bakterien
wird die Expression des HDR-DNA-Reparatursystems durch einen durch Arabinose induzierbaren Promotor
kontrolliert. Durch ihn kdnnen die Bakterien in Gegenwart von Arabinose die HDR-DNA-Reparaturmaschinerie
einschalten bzw. ,,exprimieren® und erst dann mithilfe der Donor-DNA-Matrize Doppelstrangbriiche reparieren.
Wie viele andere Laborstdmme von E. coli sind auch diese Bakterien aus Sicherheitsgriinden so veréndert
worden, dass sie keine NHEJ durchfiihren kénnen.

Die in einem Medium mit Arabinose gewachsenen Zellen behalten die fir HDR bendtigten Enzyme, auch
nachdem sie auf eine Platte ohne Arabinose Uberfuhrt werden. Ihre Tochterzellen werden jedoch keine HDR-
Enzyme produzieren, es sei denn, sie werden einem Medium mit Arabinose ausgesetzt.

Plasmide

Normalerweise bilden die Bakterien die zur Editierung des lacZ-Gens erforderliche sgRNA und die Donor-DNA-
Matrize nicht. Daher werden Sie die sgRNA und/oder Donor-DNA-Matrize einflhren, indem Sie die Bakterien mit
einem von zwei Plasmiden transformieren:

e pLZDonor — (Kontrolle) enthalt die Sequenz einer Donor-DNA-Matrize, die von der HDR-Maschinerie verwendet
wird, um DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren. Die Donor-DNA-Matrize enthalt eine Sequenz (ein ,,Insert"),
die in das lacZ-Gen eingefligt wird und dessen Funktion blockiert

e pLZDonorGuide — enthélt sowohl die Sequenz der Donor-DNA-Matrize, die in pLZDonor vorhanden ist, als
auch eine Sequenz, die die sgRNA codiert. Nach der Transkription leitet die sgRNA Cas9 an die Stelle, an der
lacZ geschnitten werden soll

Beide Plasmide enthalten auch ein Gen, das Resistenz gegen das Antibiotikum Spectinomycin (SPT) verleiht.

-



Hinweise fur Kursteilnehmende

Teil 1. Besprechung der als Vorbereitung auf die Laboraktivitaten
vorgesehenen Fragen

Tabelle 2. Parameter der Starterplatten.

Starter-platte  Platten-zusatze Farbe der Cas9 DNA- sgRNA Donor-DNA-Matrize
Bakterienkolonie Reparatursystem
IX IPTG, X-Gal Blau + AUS - -
IX/ARA IPTG, X-Gal, Blau + ON - -
Arabinose

A. Erkldren Sie anhand der Daten aus Tabelle 2 in ganzen S&dtzen, warum die Bakterienkolonien auf den
Starterplatten blau sind.

B. Wenn die Bakterien auf den Starterplatten KEIN funktionierendes lacZ-Gen hétten, welche Farbe
hétten dann die Kolonien?

C. Erklaren Sie, wie die Unterschiede zwischen den IX- und IX/ARA-Starterplatten die in dieser
Laboraktivitdt durchgefiihrte Geneditierung beeinflussen kénnten.

explorer.bio-rad.com 13



Hinweise fur Kursteilnehmende

In Tabelle 3 sind die vier Proben (A, B, C und D) aufgefiihrt, mit denen Sie in Inrem Versuch arbeiten werden,
sowie die jeweiligen Wachstumsbedingungen flr die Bakterien. Wahrend der Aktivitat wird jede Probe mit den in
der Spalte ,,Plasmide“ angegebenen Plasmiden transformiert.

Tabelle 3. Versuchsproben.

Probe Bakterienquelle Plasmide Cas9 DNA- sgRNA Donor-DNA- Vorhergesagte
Reparatursystem Matrize lacZ-Veranderung

A IX pLZDonor + AUS

B IX pLZDonorGuide | + AUS

C IX/ARA pLZDonor + ON

D IX/ARA pLZDonorGuide | + ON

D. Tragen Sie ausgehend von dem Plasmid, das jeder Probe zugegeben wird, in die Spalten ,,sgRNA*“
und ,,Donor-DNA* ein ,,+* oder ein ,,-“ ein, um anzugeben, welche Komponenten diese Bakterien
haben werden.

E. Treffen Sie eine Vorhersage zu etwaigen Verdnderungen, die bei der Laboraktivitét in jeder Probe im
lacZ-Gen vonstatten gehen. Tragen Sie Ihre Antworten in Tabelle 3 ein.

Nach der Transformation wird jede Probe auf LB-Agarplatten mit Zusatzstoffen ausgestrichen und anschlieBend
inkubiert, damit sich Kolonien bilden kénnen.

Tabelle 4. Bakterienkulturen auf den Platten.

Platte Plattenzusatze Wachstum erwartet? (Ja/Nein) Kolonienfarbe (falls Wachstum vorhanden)
A IPTG, X-Gal, Spectinomycin
B IPTG, X-Gal, Spectinomycin
C IPTG, X-Gal, Spectinomycin
D IPTG, X-Gal, Spectinomycin

F. Tragen Sie ausgehend von Ihren Antworten auf die vorherigen Fragen Ihre Vorhersagen dazu, ob auf
den einzelnen Platten Bakterien wachsen werden, in Tabelle 4 ein.

y



Teil 2. Geneditierung durchfiihren

Arbeitsplatz der Kursteilnehmenden

Materialien

Menge

Frische LB-Starterplatte mit E£. coli IPTG/X-Gal (IX)

Frische LB-Starterplatte mit £. coli IPTG/X-Gal/ARA (IX/ARA)
LB-Platten mit IPTG/X-Gal/Spectinomycin (IX/SPT)
LB-Nahrstoffbouillon (LB)

Transformationslésung (TS) auf Eis

pLZDonor-Plasmid (pD), 80 ng/ul

pLZDonorGuide-Plasmid (pDG), 80 ng/ul

Verstellbare Mikropipette (100-1.000 pl) und geeignete Spitzen
(empfohlen)

Volumenverstellbare Mikropipette (20-200 pl) und geeignete Spitzen
Volumenverstellbare Mikropipette (2-20 pl) und geeignete Spitzen

Mikrotestréhrchen, 2,0 mi

Gelbe Impfése

Eisbad mit zerstoBenem Eis

Permanentmarker

Schwimmstander aus Schaumstoff (bei Verwendung eines
Wasserbads)

Roéhrchenstander (empfohlen)

Abfallbecher

Gemeinsam genutzter Arbeitsplatz

1

1,2ml
1,5ml
25yl
25yl
1

[T < I

Materialien

Menge

Wasserbad oder Trockenbad (Vertiefungen mit Wasser gefllt),
eingestellt auf 60 °C

Inkubationsofen oder Schittelinkubator mit Ablage, eingestellt
auf 37 °C (empfohlen)

Laborklebeband

Hinweise fur Kursteilnehmende

explorer.bio-rad.com
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Hinweise fur Kursteilnehmende

Protokoll

1. Beschriften Sie vier 2,0 ml-Mikrozentrifugenréhrchen <
mit A-D und stellen Sie sie auf Eis.

2. Geben Sie in jedes Réhrchen 250 pl eiskalte >
Transformationslésung (TS). Stellen Sie sie wieder
zurtick auf Eis.

3. Verwenden Sie eine frische Impfése und nehmen >
Sie fiinf Kolonien aus der IPTG/X-Gal-Platte (IX) auf.

Verwirbeln Sie die Impfése in R6hrchen A
mindestens 1 Minute lang, bis sich alle Bakterien
in der Lésung verteilt haben. Es sollten sich keine
Bakterien mehr an der Impfése befinden. Stellen
Sie das Réhrchen sofort wieder auf Eis.

4. Wiederholen Sie Schritt 3 mit Réhrchen B und
verwenden Sie dazu wiederum eine frische
Impfése.

5. Verwenden Sie eine frische Impfése und nehmen -
Sie fiinf Kolonien aus der IPTG/X-Gal/Ara-Platte
(IX/ARA) auf.

Verwirbeln Sie die Impfése in R6hrchen C
mindestens 1 Minute lang, bis sich alle Bakterien
in der Lésung verteilt haben. Es sollten sich keine
Bakterien mehr an der Impfése befinden. Stellen
Sie das Réhrchen sofort wieder auf Eis.

6. Wiederholen Sie Schritt 5 mit R6hrchen D und
verwenden Sie dazu wiederum eine frische Impfése.

7. Verwenden Sie eine neue Pipettenspitze und geben -
Sie 10 ul pLZDonor-Plasmid (pD) in R6hrchen A.
SchlieBen Sie das Réhrchen, schnippen Sie dreimal
mit dem Finger daran, um den Inhalt zu mischen,
und stellen Sie das Réhrchen dann auf Eis.

Verwenden Sie eine neue Pipettenspitze und
wiederholen Sie diesen Vorgang mit R6hrchen C.

16



8.

10.

11.

12.

Verwenden Sie eine neue Pipettenspitze und
geben Sie 10 ul pLZDonorGuide-Plasmid (pDG)
in Réhrchen B. SchlieBen Sie das Réhrchen,
schnippen Sie dreimal mit dem Finger daran,
um den Inhalt zu mischen, und stellen Sie das
Réhrchen dann auf Eis.

Verwenden Sie eine neue Pipettenspitze und
wiederholen Sie diesen Vorgang mit Réhrchen D.

Lassen Sie die Réhrchen mindestens 10 min auf
Eis stehen.

Stellen Sie die auf Eis stehenden Réhrchen in das
Wasser- oder Trockenbad.

Setzen Sie sie bei 60 °C fiir exakt 50 s einem
Hitzeschock aus. Achten Sie darauf, dass der
Boden der Ré6hrchen mit dem Wasser Kontakt hat.

Stellen Sie die Réhrchen sofort wieder fiir 2
min auf Eis. Stellen Sie sie danach in einen
Rohrchenstander.

Verwenden Sie eine neue Pipettenspitze und
geben Sie 250 ul LB-Nahrbouillon in jedes
Réhrchen. SchlieBen Sie jedes Réhrchen und
schnippen Sie vorsichtig dreimal mit dem Finger
daran, um den Inhalt zu mischen. Lassen Sie die
Réhrchen bei Raumtemperatur mindestens 20 min
bzw. tiber Nacht stehen.

Stopp. Fragen Sie den Leiter/die
Leiterin des Kurses, ob Sie direkt oder
erst am nachsten Tag fortfahren sollen.

.,ET\

Hinweise fur Kursteilnehmende

2 min
auf Eis

10 min
auf Eis

Hitzeschock
bei 60 °C fiir genau 50 s

250 pl

LB-Nahrbouillon

explorer.bio-rad.com
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Hinweise fur Kursteilnehmende

13. Beschriften Sie den Boden von vier IX/SPT-Platten
jeweils am Rand mit A-D sowie mit lhren Initialen
und dem Datum.

14. Schnippen Sie vorsichtig mit dem Finger an
Réhrchen A, um die Bakterien zu resuspendieren.
Verwenden Sie eine neue Pipettenspitze und
geben Sie 100 ul der Probe A auf Platte A.

15. Verwenden Sie eine neue Impfése und verteilen Sie
die Fliissigkeit gleichméBig auf Platte A. Drehen
Sie dabei die Platte mehrmals. Achten Sie darauf,
nicht in die Oberfldache des Agars zu stechen.

16. Wiederholen Sie Schritt 14 und 15, jeweils mit einer
neuen Pipettenspitze und einer neuen Impfése, mit
den Proben B-D.

17. Setzen Sie den Deckel auf Ihre Platten und stellen
Sie sie aufeinander. Umwickeln und beschriften
Sie sie. Inkubieren Sie die Platten umgedreht
24 Stunden bei 37 °C oder 2 bis 3 Tage bei
Raumtemperatur.

18. Uberpriifen Sie nach der Inkubation Ihre Platten
auf Farbentwicklung. Wenn keine blauen und
weiBen Kolonien zu unterscheiden sind, stellen
Sie Ihre Platten 1-5 Tage lang bei 4 °C kiihl, bis der
Farbunterschied leicht erkennbar ist.

Kolonien zidhlen und Ergebnisse auswerten

Zahlen Sie die blauen und weiBen Kolonien auf Ihren
Platten und tragen Sie die Zahlen in Tabelle 5 ein. Machen
Sie mit einem Permanentmarker am Boden jeder Platte
einen Punkt unter jede Kolonie, die Sie zdhlen. Wenn sich
auf einer Platte zu viele Kolonien zum Zahlen befinden,
unterteilen Sie lhre Platte in Quadranten und zéhlen Sie
die Kolonien gemaB den Schritten 19 und 20.

19. Verwenden Sie ein Lineal und einen
Permanentmarker und unterteilen Sie die Platte
am Boden in gleichgroBe Quadranten.

QOO

100 pl

[ 2

N
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20. Zihlen Sie die blauen und weiBen Kolonien =
in einem Quadranten. Machen Sie mit einem
Permanentmarker am Boden jeder Platte
einen Punkt unter jede Kolonie, die Sie zdhlen.
Multiplizieren Sie die Anzahl der Kolonien, die Sie
in einem Quadranten gezahlt haben, mit vier und
tragen Sie das Ergebnis in Tabelle 5 ein.

Wiederholen Sie das bei jeder Platte.

Wichtiger Hinweis!

Fragen Sie den Leiter/die Leiterin lhres Kurses, ob
Sie lhre Platten fir die spatere Verwendung in der
Genotypisierungsanalyse aufheben sollen, bevor Sie
fortfahren.

Tabelle 5. Daten zur Zahlung der Kolonien.

Platte Anzahl Anzahl Gesamte Prozent weiBBe Vergleich mit Vorhersagewert
blaue weiBe Anzahl an  Kolonien (Anzahl weiBe/
Kolonien  Kolonien Kolonien Anzahl gesamt)
A
B
C
D

21. Berechnen Sie die Gesamtzahl der Kolonien fiir jede Platte und tragen Sie die Ergebnisse in
Tabelle 5 ein.

22. Berechnen Sie fiir jede Platte den prozentualen Anteil aller weiBen Kolonien.
23. Vergleichen Sie Ihre Vorhersagen in Tabelle 4 mit Ihren Ergebnissen. Notieren und

beschreiben Sie Ubereinstimmungen oder Unterschiede in Tabelle 5. Geben Sie fiir jeden
Unterschied eine Erkldrung an.
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Teil 3. Besprechung der zur Aufbereitung der Laboraktivitaten
vorgesehenen Fragen

A. Erklaren Sie, inwiefern die Koloniefarbe als Beweis fiir den Status des lacZ-Gens in den
Bakterien verwendet werden kann.

B. Welche Platten zeigen Hinweise darauf, dass das lacZ-Gen durch Cas9 geschnitten wurde?

C. Welche der Platten mit Hinweisen darauf, dass das lacZ-Gen geschnitten worden ist, weist/
weisen auch Hinweise darauf auf, dass die geschnittene DNA repariert wurde? Beachten
Sie, dass die Reparatur von DNA nicht bedeutet, dass auch die Funktion eines Gens

repariert wird.

D. Was passiert mit einem Bakterium, wenn ein DNA-Doppelstrangbruch nicht repariert wird?

20



E. Auf einer Ihrer Platten befinden sich méglicherweise wenige oder gar keine Kolonien.
Formulieren Sie auf der Grundlage Ihrer Versuchsergebnisse eine Hypothese dariiber,

warum keine Kolonien gewachsen sind. Begriinden Sie, warum lhre Versuchsdaten lhre
Behauptung stiitzen.

F. Wenn Sie irgendwelche unerwarteten Ergebnisse erhalten haben, nennen Sie sie hier und
geben Sie eine Hypothese dariiber an, wie sie aufgetreten sein kénnten.

G. Beschreiben Sie mindestens zwei weitere Experimente, die durchgefiihrt werden kénnten,
um zu tiberpriifen, ob in den Bakterien eine chromosomale Geneditierung stattgefunden hat.

explorer.bio-rad.com
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Capstone-Lerneinheit

Identifizierung und Analyse von Cas9-Zielsequenzen
mittels Bioinformatik

Die Fahigkeit des CRISPR-Cas9-Systems zur genauen und dauerhaften Editierung von Genomen hat enorme
Bedeutung fir die Behandlung von Krankheiten. Manche Krankheiten, wie z. B. Erkrankungen der HerzkranzgefaBe,
Sichelzellanamie und Mukoviszidose, werden durch genetische Mutationen verursacht. Eine CRISPR-basierte
Therapie, die die genomische DNA in Zellen editieren kann, kénnte solche Mutationen korrigieren.

Obwohl diese Art von Therapie zunéchst vielversprechend erscheint, gibt es auch Schattenseiten. Wie bei jeder
Therapie gibt es Risiken, die untersucht und verstanden werden missen, bevor Tests am Menschen stattfinden.
Beispielsweise kdnnen Off-Target-Effekte — bei denen ein anderes Gen oder eine andere DNA-Sequenz anstelle
der gewlinschten Zielsequenz editiert wird — schwerwiegende Auswirkungen auf einen Organismus haben. Solche
Risiken kénnen nie vollstandig ausgeschlossen werden. Dennoch mussen ihre Wahrscheinlichkeiten und die
Bedingungen, unter denen sie auftreten kdnnen, beurteilt werden.

Einer der ersten Schritte bei der Entwicklung einer CRISPR-basierten Therapie ist die Bestimmung einer Strategie
fir die Geneditierung und die Auswahl einer Zielsequenz, die Cas9 schneiden soll. In dieser Lerneinheit werden
Sie sich mit den genetischen Grundlagen fir eine Krankheit beschaftigen und sich eine CRISPR-basierte Strategie
fur die Geneditierung Uberlegen, um eine Sequenz auszutauschen, einzusetzen oder zu entfernen. AnschlieBend
werden Sie potenzielle Cas9-Zielsequenzen identifizieren und mithilfe von BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool) des National Center for Bioinformatics Information (NCBI, Teil der National Institutes of Health,

NIH) nach ahnlichen Sequenzen im menschlichen Genom suchen. Anhand dieser Daten werden Sie dann Ihre
potenziellen Cas9-Zielsequenzen hinsichtlich des Risikos von Off-Target-Effekten tUberprifen, um schlieBlich den
vielversprechendsten Kandidaten flir eine CRISPR-basierte Therapie zu bestimmen.

Teil 1. Identifizierung und Katalogisierung von Zielsequenzen

1. Lesen Sie die Hintergrundinformationen iiber die Krankheit, die Sie untersuchen.
Diskutieren Sie innerhalb lhrer Gruppe und beantworten Sie die Fragen zu diesen krankheitsspezifischen
Informationen.
2. Scannen Sie die bereitgestellte DNA-Sequenz und suchen Sie alle potenziellen Cas9-Zielsequenzen darin.
Bericksichtigen Sie Folgendes:
¢ Eine Cas9-Zielsequenz enthalt eine 20 Nukleotide lange Protospacer-Sequenz, stromabwarts
(d. h. in Leserichtung) gefolgt von einer geeigneten PAM-Sequenz (5'-NGG) in 5' nach 3'-Richtung. Eine
Zielsequenz hat also eine Lange von 23 Nukleotiden
e Daher kdnnte es lhre Suche beschleunigen, zuerst nach PAM-Sequenzen zu suchen
e Zielsequenzen kdnnen auf beiden DNA-Strangen gefunden werden, aber immer in Richtung 5' nach 3'
3. Waihlen Sie 2-4 zu untersuchende Zielsequenzkandidaten aus.
Notieren Sie jede Sequenz in der folgenden Tabelle unter Verwendung der folgenden Namenskonvention:
Abgekirzter Name des Gens-lhre Initialen-Nummer. Zum Beispiel GEN9-TRP-1.

Zielsequenzname Positionsnummer des Positionsnummer des  Zielsequenz mit 23 Nukleotiden, 5' nach 3'
ersten Nukleotids letzten Nukleotids
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Teil 2. Durchfiihrung einer BLAST-Suche nach Off-Target-Sequenzen

Mitunter kommt eine Cas9-Zielsequenz komplett oder in Teilen auch an anderer Stelle im menschlichen Genom
vor. Das bedeutet, dass eine sgRNA, die so konstruiert ist, dass sie gegen eine solche Stelle gerichtet ist, Cas9
zu Off-Target-Stellen flihren kann, um dort die DNA zu schneiden. Sie werden die Bioinformatik-Software BLAST

verwenden, um Gene zu finden, deren Sequenzen ganz oder teilweise mit den oben ausgewahlten Zielsequenzen
Ubereinstimmen.

1. Bereiten Sie Ihre Ergebnistabelle vor.
Verwenden Sie die in den Hinweisen fir Kursteilnehmende vorhandene Tabelle fur Bioinformatik-Ergebnisse
oder erstellen Sie selbst eine solche Tabelle in einem Tabellenkalkulationsprogramm.

2. Fiihren Sie eine Suche in BLAST durch.
Die BLAST-Benutzeroberflache wird haufig gedndert. Daher weichen die folgende Anleitung und die
Bildschirmfotos unter Umsténden von der tatséchlichen Benutzeroberflache zum Zeitpunkt lhrer Suche ab.

2.1 Rufen Sie blast.ncbi.nim.nih.gov auf. Diese Website liegt nur in englischer Sprache vor. Zum
besseren Verstindnis sind Ubersetzungen in Klammern angegeben.

2.2 Klicken Sie auf Nucleotide BLAST [BLAST Nukleotide]. Kopieren Sie lIhre Zielsequenz aus lhrer
Tabelle in das Feld Enter Query Sequence [Abfragesequenz eingeben].

blastn | blastp | blastx | thlastn | thlasix |

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
GCCRTCCTCCACGRAACGCAAGS
From

To

Or, upload file Choose File | No file chosen @

Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search @&

2.3 Wahlen Sie unter Choose Search Set > Database [Such-Datensatz auswéhlen > Datenbank]
Human RefSeqGene sequences [Humane RefSeqGene-Sequenzen] (RefSeq_Gene).

Choose Search Set
Database ® Standard databases (nr etc.): ) fRNA/ITS databases () Genomic + ranscript databases

+ [Human RefSeqGene sequences(RefSeq_Gens) e

Exclude Models (XM/XP) [ U onmental sample
Optional

Limit to Sequences from type material
Optional

Entrez Query Youlllll] Create custom database
Gl Enter an Entrez query to limit search @
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25

Wiéhlen Sie Show results in a new window [Ergebnisse in einem neuen Fenster zeigen] und
klicken Sie auf BLAST.

( B“L.ﬂ‘.‘gi— ) Search database Nucleotide collection {nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

#| Show results in a new window

Die BLAST-Suche kann je nach Serverauslastung mehrere Minuten dauern. Wenn die Suche
abgeschlossen ist, erscheint ein d@hnlicher Bildschirm wie unten dargestellt.

< Edit Search Save Search Search Summary ¥ © How to read this report? EBBLAST Help Videos  *DBack to Traditional Results Pagg

| 6 Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence.

ob Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID TWWDF4A5014  Search expires on 10-11 0747 am  Download All v

rogram BLASTN®  Citation v organism only top 20 will appear D exclude
hatabase Zenomic/3606/RefSeqGene  See detals v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
buery ID lcl|Query_29909 + Add organism

escription None Percent Identity E value

to

Holecule type nucleic acid ‘ .
0}

puery Length 23 ‘

therreports  Distance tree of results MSAviewer @ m -
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ™ Manage Columns ~  Show e
selectall 99 sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of results

- Max = Total Query E Per.

Description A i

5 Score Score Cover value Ident cosssion
Homo sapiens proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9), RefSeqGene (LRG_275) on chromosome 1 382 382 100% 0015 9565% NG_0080611
Homo sapiens Gse1 coiled-coil protein (GSE1), RefSeqGene on chromosome 16 282 728 69% 14 10000% NG_054715.1
Homo sapiens scaffold attachment factor B2 (SAFB2), RefSeqGene on chromosome 19 282 282 60% 14 10000% NG_050735.1
Homo sapiens tectorin alpha (TECTA), RefSeqGene on chromosome 11 282 282 60% 14 10000% NG_0116331
Homo sapiens aryl hydrocarbon receptor interacting_ protein like 1 (AIPL1),_RefSeqGene on chromosome 17 282 282 60% 14 100 00% NG_0084741

3. Sehen Sie sich die Ergebnisse der BLAST-Suche an.

3.1

3.2

Ganz oben in den Ergebnissen sollte eine genaue Ubereinstimmung mit Ihrer Abfrage in

dem Gen, mit dem Sie arbeiten, aufgefiihrt sein. Klicken Sie auf den Beschreibungslink und
liberpriifen Sie die angezeigten Informationen. Rufen Sie dann wieder die Seite mit den BLAST-
Ergebnissen auf.

Klicken Sie auf weitere Links in Ihrer Ergebnisliste, um sich an den jeweiligen Informationen zu
orientieren. Rufen Sie dann wieder die Seite mit den BLAST-Ergebnissen auf.
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3.3 Wahlen Sie alle Sequenzen (,Select all“ bzw. ,,Alle auswéhlen®), 6ffnen Sie die Registerkarte
Alignments [Abgleich] und wéhlen Sie dann Alignment view > Query-anchored with letters
for identities [Abgleich-Ansicht > Abfrage-verankert mit Buchstaben fiir Identitdten].

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Alignmentview | Query-anchored with letters for identities v Lmelength:
Pairwise

Pairwise with dots for identities
& Downloa Query-anchored with dots for identities

Query rangs 1: Query-anchored with letters for identities

Flat query-anchored with dots for identities

Query

NG_899@61.1 | Flat query-anchored with letters for identities
NG_854715.1 “== oo

NG_B54715.1 19060 GCCGTCCTCCA 19079
MC QEA718 1 A1E3A CCTOCACCOARN A1E3E

3.4 Sehen Sie sich die Sequenzinformationen an.

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Alignmentview | Query-anchored with letters for identities v ‘ Line leng

& Download v

Query range 1: 1to 23

Query 1 GCCGTCCTCCACGGAACGCAAGG 23
NG_809661.1 5444 GCCGTCCTCCTCGGAACGCAAGG 5422
NG_@54715.1 146685 GCCGTCCTCCACGG 146592
NG_@54715.1 1986e GCCGTCCTCCA 19@87@
NG_@54715.1 416347 CCTCCACGGAA 416357
NG_@58735.1 40254 CCGTCCTCCACGGA 40241
NG_811633.1 30415 GCCGTCCTCCACGG 30482
NG_@es474.1 13213 CCGTCCTCCACGGA 13226
NG_@53112.1 86792 TCCTCCACGGAAC 86730
NG_@53112.1 436838 TCCTCCACGGAA 436827
NG_852808.1 699083 CGTCCTCCACGGA 699871
NG_852621.1 269357 CCGTCCTCCACGG 269345
MG QAR08 1 15824 CTICCACGGAACGE 15214

a. Ihre Sequenz (,Query“ bzw. ,,Abfrage*) erscheint ganz oben in der Liste und ist somit leicht
zu finden. Die restlichen Zeilen enthalten Nukleotidsequenzen von Genen, die mit Ihrer
Suchsequenz ganz oder teilweise libereinstimmen.

b. Die Links auf der linken Seite sind die Zugangsnummern von Referenzgenen. Jedes Gen in
der Datenbank hat eine eigene Zugangsnummer.

c. Rechts von jeder Zugangsnummer befindet sich die Startposition der Abgleichssequenz,
gefolgt von der Sequenz und der Nummer des Nukleotids an der Endposition. Die meisten
Abgleichssequenzen werden nicht in voller Lange mit der Abfragesequenz iibereinstimmen.

3.5 Eines der Ergebnisse ganz oben in der Liste sollte eine genaue Ubereinstimmung mit Ihrer
Abfragesequenz in dem Gen, mit dem Sie arbeiten, sein. Klicken Sie auf die Zugangsnummer.
Uberpriifen Sie, ob die fiir diese Ubereinstimmung (,Match*) angegebenen Informationen korrekt
sind (das heiBt, ob sie mit dem Gen (libereinstimmen, mit dem Sie arbeiten). Ist das nicht der Fall,
liberpriifen Sie, ob Sie die richtige Abfragesequenz eingegeben haben.
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4. Fiigen Sie Anmerkungen zu lhren Ergebnissen hinzu.

4.1 Tragen Sie in Ihre Bioinformatik-Ergebnistabelle fiinf Abgleichsergebnisse (bzw. so viele wie
méglich, wenn es weniger als fiinf gibt) ein, deren Sequenzen die PAM-Sequenz 5'-NGG im
Abgleich mit der PAM-Sequenz der Abfragesequenz enthalten. Dabei ist N ein beliebiges
Nukleotid. Verwenden Sie den Link zur Zugangsnummer, um zusétzliche Informationen zum
Ausfiillen der Tabelle abzurufen. Es kénnen mehrere Ergebnisse fiir eine Zugangsnummer
vorhanden sein.

4.2 Markieren Sie alle durch den Abgleich erhaltenen exakten Ubereinstimmungen in anderen Genen
als Ihrer gewiinschten Zielsequenz.

4.3 Kreisen Sie die ldngste(n) abgeglichene(n) Sequenz(en) auBer Ihrer gewiinschten Zielsequenz ein.
5. Wiederholen Sie die Schritte 2-4 fiir jede Ihrer Zielsequenzen.

Fragen zur Verdeutlichung
A. Warum gibt es méglicherweise mehrere Ergebnisse ausgehend von einer einzigen Zugangsnummer?

B. Warum kénnte es sich bei einer exakten, durch den Abgleich erhaltenen Sequenziibereinstimmung
auch um eine Off-Target-Stelle handeln?

C. Zeigt das Vorhandensein von Ubereinstimmungen nach dem Abgleich ein héheres oder niedrigeres
Risiko von Off-Target-Effekten an?
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Teil 3. Bewertung von Zielsequenzkandidaten

Die sgRNA-Sequenz gibt vor, an welcher Stelle das Enzym Cas9 DNA schneidet. Somit kann dieses Enzym DNA
Uberall dort schneiden, wo es auf eine komplementare Sequenz trifft, auch an Stellen, an denen dies gar nicht
erwinscht ist. Solche unbeabsichtigten Schnitte werden als Off-Targets bezeichnet. In Experimenten wurde
festgestellt, dass Cas9 DNA mitunter auch dann schneidet, wenn Fehlpaarungen zwischen der sgRNA- und der
DNA-Sequenz vorliegen. Das bedeutet, dass DNA-Sequenzen, die nur teilweise mit der sgRNA {bereinstimmen,
maoglicherweise Off-Target-Schnittstellen sind, wenngleich die PAM-Sequenz vorhanden sein muss. Im Allgemeinen
gilt: Je mehr Fehlpaarungen zwischen einer DNA-Sequenz und der sgRNA bestehen, desto unwahrscheinlicher ist
es, dass Cas9 schneidet.

1. Uberlegen Sie sich drei Kriterien, die verwendet werden kénnten, um die in Frage kommenden
Zielsequenzen nach ihrer Sicherheit fiir die therapeutische Verwendung einzustufen. Verwenden Sie
bei der Auswahl der Kriterien die Abgleichsergebnisse aus Ihrer BLAST-Suche sowie die Informationen,
die Sie gelesen haben, und beriicksichtigen Sie auch die Gesichtspunkte aus den Fragen zur
Verdeutlichung. Erldutern Sie fiir jedes Kriterium, wie es Ihnen bei der Beurteilung einer potenziellen
Zielsequenz helfen wird.

2. Verwenden Sie Ihre Kriterien, um die in Teil 1, Schritt 3 ausgewéhlten Zielsequenzkandidaten zu
beurteilen und einzustufen. Formulieren Sie eine Hypothese dariiber, welche in Frage kommende
Zielsequenz ausgehend von |lhrer Beurteilung die beste Option fiir Ihre therapeutische Anwendung ist,
und begriinden Sie Ihre Wahl.
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Fragen zur Verdeutlichung
A. Welche zwei zuséatzlichen Informationen oder Experimente wiirden Ihnen helfen, wenn Sie die
Beurteilung der Zielsequenzkandidaten zur Verwendung in einer Therapie fortsetzen miissten?

B. Welche gesundheitlichen Probleme kénnten sich aus einer Off-Target-Aktivitdt von CRISPR-Cas9
ergeben?

C. Wie wiirden Sie entscheiden, ob das Risiko einer Off-Target-Aktivitat fiir eine CRISPR-Cas9-Therapie
niedrig genug ist, um von einer sicheren Anwendung ausgehen zu kénnen?

D. Sollten Off-Target-Effekte fiir nichttherapeutische CRISPR-Experimente im Labor beriicksichtigt
werden? Erklaren Sie, warum bzw. warum nicht.

E. Sollte es Ihrer Ansicht nach Unterschiede zwischen der Bewertung des Off-Target-Risikos fiir CRISPR-
basierte Therapien und fiir CRISPR-Laborexperimente geben?
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Erkrankungen der Herzkranzgefale

Hintergrundinformationen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind mit jéhrlich 17 Millionen Sterbefallen weltweit die haufigste Todesursache.

Eine Form von Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind Erkrankungen der HerzkranzgeféBe (koronare Herzkrankheiten,
KHK). Hier kommt es aufgrund von Ablagerungen zu einer Verengung von BlutgefaBen in der Nahe des Herzens.
Die Anzahl der dadurch bedingten Sterbefalle belduft sich jahrlich auf fast 8 Millionen. Es hat sich gezeigt, dass
die Senkung des LDL-Cholesterins (LDL = Low Density Lipoprotein) das KHK-Risiko wirksam reduziert. LDL-
Rezeptoren (LDLR) in der Leber entfernen LDL aus dem Blutplasma. Die Menge an LDLR selbst wird jedoch
durch die Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) reduziert, eine Serinprotease, die die Rezeptoren
bindet und abbaut (Abbildung 6). Menschen mit Mutationen im PCSK9-Gen haben normalerweise niedrigere LDL-
Cholesterinwerte, wahrscheinlich weil sie mehr LDL-Rezeptoren zur Beseitigung des LDLs haben.

Auf Geneditierung basierende Therapiestrategie

Ziel einer Therapie durch Geneditierung kann es sein, die Funktion des PCSK9-Enzyms zu reduzieren oder ganz
zu blockieren. Eine Strategie besteht darin, das Gen zu unterbrechen, indem innerhalb von Exon 1 ein Schnitt
vorgenommen und eine nicht-homologe Endverkntpfung (NHEJ) erméglicht wird. Diese Strategie wirde die
Menge des funktionierenden PCSK9-Enzyms in der Leber verringern. Dadurch wiirde sich wiederum der Abbau
der LDL-Rezeptoren verringern, sodass mehr LDL-Cholesterin aus dem Blutkreislauf entfernt werden kann.

PCSK9 vorhanden PCSK9 nicht vorhanden
PCSK9 ' A LDL
oL
Bildung des Bildung des
LDL-LDLR-PCSK9- LDL-LDLR-Komplexes
Komplexes
LDLR - ‘
/ . \ / \
[ | [ |
\ / Endozytose \ / r
\ _ des Komplexes Endozytose N\ .
e des Komplexes ~ " _~

/

LDLR-Recycling
LDL-Abbau

V

Abbau von LDL,
LDLR und PCSK9

Abb. 6. Abbau von LDL bei Vorhandensein bzw. ohne Vorhandensein von PCSKO.
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Fragen zur Verdeutlichung

A. Beschreiben Sie, wie sich die Unterbrechung von PCSK9 auf die Expression des Gens auswirken
wiirde. Zeichnen Sie ein Modell, das ihre Beschreibung veranschaulicht.

B. Beschreiben Sie zwei potentielle Vorteile und zwei potentielle Nachteile der Durchfiihrung einer
solchen Therapie nur an Leberzellen.

C. Ist diese Geneditierungsstrategie ein Beispiel fiir das Austauschen, Einsetzen oder Entfernen einer
Sequenz?

Informationen zur Sequenz des PCSK9-Gens
Genzugangsnummer: NG_009061.1

Genreferenz: Homo sapiens Proprotein-Convertase Subtilisin/Kexin Typ 9
Genkiirzel: PCSK9

Die unten angegebene Sequenz ist ein Auszug aus PCSK9, Exon 1, Nukleotidposition 5.387 bis 5.446.

5387 5'-GGACGAGGACGGCGACTACGAGGAGCTGGTGCTAGCCTTGCGTTCCGAGGAGGACGGCCT-3"' 5446
3'-CCTGCTCCTGCCGCTGATGCTCCTCGACCACGATCGGAACGCAAGGCACCTCCTGCCGGA-5"
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Sichelzellanamie

Hintergrundinformationen

Sichelzellanamie ist eine erbliche Blutkrankheit, bei der die roten Blutkdrperchen einer Person sichelférmig
werden, wodurch sich das Risiko von Blutgerinnseln erhdht. Wenn wir uns am Knie aufschiirfen oder uns in den
Finger schneiden, bildet sich dort &uBerlich ein Blutgerinnsel, das einen Schorf Uber der Wunde bildet und die
Wundheilung férdert. Wenn sich jedoch Blutgerinnsel im Korper bilden, kénnen sie BlutgefaBe verstopfen und
Schmerzen verursachen oder sogar zum Tod fUhren. Jedes Jahr sterben etwa 100.000 Menschen an den Folgen
einer Sichelzellanamie.

Sichelzellandmie wird durch einen Einzelnukleotidpolymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) im
Gen fir Himoglobin B (HBB) verursacht, der als rs334 bezeichnet wird. Menschen, die an rs334 ein homozygotes
Adenin aufweisen, bilden normales Hamoglobin, wohingegen diejenigen, die an rs334 ein homozygotes Thymin
aufweisen, ein verandertes Hdmoglobin bilden und die Krankheit haben. Heterozygote Personen entwickeln

keine Krankheitssymptome, haben aber eine erhéhte Resistenz gegen Malaria, was ihre evolutionédre Fitness in
Regionen erhéht, in denen Malaria verbreitet ist.

Auf Geneditierung basierende Therapiestrategie

Ziel einer auf Geneditierung basierenden Therapie der Sichelzellandmie ist es, die Expression von
funktionierendem Hamoglobin zu erméglichen, das keine Sichelzellen bildet. Die Himoglobin enthaltenden

roten Blutkdrperchen werden aus hdmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark gebildet (Abbildung 7). Eine
mogliche Gentherapiestrategie besteht darin, einem Patienten hdmatopoetische Stammzellen zu entnehmen,

das HBB-Gen in diesen Zellen zu editieren und die editierten Zellen dem Patienten dann wieder zuzufiihren.
Durch die Verwendung patienteneigener Zellen verringert sich die Wahrscheinlichkeit einer AbstoBung durch das
Immunsystem des Patienten erheblich. Mittels CRISPR-basierter Geneditierung wird das Thymin an rs334 durch
Adenin ersetzt, indem ein Schnitt in der Nahe des SNP vorgenommen und die richtige Sequenz unter Verwendung von
homologiegesteuerter Reparatur bzw. homologer Rekombination (Homology Directed Repair, HDR) eingesetzt wird.

Lymphatische

Stammzelle
Knochen /
Hamatopoetische Pluripotente Myeloische Erythrozyten
Stammzelle héamatopoetische Stammzelle (rote Blutkdrperchen)
Stammzelle

Gewebe des roten
Knochenmarks

Abb. 7. Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen zu roten Blutkérperchen.

explorer.bio-rad.com 31



Fragen zur Verdeutlichung

A. Warum ist es fiir diese Geneditierungsstrategie sinnvoll, nur die DNA von hdmatopoetischen
Stammzellen zu editieren?

B. Welche anderen Zellen kénnten editiert werden, um dhnliche Ergebnisse zu erzielen? Nennen Sie
zwei potenzielle Vorteile und zwei potenzielle Nachteile der Editierung dieser Zellen anstelle von
hdmatopoetischen Zellen.

C. Ist diese Geneditierungsstrategie ein Beispiel fiir das Austauschen, Einsetzen oder Entfernen einer
Sequenz?

Informationen zur Sequenz des HBB-Gens
Genzugangsnummer: NG_059281.1

Genreferenz: Homo sapiens Hamoglobin Untereinheit beta (HBB),
RefSeqGene auf Chromosom 11
Genkilirzel: HBB

Die unten angegebene Sequenz ist ein Auszug aus HBB, Nukleotidposition 5.053 bis 5.106, wobei rs334
fettgedruckt und mit einem Sternchen dargestellt ist.

*

5053 5'-GGTGCATCTGACTCCTGTGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGT-3' 5106
3'-CCACGTAGACTGAGGACACCTCTTCAGACGGCAATGACGGGACACCCCGTTCCA-5"
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Mukoviszidose

Hintergrundinformationen

Mukoviszidose (auch als cystische Fibrose bzw. CF bezeichnet) ist eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung
der Lunge, der Bauchspeicheldriise und des Dinndarms. Von der Krankheit sind weltweit etwa 70.000 Menschen
betroffen. Sie verursacht eine Ansammlung von zdhem Schleim in diesen Organen und flihrt hdufig zu schweren
Lungeninfektionen. Ohne Behandlung werden die meisten Patienten mit Mukoviszidose nicht &lter als 20 Jahre.
Die Krankheit wird durch Mutationen im CFTR-Gen (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) auf
Chromosom 7 verursacht. Die hdufigste Mutation ist eine In-Frame-Deletion von drei Basenpaaren in Exon 11,
das Phenylalanin (F508del) codiert. CFTR ist ein Protein, das Chloridionen durch die Zellmembran transportiert,
was fir die effektive Entfernung von Schleim aus den Atemwegen entscheidend ist (Abbildung 8). Die Mutation
F508del beeintrachtigt die normale Entstehung von CFTR.

Auf Geneditierung basierende Therapiestrategie

Das Ziel einer Therapie durch Geneditierung bei Mukoviszidose ist die Reparatur des CFTR-Gens in den
epithelialen Stammzellen der Lunge. Ein therapeutisches Medikament wird wahrscheinlich durch Inhalation
angewendet werden, damit es direkt in die Lunge gelangt, und die Editierung wird in vivo stattfinden. Mithilfe der
CRISPR-Technologie wirde ein Schnitt in Exon 11 in der N&he der F508del-Mutation von CFTR durchgefuhrt
werden. AnschlieBend wirde mittels CRISPR-vermittelter homologer Rekombination die Mutation durch eine
gesunde Version des Gens ersetzt werden.

Normale Person

L4 Normale
|~ Schleimschicht

Normaler CFTR

[——
Epithelzellmembran

Normaler Atemweg
in der Lunge

Normale Lunge

°
&———+— Chlorid-lonen
o

Patient mit Mukoviszidose

Dicke
Schleimschicht

Kein CFTR

Epithelzellmembran

Lunge bei Mukoviszidose Lungenatemweg
bei Mukoviszidose

Chlorid-lonen

Abb. 8. Die Schleimschichten in den Atemwegen der Lunge von gesunden Patienten und solchen mit
Mukoviszidose.
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Fragen zur Verdeutlichung

A. Beschreiben Sie, wie sich die Editierung von CFTR auf die Expression des Gens auswirken wiirde.
Zeichnen Sie ein Modell, das ihre Beschreibung veranschaulicht.

B. Beschreiben Sie zwei potentielle Vorteile und zwei potentielle Nachteile einer Mukoviszidose-Therapie

durch Geneditierung, die durch Inhalation stattfindet, im Vergleich zu einer Therapie durch Einnahme
oder Injektion oder einer anderen Methode?

C. Ist diese Geneditierungsstrategie ein Beispiel fiir das Austauschen, Einsetzen oder Entfernen einer
Sequenz?

Informationen zur Sequenz des CFTR-Gens
Genzugangsnummer: NG_016465.4

Genreferenz: Homo sapiens CF-Transmembran-Leitfdhigkeitsregulator (CFTR)
Genkilirzel: CFTR

Die unten angegebene Sequenz ist ein Auszug aus Exon 11 des CFTR-Gens, Nukleotidposition 98.756 bis
98.815, wobei die aus drei Nukleotiden bestehende Mutation fettgedruckt und mit einem Sternchen dargestellt ist.

* % %
98756 5'-TTCTGTTCTCAGTTTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATCTTTGGT-3' 98815
3'-AAGACAAGAGTCAAAAGGACCTAATACGGACCGTGGTAATTTCTTTTATAGTAGAAACCA-5"
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Bioinformatik-Tabelle
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Glossar

Arabinose-induzierbarer Promotor — Promotor, der von Natur aus in bakteriellen Systemen vorkommt und in vielen
Expressionsplasmiden verwendet wird, um die Regulierung der Expression eines Zielgens zu erméglichen: Die
Expression wird induziert, wenn Arabinose vorhanden ist, und unterdriickt, wenn es nicht vorhanden ist.

Cas9 - CRISPR-assoziiertes Protein 9, eine Endonuklease, die an einer bestimmten Stelle innerhalb einer gréBeren
Erkennungssequenz oder Zielstelle einen Doppelstrangbruch (Schnitt) in der DNA erzeugt. Ist an der natirlichen
Abwehr bestimmter Prokaryoten gegen DNA-Viren beteiligt und wird auch h&ufig in gentechnischen Anwendungen
eingesetzt, um DNA an Stellen zu schneiden, die durch eine Guide-RNA (gRNA) vorgegeben sind.

CRISPR - gruppierte kurze palindromische Wiederholungen mit regelmaBigen Absténden (englisch: ,,Clustered
Regularly Interspaced Palindromic Repeats”) sind Sequenzen im Genom mancher Prokaryoten, die als genomisches
Archiv friiherer Virusangriffe dienen. Bakterien verwenden diese Sequenzen zusammen mit CRISPR-assoziierten
(Cas) Proteinen, um eindringende Viren kiinftig erkennen und unschéadlich machen zu kénnen. In der Forschung
macht man sich dieses System flir gentechnische Zwecke zunutze.

Donor-DNA-Matrize — Eine DNA-Sequenz, die fir die homologiegesteuerte Reparatur bei Anwendungen mit
CRISPR-Geneditierung erforderlich ist. Kann eine gewlinschte Sequenz enthalten, die auf beiden Seiten von
,Homologiearmen“ flankiert ist, die mit der Sequenz stromaufwarts und stromabwarts vom Schnitt lbereinstimmen.

B-Galactosidase - Ein Enzym, das vom lacZ-Gen codiert wird und Galactose enthaltende Kohlehydrate (zum
Beispiel Laktose) hydrolysiert. Praktischerweise spaltet es auBerdem die farblose Verbindung X-Gal in zwei Teile auf,
von denen einer ein tiefblaues Pigment bildet.

Guide-RNA (gRNA) - Nichtcodierende, kurze RNA-Sequenz, die an Cas9 und an komplementare DNA-
Zielsequenzen bindet, wobei Cas9 seine Endonuklease-Aktivitat austibt, um den DNA-Zielstrang zu schneiden.

Leitregion — Teil der CRISPR-RNA oder crRNA in der Natur, eine typischerweise 20 Nukleotide lange Region der
sgRNA, die komplementédr zur DNA-Zielsequenz ist und vorgibt, wo Cas9 schneidet. Diese Sequenz lasst sich fir
wissenschaftliche Zwecke leicht und gezielt verandern.

Homologe Rekombination (HDR) — DNA-Reparaturmechanismus, bei dem bestimmte Proteine eine
doppelstrangige DNA mithilfe einer Donor-DNA-Matrize reparieren.

Isopropyl-p-d-1-thiogalactopyranosid (IPTG) — Ein nicht metabolisierbares Analogon von Laktose, das die
Transkription des lac-Operons induziert.

lacZ - Teil des lac-Operons in E. coli. Dieses Gen codiert das Enzym p-Galactosidase. Das lacZ-Gen wird seit
Jahrzehnten in der Molekularbiologie als Zielstelle fiir das Einfligen von DNA-Sequenzen verwendet, da die Farbe
der Bakterienkolonie anzeigt, ob das Einfligen erfolgreich war.

Nicht-homologe Endverkniipfung (NHEJ) - DNA-Reparaturmechanismus, bei dem bestimmte Proteine die Enden
eines DNA-Doppelstrangbruchs wieder miteinander verkniipfen. Bei diesem Prozess kdnnen eine oder mehrere
Basen, die die Funktion oder Expression eines Gens behindern kénnen, zuféllig eingefligt oder entfernt (deletiert)
werden.
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Protospacer — DNA-Zielregion fiir die Spaltung durch das CRISPR-System.

Protospacer Adjacent Motif (PAM) — Sequenzmotiv unmittelbar neben der Protospacer-Sequenz in der Cas9-
Erkennungssequenz, das fiir die Cas9-Funktion bendtigt wird. Cas9 erkennt die PAM-Sequenz 5'-NGG, wobei N ein
beliebiges Nukleotid sein kann (A, T, C oder G). Wenn Cas9 an die PAM-Sequenz bindet, trennt es die DNA-Strange
der benachbarten Sequenz voneinander, um die Bindung der sgRNA zu ermdglichen. Wenn die sgRNA zu dieser
Sequenz komplementér ist, schneidet Cas9 die DNA.

Geriistregion — Die so genannte transaktivierende CRISPR-RNA (tracrRNA), die ebenfalls von Natur aus vorkommt.
Die Geristregion hat eine Struktur mit mehreren Haarnadelschleifen (das Gerist), mit der sie fest in einer Vertiefung
des Cas9-Proteins bindet. Die Sequenz dieser Region ist normalerweise bei allen sgRNAs gleich.

Single guide-RNA (sgRNA) - Eine gentechnisch hergestellte Form der Guide-RNA, die einen Komplex mit Cas9
bildet. Fusion zweier Regionen mit ca. 100 Nukleotiden, die in der Natur als separate Guide-RNAs vorkommen: die
Leitregion (crRNA) und die Gertustregion (tracrRNA).

X-Gal - 5-Brom-4-chlor-3-indolyl--D-galactopyranosid, eine Verbindung, die aus Galactose besteht, die an ein
substituiertes Indol gebunden ist. Ihre Hydrolyse durch B-Galactosidase ergibt ein unlésliches blaues Pigment und
kann in Bakterienkulturen verwendet werden, um das Vorhandensein von aktiver B-Galactosidase zu bestatigen.
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