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CRISPR-Cas-Systeme der Klasse 1 sind bei
Prokaryoten weit verbreitet und durch Effek-
torkomplexe gekennzeichnet, die aus meh-
reren Cas-Protein-Untereinheiten bestehen.
Hierbei zeigen Typ-IV-A-CRISPR-Cas-Systeme
Interferenz gegen Plasmid-Ziele, ohne diese
DNA zu degradieren. Noch viel ungewéhn-
licher: Das Typ-IV-A1-System aus Pseudo-
monas oleovorans ist dabei auch gegen
das eigene Bakteriengenom gerichtet und
requliert gezielt die Genexpression des
Wirts. Der Mechanismus dieses ungewéhn-
lichen CRISPR-Cas-Systems bietet vielseitige
Ansdtze fiir gene silencing.

wha,

m Jahr 2011 wurde ein CRISPR-Cas-System aus Acidithio-

bacillus ferrooxidans erstmals als neuartiger CRISPR-
Typ (Typ-U) Kklassifiziert [1]. Es gab keine Kenntnisse iiber
Mechanismen, die Struktur oder eine mogliche Verwen-
dung. Doch welche Merkmale zeichnen diese inzwischen
als Typ-IV benannten Systeme aus? Ahnlich wie bei eini-
gen Typ-IlI-Systemen werden keine Adaptationsproteine
wie Casl und Cas2 kodiert. Diese Enzyme schneiden
DNA-Fragmente fremder DNA und integrieren sie in die
CRISPR-Arrays, welche bei Typ-IV-Systemen oftmals nicht
direkt neben den cas-Genen liegen oder vollstindig feh-
len. Typ-IV-Systeme sind in der Regel auf mobilen geneti-
schen Elementen wie Plasmiden und nicht auf dem Bak-
terienchromosom kodiert. Sie besitzen keine Endonukle-
ase (wie z.B. Cas3 oder Cas9), die die Ziel-DNA oder -RNA
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schneidet, wehren aber fremde DNA durch einen Interfe-
renz-Mechanismus ab. Anders als bei Cas9 besteht der
CRISPR-Ribonukleoprotein-Effektorkomplex (crRNP) da-
bei aus mehreren Proteinen.

Durch Unterschiede in Sequenz, Struktur und Vor-
kommen der Effektorproteine konnten innerhalb weniger
Jahre mehrere Untergruppen des Typ IV unterschieden
werden [2, 3]. AnschlieBend wurden viele weitere Typ-
IV-CRISPR-Cas-Systeme entdeckt, die unterschiedliche ge-
nomische Strukturen aufweisen. Daraufhin wurde vorge-
schlagen, das Typ-IV-System in fiinf Subtypen einzuteilen
[4]. Der Fokus dieses Beitrags liegt dabei auf dem verbrei-
teten Typ-IV-A-CRISPR-Cas-System.

Ein CRISPR-Cas-System, welches (nicht)
adaptieren kann

Das gramnegative, aerobe Gamma-Proteobakterium Pseu-
domonas oleovorans kodiert - neben einem Typ-I-E- und
Typ-I-F-System auf dem Wirtsgenom - ein CRISPR-Cas-
System des Typ-IV-Al auf einem Megaplasmid (Abbil-
dung 1). Obwohl den Typ-IV-CRISPR-Cas-Systemen Prote-
ine zur Adaptation fehlen, besitzen die meisten dennoch
einen eigenen CRISPR-Array. Dieser deutet darauf hin,
dass das System einst in der Lage war oder noch ist, sich
an fremde DNA anzupassen. Doch wie ist dies ohne ein
Adaptationsmodul moglich? Eine Erklirung zur spacer-
Akquisition ist die Kommunikation des Typ-IV-Systems mit
den anderen CRISPR-Cas-Systemen der Zelle. So sind zum
Beispiel Typ-I-E-CRISPR-Cas-Systeme bekannt dafiir, eine
identische PAM-Sequenz wie das Typ-IV-A1-System zu ver-
wenden und werden mit hoher Wahrscheinlichkeit auch
zur Adaptation des Typ-IV-A genutzt. Die PAM - ein dem
protospacer angrenzendes Motiv - ist normalerweise fiir
jeden CRISPR-Cas-Typ spezifisch und umfasst dabei zwei
bis fiinf Basen. Die Verwendung einer identischen PAM
gibt somit Hinweise auf eine Verbindung des Typ-IV-A-
Systems zum Typ-I-E [5].
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ABB. 1 | AUFBAU DES TYP-IV-A1-CRISPR-CAS-SYSTEMS AUS P. OLEOVORANS
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Nachdem die cas-Gene exprimiert wurden, assoziieren die Proteine mit einer durch Cas6 gereiften CRISPR-RNA (crRNA)
zum crRNP-Effektorkomplex. Dieser besitzt fiinf Untereinheiten des Cas7-Proteins, welche das Riickgrat des Komplexes
bilden und die crRNA halten. Nach Bindung des Komplexes mit komplementdrer DNA, neben welcher sich eine PAM-

Sequenz befindet, wird CRISPR-Interferenz vermittelt.

Typ-IV-A und Plasmide
Typ-IV-A bildet eine Reihe von Effektorproteinen, darun-
ter Cas8 (Csf1), Cas7 (Csf2), Cas5 (Csf3) und Cas6 (Csf5)!.
Dartiber hinaus kodieren Typ-IV-A-Loci fiir eine assoziierte
Helikase der DinG-Familie (Csf4), welche in diesem Zu-
sammenhang auch als CasDinG bezeichnet wird. Gene fiir
Adaptationsproteine fehlen dabei vollig. Erste Einblicke in
die Funktionsweise und den Aufbau von Cas6 gab es
durch Untersuchungen des Bakteriums Aromatoleum
aromaticum EbN1 [6]. Dabei ist Cas6 unverzichtbar fiir
die Reifung (Prozessierung) von crRNAs, welche spezi-
fisch in ctRNPs (CRISPR ribonucleoprotein) des Typ-IV-A
eingebaut werden.

In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass
Plasmide durch das Typ-IV-A1-System aus P. aeruginosa
effektiv abgewehrt werden konnen [7]. Plasmide scheinen
bei Typ-IV-Systemen eine grofle Rolle zu spielen, da insbe-

- Typ-IV-CRISPR-Cas-Systeme erkennen meistens Zielsequenzen in Plasmiden und
besitzen keine DNA-Schneideaktivitiit.

- Die Effektorkomplexe dieser Systeme kénnen auch eingesetzt werden, um gezielt
die Expression von bakteriellen Wirtsgenen zu unterbinden.

- Pseudomonas oleovorans nutzt diese Aktivitdt, um die Produktion von Typ-IV-
Pili zu inhibieren.

- Diese nattirliche Zielerkennung von Plasmiden und genomischer DNA zeigt
evolutiondre Anpassungen des antiviralen Immunsystems CRISPR-Cas.
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sondere Typ-IV-A-Systeme auf sehr groflen Plasmiden -
sogenannten Megaplasmiden (>200 kb) - zu finden sind.
Es wird angenommen, dass die Systeme hierbei Plasmide
mit Antibiotikaresistenzen stabilisieren, wihrend invasive
Plasmide attackiert werden [8].

CRISPR-Interferenz ohne DNA-Degradation?
Der CRISPR-Interferenz geht die Prozessierung von pri-
crRNAs durch Cas6 voraus. Reife crRNAs, welche sich in
ihren spacer-Sequenzen unterscheiden, geleiten den
crRNP anschlieRend zur Ziel-DNA, welche sich auf Plas-
miden, Transposons oder viralen Genomen findet. Analy-
siert man die spacer-Motive der fremden DNA, findet sich
immer ein AAG-Motiv am 5-Ende des protospacer-Ab-
schnitts. Dieses Motiv wurde als PAM-Sequenz identifiziert
und wird gebraucht, um die fremde DNA von der DNA
des Wirtsorganismus zu unterscheiden. Es wurde nachge-
wiesen, dass die PAM-Sequenz zwingend erforderlich ist,
damit das Typ-IV-A-System Interferenz vermittelt [9].

Diese PAM-abhingige CRISPR-Interferenz konnte
durch Experimente mit synthetischen crRNAs, welche auf
Plasmide abzielten, im nativen System bestitigt werden.
Das Typ-IV-A1-CRISPR-Cas-System aus P. oleovorans
wurde anschlieend in Escherichia coli BL21-Al rekon-
struiert und rekombinante crRNPs wurden produziert.
Den Zellen wurden Plasmide mit einem passenden proto-
spacer und unterschiedlichen PAM-Sequenzen zugefiihrt,

! Die Bezeichnungen in Klammern geben eine alternative Nomenklatur an.
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ABB. 2

AKTIVITAT DES TYP-IV-A1-CRISPR-CAS-SYSTEMS AUS P. OLEOVORANS
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Das Typ-1V-A-CRISPR-Cas-System von Pseudomonas oleovorans richtet sich gegen das eigene Genom. Der CRISPR-Lokus
befindet sich auf einem Megaplasmid, wobei eine der nativen spacer-Sequenzen identisch zu einer DNA-Sequenz des
Wirtsgens pilN ist. Da sich neben dieser Sequenz auch ein passendes PAM-Motiv befindet, wird der protospacer vom
Typ-IV-A1-crRNP erkannt. Die spezifische Bindung des Effektorkomplexes fiihrt zu einer CRISPR-Interferenz im eigenen

Genom, ohne dass die DNA abgebaut wird.

wobei erkannt wurde, dass das Motiv 5’-AAN-3" (N = jedes
beliebige Nukleotid) als geeignete PAM-Sequenz gilt und
Plasmide eliminiert werden konnen.

In weiteren Untersuchungen wurden crRNAs einge-
setzt, die das lacZ-Gen im E. coli-Genom binden konnen.
Bei Aktivitit des Typ-IV-A1-Systems sollte damit eine Ver-
inderung der B-Galaktosidase-Expression erkennbar sein.
Da das Protein fiir die Spaltung von X-Gal zustindig ist,
kann Blau-Weif3-Screening zur Analyse genutzt werden.
Wird die B-Galaktosidase nicht blockiert, entstehen hier
blaue Kolonien auf den Agarplatten. Bei einer Inhibierung
der B-Galaktosidase entstehen hingegen weie Kolonien.
Bei den Untersuchungen wurde ersichtlich, dass es keine
Rolle spielte, ob die crRNA den kodierenden oder nicht-
kodierenden DNA-Strang angriff: Bei funktionellen crRNAs
waren in allen Fillen weiRe Kolonien zu sehen, die durch
die Reduzierung der B-Galaktosidase-Aktivitit entstanden.
Die genomische DNA der weiflen Kolonien wurde an-
schliefend untersucht und es war hier kein Abbau der
DNA zu sehen [9]. Anders als Systeme mit Cas3 oder Cas9
agiert das Typ-IV-A1-CRISPR-Cas-System somit womoglich
durch Blockade der Transkription und nicht durch DNA-
Degradation.

Wird die Transkription - beispielsweise durch Pro-
teine, die sich an die DNA anlagern - behindert, kann das
Gen nicht oder nicht vollstindig abgelesen werden. Das
Gen selbst bleibt dabei jedoch intakt. Wird die Transkrip-
tion unterbunden, findet auch keine Produktion der Pro-
teine (Translation) statt. Durch Inhibition der Transkrip-
tion kann somit die Bildung von Proteinen beeinflusst
werden. Im Falle vom TypIV-A1-CRISPR-Cas-System wird
CasDinG dabei eine bedeutende Rolle zugeschrieben.
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CasDinG - Ein wichtiger Faktor

CasDinG ist ein Signaturprotein des Typs IV-A und maf3-
geblich daran beteiligt, die Aufnahme von Plasmiden zu
verhindern [5, 9, 10]. Diese ATP-abhingige 5-3"-DNA-Heli-
kase entwindet in vitro sowohl dsDNA (doppelstringige
DNA) mit einem 5’-Uberhang als auch DNA-RNA-Hybride.
CasDinG wird - wie Cas3 in Typ-I-Systemen - nach Ziel-
erkennung durch den Typ-IV-A-Komplex rekrutiert (Abbil-
dung 2) und ermoglicht eine gezielte Entwindung der
Regionen um die Ziel-DNA [11, 12]. Erst kiirzlich wurde
bekannt, dass CasDinG nicht immer fiir eine erfolgreiche
CRISPR-Interferenz benotigt wird [5]. Befindet sich die
Zielsequenz der crRNA in einer Promoterregion, kann ein
Typ-IV-A-ctRNP die Transkriptionsinitiation auch in Abwe-
senheit von CasDinG unterbinden. Dabei wird vermutet,
dass der ctRNP-Komplex den Zugang des Promoters fiir
die RNA-Polymerase blockiert. CasDinG wird jedoch zwin-
gend benotigt, wenn eine crRNA eine Zielsequenz inner-
halb eines Gens angreift. Der genaue Mechanismus ist
hierbei noch nicht ganz verstanden, aber es scheint plau-
sibel, dass die Helikase-Aktivitit von CasDinG bendtigt
wird, um das Signal der erfolgten Zielerkennung iiber eine
grofere Distanz zu verbreiten. In zukiinftigen Arbeiten
soll hierbei die Interaktion der Helikase mit transkribieren-
den RNA-Polymerasen genauer untersucht werden.

Interferenz im eigenen Genom
Eine Besonderheit des nativen Typ-IV-A1-CRISPR-Arrays in
P. oleovorans ist die Ubereinstimmung des ersten spacer
zu einem protospacer im Wirts-Gen pilN, welches fiir ein
Protein des Typ-IV-Pilus kodiert. Die Existenz einer
5-AAG-3-PAM-Sequenz neben dem pilN-protospacer deu-
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tet darauf hin, dass das Typ-IV-A1-System in P. oleovorans
sich selbst angreifen kann. In einem Stamm mit einer
CRISPR-Array-Deletion (ACRISPR) wurde eine signifikant

(M
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Summary

Type-IV-A CRISPR interference
P. oleovorans type IV-A CRISPR-Cas system targets DNA in
a PAM-dependent manner and can be applied to inhibit
gene expression in the absence of DNA nuclease activity.
This mechanism resembles the CRISPRi method that utilizes
CRISPR-Cas proteins with inactivated catalytic sites or
missing nucleases to stably bind targets and block the
transcription machinery. Synthetic crRNAs were used to
induce CRISPR interference of the native P. oleovorans Type
IV-A1 CRISPR-Cas system. Thus, these special CRISPR-Cas
systems can be applied to regulate the expression of host
genes and they offer possibilities to take action against
pathogenic organisms.

Schlagworte
CRISPR-Cas, Pseudomonas, self-targeting, Typ-IV-A
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