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Gut geschützt durch CRISPR-Cas-Systeme 

CRISPR-Cas in 
Antibiotika-produzierenden 
Aktinomyceten 
LENA MITOUSIS | WOLFGANG WOHLLEBEN 

Aktinomyceten produzieren eine große 
Vielfalt an Naturstoffen, die in der Medizin 
und Industrie für uns Menschen von großer 
Bedeutung sind. Besonders Antibiotika sind 
unentbehrlich für die Behandlung von 
Infektionskrankheiten. Man geht davon aus, 
dass sich Aktinomyceten in ihren natür-
lichen Habitaten durch die Naturstoffe vor 
anderen Konkurrenten schützen. Es gibt 
aber auch andere Bedrohungen wie zum 
Beispiel die Infektion durch Phagen. Ab-
wehrsysteme wie CRISPR-Cas können davor 
schützen. Über die Funktion von CRISPR-
Cas-Systemen in Aktinomyceten ist aber 
bisher nur sehr wenig bekannt. 

Eine der größten taxonomischen Einheiten innerhalb 
der Bakterien ist die Klasse der Actinomycetes (Abbil-

dung1). Sie beinhaltet grampositive, GC-reiche Bakterien 
mit häufg flamentösem Wachstum. Viele Aktinomyceten 
haben einen komplexen Lebenszyklus (Abbildung2), wäh-
rend dem sich das vegetativ wachsende, verzweigte Sub-
stratmycel zu unverzweigtem Luftmycel weiter differen-
ziert. Aus dem Luftmycel werden dann Sporen gebildet. 
Diese wachsen nach dem Auskeimen wiederum als vege-
tatives Mycel und der Zyklus beginnt von vorne. Aktino-
myceten kommen häufg im Boden vor; man fndet sie 
aber auch in anderen Habitaten wie etwa in Gewässern. 
In ihrem jeweiligen Ökosystem spielen sie eine wichtige 
Rolle. Beispielsweise im Boden sind Streptomyces, Nocar-
dia oder Cellulomonas an der Humusbildung beteiligt, da 
sie sowohl Pilze als auch pfanzliches und tierisches Mate-
rial zersetzen können. Abgesehen davon tragen dort ins-
besondere Streptomyceten auch durch die Synthese von 
Geosmin zum typischen waldig-erdigen Geruch von Bo-
den bei. Es gibt auch symbiontische Aktinomyceten: So 
leben Stickstoff-fxierende Aktinomyceten wie Vertreter 
der Gattung Frankia mit Wurzeln von Pfanzen assoziiert. 
Einige Antibiotika-produzierende Arten – wie z.B Strepto-
myces, Pseudonocardia oder Amycolatopsis – kommen 
dagegen gemeinsam mit Insekten (z. B. Termiten, Ameisen 
oder Wespen) vor. Fast alle Aktinomyceten sind harmlos; 
es gibt nur sehr wenige pathogene Arten. Dazu gehören 
unter anderem Mycobacterium tuberculosis, der Erreger 
von Tuberkulose, oder Corynebacterium diphteriae, der 
Auslöser der Diphterie. 

Aktinomyceten als Quelle von wichtigen 
Naturstoffen 

Die besondere Relevanz von Aktinomyceten liegt haupt-
sächlich in ihrem großen Potenzial, biologisch aktive Na-
turstoffe zu produzieren. Die Isolierung von Aktinomycin 
im Jahr 1941 [1] – dem ersten Antibiotikum aus Aktino-
myceten – stellt nur den Anfang einer langen Erfolgs-
geschichte dar. Seitdem wurden Aktinomycetenstämme 
aus verschiedensten Quellen mit zum Teil extremen 
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ABB. 1 Vielfältige Morphologie von Aktinomyceten. Aktinomyceten können als vegetatives Substratmycel wachsen, das meist beige ist. 
Unter bestimmten Bedingungen kann sich dieses Mycel zu weißlich-pudrigem Luftmycel ausdifferenzieren, woraus sich dann weißliche 
oder graue Sporen bilden. Manche Aktinomyceten bilden Naturstoffe, die die Zellen und den Agar bunt färben können. In dieser Abbildung 
zu sehen sind Streptoalloteichus tenebrarius, Streptomyces albidofavus und Streptomyces coelicolor. 

Bedingungen isoliert (Boden, Süß- und Salzwasser, Kalk-
stein, Luft, Schwämme, Wüste, Vulkanhöhlen). Diese wur-
den auf die Produktion von aktiven Substanzen gescreent. 
Zwischen 1950 und 1970 – der sogenannten „goldenen 
Ära der Antibiotika“ – stammten rund 60 Prozent aller 
Antibiotika aus Aktinomyceten, größtenteils aus Strepto-
myces-Stämmen [2]. Bis heute wurde eine sehr große 
Variation an unterschiedlichsten Naturstoffen in Aktino-
myceten entdeckt. Darunter befnden sich vielfältige che-
mische Strukturen wie Glykopeptide, β-Lactame, Makro-
lide, Tetracycline, Rifamycine oder Aminoglycoside. Die 
Naturstoffe besitzen eine Vielzahl an unterschiedlichen 
Wirkmechanismen – sie wirken antibiotisch, fungizid, in-
sektizid, herbizid und antiviral, hemmen Enzyme, Tumor-
wachstum oder modulieren das Immunsystem. Heutzu-
tage geht beinahe ein Drittel aller verwendeten Antibio-
tika ursprünglich auf Aktinomyceten zurück. 

Genetisches Potenzial und Zugänglichkeit 
von Aktinomyceten 

Die Gene, die für die Synthese der Naturstoffe kodieren, 
lassen sich in der Genomsequenz von Aktinomyceten 
meist in sogenannten Biosynthesegenclustern (BGC) wie-

I N  K Ü RZE 

– Aktinomyceten haben oft einen komplexen Lebenszyklus und sind eine wichtige 
Quelle für medizinisch und industriell relevante Naturstoffe wie z. B. Antibio-
tika. 

– Man fndet in etwa der Hälfte aller Aktinomyceten-Genome CRISPR-Cas. Trotz-
dem ist die Funktion von CRISPR-Cas in Aktinomyceten aktuell kaum erforscht. 

– Beispiele aus Streptomyces avermitilis, Mycobacterium tuberculosis und 
Streptoalloteichus tenebrarius weisen untypische Eigenschaften auf, die zum 
Teil auch mit dem komplexen Lebenszyklus zusammenhängen. 

derfnden. Das bedeutet, dass die Gene auf der DNA be-
nachbart sind und in der Regel gemeinsam exprimiert und 
reguliert werden. Häufg besitzt ein BGC zusätzlich zu den 
Genen für die Synthese des Produktes auch die Gene für 
die dazugehörigen Regulatoren oder Resistenzgene. Durch 
bioinformatische Analysen von Aktinomyceten-Genomen 
weiß man, dass sie mehrere BGCs besitzen können. Im 
Durchschnitt fndet man 16 BGCs pro Genom, wobei es 
auch Beispiele mit über 60 Clustern gibt [3]. Unter Stan-
dardlaborbedingungen wird oft aber nur ein Bruchteil 
aller BGCs exprimiert. Die inaktiven BGCs nennt man 
daher auch „schlafende“ Biosynthesegencluster. Es gibt 
verschiedene Ansätze, um dieses „versteckte“ Potenzial 
auszuschöpfen und die BGCs zu „wecken“. Entweder man 
versucht, den ursprünglichen Stamm genetisch so zu ver-
ändern, dass die Expression des „schlafenden“ BGCs akti-
viert wird. Alternativ kann man die für die Synthese ver-
antwortlichen Gene aus dem eigentlichen Stamm isolieren 
und in einem anderen, optimierten Stamm heterolog ex-
primieren. Das setzt voraus, dass man Methoden und 
Werkzeuge hat, um diese Stämme molekulargenetisch zu 
bearbeiten. Dazu gehören zum Beispiel die Isolierung von 
DNA, das Klonieren, der Transfer von rekombinanter DNA 
in die Zellen und die Selektion von Mutanten. Bei Aktino-
myceten kommt es häufg vor, dass molekulargenetische 
Standardlabormethoden nicht oder nicht effzient funk-
tionieren. Mögliche Ursachen dafür können unter ande-
rem in der Aktivität von Abwehrmechanismen wie etwa 
dem Restriktionsmodifkationssystem oder aber auch dem 
CRISPR-Cas-System liegen. 

CRISPR-Cas in Aktinomyceten 
CRISPR-Cas ist bekannt als prokaryotisches adaptives 
Immunsystem. Es besteht in der Regel aus den entspre-
chenden cas-Genen und spacer-repeat-Einheiten, die als 
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Sporen 

Substratmycel 

Sporen ketten 

CRISPR-Array bezeichnet werden. Häufg fndet man 
CRISPR-Arrays direkt neben den cas-Genen; beides 
gemeinsam wird als CRISPR-Locus bezeichnet. CRISPR-
Arrays können auch an anderen Stellen im Genom auf-
tauchen als in Nachbarschaft von cas-Genen. Es gibt auch 
Beispiele von CRISPR-Arrays in Stämmen, die keine cas-
Gene besitzen. Sequenzanalysen aller vollständigen bakte-
riellen Genomsequenzen zeigen, dass in 41,9 Prozent der 
bakteriellen Genome cas-Gene und/oder CRISPR-Arrays 
kodiert sind [4]. Betrachtet man die Gruppe der Aktino-
bakterien, fndet man CRISPR-Loci in nahezu 50 Prozent 
der Genome [5]. In Streptomyces-Genomen kommen bei 
65,7 Prozent CRISPR-Arrays vor, aber nur 37,1 Prozent 
haben auch die entsprechenden cas-Gene dazu [6]. 

CRISPR-Cas-Systeme können in unterschiedliche Typen 
unterteilt werden (Typ I-VI). Analysen der Verteilung der 
sechs unterschiedlichen CRISPR-Cas-Typen ergeben, dass 
es sich in fast allen Fällen um Typ-I-Systeme, hauptsächlich 
Typ I-E, handelt. Obwohl die Sequenzanalysen demonst-
rieren, dass CRISPR-Cas-Systeme in Aktinomyceten etwa 
ähnlich häufg vorkommen wie in allen bakteriellen Geno-
men, sind CRISPR-Cas-Systeme aus Aktinomyceten nur 
sehr wenig experimentell erforscht. Nach unserem besten 
Wissen gibt es aktuell nur drei experimentell und funk-
tionell charakterisierte Beispiele aus Aktinomyceten. 

Das erste Beispiel – ein CRISPR-Cas auf dem linearen 
Streptomyces Plasmid pSHK1 – wurde im Jahr 2011 von 
Guo et al. publiziert [7]. Das System umfasst acht cas-
Gene mit zwei fankierenden CRISPR-Arrays (Abbildung 3) 
und fünf zusätzlichen Arrays über die restliche Plasmid-
sequenz verteilt. Es entspricht damit einem typischen 
Typ I-E-System, wie es auch in Escherichia coli vorkommt. 
Interessanterweise liefert das System im Laborexperiment 
keinen Schutz vor Phageninfektion oder Plasmiden. 
Außerdem konnten bisher keine Homologien zwischen 
spacer-Sequenzen einerseits und Plasmid- oder Phagen-
sequenzen andererseits gefunden werden. Woran das lie-
gen könnte und welche potenzielle Funktion das System 
stattdessen haben könnte, ist bislang nicht geklärt. 

Als zweites Beispiel folgte 2016 eine Veröffentlichung 
von Qui et al. [8] über das erste aktive System aus Aktino-
myceten. Die Publikation beschreibt ein Typ I-E-System in 
Streptomyces avermitilis (Abbildung 3), das genetisch 
sehr große Ähnlichkeiten zum gut charakterisierten Sys-
tem aus Escherichia coli aufweist. Es bietet Schutz vor 
Phagen und Plasmiden, aber der Einbau von neuen spacer-
Abschnitten fndet generell eher selten statt. Im Vergleich 
mit dem bekannten System aus E. coli fallen Unterschiede 
auf, was die Bedingungen des spacer-Erwerbs (Adapta-
tion) angeht. Normalerweise werden keine neuen spacer 
eingebaut, wenn es für eine fremde DNA bereits einen 
spacer mit exakter Übereinstimmung gibt. In diesem Fall 
kann die eingedrungene DNA sofort abgebaut werden. Für 
das System aus S. avermitilis wurde aber auch unter die-
sen Bedingungen der Einbau von zusätzlichen spacer-Ab-
schnitten beobachtet. Am interessantesten ist aber, dass 

A BB.  2  KO MPLE X E R LE BE NSZ YKLUS V O N F ILA ME NTÖSEN 

A KTINO MYCE TE N 

Unterhalb der Mediengrenze wächst das verzweigte Substratmycel. Dieses 
durchbricht die Grenze und differenziert sich zu unverzweigtem Luftmycel aus. 
Daraus werden einzelne rundliche Sporen abgeschnürt, die in Sporenketten 
vorliegen. Die Sporen können sich frei verteilen. Beim Auskeimen bildet sich 
wieder vegetatives Substratmycel und der Zyklus beginnt von vorne. 

in S. avermitilis Zusammenhänge zwischen der CRISPR-
Cas-Aktivität und der Phase des Lebenszyklus der Zellen 
festgestellt wurden. Die Aktivität des Abwehrsystems 
scheint während der Sporulation erhöht zu sein, da ein 
gesteigerter spacer-Einbau und Verlust eines fremden Plas-
mids nach der Sporulation der Zellen beobachtet wur-
de – im Gegensatz zum mycelartigen Wachstum. 

Das dritte Beispiel eines funktional charakterisierten 
Systems in Aktinomyceten stammt aus Mycobacterium 
tuberculosis und wurde 2019 von Wei et al. [9] beschrie-
ben. Hier handelt es sich um ein Typ-III-A-System (Ab-
bildung 3). Die Untersuchung der natürlichen Funktion 
des CRISPR-Cas-Systems belegt, dass es in der Abwehr 
gegen mobile genetische Elemente aktiv ist. Im Vergleich 
zu anderen bekannten Typ-III-A-Systemen zeigt es aber 
auch untypische Besonderheiten beim Reifungsprozess 
der crRNA. Normalerweise werden in Typ-III-Systemen 
die crRNAs am 3‘-Ende von nicht CRISPR-Cas-spezifschen 
Nukleasen getrimmt. Die gereifte crRNA bildet keine Se-
kundärstruktur. Die crRNAs aus M. tuberculosis hingegen 
werden nicht am 3‘-Ende getrimmt und bilden eine Se-
kundärstruktur, die somit eher an die crRNAs aus Typ-I-
Systemen erinnert. Bei diesem Reifungsprozess der crRNA 
ist das Cas-Protein Cas6 beteiligt. Während die Aktivität in 
anderen Systemen unabhängig von Metallionen ist, wurde 
für Cas6 aus M. tuberculosis eine Abhängigkeit von der 
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pSHK1 lineares Plasmid 
Typ 1-E 

Streptomyces avermitilis 
Typ 1-E 

Mycobacterium tuberculosis 
Typ III-A 

CRISPR1 cas3 cse1 cse2 cas7 casS cas6 cas1 

•ta► 
CRISPR2b CRISPR2a cas3 cse1 cse2 cas7 cas5 

cas6 csm1 csm2 csm3 csm4 csm5 csm6 cas1 cas2 CRISPR1 CRIS PR2 

cas2 CRISPR2 

cas6 cas1 cas2 CRISPR1 

ABB.  3  CRISPR-CAS-SYSTEME AUS AKTINOMYCETEN 

Übersicht der CRISPR-Cas-Systeme aus den experimentell charakterisierten Beispielen Streptomyces-Plasmid pSHK1, Streptomyces avermitilis 
und Mycobacterium tuberculosis. Die hellen Pfeile stehen für die cas-Gene. Die Quadrate stellen CRISPR-Arrays dar, die Zahl darin steht für die 
Anzahl der spacer. Die dunklen Pfeile stehen für andere, nicht CRISPR-Cas-spezifsche Gene. Hier sind es in beiden Fällen Transposasegene. 

Anwesenheit von Ca2+ und Mn2+ gezeigt. Lange Zeit vor 
dieser ausführlichen funktionalen Charakterisierung des 
CRISPR-Cas-Systems aus M. tuberculosis wurden die 
CRISPR-Array-Sequenzen bereits genauer analysiert. Durch 
die Aktivität des Systems liegen in unterschiedlichen Iso-
laten Sequenzvariationen innerhalb der CRISPR-Arrays 
vor. Mit Hilfe der variablen spacer-Sequenzen ist es mög-
lich, Mycobacterium-Isolate evolutionär und epidemiolo-
gisch einzuordnen. Bereits 1997 wurde die „spoligotyping“-
Methode (= spacer oligonucleotide typing) für M. tuber-
culosis entwickelt [10]; zehn Jahre später wurde sie auch 
für Corynebacterium diphteriae etabliert [11]. 

CRISPR-Cas-Systeme aus 
Streptoalloteichus tenebrarius 

Wir beschäftigen uns hauptsächlich mit Aktinomyceten 
und ihren Naturstoffen. Bei der Arbeit mit unserem Labor-
stamm Streptoalloteichus tenebrarius wurde aber auch 
das Interesse an CRISPR-Cas in Aktinomyceten geweckt. 
Der Stamm ist ein industrieller Produzent von Aminogly-
cosid-Antibiotika und wurde im Rahmen einer Stamment-
wicklung zur Steigerung der Produktion von Tobramycin, 
einem Breitspektrumantibiotikum, optimiert [12]. Die 
genetische Manipulation ist sehr herausfordernd, da viele 
Standardmethoden nicht oder nur sehr ineffzient funkti-
onieren. Rekombinante DNA wird in S. tenebrarius nur 
über Konjugation aufgenommen. Die dabei verwendete 
DNA muss homologe Bereiche zum S. tenebrarius-Genom 
tragen und über Rekombination ins Genom integriert wer-
den, da sie sonst nicht stabil in der Zelle bleibt. Zusätzlich 
ist der Stamm gegen die meisten herkömmlich verwende-
ten Selektionsmarker resistent, wodurch die verfügbaren 
Marker limitiert sind. Genauere Analysen der Genom-
sequenz zeigten, dass S. tenebrarius nicht nur 33 poten-
zielle BGCs trägt, sondern auch drei CRISPR-Cas-Systeme 
der Klasse 1. Um herauszufnden, ob eventuell die Aktivität 
der CRISPR-Cas-Systeme die Ursache für die Schwierigkei-
ten bei der genetischen Manipulation sein könnten, wer-
den die Systeme genauer untersucht. Ziel ist es herauszu-

fnden, welche Rolle CRISPR-Cas-Systeme allgemein in 
Aktinomyceten spielen und inwieweit sie auch an Pro-
zessen abgesehen von Immunität beteiligt sind. Erste Er-
gebnisse weisen darauf hin, dass eines der CRISPR-Cas-
Systeme einen Einfuss auf die Zelldifferenzierung in 
S. tenebrarius haben könnte. 

Zusammenfassung 
Aktinomyceten sind eine diverse Gruppe an Bakterien mit 
bedeutenden Eigenschaften für die Medizin und die Indus-
trie. Ein Großteil der heutzutage verwendeten Antibiotika 
hat seinen Ursprung in Aktinomyceten. Durch die Produk-
tion von biologisch aktiven Naturstoffen sind Aktinomyce-
ten in der Umwelt gut vor Konkurrenten geschützt. Das 
prokaryotische Immunsystem CRISPR-Cas bietet Schutz vor 
Phagen und fremder DNA/RNA. Es ist in etwa 50 Prozent 
aller Aktinomyceten-Genome zu fnden. Die Funktionsweise 
von CRISPR-Cas bei Aktinomyceten ist – bis auf wenige Bei-
spiele – kaum untersucht. Dabei zeigen die charakterisier-
ten Systeme aus S. avermitilis und M. tuberculosis zum 
Teil untypische Eigenschaften. In S. avermitilis hängt die 
Aktivität des CRISPR-Cas-Systems mit der Phase des Lebens-
zyklus zusammen. Bei M. tuberculosis ist die crRNA-Rei-
fung anders als bei ähnlichen Systemen. Unsere Unter-
suchungen der CRISPR-Cas-Systeme von S. tenebrarius 
weisen auf eine potenzielle Beteiligung an der Zelldifferen-
zierung hin. 

Summary 
CRISPR-Cas in antibiotics-producing 
actinomycetes 

Actinomycetes are a diverse group of bacteria with impor-
tant properties for medicine and industry. Most of the anti-
biotics used today originate from actinomycetes. The pro-
duction of biologically active natural products protects ac-
tinomycetes against competitors in the environment. The 
prokaryotic immune system CRISPR-Cas offers protection 
against phages and foreign DNA/RNA. It is found in about 
50 per cent of all actinomycetes genomes. Apart from a few 
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examples, the function of CRISPR-Cas in actinomycetes has 
barely been investigated so far. The characterized systems 
of S. avermitilis and M. tuberculosis show atypical fea-
tures. In S. avermitilis, the activity of the CRISPR-Cas sys-
tems is linked to the phase of its life cycle. In M. tuberculo-
sis, crRNA maturation differs from similar systems. Our 
studies of S. tenebrarius CRISPR-Cas systems suggest a 
possible involvement in cell differentiation. 

Schlagworte: 
Aktinomyceten, Antibiotika, Naturstoffe, CRISPR-Cas 
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