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Vielfältige Funktionen von CRISPR-Cas-Systemen 

CRISPR-Cas in 
unkultivierten Archaeen 
SARAH P. ESSER | ALEXANDER J. PROBST 

ABB. 1 Der Crystal Geyser ist ein durch CO2 angetriebener 
Kaltwasser-Geysir im US-amerikanischen Bundesstaat 
Utah. In seinem Wasser leben die beiden DPANN-Archaeen 
Ca. Altiarchaeum crystalense und Ca. Huberiarchaeum 
crystalense in einer symbiotischen Beziehung. Der hier 
gezeigte Ausbruch fand am 11. Oktober 2005 statt. Foto: 
Gouveia2, Public Domain, https://commons.wikimedia.org 

Manche Archaeen auf unserem Planeten gehören zu 
den am geringsten verstandenen Lebensformen. Viele 

leben unter extremen Bedingungen, manche sogar in Tie-
fen der Erde unter hohem Druck, ohne Sauerstoff und vor 
allem mit CO2 als Kohlenstoffquelle. In den meisten Fällen 
kennt man die genauen Bedingungen, unter welchen diese 
Mikroorganismen leben, nicht. Zu diesen Bedingungen 
zählen – neben vielen weiteren Umweltfaktoren wie Tem-
peratur, Druck und Nährstoffangebot – auch Interaktio-
nen mit anderen Organismen. Deshalb sind viele von die-
sen Archaeen derzeit noch nicht kultivierbar. Dazu gehö-

Während circa 50 Prozent der Bakterien 
CRISPR-Cas-Systeme haben, weisen ungefähr 
80 Prozent aller Archaeen diese Systeme 
auf. Komplexe Interaktionen innerhalb der 
Immunabwehr und vielfältige Einsatzmög-
lichkeiten von CRISPR-Cas-Systemen in der 
Biotechnologie wurden über die Jahre immer 
bekannter und bedeutsamer. Neben der 
klassischen Abwehr von viralen Infektionen 
sind auch zellinterne Mechanismen zur 
Genregulation für einige Mikroorganismen 
bekannt, jedoch ist unklar, ob CRISPR-Cas-
Systeme und deren Interaktionswege 
symbiotische Beziehungen zwischen Mikro-
organismen beeinfussen. In tiefen terres-
trischen Aquiferen (Grundwasserleitern) 
fndet man eine symbiotische Partnerschaft 
zwischen Ca. Altiarchaeum und Ca. Huberi-
archaeum. Basierend auf neuen Ergebnissen 
wird angenommen, dass diese symbiotische 
Beziehung für Teilpopulationen dieser 
Archaeen in Aquiferen durch CRISPR-Cas-
Systeme evolutionär beeinfusst wird. 

ren etwa die meisten Vertreter der DPANN-Archaeen [1], 
wobei DPANN ein Akronym darstellt, bestehend aus den 
ersten benannten Archaeen dieses Superphylums (Dia-
pherotrites, Parvarchaea, Aenigmarchaea, Nanoarchaea 
und Nanohaloarchaea). Kultivierte Repräsentative sind 
zum Beispiel Nanoarchaeum equitans [2] und Candida-
tus Micarchaeum A-DKE [3]. Die meisten DPANN-Ar-
chaeen sind als „Episymbionten“ bekannt – mit der Aus-
nahme von z.B. Ca. Altiarchaeum, das als ein freilebendes, 
CO2-fxierendes Archaeon aus der aquatischen, tiefen Bio-
sphäre beschrieben wurde [4, 5]. Es bleibt jedoch unklar, 
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ob das Zusammenleben (hier als Symbiose bezeichnet) 
mutualistisch, parasitisch oder neutralistisch ist. Die Sym-
biose ist für die meisten DPANN-Archaeen jedoch absolut 
notwendig, da sie nur begrenzte metabolische Funktionen 
in ihrem Genom kodieren und ohne symbiotische Partner-
schaften somit nicht alle notwendigen Nährstoffe erhalten 
und keine Energie gewinnen können. Neben einem klei-
nen Genom haben Archaeen des DPANN-Superphylums 
auch nur eine kleine Zellgröße und sind meist kugelför-
mig [6–8]. Aufgrund der Tatsache, dass sie als Symbionten 
in der Natur vorkommen, sind sie nur selten zu kultivie-
ren, und Studien im eigentlichen Ökosystem sind notwen-
dig, um ihre Biologie besser zu verstehen. 

Im Nachfolgenden wird die Studie „A predicted 
CRISPR-mediated symbiosis between uncultivated 
archaea“ – erschienen in Nature Microbiology 2023 [9] – 
beleuchtet. In dieser Studie wurde basierend auf von 
Metagenomik (Rekonstruktion der Genome aus Umwelt-
DNA) und Transkriptionsanalysen die symbiotische Natur 
zweier DPANN-Archaeen untersucht – mit dem Ergebnis, 
dass das CRISPR-Cas-System eines DPANN-Archaeons eine 
entscheidende Rolle für das Zusammenleben in Hunder-
ten von Metern tief im Erdinneren spielt. 

Symbiose zweier DPANN-Archaeen 
Die Studie beschreibt die Analyse von Genomen zweier 
DPANN-Archaeen – Ca. Altiarchaeum und Ca. Huberiarcha-
eum –, welche metagenomisch aufgelöst wurden und zu-
vor bereits als symbiotische Partner beschrieben worden 
waren [10, 11]. Diese symbiotische Beziehung wurde zu-
erst anhand von Korrelationen ihrer Häufgkeit über die Zeit 
im Crystal Geyser (CG, Utah, USA) vermutet [10, 11]. In 
dieser Symbiose gilt Ca. Altiarchaeum crystalense als Wirt, 
während Ca. Huberiarchaeum crystalense als Symbiont be-
schrieben wurde [10, 11]. Dies erfolgte aufgrund der basie-
rend auf den Genomen vorhergesagten Eigenschaften, wo-
bei Ca. A. crystalense prinzipiell alleine leben kann (und 
dies ist auch in anderen Ökosystemen weltweit der Fall 
[12, 13]). Der Symbiont Ca. Huberiarchaeum ist jedoch 
auf die Nährstoffe und Energie des Wirtes angewiesen.
 Aufgrund der Präsenz der beiden Mikroben Ca. Alti-
archaeum horonobense und Ca. Huberiarchaeum julieae 
in metagenomischen Datensätzen des Horonobe Under-
ground Research Laboratory (HURL, Hokkaido, Japan) 
wurde dieses Ökosystem als Vergleich ausgewählt, um 
festzustellen, ob die vorhergesagten symbiotischen 
Interaktionen auch in anderen Systemen zur Anwendung 
kommen. Beide Ökosysteme, CG und HURL, sind tief lie-
gende Grundwasserleiter, und Ca. Altiarchaeum ist einer 
der am häufgsten nachweisbaren Mikroorganismen in die-
sen Ökosystemen. Beide Ökosysteme haben auch eine 
erhöhte CO2-Konzentration im Vergleich zu anderen Aqui-
feren; CG ist sogar durch periodische Eruptionen von 
Grundwasser zur Oberfäche gekennzeichnet, die rein 
durch frei werdendes CO2 im Untergrund angetrieben 
werden [14, 10] (Abbildung 1). 

Unterstützt durch Ergebnisse einer Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung haben die Forscher der Studie von 
Schwank et al. 2019 [11] die Hypothese aufgestellt, dass 
der Transfer von Metaboliten durch direkten cytoplasma-
tischen Kontakt von Wirt und Symbiont erfolgen kann. 
Diese Fusion des Cytoplasmas wurde auch von anderen 
Forschern beschrieben [15–18]. Der Transfer der Meta-
bolite ist notwendig, da das Genom des Symbionten Ca. 
Huberiarchaeum einen sehr eingeschränkten zellulären 
Metabolismus kodiert [11]. Weder Nukleotide noch Ami-
nosäuren können vollständig synthetisiert werden. Dem-
entsprechend wurde für die hier beschriebene Studie [9] 
angenommen, dass der Symbiont für eine erfolgreiche 
Vermehrung vom Wirt abhängig ist und dass zwischen 
Wirt und Episymbiont direkter cytoplasmatischer Kontakt 
besteht, um Metabolite zu transferieren. 

Drei Wege der CRISPR-Cas-Interaktionen 
Während in CG ein Wirt-Symbionten-Verhältnis von 11:1 
kalkuliert wurde, liegt dieses Verhältnis in HURL bei 6:1. 
Dies bedeutet, dass in CG weniger Zellen von Ca. Altiar-
chaea einen symbiotischen Partner aufweisen als in HURL, 
was darauf hindeutet, dass die symbiotische Beziehung in 
HURL dominanter ist als in CG. Zudem zeigten metageno-
mische Analysen, dass Ca. Altiarchaeum crystalense zwei 
CRISPR-Systeme (Typ I-B und eines, das nicht präzise iden-
tifzierbar ist) kodiert. Für das zweite nicht spezifzierte 
CRISPR-System konnte keine zusammenhängende DNA-
Sequenz gefunden werden, bei der der CRISPR-Array auf 
demselben Abschnitt lag wie die kodierten cas-Gene. Im 
Nachfolgenden werden beide Systeme zur Vereinheit-
lichung als CRISPR-Cas-Systeme adressiert. Durch eine 
Überprüfung, ob die repetitiven Sequenzen des CRISPR-
Arrays des Archaeons Ca. Altiarchaeum crystalense auch 
in anderen einzeln sequenzierten Genomen (single amp-
lifed genomes; SAGs) gefunden werden können, wurde 
festgestellt, dass diese Sequenzen nur in Genomen von Ca. 
Altiarchaeum crystalense vorhanden sind. Dies zeigte, dass 
beide CRISPR-Cas-Systeme dem richtigen Mikroorganis-
mus zugeordnet wurden und dass die beiden durch Meta-

genomik vorhergesagten CRISPR-Cas-Systeme einzigartig für 
das Archaeon in dem Ökosystem CG sind. Die repetitiven 

I N KÜRZ E  

– Symbiotische Beziehungen der Archaeen Ca. Altiarchaeum und Ca. Huberi-
archaeum werden von der Funktion des CRISPR-Cas-Systems beeinfusst. 

– Eine Teilpopulation des Symbionten Ca. Huberiarchaeum kann die durch 
das CRISPR-Cas-System des Wirts bei diesem selbst ausgeschalteten meta-
bolischen Funktionen übernehmen. 

– Die symbiotische Beziehung scheint sich für Teile der Population, auf Basis der 
CRISPR-Cas-Interaktionen, von parasitisch zu mutualistisch zu verändern. 

– CRISPR-Cas-Systeme scheinen eine erweiterte Rolle in der Evolution zu über-
nehmen. Diese Hypothese muss allerdings durch die Analyse weiterer Systeme 
gestützt werden. 
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Abwehr von Viren Angriff von zelleigenen 
Genomregionen 

Abwehrdes-E~p~i~s-~y-~m-~-b~io~~n-t~e~n~+-~t~;~;:f-~;: 

Ca. Huberiarchaeum these 1 
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CRISPR-Array 
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aufgenomme Sequenzen • • • • 

Enzyme zur 
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synthese 

A BB.  2  ANGRIFFSPUNKTE DES CRISPR-CAS-IMMUNSYSTE MS IN 

CA.  ALTIARCHAEUM 

Neben der klassischen Virenabwehr und dem Angriff auf das eigene Genom in 
Ca. Altiarchaeum wird auch der Episymbiont Ca. Huberiarchaeum angegriffen. 
Während des Angriffs des eigenen Genoms von Ca. Altiarchaeum kann der 
Symbiont spezifsche metabolische Funktionen, welche ausgeschaltet wur-
den, theoretisch übernehmen. 

Sequenzen der beiden CRISPR-Cas-Systeme konnten nahe-
zu mit 100-%iger Ähnlichkeit identifziert werden (eine 
Basenvarianz der repetitiven Sequenz des CRISPR-Cas-
Systems I-B war systematisch zwischen den Ökosystemen 
HURL und CG vorhanden). Dies zeigt, dass die CRISPR-
Cas-Systeme des Ca. Altiarchaeum selbst über Kontinente 
hinweg im Genom sehr konserviert sind. 

Bei einer Standardanalyse der Zuordnung von Viren zu 
Wirten werden die spacer in CRISPR-Cas-Systemen mit 
potenziellen protospacer-Abschnitten bioinformatisch 
verglichen. Dadurch können vergangene Infektionen von 
Viren im Immunsystem identifziert werden. Genau bei 
dieser Analyse wurden nicht nur insgesamt 64 virale Ge-
nome mit Infektionsvergangenheit bei Ca. Altiarchaeum 
crystalense gefunden [9], sondern auch ein Immunangriff 
auf das Genom des Wirtes Ca. Altiarchaeum crystalense 
selbst. Darüber hinaus wurden mehr als 1400 Treffer des 
Immunsystems gegen das Genom des Episymbionten 
gefunden. Da eine CRISPR-Cas-Immunantwort gegen 
DPANN-Archaeen zuvor nicht bioinformatisch gezeigt 
worden war, wurde die Analyse auf diese spezielle Inter-
aktion hin fokussiert. Die Schemata der postulierten 
verschiedenen CRISPR-Cas-Interaktionen sind in Abbil-
dung 2 vereinfacht zusammengefasst. 

Um zu bestimmen, welche Einfüsse die Immunabwehr 
auf das Genom des Wirtes und das Genom des Episymbi-
onten haben, wurde der Metabolismus der Mikroorganis-
men auf Basis der identifzierten Gene des jeweiligen Ge-
noms modelliert. Im Genom des Episymbionten sind unter 
anderem Gene für eine CTP-Synthase und eine DNA-Methyl-
transferase (N-4/N-6-Domäne) Ziele des CRISPR-Cas-Systems. 
Eine erfolgreiche Immunabwehr in diesen Regionen würde 
diese Gene und damit deren Expression ausschalten, so 
dass zum Beispiel die Synthese von Cytidintriphosphat 
(CTP) aus Uridintriphosphat (UTP) verringert oder voll-
ständig verhindert wird. Eine derartige metabolische Ver-
änderung wäre letal für den Episymbionten.

 Während des Immunangriffs gegen das eigene Genom 
von Ca. Altiarchaeum wurde zum Beispiel die Phenyl-
alanin-tRNA-Synthase angegriffen. Unter der Annahme, 
dass das CRISPR-Cas-System aktiv ist und die Funktion der 
Synthase in Ca. Altiarchaeum ausgeschaltet wurde, muss 
man davon ausgehen, dass die ausgeschaltete Funktion in 
irgendeiner Weise komplementiert werden muss. Tatsäch-
lich konnte festgestellt werden, dass der Symbiont – trotz 
seines sehr limitierten Metabolismus – genau diese Funk-
tion komplementieren kann. Dies deutet darauf hin, dass 
ein Teil der Population evolutionär von einer parasiti-
schen Symbiose zu einer mutualistischen Symbiose ge-
wechselt ist. Ähnliche Interaktionen zwischen Ca. Alti-
archaeum und Ca. Huberiarchaeum konnten nicht nur in 
CG gefunden werden, sondern auch in metagenomischen 
Datensätzen von HURL. In zuvor beschriebenen und kul-
tivierten symbiotischen Partnerschaften wie der zwischen 

Ignicoccus hospitalis und Nanoarchaeum equitans [19–21] 
wurden diese CRISPR-Cas-basierten Interaktionen dagegen 
nicht gefunden. 

Parasitismus oder Symbiose? 
Entscheidend für das Verständnis der Symbiose der beiden 
Organismen ist die Analyse des sogenannten protospacer 
adjacent motives (PAM). Diese Sequenz, die neben der 
Zielsequenz des CRISPR-Cas-Systems liegt, ist ausschlagge-
bend dafür, ob das CRISPR-Cas-System an der entsprechen-
den Stelle schneiden kann. Analysen der PAMs von Viren 
und Episymbioten von Ca. Altiarchaeen zeigten, dass die-
se hoch konserviert sind und damit ein Angriff in der The-
orie erfolgreich sein sollte. Dies ist jedoch anders für die 
Zielsequenzen im eigenen Genom des Wirtes Ca. Altiar-
chaeum. Hier ist die Sequenz nicht konserviert, so dass 
die Inaktivierung des Zielgens vermutlich nur in einer 
Teilpopulation des Ca. Altiarchaeums – und zwar derjeni-
gen, die das PAM besitzt –, stattfndet und die oben be-
schriebene Komplementierung durch den Episymbionten 
dementsprechend nur für diese notwendig ist. Somit 
schlussfolgerten die Studienautor/-innen, dass es sich im 
Falle von Ca. Huberiarchaeum vor allem um Parasitismus 
handeln muss. Wenn nun die Wirt-Symbionten-Verhältnisse 
in den beiden Ökosystem zusammen mit den Mechanis-
men der Immunabwehr verbunden werden, dann kann 
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davon ausgegangen werden, dass die Interaktionen für 
eine Teilpopulation der beiden Archaeen zutreffen. Dabei 
scheint mit einem Verhältnis von 1:11 (Ca. Huberiarchae-
um: Ca. Altiarchaeum) in CG ein kleinerer Teil der Popu-
lation in der symbiotischen Partnerschaft zu leben als in 
HURL mit einem Verhältnis von 1:6. Dies deutet darauf 
hin, dass die Veränderung von einer parasitischen zu einer 
mutualistischen Beziehung in HURL weiter fortgeschritten 
sein könnte als in CG. 

Die anschließende Frage war, ob die Immunabwehr 
gegen andere Archaeen ein Einzelfall ist, oder ob die 
CRISPR-Cas-Systeme anderer Archaeen auch potenzielle 
Angriffe gegen Fremdgenome starten könnten. Um dies 
zu untersuchen, wurden mehr als 7000 archaeelle Geno-
me der öffentlichen Datenbank NCBI (National Center 
for Biotechnology Information) herangezogen und deren 
CRISPR-Cas-Systeme mithilfe bioinformatischer Methoden 
identifziert. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem in 
aquatischen Systemen CRISPR-Cas-Interaktionen zwischen 
Archaeen vorhanden waren. Diese Interaktionen schlos-
sen u. a. auch andere DPANN-Archaeen ein wie z. B. Ca. 
Aenigmarchaeum und Ca. Diapherotrites. Spezies, die zur 
Familie Ca. Aenigmarchaeum und Ca. Diapherotrites ge-
hören, weisen wie andere DPANN-Archaeen eine limitier-
te metabolische Kapazität auf. Deshalb wird auch für die-
se Familien von einer symbiotischen Partnerschaft ausge-
gangen [22, 23]. 

Schlussfolgernd wurde vermutet, dass die CRISPR-Cas-
Systeme von Ca. Altiarchaeum nicht nur eine Verteidi-
gungslinie gegen invasive Viren sind, sondern auch dazu 
genutzt werden können, gegen parasitäre Interaktionen 
mit symbiotischen Partnern zu agieren. Allerdings kann 
die symbiotische Beziehung zwischen Ca. Altiarchaeum 
und Ca. Huberiarchaeum auch von Vorteil sein, da die 
metabolische Modellierung gezeigt hat, dass Ca. Huberi-
archaeum die vom CRISPR-Cas-System ausgeschalteten 
metabolischen Funktionen des Wirts komplementieren 
kann – zumindest in der Theorie. Setzt man die hier vor-
liegenden Mechanismen des Immunangriffs mit der Evo-
lution in Zusammenhang, dann scheint vor allem der 
Immunangriff auf das eigene Genom des Wirtes intuitiv 
von Nachteil für den Wirt zu sein. Warum die Immunab-
wehr zwischen den beiden Archaeen in dieser Form statt-
fndet – zumindest den metagenomischen und metatran-
skriptomischen Daten zufolge – ist noch unklar. Langfris-
tig sollte die Vielfältigkeit von CRISPR-Cas-Systemen und 
ihre individuelle Nutzung gegen symbiotische Partner 
tiefgreifender analysiert werden, wobei eine Anzucht der 
beiden Organismen im Labor das allgemein hier vorgestell-
te Konzept noch verifzieren oder falsifzieren muss. Zum 
jetzigen Zeitpunkt der Forschung werden viele Kultivie-
rungsmethoden experimentell getestet, um die bis heute 
unkultivierten Mikroorganismen im Labor vermehren zu 
können. Da aber die Kultivierungsbedingungen nahezu 
identisch zu den Bedingungen im Ökosystem sein müssen, 
ist dies eine große Herausforderung. 

Zusammenfassung 
Kleine symbiotische Archaeen aus dem DPANN-Superphylum 
gehören zu den mysteriösesten Lebensformen auf Erden. Um 
diese meist unkultivierten Organismen besser zu verstehen, 
wurde kürzlich (2023) in einem Artikel in Nature Microbio-
logy unter dem Titel „A predicted CRISPR-mediated sym-
biosis between uncultivated archaea“ die natürliche Inter-
aktion zweier solcher Organismen beschrieben [9]. In der 
auf Metagenomik und Metatranskriptomik basierenden 
Studie wurden der freilebende Wirt, das DPANN-Archaeon 
Ca. Altiarchaeum, welcher zwei verschiedene CRISPR-Cas-
Systeme kodiert, und dessen Episymbiont Ca. Huberiarcha-
eum in zwei unterschiedlichen Ökosystemen analysiert. In 
beiden richtete sich die Immunabwehr des Wirtes Ca. Alti-
archaeum nicht nur gegen Viren, sondern auch gegen das 
Genom des Episymbionten. Unter der Annahme eines direk-
ten zytoplasmatischen Kontakts konnte mittels metaboli-
scher Modellierung gezeigt werden, dass der Episymbiont 
ohne Wirt nicht überleben kann und dass das CRISPR-targe-
ting für ihn tödlich sein kann. Diese Art der CRISPR-Cas-
basierten Immunabwehr konnte auch in Genomen anderer 
Archaea aus aquatischen Ökosystemen bioinformatisch 
identifziert werden. Insgesamt deuten die Analysen darauf 
hin, dass die Funktionsweisen der CRISPR-Cas-Systeme kom-
plexer sein können als bisher bekannt; allerdings ist ein di-
rekter Nachweis im Labor aufgrund fehlender Kultivierungs-
methoden dieser Organismen noch ausstehend. 

Summary 
The diverse functions of CRISPR-Cas systems in 
uncultivated Archaea 

Small symbiotic archaea of the DPANN superphylum are 
some of the most mysterious organisms on earth. To better 
understand these mostly uncultivated organisms, the natu-
ral interaction of two such DPANN archaea – the free living 
DPANN archaeon Ca. Altiarchaeum and its episymbiont Ca. 
Huberiarchaeum – was described in a recent article entitled 
„A predicted CRISPR-mediated symbiosis between unculti-
vated archaea“, published in Nature Microbiology in 2023 
[9]. In this study based on metagenomics and meta-
transcriptomics, the host Ca. Altiarchaeum encoding two 
different CRISPR-Cas systems and its episymbiont Ca. Hube-
riarchaeum were analysed in two different ecosystems. In 
both of them, the immune system of the host did not only 
target viruses but also the genome of the episymbiont. 
Assuming a direct cytoplasmic contact, metabolic modeling 
clearly demonstrated that the episymbiont cannot survive 
without its host and that the CRISPR-targeting can even be 
lethal. This kind of immune defense – based on CRISPR-
Cas – could be identifed bio-informatically in the genomes 
of other Archaea in aquatic ecosystems. All things conside-
red, the analyses indicate that CRISPR-Cas systems and the 
way they function can be more complex than previously 
known. However, a direct proof in a laboratory by culti-
vating these organisms is still due because of a lack of sui-
table cultivation methods. 
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Schlagworte: [18] T. Heimerl et al. (2017). A Complex Endomembrane System in the 

DPANN-Archaeen, symbiotische Beziehungen, Immunab- Archaeon Ignicoccus hospitalis Tapped by Nanoarchaeum equitans. 
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