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Corina gegen Corona

Unser Ziel: Zellbasierte und direkte Detektion von SARS-CoV-2

Nach dem Auftreten erster Covid-19 Symptome dauert es Tage, bis man einen Arzttermin erhalt,
und nach erfolgreichem (1) Abstrich vergehen weitere Tage, bis man das Testergebnis erfihrt.
Zudem kann man bereits Tage vor Krankheitsausbruch hoch ansteckend sein. Vor diesem
Hintergrund ist ein SARS-CoV-2 Test hilfreich, welcher das Virus tatsdchlich direkt und nicht
indirekt via Antikorper detektiert - eine mogliche Ansteckung deshalb friihzeitig nachweist - und
der wiederholt, einfach und zu Hause durchgefiihrt werden kann (Point-of-Care). In Kombination
mit einer Tracing-App ist 1) ein systematisches Massentesten und 2) eine flichendeckende
Datenerfassung zur effektiven Einddmmung von Ansteckungen méglich. Diese Herausforderung
hat uns inspiriert, und wir wollen sie mit der Entwicklung eines zellbasierten SARS-CoV-2 Tests
annehmen!
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Modulare und hochspezifische Lab-in-a-cell Nachweismethode

Unser Detektionsprinzip soll modular aufgebaut sein, so dass der Test idealerweise auch zum
Nachweis anderer Viren eingesetzt werden kann. Der Nachweis soll zellbasiert sein, damit
niedrige Produktionskosten des Biosensors resultieren. Nach einer effektiven Infektion unserer
Zellen, werden wir unverpackte, replizierte SARS-CoV-2 (+)ssRNA als Target fiir unser
Detektionssystem nutzen. Die Wahl dieses Targets ist mit Risiken behaftet, da die Konzentration
zytosolischer und unverpackter Virus-RNA wahrend des Replikationszyklus nicht im Detail
bekannt ist. Daftir ermdglicht das Target eine hochspezifische sowie modulare Detektion, welche
wir mit einem sequenz-spezifischen RNA bindenden CRISPR-Cas System (RNdCas) umsetzen.
Heute sind mehrere erfolgreiche Applikationen mit RNA bindenden Proteinen beschrieben und
validiert (Dedow et al. 2019).

Zellbasiertes Infektionsmodell

Der Nachteil unserer Methode ist die langsame Entwicklung des biochemischen Readoutsignals.
Nach effektiver live Infektion dauert es 12-36 Stunden, bis durch RNA Replikation gentigend
Virus-Material vervielfaltigt wurde. Wir werden deshalb diese Phase des Zyklus gezielt
beschleunigen (RARP Expression). In der klinischen Anwendung wird dieser Nachteil durch
gestaffelte Wiederholungen des Tests wieder wettgemacht. Ist das Virus erst einmal in der Zelle,
ist es permanent unserem Biosensor ausgesetzt. Wieviele SARS-CoV-2 Virionen zur Infektion
nétig sind, ist bis heute nicht bekannt. Schatzungen gehen von einigen wenigen bis etwa hundert
Virionen aus. Im Vergleich zu Influenzaviren scheint SARS-CoV-2 ungefahr 10x infektidser zu sein.
Inkubationszeiten von mehreren Stunden mit infektiosem Probematerial sind fur eine erfolgreiche
Infektion ausreichend.
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SARS-CoV-2 (+)ssRNA Detektion via CRISPR-Cas

Analog zum WHO empfohlenen PCR Verfahren werden wir die RNA Sequenz des Envelope E-
Proteins von SARS-CoV-2 detektieren. In den letzten 7 Jahren hat das CRISPR-Cas System in der
Life Science Community laufend an Bedeutung gewonnen. Urspriinglich wurde dieses in der
Biotechnologie zum gezielten Editieren von doppelstrangiger DNA angewendet. Inzwischen ist die
CRISPR-Cas Toolbox standig mit neuen Entwicklungen erweitert worden. Seit einigen Jahren sind
ebenfalls RNA bindende CRISPR-Cas Systeme (RNdCas) bekannt, mit und ohne katalytischer
Funktion. In unserem Nachweisverfahren sind wir an der spezifischen RNA Bindung von zwei
inaktiven dCas13 Komplexen interessiert. Letztes Jahr wurde ein dhnliches Prinzip mit zwei
inaktiven dCas9 Komplexen zur Detektion doppelstrangiger DNA angewendet. Diesen Friihling
wurde via CRISPR-Cas eine hervorragende Nachweisgrenze zur SARS-CoV-2 Detektion
experimentell bestitigt (Broughton et al. 2020).
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Lab-in-a-cell Biosensor als hochspezifischer Barcode-Reader

EGFP ist ein hell fluoreszierendes Protein und kann in zwei Untereinheiten gespalten werden
(Split-EGFP). Diese sind nur dann fluoreszenzfihig, wenn beide einander raumlich genug nihern
und die funktionelle Konformation einnehmen. Wir fusionieren je eine EGFP Split-Untereinheit an
ein RNA bindendes CRISPR-Cas System (RNdCas). Die beiden RNdCas/gRNA Komplexe (Biosensor)
detektieren SARS-CoV-2 schliesslich via komplementdrer Basenpaarung der gRNA-Sonden und
der SARS-CoV-2 mRNA (Barcode-Reader Prinzip). Nur bei optimalem Abstand der entsprechenden
Sequenzabschnitte auf der SARS-CoV-2 mRNA findet eine EGFP Split-Complementation statt. Die
zwei Komplementdrpaarungen erméglichen einen hochspezifischen Virusnachweis.
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