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Den gesteinsbesiedelnden Pilzen auf der Spur

CRISPR-Cas9 in der
Materialforschung

JULIA SCHUMACHER

Knufia petricola auf
Marmor. Foto: BAM.

Das mikroskopische Leben auf exponierten
Oberfldchen ist genligsam und kooperativ.
Gesteinsbesiedelnde schwarze Pilze, Griin-
algen und Cyanobakterien unterstiitzen ein-
ander in der Eroberung von Felsen, Mauern,
Denkmdilern, Déchern, Fassaden und Sonnen-
kollektoren. Bedeutend sind die schwarzen
Pilze als Gesteinszerstorer und Biofilmbild-
ner. lhre massiven Zellwdnde und ihr lang-
sames Wachstum machen sie stresstolerant
und fordern zugleich die experimentelle
Forschung heraus. In der Materialforschung
kénnen Biofilme erwiinscht oder unerwiinscht
sein. Biofilme auf Fassaden kénnen das Innen-
stadtklima positiv beeinflussen, wéhrend sie
auf einem Marmordenkmal unwillkommen
sind. Ohne tieferes Verstdndnis der ange-
passten Mikroben ist weder ihre Bekdmpfung
noch ihre gezielte Férderung auf Materialien
maéglich. Hier treffen sich Genetik und Mate-
rialforschung: Die CRISPR-Cas9-Technologie
ermdglicht es, die Genome der Pilze fiir
funktionale Analysen zu editieren, um die
Mechanismen der Materialbesiedlung und
Materialschddigung zu entschliisseln.
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ilze weisen eine erstaunliche Mannigfaltigkeit auf, an-
Pgefangen bei ihrer Gestalt und GrofRe bis hin zu ihren
Lebensriumen und Ernihrungsstrategien. Dabei gibt es
zwei grundlegende Wuchsformen (Abbildung 1): Hefen
wie z. B. Saccharomyces cerevisiae sind Einzeller, die sich
vegetativ durch Knospung vermehren, indem eine Mutter-
zelle eine Tochterzelle abschniirt, die schlieRlich zur vol-
len Gro3e heranwichst. Die Zellwinde konnen miteinan-
der verbunden bleiben, so dass Zellketten entstehen. Die
entstehenden Kolonien dhneln denen von Bakterien. An-
dere Pilze hingegen wie z. B. Botrytis cinerea sind unkon-
ventionelle Mehrzeller: Sie bilden langgestreckte Zell-
fiden (Hyphen) und ein verzweigtes Netzwerk (Myzel),
durch das sich Organellen und Zellkerne frei bewegen
konnen. Ein Myzel, das ausgehend von einer Spore wiichst,
stellt einen Organismus dar. Pilze konnen sich vegetativ
(asexuell) und/oder sexuell fortpflanzen. Charakteristisch
fiir die Schimmelpilze ist die Bildung asexueller Sporen
(Konidien).

Pilzzellen konnen funktionierende Genkopien/Allele
in unterschiedlicher Anzahl aufweisen. Viele Pilze besit-
zen einen einfachen Chromosomensatz (Haploidie), wo-
durch die Mutation eines Gens immer zu einem Phinotyp
fithrt (sofern das Gen eine sichtbare Funktion aufweist).
Es kommen aber auch Diploidie und Aneuploidie vor. Die
unterschiedliche Anzahl von Genkopien kann mehrere
Griinde haben wie zum Bespiel das Vorkommen von es-
senziellen und zusitzlichen Chromosomen, die ungleiche
Verteilung der Chromosomen wihrend der Mitose oder
aber eine Genomduplikation gefolgt vom Verlust einzel-
ner Genkopien. Ferner konnen die Hyphensegmente und
Konidien der Hyphenpilze mehrere, ggf. auch unter-
schiedliche Zellkerne beinhalten, was den einfachen
Chromosomensatz kompensiert und zu ihrer Anpassungs-
fahigkeit beitrigt. In jedem Fall, in dem es mehrere Gen-
kopien/Allele gibt, wird die gentechnische Verinderung
wie das Einfligen einer Mutation nicht direkt zur Merk-
malsausprigung fiihren, so dass weitere Schritte fiir den
Erhalt von homozygoten bzw. homokaryotischen Stim-
men notwendig sind.

Die Nutzung der CRISPR-Cas9-Technologie in Pilzen
hat - je nach Empfinger - verschiedene Vorteile [1]. Da in
einem Schritt mehrere identische Genkopien/Allele mu-
tiert werden konnen, ist es moglich, unmittelbar homozy-
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IN KURZE

ABB. 1 | MORPHOLOGIE UND GENETIK DER PILZE
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Oben: Pilze haben zwei unterschiedliche Wuchsformen. Beispielhaft dargestellt sind hier Kolonien von Saccharomyces
cerevisiae und vegetatives Myzel von Botrytis cinerea. Unten: Die Anzahl der funktionierenden Genkopien bestimmt den
Phénotyp nach dem Einfiigen einer Mutation in das Wildtyp-Genom. Die Verwendung der CRISPR-Cas9-Technologie
verschiebt das Gleichgewicht zugunsten des Mutanten-Phdnotyps (dicke Pfeile).

gote bzw. homokaryotische Transformanten zu erzeugen.
Davon unabhingig erh6hen Doppelstrangbriiche (DSB) die
Editierungsfrequenzen durch die Aktivierung der endoge-
nen DNA-Reparatursysteme. Die Zugabe von Donor-DNA
mit einer Resistenzkassette fiir die Selektion ist vorteilhaft
und erlaubt das Entfernen oder Inserieren von Sequenzen.
Ferner konnen mehrere verschiedene Stellen im Genom
gleichzeitig editiert werden.

Gesteinsbesiedelnde Pilze bilden kompakte

schwarze Kolonien und sind extremotolerant
Die Besiedlung von exponierten Lebensriaumen stellt eine
besondere Herausforderung dar und erfordert hiufig die
Kooperation von verschiedenen Mikroorganismen [2].
Unabhingig vom Substrat sind die Mikroorganismen der
Sonneneinstrahlung (UV-Strahlung), wechselnden Tempe-
raturen und Feuchte ausgesetzt. Gesteinsoberflichen in
kalten und heiRen Wiisten sind extreme Lebensriume, in

- Gesteinsbesiedelnde schwarze Pilze sind Bestandteil von grau-griinen Biofilmen.

- Schwarze Pilze sind vielfdltig und in dhnlicher Weise an extreme Umweltbedin-
gungen angepasst.

- Das langsame Wachstum und die massiven Zellwdnde der schwarzen Pilze
erschweren molekularbiologische und gentechnische Verfahren.

- Mithilfe der CRISPR-Cas9-Technologie ist es jetzt méglich, die Genome schwarzer

Pilze zu editieren.

- Aufgrund der zur Verfligung stehenden Methoden ist Knufia petricola ein ge-
eignetes Modell fiir materialbesiedelnde Pilze.
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denen zudem Nihrstoffe rar sind. Verschiedene Vertreter
der Schlauchpilze (Ascomyzeten) sind durch bestimmte
morphologische und physiologische Eigenschaften an sol-
che extremen Lebensriume angepasst. Dazu gehoren ein-
fache Entwicklungszyklen durch ausschlie8lich vegetative
Vermehrung, also durch Zellteilung und Bildung mehr-
schichtiger, melanisierter Zellwinde. Viele filamentdse
Schlauchpilze bilden das schwarze 1,8-Dihydroxynaphtha-
lin-(DHN)-Melanin und lagern es in die Winde von spezi-
alisierten Infektions- oder Fortpflanzungsstrukturen ein.
Im Gegensatz dazu bilden die sogenannten schwarzen
Pilze - manchmal auch gesteinsbesiedelnde Pilze, mikro-
koloniale Pilze oder schwarze Hefen genannt - fortwih-
rend Melanin, das sie vor vielen abiotischen und bioti-
schen Umweltfaktoren schiitzt, sie aber auch in ihrem
Wachstum einschriankt [3]. SchlieRlich muss fur die Ab-
schniirung einer Tochterzelle die Melaninschicht wenigs-
tens lokal aufgelost werden. Alternativ bilden sich zwei
Tochterzellen in der Mutterzelle, die durch Aufplatzen
des Melaninpanzers entlassen werden (meristematisches
‘Wachstum). Durch die Besiedlung von Gesteinen sind die
schwarzen Pilze in der Bodenbildung involviert und fiir
ihr Verwitterungspotenzial gegeniiber weit verbreiteten
Gesteinen wie Olivin bekannt [4, 5].

Diese Eigenschaften befihigen die schwarzen Pilze,
menschengeschaffene Lebensriume - kiinstliche Wiisten
wie Denkmiler, Gebiudefassaden, Dicher und Solar-
anlagen - zu besiedeln. Biofilme auf diesen Oberflichen
sind mikrobielle Gemeinschaften aus schwarzen Pilzen,
Bakterien und Griinalgen (Abbildung 2) und fithren zur Ver-
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farbung heller Oberflichen, Verinderung der Materialien
und zur Reduzierung der Effizienz von Solaranlagen. Dabei
tragen die Pilze zu der Verankerung des Biofilms bei und
schiitzen die anderen Mikroorganismen durch ihre Mela-
nisierung vor iibermifiger Lichteinstrahlung. Die schwar-
zen Pilze weisen mit zahlreichen Vertretern in den Klas-
sen Arthoniomyzeten, Eurotiomyzeten und Dothideomy-
zeten eine auflerordentliche Diversitit auf, die aufgrund
ihres dhnlichen Aussehens (Konvergenz) lange unterschitzt
wurde. Ein laufendes Gemeinschaftsprojekt adressiert diese
Wissenslicke, indem die Genome von ca. 100 bisher un-
bekannten Pilzen aus verschiedenen extremen Lebensriu-
men sequenziert werden [6] (https://stresblackfungi.org/).
Unser Beitrag dazu sind 15 neue Arten, die von Solaranla-
gen in den USA und Deutschland isoliert wurden.

Etablierung von Knufia petricola als Modell

fiir materialbesiedelnde Pilze
Knufia petricola (ehemals Sarcinomyces petricola, siche
Aufmacherbild) und andere Knufia-Arten wurden als Be-
siedler und Zersetzer von antikem Marmor im Mittelmeer-
raum ausgemacht [7-9]. Wurde zunichst angenommen,
dass diese Vertreter sich eher in warmen Gebieten aufhal-
ten, haben kiirzlich Studien in der Antarktis gezeigt, dass
sie auch Gesteine in Kaltwiisten besiedeln [10], was ihren
extremotoleranten Charakter unterstreicht und auf eine
weltweite Verbreitung hindeutet. Der K. petricola-Stamm
A95 wurde in den 1990er Jahren von Anna A. Gorbushina
von einer Marmoroberfliche in Athen, Griechenland, iso-
liert und aufgrund seines moderaten Wachstums und der
einfacheren Handhabung im Vergleich zu anderen isolier-
ten schwarzen Pilzen als Modell ausgewihlt [3]. K. petri-

Schwarzer

e ’/ Pilz
9

Grin-

alge

ABB. 2 Ein Biofilm mit schwarzen Pilzen und Griinalgen. Fotos: Pedro M. Martin-

Sanchez.

cola zeigt in Abhingigkeit vom Nihrstoffgehalt des Medi-
ums unterschiedliche Wuchsformen (Abbildung 3). So
basiert das schnellere Wachstum und die Bildung kompak-
ter Kolonien auf nihrstoffreichem Medium tiberwiegend
auf der hefeartigen Teilung, die zu miteinander verbunde-
nen Zellketten fithrt. Aber auch meristematisches Wachs-
tum tritt auf - vermutlich der bevorzugte Teilungsmodus
fiir dltere, stirker melanisierte Zellen. Auf Wasseragar bil-
den die Zellen Pseudohyphen als Ergebnis hefeartiger und
meristematischer Teilungen. K. petricola weist die weite-
ren Charakteristika der schwarzen Pilze auf, darunter die
Bildung mehrschichtiger Zellwinde und schiitzender
Metabolite wie DHN-Melanin, Carotinoide, Mycosporine
und extrazellulire Polysaccharide (EPS). Die Vorstufe des
schwarzen Melanins, 1,8-Dihydroxynaphthalin (DHN),

ABB. 3 | MORPHOLOGISCHE EINFACHHEIT DER SCHWARZEN PILZE
nahrstoffreiches nahrstoffarmes
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Knufia petricola vermehrt sich durch hefeartiges oder meristematisches Wachstum. Zellkerne sind durch Expression
eines Fusionsproteins aus einem Histon und dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) griin markiert. Fotos: Oliver Voigt,

Schema nach [8].
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ABB. 4 | PIGMENTE VON K. PETRICOLA

K. petricola produziert zwei charakteristische Pigmente. 1,8-Dihydroxynaphthalin (DHN) wird
in der duBeren Zellwand zu DHN-Melanin polymerisiert. Die Carotinoide (CAR) werden in die
Membranen eingelagert. Die Mutation der Schliisselenzym-kodierenden Gene pks1 und phs1
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fiihrt zum Verlust der Pigmente. Aufnahme links: Polina Dementyeva [11].
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wird in der Zelle produziert, sekretiert und au3erhalb der
Zelle polymerisiert [11] (Abbildung 4). Typisch fiir K. pe-
tricola ist die stetige Bildung rotlicher Carotinoide - in
anderen Pilzen entstehen diese nur in Gegenwart von
Licht -, die zu einer intensiven pinken Pigmentierung
nicht-melanisierter Kolonien fiihrt [12]. Die Carotinoide
werden in die Membranen eingelagert und tragen damit
vermutlich zur Aufrechterhaltung der Fluiditit der Memb-
ranen bei wechselnden Temperaturen bei.

Das Genom von K. petricola ist mit einer Grofde von
28,1 Mb und ca. 10.000 Genen sehr kompakt (Heeger et
al., nicht veroffentlicht). Es enthilt die konservierten Ge-
ne fiir die Synthese der Sekundirmetabolite DHN-Melanin,
Carotinoide und eines mutmaglichen Siderophors. Darii-
ber hinaus sind keine Gene fiir die Synthese von (toxi-
schen) Sekundirmetaboliten enthalten. Diese Beobach-
tung passt zu der Annahme, dass K. petricola in seiner
natiirlichen Umgebung nicht in Konkurrenz mit schneller
wachsenden Mikroorganismen steht und mit anderen ex-
tremotoleranten Arten in Biofilmen koexistiert oder aber
in einer symbiotischen Beziehung lebt. Bemerkenswert ist
die Zahl von Genen, die fiir lichtabsorbierende Proteine
(Photorezeptoren) kodieren [13]. Demnach konnte K. pe-
tricola die Fihigkeit besitzen, UV-A- und Infrarot-Strahlung
sowie blaues, griines und rotes Licht wahrzunehmen und

S/2024 (54) www.biuz.de

Mutation
von pks1

Mutation
von phs1

fiir die Steuerung des Metabolismus,
einer inneren Uhr und die Interaktion
mit phototrophen Mikroorganismen
Zu nutzen.

Wie die Anfirbung von Zellker-
nen und die Genomsequenzanalyse
gezeigt haben, besitzen die Zellen
von K. petricola je einen Zellkern mit
einem einfachen Chromosomensatz.

Damit sind die Voraussetzungen ge-
geben, dass Mutationen - sofern sie
eingefiigt werden konnen - zu sicht-
baren Phinotypen fiihren.

K. petricola in den

frihen Jahren - aller

Anfang ist schwer
Kreativitit und Ausdauer sind immer
gefragt, wenn es um die Entwicklung
neuer Methoden geht. Im Falle der
schwarzen Pilze ist ferner viel Geduld
erforderlich, denn abhiingig von der
Wachstumsrate des Forschungsob-
jekts miissen Wochen oder Monate
vergehen, um geniigend Biomasse zu
erhalten bzw. um zu sehen, ob ein
experimenteller Ansatz erfolgreich
war. Neben dem langsamen Wachs-
tum stellt das Melanin - auch als Ver-

gleichzeitige Mutation von pks? und phs1

5 mm
——

unreinigung - in vielen molekularbio-

logischen Methoden ein Problem dar.
Melanisierte Zellen bilden kompakte Kolonien und sind
gut geschiitzt vor lysierenden Agenzien, so dass besonde-
re (mechanische) MaRnahmen erforderlich sind, um Zel-
len zu trennen oder aufzuschlielen. In beiden Fillen ist
dennoch Feingefiihl gefragt, da Zellen und Makromole-
kiile auch ungewollt geschidigt werden konnen. Daher
stellen vermeintlich einfache Methoden wie die Extrak-
tion von melaninfreier und hochmolekularer DNA fiir
Genomsequenzierungen und diagnostischen Anwendun-
gen schon eine Herausforderung dar. Diese wurde inzwi-
schen fiir K. petricola gemeistert, und die gewonnenen
Erfahrungen helfen bei der Ubertragung auf andere
schwarze Pilze. Aufgrund dieser technischen Schwierig-
keiten ist bisher jedoch nicht viel {iber die Biologie der
schwarzen Pilze bekannt.

Die grofdte Hiirde fiir die Einschleusung von rekombi-
nanter DNA (Transformation) in Pilze ist die Zellwand, die
eine unterschiedliche Beschaffenheit in verschiedenen
Arten aber auch in verschiedenen Zelltypen einer Art
haben kann. Die wichtigste Methode stellt die Transfor-
mation von Protoplasten dar, da diese fast universell ein-
satzbar ist. Kritisch ist allerdings die Herstellung der Pro-
toplasten, da nur wenige lytische Enzyme verfiigbar sind,
die die Zellwinde verschiedener Pilze unterschiedlich gut
abbauen. Sofern moglich wird junges vegetatives Myzel,
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das kein Melanin oder andere Pigmente enthilt, fir die
Zellwandlyse genutzt. Diese Moglichkeit gibt es fiir die
schwarzen Pilze jedoch nicht. Die Parameter wurden fir
K. petricola so weit optimiert, dass Protoplasten - wenn
auch nur sehr wenige - nach einer sehr langen Inkubation
mit zellwandlytischen Enzymen (16 Stunden im Vergleich
zu 1-2 Stunden bei nichtmelanisierten Myzelien filamen-
toser Pilze) erhalten werden konnen. Auch die Anreiche-
rung bzw. Trennung der Protoplasten von den nicht-lysier-
ten Zellen ist aufgrund der gleichen Groe schwierig, so
dass die Protoplastensuspensionen immer noch melani-
sierte Zellen in unterschiedlichen Anteilen enthalten. Da-
her muss fiir die Selektion auf eine durch die Donor-DNA
vermittelte Resistenz der entsprechende selektive Wirk-
stoff in ausreichend hoher Menge eingesetzt werden. Die
erste erfolgreiche Transformation von Protoplasten fithrte
durch ektopische (ungerichtete) Integration einer Hygro-
mycin-Resistenzkassette zu Transformanten, die in Gegen-
wart von Hygromycin wachsen konnten [14] (Abbil-
dung 5). Darauf aufbauend wurde das Protokoll weiter
optimiert, natl/Nourseothricin als zweites Selektions-
markersystem implementiert und Expressionskassetten
fiir rot- und griinfluoreszierende Proteine (RFP, GFP) ek-
topisch in das Genom von K. petricola integriert. Hier-
durch wurde demonstriert, dass die Detektion von RFP-
und GFP-Fluoreszenz trotz der stark melanisierten Zell-
winde moglich ist [15].

... und dann kam die CRISPR-Cas9-

Technologie und verdnderte die Welt ...

Die Moglichkeit K. petricola zu transformieren, erlaubte die
Implementierung der CRISPR-Cas9-Technologie fiir die ef-
fiziente gerichtete Genomeditierung. Weil neben DNA auch
Proteine in Protoplasten eingeschleust werden koénnen,
sind zwei Strategien fiir die transiente Bereitstellung der
notwendigen Komponenten - zielspezifische sgRNA (sing-
le guide-RNA) und Cas9 - moglich (Abbildung 6):

(D) die in-vitro-Synthese der zielspezifischen sgRNA, die
Assemblierung mit dem aufgereinigtem Cas9 und die Zu-
gabe des Ribonukleoproteins (RNP) mit einer Donor-
DNA zu den Protoplasten,

(ii) die Klonierung eines Plasmids mit Kassetten fiir die
Expression der zielspezifischen sgRNA und Cas9 und die
Zugabe des zirkuliren Plasmids mit einer Donor-DNA zu
den Protoplasten fiir die in-vivo-Assemblierung des RNP.
Fiir den in-vivo-Ansatz werden Plasmide genutzt, die von
Mortensen & Kollegen urspriinglich fiir die Verwendung
in Aspergillus-Arten konzipiert wurden [16, 17].

Fiir die Etablierung neuer gentechnischer Methoden
eignen sich besonders gut Gene, deren Verlust zu einem
sichtbaren Phinotyp fiihrt. Bei K. petricola sind es die
Gene, die die Schliisselenzyme fiir die Synthese von DHN-
Melanin (pks1) und den Carotinoiden (phs1) kodieren. Als
erstes wurden die Effizienzen fiir die Deletion von pkslI
uber Austausch gegen eine Resistenzkassette mit der her-
kommlichen Methode und der CRISPR-Cas9-assistierten

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
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Strategie verglichen (Abbildung 7). Hierfiir bestand die
Donor-DNA aus einer Resistenzkassette, die von unter-
schiedlich langen 5‘- und 3‘nichtkodierenden Sequenzen
von pksl flankiert wurde. Aufgrund der kompakten und
verschieden pigmentierten Kolonien auf den Transforma-
tionsplatten konnten die Effizienzen (KO-Raten) durch das
Auszihlen der schwarzen und pinken Kolonien ermittelt
werden. Die Ergebnisse demonstrieren sehr gut den Effekt
der CRISPR-Cas9-vermittelten DSB in Schlauchpilzen.

Im Falle eines DSB im Zielgen (hier pks1) kann dieser
durch homologe Rekombination (HR) unter Verwendung
der bereitgestellten Donor-DNA (Resistenzkassette mit
homologen Sequenzen) wieder geschlossen werden, wo-
durch das Zielgen gegen die Resistenzkassette ausge-
tauscht wird. Da durch das zielgerichtete Cas9 immer ein

ABB. 5 | TRANSFORMATION VON K. PETRICOLA-PROTOPLASTEN
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ABB. 6 | STRATEGIEN FUR TRANSIENTES CRISPR-CAS9 BEI K. PETRICOLA

Protoplast mit in-vitro assembliertem RNP regenerierte Zelle mit editiertem Genom Protoplast mit in-vivo assembliertem RNP
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Protoplasten werden mit Donor-DNA fiir das Erzielen des gewiinschten Rekombinationsereignisses sowie mit einem in vitro assemblierten
Ribonukleoprotein (RNP) oder mit einem zirkuldren Plasmid fiir die Expression von cas9 und zielspezifischer sgRNA transformiert. Die
Donor-DNA enthilt eine Resistenzkassette (R) fiir die Selektion transformierter Zellen. Von einem Plasmid kénnen gleichzeitig mehrere
sgRNAs exprimiert werden (multiplexing), und eine transiente Selektion durch die kodierte Hygromycin-Resistenz (HygR) ist méglich. NLS
(englisch: nuclear localization signal): Kernlokalisierungssequenz aus Simian-Virus 40.

DSB erzeugt wird, fillt die HR-Rate hoher aus. Ohne
CRISPR-Cas9 wird die Donor-DNA iiberwiegend iiber
den Reparaturmechanismus der nicht-homologen End-
verkniipfung (NHEJ) ektopisch in das Genom integriert,
wodurch zwar resistente Transformanten erhalten wer-
den, aber das Zielgen weiterhin vorhanden ist. Fiir den
herkommlichen Ansatz werden lange homologe Sequen-
zen benotigt, die in einem Klonierungsvektor mit einer
Resistenzkassette fusioniert werden miissen. Resistenz-
kassetten mit kurzen homologen Sequenzen konnen dage-
gen klonierungsfrei in einer Polymerasekettenreaktion
(PCR) unter Verwendung von Primern mit 5-Uberhiingen
hergestellt werden. In der Tat waren beide CRISPR-Cas9-
Strategien, in-vitro- vs. in-vivo-Assemblierung, gleicher-
masden effizient im Zusammenspiel mit beiden Arten von
Donor-DNA, da sie fast ausschlieflich pinkfarbene, d. h.
Apks I-Transformanten hervorbrachten. Demgegeniiber
stehen fiinf Prozent und null Prozent fiir die herkommli-
che Methode mit langen und kurzen homologen Sequen-
zen.

Mit beiden CRISPR-Cas9-Strategien konnten ferner
durch die Transformation von Wildtyp-Protoplasten mit
zwei sgRNAs fiir DSBs in pks1 und phs1 und entsprechen-
der Donor-DNA - d. h. zwei verschiedene Resistenzkasset-
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ten flankiert von pksl bzw. pbsl Sequenzen - weifde
Transformanten durch die gleichzeitige Deletion von pks1
und phs1 erzeugt werden [15, 18]. Die Funktionalitit bei-
der Strategien, in vitro und in vivo, demonstriert ferner,
dass Cas9 in beiden Fillen aufgrund der angehingten
Kernlokalisierungssequenzen in den Zellkern von K. pet-
ricola gelangt und kurze homologe Sequenzen bereits
ausreichend fiir maximale Geneditierungseffizienzen sind.
Das Plasmid fiir die Expression von sgRNA und Cas9 hat
nur eine kurze Halbwertszeit in K. petricola (keine
Replikation), so dass es schon in den Transformanten
nicht mehr nachweisbar ist. Das zeigt gleichzeitig, dass
das Plasmid nicht in das Genom von K. petricola integ-
riert, was zu schnell wachsenden Hygromycin-resistenten
Transformanten fithren wiirde.

K. petricola heute - ein gut gefiillter
Werkzeugkasten fiir funktionale Analysen
Die Verfiigbarkeit von gleich zwei Strategien fiir transien-
tes CRISPR-Cas9 eroffnet Perspektiven, und die jeweils
einfachere und kostengiinstigere Strategie kann verfolgt
werden. Die Verwendung von iz vitro hergestellten RNPs
ist zu bevorzugen, um Klonierungen zu umgehen. Die
Nutzung von Plasmiden ist fiir hiufig genutzte Zielgene
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ABB. 7 | ENTFERNUNG VON ABSCHNITTEN AUS DEM GENOM VON K. PETRICOLA (KNOCK-OUT)

KNOCK-OUT - herkbmmlich

SR | —
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Herkémmlicher Ansatz und CRISPR-Cas9-assistierte Ansédtze unter Verwendung von Donor-DNA mit langen (LH =long homologous) und
kurzen homologen (SH = short homologous) Sequenzen fiir den Knock-out (KO) von pks1. Infolge eines Doppelstrangbruchs in pks1 - zufillig
oder durch ein pks1-spezifisches RNP hervorgerufen - wird pks1 aufgrund einer homologen Rekombination (HR) gegen die Resistenz-
kassette (R-Kassette) ausgetauscht. Primerpaare fiir den Nachweis des KO (HR-5¢ und HR-3‘) und die Abwesenheit des Zielgens (WT) sind
als graue Pfeile eingezeichnet. Angegeben sind die KO-Raten (pinke Kolonien|alle Kolonien). NHE] (englisch: non-homologous end-joining):

nicht-homologe Endverkniipfung. Nach [15].

vorteilhaft, weil Plasmid-DNA kostengiinstig hergestellt
und einfach gelagert werden kann. Ferner ermoglicht die
Expression von zwei oder mehreren sgRNAs von einem
Plasmid die gleichzeitige Editierung verschiedener Stellen
im Genom (multiplexing). Dafiir wurden weitere Selek-
tionssysteme implementiert, so dass insgesamt fiinf Resis-
tenzkassetten fiir K. petricola zur Verfiigung stehen.

Im Zuge unserer Arbeiten konnten wir die Strategien
fiir die gleichzeitige Mutation mehrerer Gene durch die
Anpassung der Donor-DNA steigern. Die Zugabe eines
synthetisierten einzelstringigen DNA-Oligonukleotids, zu-
sammengesetzt aus je 50 Nukleotiden einer homologen
Sequenz zu den 5° und 3‘ nichtkodierenden Bereichen des
Zielgens, reicht fiir die HR aus. Als Folge wird der kodie-
rende Bereich des Zielgens entfernt. Uber die Expression
mehrerer, zielgerichteter Cas9 von einem Plasmid und die
Zugabe einer Donor-DNA mit einer Resistenzkassette so-
wie DNA-Oligonukleotiden fiir alle weiteren Gene (ent-
sprechend der zugegebenen sgRNAs) konnen mehrere
Gene deletiert werden. Bisher wurden mit dieser Strategie
vier Gene in einem Schritt ausgeschaltet, in einer zweiten
Runde wurden in der Vierfachmutante weitere vier Gene
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ausgeschaltet, wodurch die ersten K. petricola-Stimme
mit acht KOs vorliegen.

Neben der Ausschaltung von Genen fiir die Identifizie-
rung ihrer Funktionen im Organismus ist die Genexpres-
sion eine weitere wichtige Methode. So kann tuber die
Expression eines fluoreszierenden Fusionsproteins die
Lokalisierung eines Genprodukts ermittelt werden. Ferner
kann getestet werden, ob unverinderte/verinderte Gene
oder Gene aus anderen Organismen funktional sind. Her-
kommlich wurden - wegen unzureichender HR-Raten in
den meisten Pilzen - Expressionskonstrukte bestehend
aus Resistenz- und Expressionskassette durch ektopische
Integration in die Genome eingebracht. Dieses ermoglich-
te in vielen Fillen die Expression des gewiinschten Gens,
aber je nach Integrationsort im Genom konnten die Gene
unterschiedlich stark exprimiert werden. Im schlimmsten
Fall erfolgte die Integration in einen kodierenden Bereich
und fiihrte damit zur Unterbrechung eines Gens. Unter
Verwendung der CRISPR-Cas9-Technologie konnen nun
Expressionskonstrukte gezielt in das Genom inseriert wer-
den, womit genetisch identische Transformanten erzeugt
werden und vergleichende Expressionsstudien vereinfacht
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ABB. 8 | GEZIELTE INSERTION VON KONSTRUKTEN IN DAS GENOM VON K. PETRICOLA (KNOCK-IN)

STRATEGIE

KNOCK-IN mit selektierbarer Mutation
» Austausch gegen Gen fir die Pigmentbildung

KNOCK-IN ohne Mutation (neutral)
» Insertion in eine intergenische Region
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Oben: Expressionskassetten (E-Kassette) mit fremden oder eigenen Genen kénnen in unterschiedlicher Weise in das Genom von K. petricola
inseriert werden. Unten: Schwarz-Wei3-Selektion von Transformanten fiir die Lokalisierung von zwei kernlokalisierten Proteinen (WCL1,
W(CL2) durch die Fusion mit GFP oder RFP. Da nur der Austausch beider Pigmentgene gegen die Expressionskonstrukte zu weif3en Trans-
formanten fiihrt, konnen diese direkt fiir die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden. KI: Knock-in. Nach [18].
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werden. Fir K. petricola stehen verschiedene Moglich-
keiten fiir den Knock-in (KI) von Expressionskonstrukten
zur Verfiigung (Abbildung 8). Der Austausch eines Pig-
mentgens (pks1— Schwarz-Pink-Selektion) oder beider
Pigmentgene (pkslI +phsl — Schwarz-Wei3-Selektion) im
Wildstamm ermoglicht die Detektion erfolgreicher Inte-
grationsereignisse aufgrund einer verinderten Pigmen-
tierung und ist vorteilhaft fiir Lokalisierungs- oder Promo-
terstudien, fur die oftmals viele verschiedene Konstrukte
untersucht werden miissen. Fiir die neutrale Insertion in
das Genom, d.h. ohne dass andere Gene beeintrichtigt
werden, wurden verschiedene intergenische Regionen
experimentell als geeignete Insertionsstellen validiert.
Die Insertion selbst fiihrt nachweislich zu keinem verin-
derten Phinotyp, da keine Sequenzen entfernt oder unter-
brochen werden, so dass mogliche Phinotypen der Ex-
pressionsstimme nur auf den inserierten Genen beruhen
[18]. Unter Nutzung eines Plasmids fiir die Expression von
Cas9 und mehrerer sgRNAs und entsprechenden Donor-
DNAs (ggf. auch ohne Resistenzkassette) konnen ebenfalls
gleichzeitig mehrere Expressionskonstrukte in das Genom
von K. petricola eingefiihrt werden. Ferner ist es durch Nut-
zung des viralen 2A-Peptids und des synthetischen Tet-On-

S/2024 (54) www.biuz.de

Regulationssystems moglich, mehrere Gene von einem
Konstrukt in einem Genlokus kontrolliert durch Zugabe
des Induktors Doxycyclin zu exprimieren [19] (Abbil-
dung 9).

Die Zukunft - vom Stein auf (neue)
Materialien, in den Fermenter oder ins All?
Mit den genannten Techniken ist es moglich, das Genom
von K. petricola gezielt zu editieren, um Fragestellungen
der Biologie der gesteinsbesiedelnden Pilze, der Biofilm-
forderung in urbanen Riumen, der CO,-bindenden Tech-
nologien wie Gesteinsverwitterung und der Schidigung
von Materialien zu adressieren. Dazu koénnen Modell-
biofilme, die K. petricola und Cyanobakterien und/oder
Griinalgen in unterschiedlichen Anteilen enthalten, ge-
nutzt werden. Mit Hilfe des K. petricola-Modells konnen
auch Fragen zu den bislang wenig erforschten verwand-
ten humanpathogenen schwarzen Pilzen beantwortet

werden.

Gleichzeitig machen die vorhandenen Techniken so-
wie seine intrinsischen Eigenschaften K. petricola zu
einem geeigneten eukaryotischen Expressionssystem fiir
die Produktion von Sekundiarmetaboliten und (sekretier-
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ABB. 9

R-Kassette TET-Kassette

(4a-c) Ptet::phs1-2A-phd1 in weiller Mutante
ohne DOX mit DOX

Das Tet-On-System enthdlt zwei Komponenten: eine Kassette fiir die stetige Expression des Transaktivators rtTA (TET) und einen rtTA-ab-

REGULIERBARE EXPRESSION VON EINEM ODER MEHREREN GENEN IN K. PETRICOLA
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hdngigen Promoter (Ptet). rtTA veridndert durch die Bindung von Doxycyclin (DOX) seine Konformation und aktiviert Ptet, wodurch das
stromabwirts gelegene Gen transkribiert wird. Durch das virale 2A-Motiv kdnnen zwei oder mehr Gene fusioniert werden. Links unten: ein
Beispiel fiir die Nutzung der Technik in K. petricola. Ein Tet-On-Konstrukt fiir die Carotinoid-Gene phs1 und phd1 wurde in eine weiRe Mutante
(3 - Apks1|Aphs1-phd1) eingebracht. Die entstandenen Stamme (4a-c) iiberproduzieren Carotinoide bei Zugabe des Induktors DOX. 1: Wild-

typ, 2: Apks1. T: Terminator. Abb. nach [19].

ten) Proteinen. Durch den Austausch der Pigmentgene
gegen Expressionskonstrukte entstehen wei3e, einzeln
wachsende Hefezellen, die Acetyl-CoA akkumulieren, das
fiir andere Synthesen genutzt werden kann. Dariiber hin-
aus besitzt der Pilz keine Gene fiir die Bildung weiterer
unerwinschter Sekundirmetabolite oder sekretierter
zellwandabbauender Enzyme, kann aber im Gegensatz zu
der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae die Belastung
durch konstitutive Sekundirmetabolitsynthese und Pro-
teinsekretion tragen.

Auflerdem sind die gewonnenen Erfahrungen und
Protokolle niitzlich fiir die Etablierung der gezielten Ge-
nomeditierung in anderen, bisher schwer zuginglichen
Pilzen. In unserem Labor haben wir die Herausforderung
angenommen, den womoglich stresstolerantesten euka-
ryotischen Organismus, Cryomyces antarcticus, genetisch
zu manipulieren. C. antarcticus besiedelt Steine in der
Antarktis und ist an niedrige Temperaturen und starke UV-
Strahlung angepasst [20]. Aufgrund dieser Eigenschaften
wird er seit langem als Testorganismus in der astrobiolo-
gischen Forschung verwendet, um die Grenzen des Le-
bens unter extremen (Mars-dhnlichen) Bedingungen zu
untersuchen [21]. Der Pilz wichst au3erordentlich lang-
sam - ausschlieBlich durch meristematische Zellteilun-
gen -, so dass die Bildung einer Kolonie von der Grofle
eines Stecknadelkopfs mehr als einen Monat dauert. Folg-
lich benotigt die Prozedur von der Produktion von Bio-
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masse fiir die Herstellung von Protoplasten bis hin zur
genotypischen Analyse 9-10 Monate. Schlie8lich konnten
nichtmelanisierte Mutanten erzeugt werden, die nun fiir
funktionelle Untersuchungen verwendet werden [22]. Da-
mit wurde einmal mehr die Bedeutung der CRISPR-Cas9-
Technologie in Pilzen demonstriert. Denn das Genom von
C. antarcticus enthilt iiberwiegend Gene in zwei Kopien,
wobei bis heute nicht geklirt ist, ob das Genom diploid
oder aneuploid aufgrund einer Genduplikation und suk-
zessiven Genverlusts ist.

Zusammenfassung

Gesteinsbesiedelnde schwarze Pilze sind an das raue Leben
auf Steinen in Wiisten angepasst und setzen Mineralien aus
den Gesteinen frei. Die gleichen Anpassungen beféhigen
diese Pilze menschengeschaffene Oberfldchen wie Denkmd-
ler, Gebdudefassaden und Solaranlagen zu besiedeln. Dabei
sind die schwarzen Pilze oft mit phototrophen Mikroorga-
nismen vergesellschaftet. Das langsame Wachstum und die
melanisierten Zellwdnde, die die Pilze vor extremen Um-
welteinfliissen schiitzen, erschweren molekularbiologische
und gentechnische Verfahren, wodurch bisher kaum etwas
(iber die Biologie dieser Pilze bekannt ist. Der Vertreter
Knufia petricola wurde ausgewdhlt, um mithilfe adaptierter
Methoden wie der CRISPR-Cas9-vermittelten Genomeditie-
rung, die Prozesse der Materialbesiedlung und -schddigung
zu verstehen.
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Summary

CRISPR-Cas9 in material research
Rock-inhabiting black fungi are adapted to the harsh life on
rocks in deserts and release minerals from the rocks. The
same adaptations enable these fungi to colonize man-made
surfaces such as monuments, building facades and solar
systems. Black fungi are often associated with phototrophic
microorganisms. The slow growth and the melanized cell
walls, which protect the fungi from extreme environmental
influences, render molecular biological and genetic engi-
neering methods difficult, which is why little is known about
the biology of these fungi. Knufia petricola was selected to
understand the processes of material colonization and
damage with the help of adapted methods such as CRIS-
PR-Cas9-mediated genome editing.
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