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Evolution mit der molekularen Schere untersucht

Reparatur von gegeniiberliegenden Einzelstrangbriichen fuhrt zu Duplikationen von Sequenzen in
der DNA - Publikation in PNAS

Zellkern von Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand), der die genetische Information
enthélt. (Abbildung: Holger Puchta, KIT)

Einen wichtigen Mechanismus der Evolution von Pflanzenge-
nomen haben Forscher am Karlsruher Institut fir Technologie
(KIT) aufgeklart: Anhand der Modellpflanze Ackerschmalwand
untersuchten sie den Ursprung tandemartig wiederholter Se-
quenzen in der DNA und stellten fest, dass solche Sequenzen
dann auftreten, wenn die beiden DNA-Strange in deutlichem
Abstand voneinander gebrochen werden. Die Wissenschaftler
setzten fir ihre Experimente die ,molekulare Schere”
CRISPR/Cas ein. In der Zeitschrift PNAS stellen sie die Ergeb-
nisse vor. (DOI: 10.1073/pnas.1603823113)

Die Evolution der Genome basiert auf Mutationen, das heif3t Veran-
derungen des Erbguts, die an die Nachkommen weitergegeben
werden. Dazu gehdren Verdopplungen vorhandener Sequenzen in
der DNA (Desoxyribonukleinsaure), dem Trager der genetischen
Information. So kdnnen in der Evolution gréRere Genome mit mehr
genetischer Information entstehen. Verschiedene Mechanismen
kénnen zu solchen Verdopplungen fiihren. In Pflanzengenomen
finden sich haufig kiirzere DNA-Sequenzen, die tandemartig dupli-
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ziert sind. Wie solche Sequenzen entstehen, haben nun Forscher
am Botanischen Institut Il des KIT herausgefunden. ,Die DNA be-
steht ja aus zwei gegenlaufigen Stréangen. Unsere Ergebnisse zei-
gen, dass die Reparatur von deutlich voneinander entfernten Einzel-
strangbriichen in den beiden gegenlaufigen Strangen eine wichtige
Rolle bei der Entstehung von Duplikationen in Pflanzengenomen
spielt®, erklart Institutsleiter Professor Holger Puchta.

Wie die Wissenschaftler bei Untersuchungen an der Modellpflanze
Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) feststellten, fihrten jeweils
zwei solche Einzelstrangbriche und deren aufeinander abgestimmte
Reparatur neben Deletionen, das heil3t Auslassungen, regelméRig
zu tandemartigen Duplikationen von kiirzeren Sequenzen nahe an
den Bruchstellen. Die Forscher fuihrten die Einzelstrangbriiche ge-
zielt in verschiedenen Regionen des Genoms und in verschiedenen
Abstdnden voneinander herbei und analysierten die Ergebnisse der
Reparatur durch DNA-Sequenzierung.

Um die Einzelstrangbriiche punktgenau zu erzeugen, setzten die
Karlsruher Forscher eine neuartige ,molekulare Schere” ein — eine
spezielle Form des CRISPR/Cas-Systems. ,Bisher konnten wir nur
mit molekularen Scheren arbeiten, die gleichzeitig beide Strange
schneiden und so einen Doppelstrangbruch in der DNA erzeugen.
Mit dem modifizierten CRISPR/Cas System kénnen wir nun erstmals
eine Schere einsetzen, die nur einen Strang schneidet. So ist es
jetzt moglich, die Reparatur solcher Schaden in der DNA im Detail
zu untersuchen®, erlautert Puchta.

Die Bezeichnung CRISPR/Cas steht flir einen bestimmten Abschnitt
auf der DNA (CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) sowie ein Enzym (Cas), das diesen Abschnitt
erkennt und die DNA genau dort schneiden kann. So lassen sich
Gene einfach, schnell und prazise entfernen, einfligen oder austau-
schen.

Holger Puchta war in der Vergangenheit der erste Wissenschaftler
Uberhaupt, der solche molekularen Scheren bei Pflanzen einsetzte.
Bei jenen Untersuchungen zeigte er nicht nur, dass sie sich als
Werkzeug fir gezielte Genomveranderungen nutzen lassen, son-
dern fand auch heraus, dass Doppelstrangbriiche zu gréf3eren Ver-
anderungen in Pflanzengenomen fiihren kénnen. In der neuen Un-
tersuchung, vorgestellt in der Zeitschrift Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America (PNAS), zei-
gen die Forscher vom Botanischen Institut Il des KIT nun, dass auch
die Anwesenheit mehrerer Einzelstrangbriiche in der DNA zu Ge-
nomveranderungen fiihren kann. Solche Einzelstrangbriiche kom-
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men unter natirlichen Bedingungen bei Pflanzen haufig vor, vor
allem dann, wenn sie UV-Licht ausgesetzt sind. ,Der neu entdeckte
Mechanismus ist daher fiir das Verstandnis der Evolution von Pflan-
zengenomen von grof3er Wichtigkeit®, sagt Holger Puchta.

Simon Schiml, Friedrich Fauser, and Holger Puchta: Repair of adja-
cent single-strand breaks is often accompanied by the formation of
tandem sequence duplications in plant genomes. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 2016. DOI: 10.1073/pnas.1603823113

Das Karlsruher Institut fir Technologie (KIT) verbindet seine
drei Kernaufgaben Forschung, Lehre und Innovation zu einer
Mission. Mit rund 9 300 Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern sowie
25 000 Studierenden ist das KIT eine der grof3en natur- und
ingenieurwissenschaftlichen Forschungs- und Lehreinrichtun-
gen Europas.

KIT — Die Forschungsuniversitat in der HelImholtz-Gemeinschaft
Das KIT ist seit 2010 als familiengerechte Hochschule zertifiziert.
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