Toelichting CRISPR/Cas9 in E. coli

voorbereiding

1. Print het materiaal voor de plasmide. De plasmide dient alleen ter ondersteuning
van de uitleg; deze kun je dus meerdere keren gebruiken. Om het (visueel) duidelijker
te maken print je de verschillende delen van de plasmide op gekleurd papier (A4).
Gebruik de volgende kleuren en aantallen:

e het Cas9 gen op lichtblauw/paars papier (1 keer)

e repeat DNA deel A en deel B op geel/oranje papier (elk 2 keer)

e spacer DNA alfa, beta en gamma-virus op lichtgroen papier (1 keer)

e spacer DNA delta, epsilon en omega-virus op lichtgroen papier (1 keer)
e overig DNA op wit papier (2 keer)

Plak van het repeat DNA de delen A en B aan elkaar (het 3’-einde van A gaat aan 5'-
einde van B). Knip het repeat DNA en de overige delen vervolgens los langs de
stippellijntjes. Maak dan één streng/plasmide door de fragmenten in de onderstaande
volgorde aan elkaar te plakken:

vier stukken overig DNA - vier stukken Cas9 gen — repeat A+B — spacer alfa-virus — repeat A+B —
spacer beta-virus — repeat A+B — spacer gamma-virus - repeat A+B — spacer delta-virus — repeat
A+B — spacer epsilon-virus — repeat A+B — spacer omega-virus — repeat A+B — vier stukken overig
DNA

De spacers voor het delta, epsilon en omega-virus kun je eventueel weglaten, omdat
deze virussen bij het uitbeelden verder geen rol spelen. Ook kun je (door meer ‘overig
DNA’ in te voegen) de uiteinden van de plasmide met elkaar verbinden zodat echt een
cirkelvormig model ontstaat.

2. Print dan het materiaal voor de leerlingen, op wit papier maar wel in kleur. Zelf
print ik alles op A3, m.u.v. de rolkaartjes (en de plasmide). Voor stap 1 (repeat RNA
vouwen) — ga ik uit van één exemplaar per leerling, al kun je leerlingen natuurlijk ook
in tweetallen laten werken. Voor stap 2 (spacer RNA binden aan DNA) en stap 3 (Cas9
uitbeelden) ga ik uit van groepjes van vijf (of evt. vier of zes) leerlingen. Voor een
klassenset (30 leerlingen) print je dan:

repeat RNA deel A en deel B (elk 6 keer)

e spacer RNA (elk 2 keer)

e DNA alfa, beta en gamma-virus (elk 2 keer)

e rolkaartjes (A4) (6 keer)

e werking Cas9 schematisch (6 keer)

e werking Cas9 schematisch (in DNA font) (6 keer)

Plak van het repeat RNA de delen A en B aan elkaar. Om het helemaal netjes te doen
knip je eerst de witranden weg. Knip daarna de individuele strengen repeat RNA los.
Knip ook de strengen spacer RNA los (in ieder geval die van het alfa, beta en gamma-
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virus; de rest kan in principe weggegooid). Maak tenslotte van elk stuk (viraal) DNA
één streng door te knippen langs de stippellijnen en de drie fragmenten aan elkaar te
plakken.

3. Hang de plasmide op in de klas, en geef elk groepje het volgende materiaal:

e een streng virus DNA (alfa, beta of gamma)

e een streng van het bijpehorende spacer RNA (alfa, beta of gamma)
e rolkaartjes

e twee scharen

e eenrol plakband

e (voor elke leerling) een streng repeat RNA

aanwijzingen

Wissel in je les af tussen stukjes uitleg en het uitbeelden (in drie stappen) door de
leerlingen. Gebruik de PowerPoint eventueel als leidraad.

1. Bij stap 1 (repeat RNA vouwen) gaan de leerlingen op zoek naar de lus (hairpin) in het
RNA. Door de strook papier te vouwen en heen en weer te bewegen vinden ze de
complementaire basen meestal redelijk snel. Laat de leerlingen de complementaire
delen aan elkaar plakken met plakband.

2. Wijs de leerlingen na stap 1 op het feit dat het repeat RNA in werkelijkheid langer is
(zie ook de afbeeldingen werking Cas9 schematisch). Uit praktische overwegingen is hier
gekozen voor een kortere sequentie met één duidelijke lus.

3. Bij stap 2 (spacer RNA binden aan DNA virus) is het goed om aan te geven dat de in
het rood aangegeven PAM’s gewoon normale nucleotiden zijn. Alle sequenties met
patroon 5’-NGG-3’ noem je een PAM omdat ze aan het PI-domein van het Cas9-eiwit
(kunnen) binden. Net naast het stuk DNA dat aan de spacer bindt bevindt zich per
definitie een PAM, maar het is niet zo dat bij alle PAM’s in het virale DNA
verschillende spacers voorkomen.

4. Bij stap 3 (Cas9 uitbeelden) is het de bedoeling dat de leerlingen met de stroken
papier, de scharen en het plakband de werking van het Cas9-enzym uitbeelden (en
daar bijv. een foto van maken). Laat de leerlingen de spacer en één van de repeat
RNA'’s aan elkaar vastplakken. Laat de leerlingen ook de twee DNA-strengen in het
virus-DNA losknippen, zodat de spacer aan de juiste streng geplakt kan worden.

5. De atbeelding werking Cas9 schematisch wordt bij stap 3 als voorbeeld gebruikt. Van
deze afbeelding bestaan twee versies: één versie afkomstig van Wikipedia, en één
versie die daarop gebaseerd is, maar is opgemaakt met de nucleotidenplaatjes van de
stempelset. Wijs de leerlingen erop dat de nucleotidenvolgordes in het DNA en spacer
RNA op deze afbeeldingen niet overeenkomen met één van de virussen (alfa, beta of
gamma) van de leerlingen.
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aanpassingen/uitbreidingen

1. Je kunt bovenstaande opdracht meer gewicht geven door leerlingen (individueel of
per groep) te vragen hun foto te voorzien van een bijschrift, en daarbij de verschillende
onderdelen (spacer RNA, repeat RNA, DNA, PAM, functionele domeinen) aan te
wijzen. De bewerkte foto’s kunnen vervolgens worden beoordeeld (door de docent of
door medeleerlingen) en besproken in de klas.

2. Voeg eventueel een wedstrijdelement toe door te benadrukken dat de bacterie maar
beperkt tijd heeft om het virale DNA onschadelijk te maken voordat het zich innestelt
in de plasmide.

nabespreking

1. Ga bij de nabespreking in op de leerdoelen hieronder. Wijs de leerlingen ook op de
enorme diversiteit aan virussen die op de aarde voorkomt, en leg uit dat een groot deel
van deze virussen een bacterie als gastheer heeft.

2. Bespreek de verschillen en overeenkomsten tussen het bacteri€éle afweersysteem en
ons eigen immuunsysteem (in hoeverre zijn de spacers in het plasmide bijvoorbeeld
analoog aan onze geheugencellen?). Ook kan een vergelijking gemaakt worden met
processen als RNA interferentie die van nature in onze cellen plaatsvinden.

3. Vraag de leerlingen of ze kunnen bedenken wat de functie is van de PAM/PI-
controle. Of anders geformuleerd: een spacer van 20nt is al zeer specifiek, dus waarom
is het CRISPR/Cas-mechanisme z6 geévolueerd dat de aanwezigheid van nog een
sequentie van 3nt net naast de spacer (de PAM dus) voorwaardelijk is voor de werking
van Cas9? De reden hiervoor is natuurlijk dat zonder PAM/PI-controle, Cas9 (in
combinatie met het spacer RNA) in het DNA van E. coli zelf zou knippen.

doelen

Leerlingen kunnen in grote lijnen beschrijven hoe het CRISPR/Cas systeem bij
bacterién functioneert als afweermechanisme tegen indringing van bacteriofagen.

Leerlingen kunnen aangeven welke functionele domeinen het Cas9 enzym heeft, en
hoe het Cas9-RNA-complex ervoor zorgt dat het virale DNA wordt genikt.

Leerlingen kunnen overeenkomsten en verschillen aangeven tussen CRISPR/Cas (dat
op moleculair niveau werkt) en ons eigen immuunsysteem (dat op cellulair niveau
werkt).

Op dit lesmateriaal is de Creative Commons Naamsvermelding-Niet-commercieel-Gelijk delen 4.0 Ne-
derland Licentie van toepassing (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.nl).

Het materiaal werd ontwikkeld door Caspar Geraedts (Vrije Universiteit, Amsterdam).
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