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ó Prokaryotische Organismen dominieren
alle erdenklichen Habitate und können selbst
unwirtlichste Bedingungen tolerieren. Ihr
Überleben ist aber stetig durch eine mindes-
tens zehnfache Übermacht mobiler, zumeist
parasitärer, genetischer Elemente bedroht.
Zur Abwehr haben Mikroorganismen eine
Vielzahl von Abwehrstrategien entwickelt.
Die angreifenden Viren überwinden diese Ver-
teidigungslinien jedoch immer wieder und es
resultiert ein endloses Wettrüsten. Erst vor
kurzem wurde eine neue Form der Abwehr
bei Prokaryoten entdeckt, die adaptiv, ver-
erbbar und hochspezifisch ist. Es ist eine Art
Immunantwort der Prokaryoten, wie sie bis-
her nur für Eukaryoten angenommen wurde.
Das CRISPR-Cas-System verleiht Immunität
indem die eindringende Nukleinsäure
sequenzspezifisch erkannt und schließlich
eliminiert wird (Abb. 1). Hierzu generieren
die Zellen durch Integration von Abschnitten
der Angreifer-DNA ein in ihrem Genom ver-
ankertes Immungedächtnis (CRISPR-Loci).
Die gespeicherte Information wird durch

Transkription in kleine RNA-Moleküle
(crRNA) für die Zelle nutzbar gemacht. Sie
werden Teil eines Effektorkomplexes (Casca-
de) und dirigieren diesen bei erneutem Kon-
takt mit dem Angreifer zu dessen Erbgut, das
dann eliminiert wird (zusammengefasst u. a.
in [1]).

Die Anwendung dieser durch kleine RNA-
Moleküle zu programmierenden Effektor-
komplexe ist die größte biotechnologische Ent-
deckung der letzten Jahre. Die Nutzung als
gentechnologisches Werkzeug revolutioniert
momentan die Molekularbiologie und ver-
spricht ein breites Anwendungsspektrum bis
hin zur gezielten Anwendung in der Medizin
[2].

Über viele mechanistische Details und spe-
ziesspezifische Charakteristika ist noch sehr
wenig bekannt zumal sich CRISPR-Cas-Sys-
teme in fünf Typen und zahlreiche Subtypen
gliedern. Eines der wenigen eingehend unter-
suchten archaealen Systeme ist das Typ I-B-
System des salzliebenden Haloarchaeons
Haloferax volcanii [3].

Die Abwehrreaktion beruht nicht nur auf
Faktoren der Wirtszelle allein, sondern auch

auf Motiven innerhalb des Genoms des
Angreifers. Um eine Interferenzreaktion zu
lizenzieren, muss der mit der crRNA über-
einstimmende Abschnitt der Fremdnuklein-
säure von kurzen Sequenzmotiven, den PAMs
(protospacer adjacent motifs) flankiert wer-
den. Eine umfassende in vivo-Analyse zeigte,
dass sechs Trinukleotid-Sequenzen eine Inter-
ferenzreaktion in H. volcanii auslösen kön-
nen [4]. Dies ist die höchste bisher bekannte
Anzahl von PAM-Sequenzen und ermöglicht
es der Zelle, klonaler Divergenz und indivi-
duellen Mutationen innerhalb der Angreifer-
population durch ein breiteres Erkennungs-
potenzial zu begegnen. Die Erkennung des
Angreifers ist nicht nur von der Präsenz einer
PAM-Sequenz anhängig sondern wird v. a.
durch die Basenpaarung zwischen dem
angreiferspezifischen Spacer-Abschnitt der
crRNA und dem entsprechenden Bereich der
Fremd-DNA bestimmt. Wie eine Mutations -
analyse zeigt, umfasst diese Seed-Sequenz für
Haloferax im PAM-proximalen Bereich
13 Nukleotide. Lücken innerhalb der Seed-
Sequenz werden toleriert und, wie für das
Escherichia coli-System verfügbare Struktur-

Elisabeth-Gateff-Preis der GfG

CRISPR-Cas mit einer Prise Salz – Immunabwehr
der Prokaryoten

LISA-KATHARINA MAIER

BIOLOGIE II, UNIVERSITÄT ULM

Lisa-Katharina Maier
Jahrgang 1985. 2004–2010
 Studium der Biologie, Universität
Ulm, gefördert durch die
 Studienstiftung des deutschen
Volkes. 2010–2014 Promotion
bei Prof. Dr. A. Marchfelder zu
RNA-Metabolismus und Immun-
abwehr in Haloarchaeen.



daten zeigen, durch die Anordnung bzw.
Struktur der Komponenten des Effektorkom-
plexes bedingt [5–8].

Neben den Voraussetzungen für eine funk-
tionelle Interferenzreaktion ist eine Verein-
fachung und Reduktion des Systems essen-
ziell für eine mögliche Anwendung als Werk-
zeug zur gezielten Genregulation in archaea-
len Systemen. Für Haloferax konnte ein Sys-
tem etabliert werden, das die CRISPR-Cas-

unabhängige Produktion einer crRNA erlaubt.
Durch diese Entkopplung der Biogenese- und
Interferenzphase der Immunantwort konnte
eine minimale crRNA, sowie ein minimaler
Effektorkomplex definiert werden [9]. Diese
Erkenntnisse werden es ermöglichen, in
naher Zukunft auch weitere CRISPR-Cas-Sys-
teme als Werkzeuge einzusetzen und so die
Vielfalt molekularbiologischer Techniken zu
erweitern. ó
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˚ Abb. 1: Übersicht über die dreiphasige Immunantwort des CRISPR-Cas-Systems. Nach Infek-
tion der Zelle wird ein Abschnitt der Fremd-DNA in den CRISPR-Locus der Zelle integriert (Adapta-
tionsphase). Die gespeicherte Information über den Angreifer wird in eine kleine RNA (crRNA)
übersetzt (Expressionsphase). Die crRNA ermöglicht bei einer Reinfektion der Zelle die sequenz-
spezifische Erkennung des Angreifers und den Abbau der Fremd-DNA (Interferenzphase).


