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Translation genomischer RNA gemacht. Stattdes-
sen wird nur ein Teil des Genoms translatiert,
insbesondere die Region, welche fiir die RNA-
Replikase codiert (> Abbildung 10.19b). Letztere
benutzt dann die genomische DNA als Matrize
und stellt somit komplementédre Negativstrange
her; von diesen werden dann wieder mehrere
monocistronische mRNAs erzeugt. Und von die-
sen (,,sekundiren“) mRNAs werden schlieBlich
die Proteine des Coronavirus translatiert (Abbil-
dung 10.19b). Aus den Vollldngen-Negativstran-
gen konnen auch Volllingen-RNA-Genome
erzeugt werden. Neue Virionen von Coronaviren
werden im Golgi-Apparat zusammengebaut,
einer wesentlichen Organelle fiir die Sekretion in
Eukaryoten (Abschnitt 2.16). Die fertigen Virio-
nen werden schlieBlich auf der Zelloberfldche
freigesetzt.
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Abbildung 10.19: Coronaviren. (a) Elektronenmikroskopische
Aufnahme eines Coronavirus; ein Virion hat etwa 150 nm Durch-
messer. (b) Replikationsschritte des Coronavirus. Die mRNA, die
virale Proteine codiert, wird vom Negativstrang aus transkribiert,
den die RNA-Replikase mithilfe des viralen Genoms, das als Mat-
rize dient, herstellt.

B Wie kann die RNA des Poliovirus im Cyto-
plasma erzeugt werden, wihrend die RNA der
Wirtszelle im Zellkern synthetisiert werden
muss?

B Woraus besteht das Polyprotein des Poliovirus?

B Worin dhneln sich die Proteinsynthese und die
Genomreplikation des Poliovirus und des SARS-
Virus, und worin unterscheiden sie sich?

Tierische RNA-Viren
mit Negativstrang

10.9

Einige tierische Viren besitzen Negativstrang-
RNA-Genome (Baltimore-Klasse V, Abbildung 10.2
und Abbildung 10.3). Im Gegensatz zu den gerade
behandelten Positivstrang-Viren sind die Genome
der Negativstrang-RNA-Viren komplementdr zur
gebildeten mRNA. Wir besprechen hier zwei
wichtige Beispiele fiir Negativstrang-RNA-Viren,
das Tollwutvirus und das Influenzavirus. Bisher
kennt man keine Negativstrang-RNA-Bakterio-
phagen oder archaeelle Viren mit Negativstrang-
RNA.

Das Tollwutvirus

Das Tollwutvirus, welches die todlich verlau-
fende neuronale Entziindungskrankheit Tollwut
verursacht, wird als Rhabdovirus bezeichnet (die
Bezeichnung ,,rhabdo” bedeutet ,,Stdbchen® und
bezieht sich auf die Form des Viruspartikels).
Die Rhabdoviren sind patronenférmige Viren
(» Abbildung 10.20a) mit Hiille, wobei es sich um
eine groBfe und komplexe Lipidhiille handelt,
welche das helikale Nucleocapsid umgibt. Das
Virion der Rhabdoviren enthélt mehrere fiir den
Infektionsvorgang unerldssliche Enzyme, insbe-
sondere eine RNA-Replikase. Das Genom von
Negativstrang-Viren kann ja nicht direkt transla-
tiert werden, sondern es muss zuerst mittels der
RNA-Replikase in den Positivstrang umgewan-
delt werden. Dies geschieht im Cytoplasma und
erzeugt zwei unterschiedliche RNA-Klassen. Bei
der ersten Klasse handelt es sich um eine Reihe
von mRNAs, die strukturelle Gene des Virus
codieren. Bei der zweiten RNA-Klasse handelt es
sich um eine Positivstrang-RNA, eine Kopie des
vollstdndigen viralen Genoms; sie dient als
Matrize fiir die Synthese von genomischen Nega-
tivstrang-RNA-Molekiilen fiir neue Virionen
(»Abbildung 10.20b).
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Abbildung 10.20: Negativstrang-RNA-Viren - Rhabdo-
viren. (a) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme des
vesikuldren Stomatitisvirus; ein Virion hat ca. 65 nm Durchmesser. (b)
Ablaufdiagramm bei der Replikation eines Negativstrang-RNA-Virus.
Beachten sie die Bedeutung der vom Virus codierten RNA-Replikase.

Nachkommenviren

Der Zusammenbau eines Virions von Rhabdoviren
ist ein komplex regulierter Vorgang. Es werden
zwei unterschiedliche Hiillproteine gemacht, sol-
che fiir das Nucleocapsid und andere fiir die Hiille.
Das Nucleocapsid wird als Erstes durch Zusam-
menbau der einzelnen Untereinheiten um das
virale RNA-Genom gebildet. Die Hiillproteine sind
Glykoproteine, sie werden zur Cytoplasmamem-
bran transportiert und in diese eingelagert. Die
Nucleocapside wandern dann zu Bereichen der
Cytoplasmamembran, in welche die virusspezifi-
schen Glykoproteine eingebettet sind, und knospen
durch diese Bereiche aus der Zelle. Uber diesen
Vorgang werden sie mit Glykoprotein-reichen
Bereichen der Cytoplasmamembran eingehiillt. Als
Endergebnis sind so neue Virionen freigesetzt wor-
den, die benachbarte Zellen infizieren konnen.

Das Influenzavirus

Eine weitere Gruppe der Negativstrang-Viren ent-
hélt ein wichtiges Pathogen des Menschen, das
Influenzavirus. Das Influenzavirus wurde tiber
viele Jahre hinweg eingehend untersucht; dies
begann wihrend der Influenzaepidemie im Jahr

1918, die weltweit Millionen von Menschen das
Leben kostete(Abschnitte 29.8 und 30.8). Die
Influenzaviren sind Viren mit Hiille, bei denen
die virale RNA im Virion in mehreren Einzelstii-
cken vorliegt, ihr Genom ist segmentiert. Im Fall
des Influenza-A-Virus ist das Genom in acht line-
are, einzelstrangige Molekiile segmentiert, deren
GrobBe zwischen 890 und 2341 Nucleotiden liegt.
Das helikale Nucleocapsid des Influenzavirus hat
einen Durchmesser von circa 6—9 nm und ist
etwa 60 nm lang; es ist in eine Hiille eingebettet,
die eine Reihe virusspezifischer Proteine besitzt,
sowie ein Lipid, das vom Wirt stammt. Aufgrund
der Art und Weise, wie das Influenzavirus beim
Verlassen der Zelle knospt, besitzt das Virion
keine definierte Form; man bezeichnet es als pleo-
morph (»Abbildung 10.21a).

CDC/PHIL, Cynthia Goldsmith and T. Tumpey
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Abbildung 10.21: Der Influenzavirus. (a) Transmissionselekt-
ronenmikroskopische Aufnahme von Diinnschnitten der Virionen

des menschlichen Influenzavirus. (b) Die Hauptkomponenten des
Influenzavirus, mit seinem segmentierten Genom.

Mehrere Proteine auf der Aullenseite der Hiille
des Virions treten mit der Zelloberfldche des Wirts
in Wechselwirkung. Eines dieser Proteine ist das
Hdmagglutinin, das stark immunogen wirkt (das
Immunsystem stark anregt); Antikorper gegen das
Hémagglutinin verhindern die Infektion. Uber
diesen Mechanismus kann man gegen (einen
bestimmten Typ von) Influenza immunisieren
(Abschnitt 30.8). Ein zweiter Proteintyp auf der
Oberfldche des Influenzavirus ist das Enzym Neu-
raminidase (» Abbildung 10.21b). Die Neuramini-
dase baut den Sialinsdurebestandteil, ein Derivat
der Neuraminsédure, der Cytoplasmamembran des
Wirts ab. Die Neuraminidase wirkt vor allem beim
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Zusammenbau des Virions mit, indem sie die Sia-
linsdure der Wirtsmembran zerstort, die sonst den
Zusammenbau blockieren oder in den reifen Viru-
spartikel aufgenommen werden wiirde. AulBer
dem Hédmagglutinin und der Neuraminidase besit-
zen Influenza-Virionen noch zwei weitere Schliis-
selenzyme, eine RNA-abhdngige RNA-Polyme-
rase (RNA-Replikase), die das Negativstrang-
Genom in ein Positivstrang-Genom umwandelt,
und eine RNA-Endonuclease. Diese schneidet von
der mRNA des Wirts die , Kappen“ ab und fugt
diese an die viralen mRNAs an, womit letztere
durch den Translationsapparat der Wirtszelle
translatiert werden kénnen.

Nachdem das Virion in die Zelle eingedrungen
ist, trennt sich das Nucleocapsid von der Hiille und
wandert zum Zellkern. Durch das Absondern der
Hiille wird die RNA-Replikase des Virus aktiviert
und die Transkription beginnt. Die acht Segmente
des Influenzavirus codieren fiir 10 Proteine: Sechs
mRNAs von sechs Genomsegmenten codieren fiir
je ein Protein, und die beiden anderen fiir je zwei.
Einige der viralen Proteine werden fiir die Replika-
tion des Influenzavirus benétigt, und andere sind
Strukturproteine des Virus. Die Synthese der geno-
mischen RNA gleicht jener der Rhabdoviren
(Abbildung 10.20b), da Volllingen-Positivstrang-
RNA als Matrize benutzt wird, um die genomische
Negativstrang-RNA herzustellen. Die fertigen, um-
hiillten Virionen entstehen tiber Knospung, wie
dies auch bei den Rhabdoviren der Fall ist.

Das segmentierte Genom des Influenzavirus hat
bedeutende Konsequenzen, insbesondere in medi-
zinischer Hinsicht. Das Influenzavirus zeigt ein
Phédnomen, das man als antigene Shift bezeichnet:
Segmente aus zwei unterschiedlichen Stdmmen
des Virus, die eine einzige Zelle infizieren, wer-
den neu geordnet (= in einem Viruspartikel liegt
eine neue Kombination der Segmente vor). So
werden ,Hybrid-Virionen“ des Influenzavirus
hergestellt, die eine neue Kombination von Ober-
flichenproteinen exprimieren, die nicht vom
Immunsystem erkannt werden. Uber die antigene
Shift werden neue GroBausbriiche von Influenza
erzeugt, weil Immunitédt gegen die neuen Formen
in der Bevolkerung nicht existiert. Die antigene
Shift und ein dhnliches Phdnomen, die antigene
Drift, werden wir in Abschnitt 30.8 diskutieren.

B Wieso ist es essenziell, dass Negativstrang-
Viren ein Enzym in ihren Virionen besitzen?

B Was ist ein segmentiertes Genom?

B Was ist beim Influenzavirus die antigene Shift
und wie kommt sie zustande?

Doppelstriangige
RNA-Viren

10.10

Viren mit doppelstrangigen RNA-Genomen (Bal-
timore-Klasse III, Abbildung 10.2) infizieren Tiere,
Pflanzen, Pilze und einige Bakterien. Die Reoviren
sind eine wichtige Klasse der dsRNA-Viren von
Tieren, und wir konzentrieren uns hier auf diese.
Das Rotavirus ist ein typisches Reovirus und die
haufigste Ursache fiir Durchfall bei Kindern im
Alter von 6 bis 24 Monaten. Andere Reoviren
erzeugen Infektionen der Atemwege und einige
infizieren Pflanzen. Die Virionen der Reoviren
bestehen aus einem Capsid mit 60—80 nm Durch-
messer, sie sind von einer doppelten Schicht mit
ikosaedrischer Symmetrie umbhiillt (»Abbildung
10.22a, b). Genauso wie die einzelstrdngigen RNA-
Viren miissen die Virionen der doppelstrdngigen
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Abbildung 10.22: Doppelstrangige RNA-Viren - das Reo-
virus. (a) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der
Virionen eines Reovirus (Durchmesser ca. 70 nm). (b) Dreidimensio-
nales Computermodell eines Virions des Reovirus erstellt tber cryo-
elektronenmikroskopische Aufnahmen. (c) Der Lebenszyklus von
Reoviren. Alle Schritte der Replikation und Transkription erfolgen
innerhalb des Nucleocapsids. NTPs: Nucleotidtriphosphate.
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RNA-Viren ihr eigenes Enzym enthalten, um ihre
mRNA zu erzeugen und ihr Genom zu replizieren.
Wie das Genom des Influenzavirus ist auch das
Genom der Reoviren segmentiert, in ihrem Fall in
10-12 Molekiile linearer, doppelstrangiger RNA,
mit einer Gesamtldnge von 18 kb.

Zu Beginn der Infektion bindet das Virion eines
Reovirus an ein zelluldres Rezeptorprotein. Das
angeheftete Virus tritt dann in die Zelle ein und
wird in die Lysosomen transportiert, wo es norma-
lerweise zerstort wiirde (Abschnitt 2.16). Das Lyso-
som entfernt aber nur die duBeren Hiillen des
Virions; so wird das Nucleocapsid freigesetzt und
ins Cytoplasma entlassen. Dieser ,,Auspackvor-
gang” aktiviert die virale RNA-Replikase, womit
die Virusreplikation eingeleitet wird (»Abbildung
10.22c).

Die Replikation des Reovirus

Die Replikation des Reovirus findet zwar aus-
schlieBlich im Cytoplasma der Wirtszelle statt,
allerdings innerhalb des Nucleocapsids des Virus
(Abbildung 10.22c); die Wirtszelle besitzt Enzyme,
die doppelstriangige RNA als fremd erkennen und
so das Virusgenom abbauen wiirden. Der Posi-
tivstrang des Reovirus-Genoms besitzt keine
mRNA-Aktivitdat, und deshalb ist der erste Schritt
bei der Replikation des Reovirus die Synthese von
Positivstrang-mRNA durch eine RNA-abhéngige,
vom Virus codierte RNA-Replikase, bei der die
Negativstrang-RNA als Matrize dient. Die dafiir
notigen Nucleotidtriphosphate werden vom Wirt
geliefert (Abbildung 10.22c). Die mRNA wird mit
einem methylierten Nucleotid ,,gecappt” (= mit
einer Kappe versehen, Abschnitt 4.6), aus dem
Nucleocapsid in das Cytoplasma exportiert und
dort von den Ribosomen der Wirtszelle translatiert.

Im Allgemeinen codiert jedes RNA-Molekiil
des Genoms ein einzelnes Protein. Es gibt aber
auch Fille, in denen das gebildete Protein
gespalten wird und daraus die Endprodukte her-
vorgehen. Eine der mRNAs des Reovirus codiert
tatsdchlich zwei Proteine, aber diese RNA muss
nicht prozessiert werden, um beide zu translatie-
ren. Stattdessen ,,verpasst” ein Ribosom in selte-
nen Fillen das Startcodon fiir das erste Gen in
dieser mRNA und wandert weiter zum Startcodon
des zweiten Gens. Dabei wird dann das zweite
Protein synthetisiert, das in geringer Menge beno-
tigt wird, aber nicht das erste. Diesen ,,molekula-
ren Fehler kann man als eine primitive Form der
Translationskontrolle ansehen, die sicherstellt,
dass die viralen Proteine in der benétigten Menge
produziert werden.

Wenn die viralen Proteine im Cytoplasma der
Wirtszelle synthetisiert wurden, lagern sie sich
zusammen und bilden ein neues Nucleocapsid
aus, wobei sie RNA-Replikase-Molekiile einschlie-
Ben (Abbildung 10.22c). Diese neu gebildeten

Nucleocapside nehmen dann die richtigen geno-
mischen (Positivstrang-)RNA-Fragmente auf —
wahrscheinlich wird dazu jedes Fragment durch
eine spezifische Sequenz erkannt —, und beim
Eintritt der einzelstrdngigen RNAs in dieses
Nucleocapsid wird durch die darin bereits vor-
handene RNA-Replikase die doppelstrangige
Form erzeugt. Wenn die Genomsynthese komplett
erfolgt ist, werden im endoplasmatischen Reticu-
lum der Wirtszelle virale Hiillproteine angefiigt,
und schlieBlich werden reife Virionen des Reovi-
rus durch Knospung oder Zelllyse freigesetzt
(Abbildung 10.22c).

Reoviren und ihre RNA-Replikation

Reoviren haben nicht nur eine ungewoéhnliche
Genomstruktur, die sie zwingt, spezielle Mecha-
nismen zu verwenden, um ihre doppelstrangigen
RNA-Genome vor dem Abbau durch Ribonuclea-
sen des Wirts zu schiitzen. Auch ihre Genom-
replikation ist besonders und unterscheidet sich
ganz prinzipiell von der aller anderen Viren und
der von allen Zellen.

Weil das RNA-Genom eines Reovirus doppel-
strangig ist, konnte man meinen, dass seine Repli-
kation der von Organismen mit doppelstrangiger
DNA folgen wiirde — dem ist aber nicht so. Die
Replikation der RNA der Reoviren erfolgt tatsdch-
lich durch einen konservativen Vorgang und nicht
durch den semikonservativen Mechanismus, den
wir fiir die DNA-Replikation aller Zellen — und
aller Viren mit doppelstringigem DNA-Genom —
kennen (Abschnitt 4.3 und Abbildung 10.2)! Dies
ist so, weil die Synthese der mRNA von Reoviren
ausschlieBlich vom Negativstrang der infizieren-
den Nucleocapside ausgeht; die Synthese der dop-
pelstriangigen genomischen RNA in den neu gebil-
deten Virionen dagegen erfolgt ausschlieflich von
den darin ,,eingesammelten” einzelstriangigen Posi-
tivstrang-RNA-Kopien (Abbildung 10.22c). Demzu-
folge haben also Reoviren nicht nur ungewohnli-
che doppelstriangige RNA-Genome, sie verwenden
auch eine ungewdohnliche Molekularbiologie, weil
sie fiir die Replikation einen Mechanismus ver-
wenden, der weder semikonservativ ist, noch nach
dem Rolling-Circle-Mechanismus (Abbildung 10.7)
ablauft.

B Woraus besteht das Genom der Reoviren?

B Wie dhnelt die Replikation des Reovirus-Ge-
noms der des Influenzavirus, und worin un-
terscheidet sie sich von dieser?

B Wieso miissen Vorgdnge der Replikation des
Reovirus im Nucleocapsid ablaufen?
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Viren, die Reverse
Transkriptase
verwenden

10.11

Zwei verschiedene Virenklassen beniitzen Reverse
Transkriptase, sie unterscheiden sich im Typ der
Nucleinsdure ihres Genoms: Retroviren haben
BRNA-Genome, wihrend Hepadnaviren DNA-Ge-
nome enthalten (Baltimore-Klassen VI und VII,
Abbildung 20.2). Diese Viren haben nicht nur un-
gewohnliche molekulare Eigenschaften, beide
Klassen enthalten auch wichtige menschliche Pa-
thogene, wie HIV (ein Retrovirus) und Hepatitis B
(ein Hepadnavirus).

Retroviren: Integration viraler Gene
in das Wirtsgenom
Retroviren besitzen umbhiillte Virionen, die zwei
identische Kopien des RNA-Genoms enthalten
(Abbildung 8.21a). Das Virion enthélt mehrere
Enzyme, darunter die Reverse Transkriptase, und
auch eine spezifische tRNA. Die Enzyme fiir die
Replikation des Retrovirus miissen sich im Virion
befinden, denn das Genom des Retrovirus wird
nicht direkt als mRNA verwendet, obwohl es in
der Plusrichtung vorliegt. Stattdessen wird eine
der Kopien des Genoms durch die Reverse Tran-
skriptase in DNA umgewandelt und in das Wirts-
genom aufgenommen. Die im Nucleocapsid gebil-
dete DNA liegt als lineares, doppelstringiges
Molekiil vor und wird dann ins Cytoplasma ent-
lassen. Die » Abbildung 10.23 gibt einen Uberblick
iiber die Schritte bei der reversen Transkription.
Die Reverse Transkriptase hat drei enzymati-
sche Aktivitdten: (1) die fiir reverse Transkription
(die Synthese von DNA von einer RNA-Matrize),
(2) die einer Ribonuclease (Abbau des RNA-
Strangs von einem RNA-DNA-Hybrid) und (3)
die einer DNA-Polymerase (die Synthese doppel-
strangiger DNA aus einzelstrangiger DNA). Die
Reverse Transkriptase benotigt fiir die DNA-Syn-
these einen Primer. Unter Zuhilfenahme des Pri-
mers werden Nucleotide nahe am 5’-Ende der
RNA revers in DNA transkribiert. Wenn diese
reverse Transkription das 5-Ende der RNA
erreicht hat, hort der Vorgang auf. Fiir das Kopie-
ren der ,restlichen” RNA kommt ein weiterer
Vorgang ins Spiel. Zunédchst werden terminale
Wiederholungssequenzen am 5-Ende des Mole-
kiils durch die Reverse Transkriptase entfernt.
Dies fiihrt zur Bildung einer kurzen, einzelstrdn-
gigen DNA, die komplementér ist zu einem RNA-
Bereich am anderen Ende der viralen RNA. Diese
kurze, einzelstrangige DNA hybridisiert dann mit
dem anderen Ende des viralen RNA-Molekiils
und nun kann die Synthese von Negativstrang-

DNA erfolgen. Fiir die weiteren Schritte wird auf
Abbildung 10.23 verwiesen.

Durch diese weitere reverse Transkription wird
schlussendlich ein doppelstrangiges DNA-Mole-
kil mit langen terminalen Wiederholungen
erzeugt (Abbildung 10.23, unten) und diese hel-
fen bei der Integration der retroviralen DNA ins
Wirtsgenom mit. Im Falle von HIV ist die Integra-
tion nicht zufillig. Uber eine spezielle Art der
Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden,
dass HIV in chromosomale Loci integriert, die
nahe am AuBenbereich des Zellkerns liegen
(Foto-Inset der Abbildung 10.23). Diese Lage
wird wahrscheinlich durch die kurze Lebenszeit
der viralen Integrase bedingt. Erinnern Sie sich
(Abschnitt 8.8), dass die reverse Transkription
eines Retrovirus im Nucleocapsid passiert. Dem-
zufolge muss die retrovirale DNA schnell in das
Wirtsgenom integriert werden, sobald sie in den
Kern gelangt.

Retroviren: Die Induktion der Ausbildung
neuer Virionen

Das integrierte, retrovirale Genom kann induziert
werden, es kann aber auch in einem Ruhesta-
dium verbleiben und nicht exprimiert werden.
Nach der Induktion wird die retrovirale DNA
von einer zelluliren RNA-Polymerase trans-
kribiert; es werden RNA-Transkripte erzeugt. Sie
kénnen entweder als genomische RNA in Viri-
onen verpackt werden oder als mRNA dienen,
sodass Virusproteine entstehen. In der » Abbil-
dung 10.24 sind die Translation und Prozessie-
rung einer solchen mRNA aus einem Retrovirus
dargestellt. Alle bekannten Retroviren besitzen
drei Gene, gag, pol und env, die in dieser Reihen-
folge im Genom angeordnet sind (Abbildung 8.21).
Das gag-Gen am 5’-Ende der mRNA codiert meh-
rere kleine, virale Strukturproteine. Diese wer-
den zuerst als Polyprotein synthetisiert, das
dann von einer Protease prozessiert wird (welche
selbst Teil des Polyproteins ist). Die Strukturpro-
teine bilden das Capsid; die Protease wird in das
Virion verpackt.

Anschliefend wird das pol-Gen in ein grofes
Polyprotein translatiert, das auch die Gag-Proteine
enthélt (» Abbildung 10.24a). Verglichen mit der
Menge bendétigter Strukturproteine werden die Pol-
Produkte nur in sehr geringen Mengen bendtigt.
Dies wird dadurch reguliert, dass fiir die Synthese
des Pol-Proteins das Ribosom entweder ein Stopp-
codon am Ende des gag-Gens iiberlesen muss, oder
in einen anderen Leserahmen wechseln muss.
Beide Vorgédnge ereignen sich duferst selten, man
kann sie als eine Art der Translationskontrolle
bezeichnen. Nachdem das Pol-Genprodukt her-
gestellt wurde, wird es in die Gag-Proteine, die
Reverse Transkriptase und die Integrase prozessiert.
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Direkte Wieder-
holungssequenzen
[~ m— + 3w 3’ Retrovirale RNA
Reverse Transkription der RNA zu DNA
von ~100 Nucleotiden am 5-Ende
durch die Reverse Transkriptase.
R PB R
50w 3 + T 3’
- 7\/3
CAB_ Primer tRNA
Entfernung terminal redundanter viraler
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Die reverse Transkriptase wechselt zum
anderen Strang und vollendet die
DNA-Synthese des komplementéren
(Minus-)Strangs.

Bildung doppelstrangiger DNA durch
die Aktivitat der Reversen Transkriptase

7 @ T q

3’0 Jo) )] = o) )5’

Integration in die Wirts-DNA unter Bildung eines Proviruszustands

Abbildung 10.23: Die Bildung doppelstrangiger DNA aus dem einzelstrangigen RNA-Genom von Retroviren. Die mit R
gekennzeichneten Sequenzen auf der RNA sind direkte Wiederholungen, die an jedem Ende vorkommen. An der mit PB markierten Sequenz
bindet der Primer (tRNA). Beachten Sie, dass die von der DNA-Synthese hervorgebrachten direkten Wiederholungen langer sind als jene, die
urspriinglich auf der RNA waren. Dieses sind die sogenannten langen terminalen Wiederholungen (LTRs; long terminal repeats). Inset: Eine
spezielle Art der Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht es, den Ort der Integration des HIV-Genoms (griin) ins Wirtsgenom festzuhalten; dies
passiert im Bereich der Kernmembran (rot) eines CD4-Lymphozyten. (Bild von Mariana Lusic, Universitatsklinikum Heidelberg).
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Die Integrase wird fiir die Integration der viralen
DNA in das Wirtsgenom ben6tigt. Damit das env-
Gen translatiert werden kann, wird zuerst die voll-
stindige mRNA prozessiert, indem die gag- und
pol-Regionen entfernt werden. Dann wird das Env-
Produkt gebildet und durch die viruscodierte Pro-
tease zu zwei verschiedenen Hiillproteinen pro-
zessiert (»Abbildung 10.24b). Der Zusammenbau
des Retrovirus geschieht an der Innenseite der
Cytoplasmamembran des Wirts und die Virionen
werden durch Knospung aus der Membran ent-
lassen (Abbildung 8.22).

* Retrovirale
Cap mRNA
/ gag pol env
Prozessierung GAG |
von GAG \ l 1 L > | GAG - POL
T Prozessierung J
der GAG-POL
[ ] POL
Capsid- ‘ / \
proteine Protease Reverse Integrase
Transkriptase
@
Kappe onv
Entfernte ENV
Region / \
EP1 EP2

®)

Abbildung 10.24: Die Translation retroviraler mRNA und
die Prozessierung der Proteine. (a) Die vollstandige mRNA mit
den drei Genen gag, pol und env ist im oberen Teil dargestellt. Der
Stern verweist auf die Stelle, an der ein Ribosom ein Stoppcodon
liberlesen muss oder ein genauer Leserahmenwechsel stattfinden
muss, um das GAG-POL-Polyprotein zu synthetisieren. Die dicken
grauen Pfeile zeigen die Translation an, und die schwarzen Pfeile
weisen auf Ereignisse der Proteinprozessierung hin. Eines der Pro-
dukte des Gens gag ist eine Protease. Das POL-Produkt ergibt nach
seiner Prozessierung durch diese Protease die Reverse Transkriptase
(RT) und die Integrase (IN), die beiden Schliisselenzyme der Repli-
kation der Retroviren (Abbildung 10.23). (b) Die mRNA wurde pro-
zessiert, um den groBten Teil der gag-pol-Region zu entfernen. Diese
verkiirzte mRNA wird translatiert und es entsteht das ENV-Polypro-
tein, das in zwei Hiillproteine, EP1 und EP2, gespalten wird.

Wir erkennen also, dass die Replikation der Ret-
roviren tiber das wohl komplexeste Schema aller
Viren ablduft. Trotz dieser Komplexitét der Retro-
viren legen molekulare Untersuchungen nahe,
dass sie frith entstanden sind und wohl von
wesentlicher Bedeutung sind fiir den Ubergang
von selbst-replizierenden ,,RNA-Lebensformen®
zur heutigen DNA-Welt der zelluldren Organis-
men. Das wesentliche Enzym der Retroviren — die
Reverse Transkriptase, das einzige Enzym, das
DNA aus RNA herstellen kann — stellt die Retrovi-
ren ins evolutiondre Rampenlicht. Es konnte also

sein, dass alle heutigen Zellen ihre Existenz dieser
Klasse der Viren verdanken (Abschnitt 10.2 und
Abbildung 10.4).

Hepadnaviren

Auber den Retroviren benutzt noch eine zweite
Klasse ungewohnlicher Viren das Enzym Reverse
Transkriptase; dies sind die Hepadnaviren, wie
zum Beispiel das menschliche Hepatitis-B-Virus
(» Abbildung 10.25a). Die winzigen DNA-Genome
der Hepadnaviren sind ungewd6hnlich, weil sie
weder einzel- noch doppelstringig sind; sie sind
teilweise doppelstrdngig. Trotz ihres kleinen
Genoms (3—4 kb) codieren Hepadnaviren fiir meh-
rere Proteine, wozu sie iiberlappende Gene benut-
zen, eine Strategie, die wir schon fiir sehr kleine
Viren kennengelernt haben (Abschnitte 10.3 und
10.8).

Neben den Aktivitdten der Reversen Transkrip-
tase, die wir bisher kennengelernt haben (Abbil-
dung 10.23), stellt die Reverse Transkriptase der
Hepadnaviren auch einen Proteinprimer fiir die
Synthese eines ihrer eigenen DNA-Stridnge dar. In
Bezug auf die Rolle bei der Replikation spielt die
Reverse Transkriptase allerdings unterschied-
liche Rollen fiir die Genome der Retroviren und
der Hepadnaviren. Das DNA-Genom der Hepad-
naviren wird iiber ein RNA-Zwischenprodukt
repliziert, wihrend das RNA-Genom der Retro-
viren iiber ein DNA-Intermediat repliziert wird
(Abbildung 10.23 und Abbildung 10.25).

Nach der Infektion wird das Nucleocapsid der
Hepadnaviren in den Zellkern der Wirtszelle auf-
genommen, und das partiell doppelstrangige DNA-
Genom wird von der viralen Polymerase in ein
vollstdndiges doppelstrdngiges Molekiil iiber-
fithrt. Die Transkription durch die RNA-Polyme-
rase des Wirts ergibt vier GréBenklassen viraler
mRNAs (»Abbildung 10.25b), die anschlieffend
translatiert werden, wodurch die Proteine der
Hepadnaviren entstehen. Das grofite Transkript
ist etwas groBer als das virale Genom und wird —
zusammen mit der Reversen Transkriptase — von
viralen Proteinen im Cytoplasma der Wirtszelle
fiir die Ausbildung neuer Virionen benutzt. Im
Virion bildet die Reverse Transkriptase ausge-
hend von diesem langen Transkript einzelstrdn-
gige DNA — also den Negativstrang des DNA-Ge-
noms. Letzterer wird dann als Matrize benutzt,
um Teile des Positivstrangs zu bilden, womit das
partiell doppelstrdngige Genom der Hepadna-
viren entsteht, das fiir sie ja charakteristisch ist
(Abbildung 10.25b). Nach der Erzeugung reifer
Virionen lagern sich diese an Membranen des en-
doplasmatischen Reticulums und des Golgi-
Apparats an, und von dort aus werden sie tiber
die Cytoplasmamembran durch Knospung ent-
lassen.
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Abbildung 10.25: Hepadnaviren. (a) Elektronenmikroskopische
Aufnahme von Hepatitis-B-Virionen. (b) Das Hepatitis-B-Genom.
Das teilweise doppelstréngige Genom ist griin unterlegt. Beachten
Sie, dass der positive Strang unvollstandig vorliegt. Die GroBen der
Transkripte sind gleichfalls angegeben; alle Gene des Hepatitis-B-
Virus tberlappen. Die Reverse Transkriptase bildet das DNA-Genom
aus einer einzigen mRNA, die von der Wirtszell-RNA-Polymerase
gemacht wurde und die Lange eines Genoms hat.

B Wieso sind Protease-Inhibitoren fiir die Behand-
lung von AIDS gut geeignet?

B Stellen Sie die Genome von HIV und des Hepa-
titis-B-Virus gegeniiber.

B Wie unterscheidet sich die Rolle der Reversen
Transkriptase im Replikationszyklus von Retro-
viren und Hepadnaviren?

IV Die Okologie von Viren

Viren findet man auf und in der Erde iberall, wo
es zelluldres Leben gibt (also auch auf und in Tie-
ren und Pflanzen); sie kommen in einigen Berei-
chen in enormen Zahlen vor. Die Zahl der Bakte-
rien- und Archaeenzellen auf der Erde ist bei

weitem groBer als die Gesamtzahl der eukaryoti-
schen Zellen; Schitzungen von Zellzahlen aller
prokaryotischen Zellen gehen von der Gréfenord-
nung 103° aus. Die Zahl der Viren ist aber, mit
wohl 10%! nochmals groBer! Demzufolge kann
man erwarten, dass — trotz ihrer Kleinheit — die
Viren eine mafigebliche 6kologische Rolle in der
Natur spielen. Wir werden hier einige Aspekte der
viralen Okologie betrachten, unter anderem auch
einen Mechanismus, der Archaea und Bacteria
vor der Zerstérung durch Viren schiitzt (und auch
GegenmaBnahmen, welche die Viren daraufthin
entwickelten), und wir werden die Welt der Viren
diskutieren, die im und auf dem menschlichen
Korper existiert, das humane Virom.

Die bakterielle und
archaeelle Virosphare

10.12

Die besten Abschédtzungen der Gesamtzahlen von
Zellen der Bacteria und Archaea sowie ihrer
Viren kommen aus quantitativen Untersuchun-
gen von Meerwasser. Man kennt auch Schétzun-
gen fiir andere Habitate, in denen viele Mikroben
vorkommen und Viren, welche diese als Futter
benutzen, wie Untersuchungen des Bodens, von
StBwasser, von tiefen Erdschichten, Mikroben-
matten etc. Wir legen hier unser Hauptaugen-
merk auf Meerwasser, um ein Gespiir zu bekom-
men, von welche Zahlen auszugehen ist, und wie
Viren mit ihren prokaryotischen Wirten intera-
gieren.

Bakteriophagen und archaeelle Viren

im Meerwasser

Pro Milliliter Meerwasser kommen ca. 10° pro-
karyotische Zellen vor, und ca. 10 Mal so viele
Viren. Es wurde abgeschétzt, dass zwischen 5—
50 % aller Bacteria im Meer pro Tag durch Bakte-
riophagen abgetotet werden; weitere werden durch
Protozoen abgegrast. Syn5 ist zum Beispiel ein
Bakteriophage, der Synechococcus-Arten infiziert
und lysiert (»Abbildung 10.26); diese Bakterien
sind zusammen mit ihren Verwandten Prochloro-
coccus die wesentlichen Primédrproduzenten im
Ozean, sie fixieren weltweit iiber 30 % des gesam-
ten CO, (Abschnitt 20.10). Durch den Angriff der
Viren auf diese Zellen wird Cytoplasma freigesetzt
(»Abbildung 10.26¢), und dieses ist ein signifikan-
ter Anteil des organischen Materials, das anderen
Mikroben im Meer zur Verfiigung steht. Viren
machen zwar den iiberwiegenden Teil der Gesamt-
mikrobenzahl im Meerwasser aus, aber wegen
ihrer geringen Grofe tragen sie nur zu ca. 5 % zur
gesamten Biomasse bei (> Abbildung 10.27).
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Abbildung 10.26: Die Infektion von Synechococcus mit dem Cyanophagen Syn5. Phasenkontrast-Elektronencryotomographie-
.Schnitte” von Zellen in verschiedenen Phasen der Infektion. (a) friih; (b) intermediar; () spat. Pfeile deuten auf Virionen.
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Abbildung 10.27: Viren und Bakterien im Meerwasser.
Eine Fluoreszenzaufnahme von Meerwasser, das mit dem Farbstoff
SYBR-Griin gefarbt wurde, womit prokaryotische Zellen und Viren
dargestellt werden kdnnen. Viren sind zwar zu klein, als dass man
sie mit einem Lichtmikroskop sehen kdnnte, die Fluoreszenz eines
gefarbten Virus ist aber sichtbar.

Die hédufigsten Bakteriophagen in den Weltmee-
ren sind Kopf-Schwanz-Viren mit doppelstrdn-
gigen DNA-Genomen (Baltimore-Klasse I, Abbil-
dung 10.2); RNA-haltige Phagen sind dagegen
recht selten. Wir haben bereits gesehen, dass
lysogene Bakteriophagen in die Genome ihrer
bakteriellen Wirtszellen integrieren kénnen (Ab-
schnitt 8.7) und dadurch den Wirtszellen neue
Eigenschaften verleihen kénnen. Zusétzlich kon-
nen einige lytische Phagen den Transfer bakteri-
eller Gene zwischen verschiedenen Zellen iiber
die Transduktion erleichtern. Dieser Mechanis-
mus stellt eine wesentliche Quelle des horizonta-
len Gentransfers dar; Viren kénnen als Genfahren
dienen, Wirts-DNA in ihr Virion einbauen, und
so zu nicht mehr lytischen, transduzierenden
Phagen werden (Abschnitt 11.7). Man glaubt,
dass Bakteriophagen, wegen ihrer Moglichkeit
der Transduktion, wesentliche Treiber der bakte-
riellen Evolution sind. Die durch sie tibertrage-
nen Gene konnen zum Beispiel neue Stoffwech-
selwege codieren, oder den Rezipienten andere
Vorteile verschaffen und es ihnen ermdéglichen,
neue Habitate zu erschliefen.

Ein gutes Beispiel fiir den Gentransfer durch Pha-
gen sind die Cyanophagen, fiir die man zeigen
konnte, dass sie einige Gene fiir die Photosynthese
zwischen verschiedenen Stdmmen von Synecho-
coccus und Prochlorococcus transferieren konnen.
Wenn diese Phagen aus ihren lysierten Wirten frei-
gesetzt werden (Abbildung 10.26¢), nehmen einige
von ihnen Gene, die fiir das Photosystem II (PS 1I)
codieren, auf — eine der wesentlichen Komponen-
ten fiir die oxygene Photosynthese (Abschnitt 14.4).
Wenn ein solcher Phage eine neue Zelle infiziert,
tibertrdgt er dem neuen Wirt Gene fiir ein modifi-
ziertes PS II. Man argumentiert, dass unterschiedli-
che Komponenten von PS-II-Proteinen die Fitness
der Zellen und der Phagen erhthen, weil sie es der
Wirtszelle erméglichen, sich besser an verdnderte
Umweltbedingungen anzupassen — zum Beispiel
Verdnderungen in der Intensitdt oder auch der Qua-
litdt des Lichtes — und dadurch kénnen sie mehr
Cyanophagen produzieren.

In den Meeren sind viele Archaea vorhanden;
eine wesentliche Gruppe mariner Archaea sind die
Thaumarchaeota, die 6kologische Bedeutung haben
(Abschnitt 17.5). Diese ammoniumoxidierenden
Chemolithotrophen kénnen die verschwindend ge-
ringen Mengen von Ammonium verwerten, die im
offenen (planktonischen) Meerwasser vorkommen.
Bisher hat man zwar fiir diese Gruppe keine lyti-
schen Archaeen-Viren isoliert, aber die Genomse-
quenzierungen mehrerer Arten der Gattung Nitroso-
pumilus (Angehorige der Thaumarchaeota) zeigen
auf, dass sie virale Genome im Chromosom vorlie-
gen haben. Das Vorkommen dieser Proviren lédsst
vermuten, dass es sich entweder um dsDNA-haltige
Kopf-Schwanz-Viren handelt (Abschnitt 10.4) oder
um ikosaedrische Viren, die den Herpesviren (Ab-
schnitt 10.7) dhneln (Abbildung 10.3b). Demzufolge
ist es wahrscheinlich, dass zumindest einige (even-
tuell sogar viele) der Viren im Meerwasser marine
Archaea, und nicht marine Bacteria, infizieren. Da-
fiir spricht auch, dass alle bisher bekannten archa-
eellen Viren doppelstrangige DNA-Genome (Abbil-
dung 10.3a) besitzen; und genau diese Virenform ist
die haufigste in den Ozeanen.
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Uberlebensstrategien und Metagenomik

von Viren in der Natur

Da ja (potenzielle) Wirtszellen in der Natur héufig
vorkommen, erwartet man, dass die Bakterio-
phagen ihren lytischen Lebensstil darauf anpas-
sen und demzufolge groBe Zahlen der Wirtszellen
abgetotet werden. Wenn dagegen die Zahl der
Wirtszellen gering ist, sollte es fiir die Viren
schwierig werden, einen neuen Wirt zu finden,
und unter solchen Bedingungen sollte dann die
Lysogenie (Abschnitt 8.7) iiberwiegen, wenn das
Virus lysogen ist. Das Virus wiirde dann als Pro-
phage iiberleben, bis die Zahl der Wirtszellen wie-
der deutlich ansteigt, und dann kénnte es wieder
zum lytischen Lebensstil kommen. Diese Hypo-
these wird durch die Beobachtung unterstiitzt,
dass in den Tiefen der Weltmeere, wo die Bakte-
rienzahlen deutlich geringer sind als in den Ober-
flachenwasserschichten, ungefdhr die Hélfte aller
untersuchten Bakterien einen oder mehrere lyso-
gene Viren tragen. Bis heute kennt man keinen
einzelstrdngigen DNA-Virus oder keinen RNA-
Virus, der lysogen werden kann, sodass man nicht
weib, wie diese Viren Situationen iiberleben kén-
nen, bei denen die Zahl der moglichen Wirte
gering ist.

Der grofite Bereich der genetischen Diversitét auf
der Erde wird von den Viren abgedeckt, fast immer
sind dies Bakteriophagen. Das virale Metagenom
ist die Gesamtheit aller Viren in einer speziellen
Umgebung. Es wurden mehrere virale Metagenom-
untersuchungen durchgefiihrt und alle zeigen auf,
dass auf der Erde eine immense virale Diversitit
vorkommt. So zeigen zum Beispiel ca. 75 % aller
Gensequenzen aus viralen Metagenomstudien kei-
nerlei Ahnlichkeit zu anderen Genen in allen vor-
handenen Datenbanken (unabhingig davon, ob
diese von Viren oder von Zellen stammen). Im Ver-
gleich dazu ergeben Untersuchungen von bakte-
riellen Metagenomen nur ca. 10 % an unbekannten
Genen. Also sind die meisten Viren bisher noch
nicht entdeckt, und die meisten Gene der Viren
besitzen (noch?) unbekannte Funktionen. Und dies
macht dann die Untersuchungen der Virosphére
und der viralen Diversitdt zu einem der spannends-
ten Bereiche der heutigen Mikrobiologie!

B Welcher Typ von Bakteriophagen ist der héu-
figste in den Weltmeeren?

B Wie konnen Bakteriophagen die Evolution der
Bakterien beeinflussen?

B Was sagt das virale Metagenom iiber unser Wis-
sen der viralen Diversitdt aus?

Abwehrmechanismen
von Bacteria und

Archaea gegen Viren 1 O } 1 3

Man kann die Viren der Bacteria und Archaea
von zwei verschiedenen Seiten sehen: als tod-
liche Réuber, die sich durch Zellpopulationen
fressen, oder als Agenzien der Diversitit, die ihre
Wirte tiber Gentransfer bereichern. Trotz der
Bedeutung des letzteren Aspekts sehen wir ja,
dass die Viren gegeniiber ihren prokaryotischen
Wirten um den Faktor 10 iiberwiegen, weshalb es
nicht erstaunt, dass Bacteria und Archaea ein
ganzes Arsenal an Strategien entwickelt haben,
um sich gegen ihre viralen Rduber zu wehren;
diese werden wir uns nun ansehen.

Das Wettriisten der Mikroben

Das Verhdltnis zwischen Bakteriophagen und
ihren Wirten ist nicht statisch, sondern im Gegen-
teil extrem dynamisch. Die Bakterien besitzen
zwar einige Waffen, um dem Angriff von Phagen
zu begegnen, aber die Phagen bekdmpfen diese
Waffen mit ihren eigenen — und dies fithrt zu
einem ,Wettriisten® zwischen dem Uberleben
der Zellen und der Verbreitung von Phagen.

Wir haben friither diskutiert, dass Bacteria Rest-
riktionsenzyme produzieren — Proteine, die fremde
DNA erkennen und zerstéren — und dass der
Bakteriophage T4 den Angriff durch Restriktions-
enzyme seines Wirts Escherichia coli dadurch
kontert, dass er in seinem Genom die Base Cyto-
sin  durch 5-Hydroxymethylcytosin ersetzt
(Abschnitt 8.5). Darauthin haben einige E. coli-
Stamme verdnderte Restriktionsenzyme entwi-
ckelt, welche diese DNA-Modifikation erkennen
und eintretende T4-DNA dann doch abbauen,
womit sie die Infektion verhindern. Dies hat
dazu gefiihrt, dass einige T4-Bakteriophagen ihre
DNA in einer anderen Art und Weise modifizie-
ren — indem sie spezifische Basen der DNA gly-
kosilieren (Zucker anhéngen). Wie man fiir ein
fortlaufendes Wettriisten erwarten kann, haben
einige E. coli-Stimme Restriktionsenzyme entwi-
ckelt, die glykosylierte virale DNA erkennen und
abbauen. Als GegenmalBnahme haben daraufthin
einige Phagenstdmme ein Protein evolviert, das
diese modifizierten Restriktionsenzyme hemmt.
Andere E. coli-Stamme haben sodann Endonuc-
leasen entwickelt, die von diesem Inhibitor nicht
beeinflusst werden ... Und so geht das Wettriis-
ten weiter, weil beide Seiten — der Rduber und
die Beute (Viren beziehungsweise Bakterien) —
darum kdmpfen, tiberleben zu kénnen und sich
trotz Anwesenheit des jeweiligen ,,Feindes“ zu
vermehren.
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Ein weiterer hdufiger Mechanismus, um die Infek-
tion durch Viren zu vermeiden, ist die Verdnde-
rung von Rezeptoren fiir Viren. Damit ein Virus an
eine Wirtszelle anheften kann, muss er diese ja
zundchst erkennen und an einen Zellrezeptor bin-
den (Abschnitt 8.5 und Abbildung 8.11). Um die
Infektion durch ein Virus zu verhindern, kénnen
die Wirtszellen die Struktur des Rezeptors auf der
Zelle verandern, oder sie konnen den unveriander-
ten Rezeptor schiitzen, indem sie einen Schutz-
schild, wie zum Beispiel eine Kapsel auf der Ober-
flache (Abschnitt 2.7) exprimieren. Viren koénnen
diese Schutzmechanismen unterlaufen, indem sie
einen mutierten Virusrezeptor ausbilden, der wie-
der an das modifizierte Gegenstiick auf der Wirts-
zelle binden kann, oder sie tragen Enzyme im
Capsid mit sich, welche die Kapsel abbauen koén-
nen. Einige temperente Bakteriophagen (Ab-
schnitt 8.7) stellen ihr Uberleben sicher, indem sie
das vom Wirt codierte Toxin-Antitoxin-System
(Abschnitt 7.11) kapern. Das erreichen sie, indem
sie ein prophagencodiertes Protein besitzen, wel-
ches das Antitoxin der Wirtszelle inaktiviert, und
es durch ein vom Phagen codiertes Antitoxin er-
setzen. Damit also die Wirtszelle die Toxizitat ih-
res eigenen, chromosomal codierten Toxins ver-
hindert — dieses Toxin verlangsamt das Wachstum
unter Stressbedingungen, um Ressourcen zu scho-
nen, aber macht die Zellen bei gentigend Nahrung
unkompetitiv, wenn nicht das Antitoxin seine
Wirkung verhindert —, wird die Zelle gezwungen,
den Prophagen zu erhalten, um sich durch dessen
Antitoxin zu schiitzen.

Das antivirale System von Bacteria

und Archaea: CRISPR

Eine sehr bedeutende antivirale Verteidigungs-
strategie der Bacteria und Archaea stellt CRISPR

Immunisierung

Zelle

e —

— virale DNA »Gedéchtnis-  Schneide-
komplex® der komplex der
Cas-Proteine  Cas-Proteine

_

Protospacer

o

- = S S =
Insertion eines neuen

Interferenz

Bindung der crRNA an die Viren-
DNA und Trennen des Duplex

dar (clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats), die in Chromosomen von vielen
Arten der Prokaryoten vorkommt und zum
Schutz vor der Infektion durch Bakteriophagen
dient (Abschnitt 11.12). CRISPR-Regionen ent-
halten kurze Wiederholungen von konstanter
DNA-Sequenz, die mit kurzen, variablen Sequen-
zen abwechseln, welche Spacer genannt werden
(» Abbildung 10.28 und Abbildung 11.33). Diese
Spacer entsprechen Stiicken viraler oder anderer
fremder DNA, sie wirken als eine Art ,,Geddcht-
nis“ von vorhergehenden Konfrontationen mit
einem Virus; dies ist analog zum Immunsystem
von Tieren, welche Antikdrper und langlebige
Gedédchtniszellen gegen infizierende Viren pro-
duzieren (adaptive Immunitét, Kapitel 27).

Aufler den Spacer-Regionen stellen die Cas-
Proteine (CRISPR associated) einen weiteren es-
senziellen Bestandteil des CRISPR-Systems dar.
Diese Proteine besitzen Endonuclease-Aktivitat,
sie bekdmpfen zum einen Fremd-DNA und
bauen zum anderen neue Spacer-Bereiche in die
CRISPR-Region ein. Wenn ein Virus an eine
Wirtszelle anheftet und seine DNA injiziert, kén-
nen die Cas-Proteine einer CRISPR-Region spezi-
elle DNA-Sequenzen der Fremd-DNA erkennen,
die als PAMs (protospacer adjacent motifs) be-
zeichnet werden (»Abbildung 10.28a). Das Cas-
Protein spaltet dann die DNA in der Ndhe der
PAM-Sequenz, erzeugt so einen Protospacer, und
inseriert diese kurze DNA-Region in den
CRISPR-Bereich des Chromosoms, wodurch der
Spacer entsteht (Abbildung 10.28a). Die Inser-
tion eines Spacers in die CRISPR-Region verleiht
der Zelle ein ,,genetisches Geddchtnis“ (das auch
als Immunisierung bezeichnet wird) und stellt
die Weichen fiir spétere Exposition mit demsel-
ben Virus.

Abbildung 10.28: Die Bekampfung von
Viren durch CRISPR. (a) Immunisierung. Die
eindringende virale DNA wird (iber den Gedacht-
niskomplex der Cas-Proteine angegriffen. Der
Komplex wahlt eine Protospacer-Region aus, durch
die Erkennung einer Sequenz, die als , Protospacer
Adjacent Motif" (PAM) bezeichnet wird. Nachdem
der Protospacer aus dem Virengenom ausge-
schnitten wurde, inseriert der Gedachtniskomplex
den Protospacer in die CRISPR-Region des pro-
karyotischen Chromosoms, wodurch eine neue
Spacer-Sequenz in diesem Chromosom vorliegt.
(b) Interferenz. Die chromosomale CRISPR-Region
wird transkribiert und in crRNAs prozessiert, wobei
diese den einzelnen Spacer-Regionen entsprechen.
An diese crRNAs binden Cas-Proteine und suchen
nach komplementarer DNA. Wenn eine solche
crRNA an die DNA eines eindringenden Virus bin-

Spacers Transkription und
Prozessierung der crRNA
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det, bildet sich ein Hybrid aus crRNA:Viren-DNA,
was die Aktivitat des Spaltkomplexes anschaltet,
wodurch die eindringende DNA abgebaut wird.
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