SONDERHEFT =¥ t4%

MATERIAL- PFLANZENGENETIK | EXPERIMENT
FORSCHUNG Genomsequenzen Pauline und die
Gesteinsbesiedelnde sichtbar machen AusreilRer

Verband‘ Biologie, Biowissenschaften
& Biomedizin in Deutschland

Pilze

BIOLOGIE

IN UNSERER ZEIT

e @ @
\
.
@
@
) e
-«
‘0* e
] ~
=
»
N B = 3
- e
Do o ¥ o 7@
. Sy 2
\ b
=
o*

J
J

CRISPR: Casg

~ i
: ‘ {

... mehr als-nur &
VerteMlgung

.
.


www.biuz.de

DOI:10.11576/biuz-7580

Anwendung von CRISPR-dCas9- ba5|erten'Methoden
in lebenden und fixierten Pflanzenzellen

Genomische Sequenzen
sichtbar machen

ANDREAS HOUBEN | BHANU PRAKASH POTLAPALLI | SOLMAZ KHOSRAVI

Mit der Entdeckung programmierbarer
DNA-Bindungsproteine wurden Methoden
entwickelt, die die Sichtbarmachung von
definierten DNA-Sequenzen in lebenden
Zellen und in fixierten Chromosomen und
Zellkernen erméglichen. Anwendungen und
das Potenzial programmierbarer DNA-Bin-
dungsproteine mit Schwerpunkt auf CRISPR-
Cas9-basierter Chromatinmarkierung in der
Pflanzenwissenschaft werden vorgestellt.

ie riumliche und zeitliche Organisation von Chromo-
Dsomen und Zellkernen wird zunehmend als wichtig
fiir die Regulierung von Funktionen wie Genexpression,
DNA-Replikation und Reparatur sowie fiir die korrekte
Segregation des genetischen Materials wihrend der Zell-
teilung erkannt. Die bereits Ende der 1960er Jahre entwi-
ckelte in-situ-Hybridisierung ist eine bewihrte und weit
verbreitete Methode zur Kartierung von DNA-Sequenzen
in Chromosomen und Zellkernen in Forschung und Medi-
zin. Diese Methode basiert darauf, dass eine markierte
DNA-Sonde iiber Basenpaarungen an die nachzuweisende
DNA bindet [1]. Dadurch kommt es zur Hybridisierung
von komplementiren Basen auf zwei Nukleinsiureeinzel-
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stringen. Zum Nachweis von fluoreszenzmarkierten Pro-
ben ist der Einsatz von Fluoreszenzmikroskopen notwen-
dig. Der Nachweis genomischer Loci in lebenden Zellen
ist aber mit dieser Methode nicht moglich.

Um definierte DNA-Sequenzen in lebenden Zellen
sichtbar zu machen, wurde in jliingerer Zeit eine Reihe von
Ansitzen entwickelt, die unter anderem auf programmier-
baren DNA-Bindeproteinen basieren. Die Entdeckung des
Typ-II-Systems der CRISPR-assoziierten Endonuklease 9
(Cas9) hat nicht nur die Etablierung neuer Werkzeuge zur
gezielten Editierung von DNA-Sequenzen ermoglicht, son-
dern auch das Feld der Chromatin-Bildgebung revolutio-
niert [2]. Mutationen in zwei Dominen des Cas9-Proteins
filhrten zur Erzeugung eines katalytisch inaktiven, soge-
nannten ,toten“ Cas9-Proteins (dCas9, wobei ,,d“ fur dead
= tot steht) [2]. Das dCas9-Protein hatte damit seine DNA-
Schneideaktivitit verloren und konnte nach Verbindung
mit einem fluoreszierenden Protein - wie zum Beispiel
dem griin fluoreszierenden Protein GFP - fiir die DNA-
Bildgebung programmiert werden [3]. Diese dCas9-Vari-
ante wurde in Kombination mit Target-spezifischer
gRNA (guide RNA = Leit-RNA) erfolgreich fiir die Visuali-
sierung repetitiver und unikaler Sequenzen in lebenden
Zellen nicht-pflanzlicher Systeme eingesetzt (Ubersicht in
[4D.

In Pflanzen wurde CRISPR Live Imaging zur Sichtbar-
machung von Telomer-Sequenzen in den lebenden Blatt-
zellen der Wildtabakpflanze Nicotiana benthamiana
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ABB. 1 | VISUALISIERUNG GENOMISCHER SEQUENZEN IN LEBENDEN ZELLEN
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b) GFP-MCP

MS2 stem-loop sgRNA
/

CRISPR-dCas9 Live Imaging zur Sichtbarmachung definierter genomischer Sequenzen in lebenden Zellen. a) dCas9 ist
mit einem fluoreszierenden GFP-Protein direkt markiert (in Griin). b) Indirekte Markierung von dCas9 mit Aptameren.
In das sgRNA-Geriist (sg = single guide) ist eine als Aptamer bezeichnete stem-loop-Struktur integriert (MS2), die mit
fluoreszierenden Aptamer-Bindungsproteinen erkannt werden kann (GFP-MCP, in Griin). c) Einzelner Zellkern von
transient transformierten Tabakpflanzen (Nicotiana benthamiana) mit CRISPR-Cas9-markierten Telomeren (griine
Punkte). d) Die Dynamik von Telomeren innerhalb von 15 Minuten ist graphisch dargestelit.

eingesetzt [5] (Abbildung 1a). Dieses Experiment bewies,
dass Telomere in der Peripherie von Zellkernen lokalisiert
sind. Dariiber hinaus zeigte die Verfolgung einzelner Telo-
merpositionen liber einen Zeitraum von 30 Minuten die
dynamischen Positionsinderungen der Telomere von bis
zu t 2 um (Abbildungen 1c, d). Die erfolgreiche Ko-Loka-
lisierung von telomeren CRISPR-Signalen und Signalen, die
vom Telomerbindeprotein TRB1 stammen, zeigte, dass
diese Technik auch fiir DNA/Protein-Interaktionsstudien
verwendet werden kann.

Um die Intensitit der CRISPR-Signale zu verbessern,
konnen unter anderem Aptamer-basierte Methoden einge-

- Mit CRISPR Live Imaging kénnen genomische Sequenzen in lebenden Zellen
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden.

- Auf diese Weise kann auch die Dynamik z. B. von Telomeren beobachtet werden.

- CRISPR-CID ist eine Variation, mit der DNA-Sequenzen in fixiertem Material in
situ sichtbar gemacht werden.

- Die CRISPR-CID erfordert keine Fluoreszenzmikroskopie und ist mit kommerziell
erhdltlichen Materialien auch an Schulen durchftihrbar.
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setzt werden. Aptamere sind kurze RNA-Sequenzen, die
durch spezifische RNA-bindende Proteine, die mit fluores-
zierenden Proteinen fusioniert sind, nachgewiesen wer-
den konnen (Abbildung 1b). Neben Live Imaging konnen
Aptamere auch fiir die CRISPR-dCas9-basierte Genregulie-
rung mit Effektorproteinen wie Transkriptionsaktivie-
rungsdominen, Acetyltransferase oder Methyltransferase
verwendet werden. CRISPR Live Imaging kann bisher
noch nicht fiir die spezifische Markierung von DNA-Se-
quenzen in stabil transformierten Pflanzen eingesetzt wer-
den, was darauf hindeutet, dass eine dauerhafte Bindung
des CRISPR-dCa9-Komplexes an seine Ziel-DNA die fiir die
Pflanzenentwicklung erforderlichen Prozesse beeintrich-
tigt [6].

CRISPR-FISH erméglicht die Markierung

genomischer Sequenzen in fixierten Proben
Neben der Markierung von definierten genomischen Se-
quenzen in lebenden Zellen ermoglicht CRISPR-dCas9
auch den spezifischen Nachweis von DNA in fixierten
Chromosomen und Zellkernen. Im Gegensatz zur klassi-
schen in-situ-Hybridisierung erfordert die CRISPR-dCas9-
vermittelte in-situ-Markierung - auch ,CRISPR-FISH“ ge-
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ABB. 2 | VISUALISIERUNG GENOMISCHER SEQUENZEN IN FIXIERTEN CHROMOSOMEN UND ZELLKERNEN

dCas9
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Zentromere
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CRISPR-dCas9-Methoden zur Sichtbarmachung genomischer Sequenzen in fixierten Chromosomen und Zellkernen.
CRISPR-FISH ist eine CRISPR-dCas9-Methode zur Fluoreszenzmarkierung genomischer Sequenzen. a) Rekombinantes
dCas9-Protein wird mit fluoreszierenden guide RNAs (in Rot) assembliert und fiir die CRISPR-FISH eingesetzt.

b) CRISPR-FISH-Markierung von Zentromeren (in Rot) im Zellkern (in Blau) von Arabidopsis thaliana. c) Die Verwen-
dung von unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Leit-RNAs erméglicht den Nachweis unterschiedlicher Sequenzen
mit verschiedenen Farben. Die Leit-RNA besteht aus Ziel-spezifischer crRNA und fluoreszierender tracrRNA. Die Zent-
romere (in Rot) und Telomere (in Griin) der Sojabohnen-Chromosomen (in Blau) wurden markiert und mit einem Fluo-
reszenzmikroskop sichtbar gemacht. d) CRISPR-CID-Nachweis von subtelomeren Sequenzen (in Braun) im Zellkern (in
Rosa) der Winterheckenzwiebel. Durch die Verwendung von alkalischer Phosphatase oder Peroxidase-Enzymen wird
der Einsatz von einem Standard-Durchlichtmikroskop zur Analyse CRISPR-CID markierter Zellkerne und Chromoso-

men ermdéglicht.

nannt - keine Denaturierung der chromosomalen DNA
und ermoglicht daher eine bessere Erhaltung der Chroma-
tinstruktur (Abbildung 2a). Die Verwendung von unter-
schiedlich fluoreszenzmarkierten Leit-RNAs (guide RNA
oder gRNA) ermoglicht das multiplexing der CRISPR-FISH-
Methode. Es konnen somit unterschiedliche Sequenzen
mit verschiedenen Fluoreszenzfarben markiert und mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops parallel nachgewiesen
werden (Abbildungen 2b, ¢). Wichtig ist, dass die CRISPR-
FISH-Reaktion bei einer Temperaturspanne von 4°C bis
37°C funktioniert und mit zusitzlichen Proteindetektions-
und bildgebenden Methoden kombiniert werden kann [7,
8]. Ein weiterer Bonus ist, dass CRISPR-FISH die Echtzeit-
visualisierung des CRISPR-dCas9-basierten DNA-Markie-
rungsprozesses ermoglicht und somit die Kinetik der
Reaktion mit aufzeigt. Derzeit ist die Verwendung von
CRISPR-FISH auf repetitive DNA-Sequenzen beschrinkt,
welche beispielsweise oft in pflanzlichen Genomen gefun-
den werden.

CRISPR-CID ermdglicht den Einsatz von
CRISPR-dCas9 in der Schule
Der fluoreszenzbasierte CRISPR-FISH-Nachweis von
DNA-Sequenzen kann durch nicht-fluoreszenzbasierte
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Methoden ersetzt werden. Dafiir bietet sich der Einsatz
der CRISPR-dCas9-vermittelten chromogenen in-situ-
Detektion (CRISPR-CID) an. Die Detektion spezifischer
Sequenzen in fixierten Chromosomen oder Zellkernen
wird unter Verwendung von alkalischer Phosphatase
oder Peroxidase-Enzymen und einem Standard-Durch-
lichtmikroskop moglich gemacht (Abbildung 2d). Diese
Nachweismethode kann somit auch verwendet werden,
um die Grundlagen von CRISPR-Cas9 in Bildungseinrich-
tungen praktisch zu demonstrieren, auch wenn kein teu-
res Fluoreszenzmikroskop zur Verfiigung steht. Ein ande-
rer wichtiger Vorteil ist, dass fiir die Durchfithrung der
Experimente kein S1-Sicherheitslabor notwendig ist, da
es sich um ein nicht-transgenes Verfahren handelt. Wei-
terhin sind alle fiir CRISPR-CID notwendigen Komponen-
ten kommerziell verfiigbar. Ein detailliertes Protokoll
kann bei Interesse beim Korrespondenzautor angefor-
dert werden.

Zusammenfassung
Enzymatisch inaktives dCas9 kann - mit entsprechenden
gRNAs - eingesetzt werden, um spezifische Sequenzen in
mikroskopischen Prdparaten in situ anzufédrben. Dazu kann
dCas9 direkt mit GFP gekoppelt, die sgRNA mit einem Fluo-
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rophor beladen oder (iber ein Aptamer in der gRNA GFP ge-
bunden werden. Ein groBer Vorteil der Methodik ist, dass
Beobachtungen in vivo vorgenommen werden und so auch
die Dynamik der markierten Sequenzen im Zellkern beob-
achtet werden kann. Mit Hilfe von CID (chromogener in-
situ-Detektion) kann die Methode auch ohne teures
Fluoreszenzmikroskop z. B. an Schulen durchgefiihrt wer-
den.

Summary

Using CRISPR-dCas9-based methods in living

and fixed plant cells: Making genomic

sequences visible
Enzymatically inactive dCas9 can be used with correspond-
ing gRNAs to stain specific sequences in microscopic prepa-
rations in situ. For this purpose, dCas9 can be coupled di-
rectly with GFP, the sgRNA can be loaded with a fluorophore
or bound to GFP via an aptamer in the gRNA. A major ad-
vantage of the method is that observations can be made in
vivo and thus the dynamics of the labelled sequences in the
cell nucleus can also be observed. With the help of CID
(chromogenic in situ detection), the method can also be
carried out without an expensive fluorescence microscope,
e. g. in schools.

Schlagworte
Mikroskopie, in situ, in vivo, CRISPR Live Imaging,
CRISPR-FISH, CRISPR-CID, Telomer, Zentromer, dCas9
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