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CRISPR-Cas-Werkzeuge fiir Haloarchaea

CRISPRi mit einer Prise Salz

LiSA-KATHARINA MAIER | NADIA D1 CIANNI | ANITA MARCHFELDER

CRISPRi erlaubt
es, den Cascade-
Komplex als
»Schalter* zur
Regulation der
Genexpression
einzusetzen.
Alle Abbildungen
erstellt mit Bio-
Render.com.
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Auch extremophile Archaea kénnen sich im
Werkzeugkasten der CRISPR-Cas-Systeme
bedienen, denn gene silencing geht auch
mit Multiproteinkomplexen. Cas-Proteine
der endogenen CRISPR-Cas-Systeme sorgen
fiir starke Bindung und CRISPR-RNAs
(crRNAs) fiir die Sequenzspezifitdt, um mit
dem Multiproteinkomplex Cascade die RNA-
Polymerase und damit die Transkription zu
blockieren.

RISPR-Cas-Systeme und von ihnen abgeleitete mole-

kularbiologische Werkzeuge sind in aller Munde und
mittlerweile in nahezu jedem Forschungslabor zu finden.
Die im Jahr 2020 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausge-
zeichnete Technologie revolutioniert die moderne bio-
logische und medizinische Forschung. Das vererbbare
Immunsystem der Archaeen und Bakterien dient in seiner
natiirlichen Form der Abwehr von Fremdnukleinsiduren -
seien es Viren oder Plasmide. Obwohl der Grofiteil aller
Prokaryoten ein solches System besitzt, ist ihre Funktion
erst 2007 beschrieben worden. Da immer wieder neue
Varianten der CRISPR-Cas-Systeme entdeckt werden, ist
noch nicht abschlieend klar, wie grof3 die CRISPR-Cas-
Familie ist, was zu einer kontinuierlichen Erweiterung und
Verfeinerung der Klassifikation fiihrt [1].

Alle CRISPR-Cas-Systeme - egal wie verschieden sie
voneinander sind - funktionieren nach demselben Grund-
prinzip: Eine eingedrungene, fremde Nukleinsiure (z.B.
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ein Phage oder Plasmid) wird durch eine kurze RNA
(crRNA), die an einen Komplex aus Cas-Protein(en) ge-
bunden ist, sequenzspezifisch erkannt (Abbildung 1a).
Anschlielend wird der Angreifer durch eine Endonuklease
abgebaut (Abbildung 1b). Derzeit werden zwei Haupt-
klassen, sechs Typen und iiber 30 Subtypen unterschie-
den, die sich in Art, Anzahl und Zusammensetzung der
Cas-Proteine unterscheiden [1]. In Klasse-1-Systemen wird
die crRNA von einem Multiproteinkomplex gebunden
(wie Cascade bei Typ-I-Systemen), wohingegen in Klasse-
2-Systemen ein einziges Cas-Protein die crRNA bindet
(wie Cas9 bei Typ-II-Systemen).

Der CRISPR-Lokus kodiert die crRNA, die die Fremd-
nukleinsiure als Ziel erkennt. Das System kann sich gegen
neue Angreifer immunisieren, indem kleine Stiicke der
Fremdnukleinsiuren in die CRISPR-Loci integriert werden.
Der Effektorkomplex kann also immer wieder neu pro-
grammiert werden, um andere Sequenzen zu erkennen
und abzubauen. Die Analogie dieses Prinzips zum RNA-
Interferenz-Mechanismus der Eukaryoten (RNAi) hat frith
die Entwicklung von CRISPR-Cas-basierten gene silencing-
Techniken befeuert, die folglich CRISPRi (CRISPR-Inter-
ferenz) genannt wurden [2-3].

Allerdings wurden zunichst nur die wesentlich weni-
ger komplexen Klasse-2-Systeme mit nur einem Effektor-
protein als Werkzeug eingesetzt. Das Typ-II-Signaturprote-
in Cas9 kann fiir CRISPRi genutzt werden, indem es durch
Mutation inaktiviert wird (das inaktivierte Cas9 wird
dCas9 genannt), um so den Abbau der Fremd-DNA zu ver-
hindern [3]. dCas9 (d = dead) kann in eukaryotischen,
aber auch bakteriellen Systemen leicht zur Expression
gebracht und als Schalter zur Regulation der Genexpres-
sion in vielen medizinisch, industriell oder wissenschaft-
lich interessanten Spezies eingesetzt werden.

Problematisch wird die Expression von dCas9-Varian-
ten und anderen Klasse-2-Effektoren in der Domine der
Archaea [4]. Bisher sind nur in Metagenomsequenzen un-
kultivierbarer Nanoarchaeota Typ-II-Systeme gefunden
worden, deren Cas9 homolog ist, die aber nicht ohne wei-
teres heterolog genutzt werden konnten [4]. Fir die Gen-
editierung von Archaea miissten also bakterielle Systeme
verwendet werden. Allerdings sind aber viele Archaea und
insbesondere archaeale Modellorganismen Extremophile,
in denen mesophile bakterielle Proteine nicht aktiv sind.

Somit konnen in extremophilen Archaea herkdémm-
liche Ansitze zur Genommanipulation und enzymatische
Techniken und Werkzeuge, die fiir mesophile Bakterien
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ABB. 1 | NATURLICHE FUNKTION DES CRISPR-CAS-SYSTEMS

a) Fremd-DNA wird durch die crRNA-Komponente des Cascade-Multiproteinkomplexes sequenzspezifisch erkannt.
b) AnschlieBend wird die Endonuklease Cas3 rekrutiert und die Fremd-DNA abgebaut.

entwickelt wurden, nicht benutzt werden. Nur in meso-
philen Archaeen wie Methanosarcina acetivorans gelang
bisher die heterologe Anwendung eines Cas9-Systems [4].
Fiir andere Archaea wie Haloferax volcanii, das an hohe
Salzkonzentrationen angepasst ist, oder dem hyperther-
mophilen Sulfolobus solfataricus miissen alternative
CRISPR-Cas-Werkzeuge entwickelt werden [5-7]. Zumeist
wird dann ein bereits in dem Organismus vorhandenes
CRISPR-Cas-System so veriandert, dass es eine neue Funk-
tion als Werkzeug ausiiben kann.

Das Prinzip, den Interferenzschritt nach der Bindung
des Effektors an die Ziel-DNA einzufrieren, lisst sich bei
Multiproteinsystemen der Klasse 1 noch einfacher reali-
sieren, da die Effektornuklease ein eigenstindiges Protein
ist, wie das Beispiel des Typ-I-E-Systems bei Escherichia
coli zeigt [2, 8]. Die Entwicklung von CRISPRi-Werkzeu-
gen in Archaea erweitert die Forschungsmoglichkeiten
immens, da es oft die einzige Moglichkeit zur schnellen
und gezielten Regulation der Genexpression ist. Die Um-
widmung eines endogenen CRISPR-Cas-Systems vom Ab-
wehrsystem (durch Zerschneiden der DNA) zum CRISPRi-
Genregulationswerkzeug wurde von unserem Labor
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erstmals fiir ein Archaeon - das Haloarchaeon H. volca-
nii - etabliert und bereits in dhnlicher Weise fiir andere
Typ-I-Systeme in Archaeen iibernommen [7-9].

IN KURZE

Ein flexibler Genexpressionsschalter fiir Archaea: Auch endogene CRISPR-Cas-
Systeme kénnen so umgestaltet werden, dass sie sich als Werkzeug zur Genre-
pression eignen.

Voraussetzung fiir CRISPRi-Anwendungen ist die Deletion der Endonuklease
(Cas3). Dadurch bindet der Cascade-Komplex zwar an die Ziel-DNA, ihr Abbau
bleibt aber aus.

Die Technik CRISPRi beruht darauf, eine kiinstliche crRNA einzubringen, die
gegen die Promotorregion des Zielgens gerichtet ist. Cascade bindet dann dort
und blockiert den Zugang fiir die DNA-Polymerase - die Transkription unter-
bleibt.

CRISPRi ist effizient und flexibel, da nur die kiinstliche crRNA ausgetauscht
werden muss.

CRISPRi im Haloarchaeon Haloferax volanii kann die Transkription auf nur

1,1 Prozent reduzieren und Gene im Hauptchromosom, aber auch auf Plas-
miden oder in Operons ansteuern.

Repression statt Deletion erlaubt es Forschenden, auch essenzielle Gene zu
studieren, die nicht aus dem Genom entfernt werden kénnen.
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ABB. 2 | DAS TYP-1-B-CRISPR-CAS-SYSTEM VON H. VOLCANII

a)
cas-Genkassette
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a) Die Komponenten des CRISPR-Cas-Systems werden im Genom in den CRISPR-Loci und der cas-Genkassette kodiert.

H. volcanii besitzt drei CRISPR-Loci: Einer liegt auf dem Hauptchromosom (Chr) und zwei flankieren die cas-Genkassette
auf dem Minichromosom pHVA4. In einem Lokus wechseln sich die repeat-Einheiten gleicher Sequenz mit spezifischen
Abschnitten (spacer) ab. Im Adaptationsschritt passt sich das System einem neuen Angreifer an, indem ein Abschnitt
der Fremd-DNA als neuer spacer in den Lokus integriert wird. Da es sich um ein Typ-1-B-System handelt, kodiert die
cas-Genkassette fiir acht Cas-Proteine; diese stellen die Proteinaktivitét fiir die einzelnen Phasen der Inmunantwort
zur Verfiigung (Adaptation-Prozessierung-Interferenz). Die CRISPR-Loci werden ausgehend von einem Promotor (Pfeil)
als Ganzes transkribiert. Diese prad-crRNA wird dann durch Casé6 in der repeat-Sequenz geschnitten, um die reifen
crRNAs freizusetzen. b) Die reife crRNA besteht aus dem spacer, der die Sequenzinformation der zuvor integrierten
Fremd-DNA trdgt, und den Resten der repeat-Sequenzen, die ihn als 5' und 3' handle flankieren. c) Die crRNA wird dann
in den Multiproteinkomplex Cascade integriert, der aus den Cas-Proteinen (griin) des Interferenzmoduls aufgebaut ist.
Wird die zum spacer der crRNA komplementdre Fremd-DNA erkannt, so wird Cas3 (rot) rekrutiert und damit der Abbau

der Fremd-DNA eingeleitet.

Cascade: Vom DNA-Abbau- zum

DNA-Binde-Komplex
Die endogene Immunantwort im Modellarchaeon H. vol-
canii wird von einem Typ-I-B-System vermittelt (zusam-
mengefasst in [10]). Dieses umfasst neben drei CRISPR-
Loci eine cas-Genkassette, die fur die acht Cas-Proteine
Cas1-8b kodiert (Abbildung 2). Die Reifung der von den
CRISPR-Loci transkribierten pri-crRNAs erfolgt durch
Cas6-vermittelte Prozessierung der repeat-Abschnitte, und
die reifen crRNAs werden dann in einen Cascade genann-
ten Multiproteinkomplex aus den Proteinen Cas5, 6, 7 und
8b integriert. Dieser Komplex erkennt und bindet Fremd-
DNA spezifisch und rekrutiert dann die Effektornuklease
Cas3, die den Abbau einleitet, wobei Cascade wieder frei-
gesetzt wird (Abbildungen 1 und 2).

In den Multiprotein-Effektor-Systemen Typ I und III
kann die DNA prozessierende Aktivitit entweder durch
Inaktivieren des cas3-Gens oder durch Deletion des Gens
entfernt werden [2-8]. Der in einer Acas3-Mutante ver-
bliebene Cascade-Komplex kann also weiterhin die Ziel-
DNA erkennen und binden; der Abbau erfolgt allerdings
nicht, da keine Cas3-Endonuklease rekrutiert werden
kann. Damit stellt der Cascade-Komplex ein an den Matri-
zenstrang gebundenes Hindernis dar, das diesen DNA-

Biol. Unserer Zeit | 52024 (54) www.biuz.de

Abschnitt blockiert. Wird nun Cascade an der besonders
zentralen Stelle der Transkriptionsinitiation platziert, so
versperrt er der RNA-Polymerase und den Transkriptions-
faktoren den Zugang zum Promotor (Abbildung 3).

Programmieren von Cascade: So einfach

lasst sich die Zielsequenz dndern
Die Bindung des Cascade-Komplexes wird durch die im
Cascade gebundene crRNA gesteuert. Eine reife crRNA
des Haloferax-Typ-I-B-Systems umfasst immer eine 5' und
3" bandle-Sequenz, die bei allen crRNAs eines CRISPR-
Lokus gleich ist und die spacer-Sequenz umschlief3t [11]
(Abbildung 2b). Die bhandle-Sequenzen stammen aus der
Prozessierung der repeat-Einheiten durch das Cas6-Protein
und flankieren den individuellen spacer-Abschnitt, dessen
Sequenz invers komplementir zur Zielsequenz der ange-
griffenen DNA ist (Abbildung 4). Wenn der enzymatisch
inaktive Cascade-Komplex des CRISPRi-Stammes gegen
eine Wunschsequenz gerichtet werden soll, so muss eine
crRNA mit entsprechendem spacer in den Stamm einge-
bracht werden. Dazu wird ein Plasmid mit einer Kassette
zur Expression einer kiinstlichen crRNA benutzt, das -
wie unten beschrieben - eine Reifung der crRNA unab-
hingig von der Cas6-Endonuklease erlaubt [7] (Abbil-
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dung 5). Es wird ein Haloferax-Stamm ohne cas6-Gen
benutzt, denn es hat sich gezeigt: Steht die ,neue“ crRNA
in Konkurrenz zu endogenen crRNAs, die von den CRISPR-
Loci des Systems kodiert werden und ebenfalls an den Cas-
cade-Komplex binden kénnen (etwa bei H. volcanii 51),
dann kann experimentell keine signifikante Reduktion des
Expressionslevels eines Reportergens erreicht werden [7].
Es muss also sichergestellt sein, dass die Wunsch-ctRNA
nicht nur eine von vielen ist und dass sich moglichst
viele - fiir eine ideale Repression alle - Cascade-Komplexe
gegen das Zielgen richten. Dieses System wird bei uns im
Labor standardmifig erfolgreich benutzt und soll hier
niher beschrieben werden.

crRNA-Reifung mit tRNA prozessierenden
Enzymen
In diesem CRISPRi-System verbleiben die endogenen
CRISPR-Loci unverindert im Genom, aber das cas6-Gen
wird deletiert. Dies hebelt die natiirliche Reifung der

ABB. 3 | PRINZIP VON CRISPR-INTERFERENZ
/"_““-\\

RNA-Polymerase

®

Vorliaufer-crRNAs aus, und es werden keine zelleigenen
crRNAs mehr gebildet [7]. Jeder verfiigbare Cascade-Kom-
plex kann so die mit dem Plasmid eingebrachte Wunsch-
crRNA aufnehmen - es gibt keine Konkurrenz mehr und
alle endogenen CRISPR-Immunreaktionen sind ausgeschal-
tet. Die kiinstliche crRNA muss nun aber auf anderem
Wege bereitgestellt werden.

Die Reifung der crRNA muss prizise erfolgen, da ins-
besondere die 5' handle-Sequenz essentiell fiir das Funk-
tionieren der crRINA ist [13]. Hierzu enthilt die CRISPRi-
Kassette sogenannte t-Elemente (Abbildung 5). Diese Se-
quenzabschnitte falten sich nach der Transkription zu
tRNA-dhnlichen Strukturen, die die Erkennungsstelle fiir
die endogenen Enzyme der tRNA-Reifungsmaschinerie
nachahmen (Abbildung 6). Das 5'-Ende der crRNA wird
durch die tRNase Z, die stromabwirts des ersten t-Ele-
ments schneidet, erzeugt, und das 3'-Ende der crRNA ent-
steht durch die Aktivitit der RNase P, die das zweite
t-Element am 5'-Ende prozessiert (Abbildung 6) [13]. Die

Bei der CRISPR-Interferenz (CRISPRi) blockiert Cascade
den Transkriptionsstart. Im CRISPRi-Stamm wird eine
kiinstliche crRNA eingebracht, die Cascade zum Promo-
torbereich des Zielgens dirigiert. Weil Cas3 fehlt, wird
die DNA nicht abgebaut. Dadurch verbleibt Cascade als
Hindernis im Bereich der Transkriptionsinitiations-
stelle und versperrt der RNA-Polymerase den Zugang -
das Ziel-Gen wird nicht mehr transkribiert.

Ziel-Gen

CRISPR-Cas-Komplex

ABB. 4 | BINDUNG DER ZIEL-DNA DURCH DEN CASCADE-KOMPLEX

| GCTGTTCGAGTCGGCGTCGATGCGGAACTCGATGTGCC

5 5
3
PAM I Protospacer
TAA TAG TAT
TAC TTC ACT
CAC

Cascade

Die im Cascade gebundene crRNA (orange) sorgt mit dem spacer fiir die sequenzspezifische Erkennung der Ziel-DNA
(griin). Der zum spacer invers komplementéare Abschnitt der DNA hei3t protospacer. Er liegt auf dem nicht gebundenen
Strang und muss neben einem PAM liegen. H. volcanii besitzt sieben PAMs.
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Reifung der crRNA ist also ein Nebenprodukt der natiir-
lichen Aktivitit des tRNA-Metabolismus von H. volcanii.
Die so erzeugte crRNA kann dann in den Cascade von

ABB. 5 | DAS CRISPRi-PLASMID
Plasmid
= Acas6Acas3
,ﬁ\o‘?\ CRISPRI-Stamm

Das Gen fiir die Wunsch-crRNA wird mittels eines Plasmids in den CRISPRi-
Stamm (Acas3Acas6) eingebracht. Die Kassette zur Expression der crRNA setzt
sich zusammen aus einem synthetischen, konstitutiv aktiven Promotor (Pfeil)
gefolgt von einem t-Element (griin), der kodierenden Sequenz der crRNA be-
stehend aus 5' handle - spacer - 3' handle (orange), einem weiteren t-Element
und einem Terminator (blau). Die spacer-Sequenz dieser Kassette kann leicht
durch eine neue Sequenz ausgetauscht werden, was eine schnelle und effizi-
ente Klonierung eines neuen CRISPRi-Konstruktes erlaubt.

ABB. 6 | REIFUNG DER crRNA

tRNase Z RNase P
l 5'handle 3'handle l
K_H /_/%
spacer
t-Element t-Element
5 spacer
5" handle 3' handle
reife crRNA

Die crRNA wird durch die tRNA-Prozessierungsenzyme gereift. Die crRNA
wird als langerer Vorldufer ausgehend von einem konstitutiven Promotor
transkribiert. Alle Elemente einer reifen crRNA (5 handle, spacer, 3' handle,
orange) sind in der Vorldufer-RNA stromauf und -abwirts von t-Elementen
(griin) flankiert. Diese t-Elemente falten sich in eine 3D-Struktur, die von den
Enzymen der tRNA-Reifungsmaschinerie fiir eine tRNA gehalten wird. Dem-
entsprechend wird das 3'-Ende der t-Elemente von der tRNase Z und das
5'-Ende der t-Elemente von der RNase P prozessiert. Durch das ,,Abschneiden*
der t-Elemente werden die Enden der crRNA freigesetzt.
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H. volcanii aufgenommen werden und eine Immunreak-
tion des Systems auslosen, die nicht von der endogenen
zu unterscheiden ist [13].

Wie wihle ich die Zielregion fiir CRISPRi aus?
Die vom CRISPR-Cas-System erkannte Region der Ziel-
DNA wird protospacer genannt; sie wird von einem proto-
spacer adjacent motif (PAM) flankiert (Abbildung 4). Fiir
das Typ-I-B-System von H. volcanii wurden sieben ver-
schiedene solcher Motive beschrieben (zusammengefasst
in [10]). Eines von ihnen muss stromaufwirts des proto-
spacer-Abschnitts liegen und bei Erkennung der Zielse-
quenz von Cascade identifiziert werden, um sie als bona-
fide-Ziel auszuweisen. Als Wunsch-protospacer kommen
also nur Sequenzen in Frage, die stromabwirts von einer
der sieben PAM-Sequenzen liegen. Weiterhin konnten wir
zeigen, dass CRISPRI in H. volcanii relevante Effekte zeigt,
wenn die Zielsequenz im Bereich der Transkriptionsstart-
stelle liegt (-70 — +20) [14]. Die besten Ergebnisse wur-
den mit crRNAs erzielt, deren spacer im Promotorbereich
binden [14]. Dies fiihrt zur Annahme, dass der Cascade-
Komplex in Haloferax den Elongationsprozess nur un-
zureichend aufhalten kann [12], wohl aber die Initiation
durch die RNA-Polymerase. Die Erfahrung mit den bisher
in unserem Labor durchgefiihrten CRISPRi-Experimenten
zeigt weiter, dass der Matrizenstrang als Ziel zu bevorzu-
gen ist [14]. Ist also ein zu reprimierendes Gen ausge-
wihlt, so miissen:

(1) der Transkriptionsstart identifiziert werden,

(2) PAMs in diesem Bereich auf dem kodierenden Strang
ausgewihlt und

(3) 36 Nukleotide stromabwirts als potenzielle spacer-

Sequenz aufgenommen werden.

Experimentelle Erfahrung des Marchfelder-Labors zeigt,
dass es in der Regel ausreicht, drei so konzipierte ctRNAs
zu testen, um eine signifikante Reduktion des Transkript-
levels des Wunschlokus zu erzielen.

Anwendungsbeispiele aus dem Labor

Nach Klonierung der Wunsch-spacer-Einheit in die
CRISPRi-Kassette wird das Expressionsplasmid mittels
Transformation in den CRISPRi-Stamm (Acas3Acas6) ein-
gebracht. Anschliefend konnen die erhaltenen Zellen
analysiert werden. Mittels einer Northern-Blot-Analyse
oder mit RT-qPCR (Reverse Transkriptase-quantitative
Polymerasekettenreaktion) kann das Transkriptlevel des
Zielgens direkt tiberpriift und quantifiziert werden (Abbil-
dung 7). Ist das mRNA-Level reduziert, so kann dann mit
der Charakterisierung bzw. Untersuchung der CRISPRi-
Mutante fortgefahren werden. Eine detaillierte Methoden-
Beschreibung ist zusammengefasst in [14]. Auf diese Wei-
se konnte die Plasmid-basierte Expression des fiir die
B-Galaktosidase kodierenden Reportergens bgaHa um
47 Prozent reduziert werden [7]. Liegt das Zielgen im Ge-
nom von H. volcanii, so ergibt sich in der Regel eine noch
stirkere Reduktion der mRNA-Menge.
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Im Beispiel des mRNA-Prozessierungsfaktors epf1 re-
duziert CRISPRi die RNA-Menge auf weniger als 20 Pro-
zent [7]. Im Fall des fiir die Karotinoid-Biosynthese essen-
ziellen crt-Operons konnte durch CRISPRi gegen den
Promotorbereich des crtl-Gens auch der Phinotyp der
Zellen verindert werden. Wildtyp-Haloferax-Zellen sind
rot, die Reduktion der Menge an crtI-mRNA mit CPRISPRi
auf nur acht Prozent fihrt dazu, dass die Zellen weif3 blei-
ben (Abbildung 7) [7]. Der Promotor stromaufwirts des
crtl-Gens steuert alle drei Gene des Operons, und die
RNA-Mengen der anderen beiden Gene sind ebenfalls
deutlich einschrinkt (35 % oder weniger). Das zeigt, dass
der Transkriptionsblock auch fiir polycistronische Tran-
skripte effektiv ist. Dass die Transkriptlevel des zweiten
und drittens Gens weniger stark reduziert wurden, lisst
sich dadurch erkliren, dass innerhalb des Operons weitere
Transkriptionsstartstellen nachgewiesen werden konnten,
die nicht durch den am cr¢I-Promotor platzierten Cascade
blockiert werden [7]. CRISPRI ist also ein michtiges Ins-
trument um die Expression genomischer, aber auch Plas-
mid-kodierter Gene herunterzuregulieren - seien sie ein-
zeln oder in Operons organisiert.

Die Untersuchung essenzieller Gene ist im wissen-
schaftlichen Alltag eine Herausforderung. Hier ist die An-
wendung von CRISPRi optimal. Wenn ein Gen essenziell
ist, wire ein Knock-out letal; durch CRISPRi aber kann die
Transkription so weit eingeschrinkt werden, dass ein ba-
sales mRNA-Level erhalten bleibt, die Zellen also noch
iiberleben. Anschliefend kann der resultierende Phinotyp
analysiert und so die Funktion des Genprodukts entschliis-
selt werden.

Ein Beispiel aus unserem Labor ist die Repression des
fiir das kleine Protein CdrS kodierenden Gens. Wird die
Transkription hier um bis zu 60 Prozent reduziert, treten
ein schwerer Wachstumsdefekt und eine Dysregulation
der Zellteilung auf, was sich in einer stark verinderten
Zellmorphologie zeigt [15]. Mit Hilfe von Transkriptom-
und Proteomanalysen des CRISPRi-Repressionsstammes
konnte letztlich CdrS als Transkriptionsfaktor in einem
regulatorischen Netzwerk identifiziert werden, das Stoff-
wechsel und Zellteilung koordiniert [15]. Die bisher
starkste Repression konnte fiir die ebenfalls essenzielle
splicing-Endonuklease endA erreicht werden. Ihr Genpro-
dukt konnte auf eine Restmenge von 1,1 Prozent gesenkt
werden [16]. Der betroffene Stamm zeigte starke Wachs-
tumseinbuflen, und es kam unter anderem durch die An-
reicherung von unprozessierten Vorliufern ribosomaler
RNAs sowie von tRNAs zu vielfiltigen Effekten auf eine
grofde Anzahl von mRNAs.

Der durch CRISPRi erzielte Repressionseffekt ist ab-
hingig von der jeweiligen crRNA und kann stark variieren
(vgl. bgaHa) [12]. In Bezug auf essenzielle Gene ist das
sogar von Vorteil, denn es kann diejenige crRNA ermittelt
werden, die einen (maximalen) phinotypischen Effekt
erzielt, das Uberleben der Zelle aber zulisst und so iiber-
haupt die Untersuchung essenzieller Gene ermoglicht.
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Am Beispiel der Repression des fiir die Karotinoidbiosynthese essenziellen
crti-Gens lassen sich die Auswirkungen der Genrepression illustrieren. In
CRISPRi-Zellen (anti-crtl) wird durch die verringerte Transkription des crtl-
Gens weniger Protein synthetisiert und damit weniger Karotinoid. Im Gegen-
satz zu den Wildtyp-Zellen, die die fiir H. volcanii charakteristische Rotfdarbung
zeigen, ist die Zellfarbe der CRISPRi-Zellen deshalb weif3. Die Reduktion der
Transkriptmenge kann mittels Northern Blot oder RT-qPCR nachgewiesen
werden; hier erscheint das Signal des CRISPRi-Stammes (anti-crtl) deutlich
schwicher als im Wildtyp.

Wenn die Repression plétzlich stoppt -
»Escaper“-Klone
Die Genexpression kann in H. volcanii durch CRISPRi
effektiv reguliert werden; aber es gibt gelegentlich Zellen,
die dieser Repression entkommen. Diese ,Escaper” kon-
nen sich schnell in der Kultur ausbreiten, insbesondere
wenn die Repression des Zielgens das Zellwachstum be-
eintrichtigt. Sie weisen Mutationen in Komponenten des
CRISPRi-Weges auf, die dazu fiihren, dass die Ziel-DNA
nicht erkannt wird, die crRNA nicht gebildet wird oder
Cascade nicht mehr an die DNA binden kann. Diese Muta-
tionen konnen durch Punktmutationen in den cas-Genen,
dem crRNA-Expressionsplasmid oder den umgebenden
Bereichen verursacht werden [7]. Am hiufigsten kommt
es aber wegen der hohen Rate homologer Rekombination
in H. volcanii zum Verlust von relevanten Genabschnit-
ten. Besonders gefihrdet ist hier die cas-Genkassette, die
im Genom von den beiden CRISPR-Loci mit ihren repeat-
Sequenzen flankiert wird. Aber auch die crRNA kodierende
Sequenz, die von zwei identischen t-Elementen einge-
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rahmt ist, kann deletiert werden (Abbildungen 2a und 5).
Um die ,Escape“Ereignisse zu liberwachen, ist wihrend
eines CRISPRi-Experiments ein PCR-Monitoring erforder-
lich [14].

Ausblick
Typ-I-Systeme - wie der hier fiir H. voclanii beschriebene
Typ IB - sind neben Typ I-A und I-D die in Archaea vor-
herrschenden CRISPR-Cas-Systeme. Fiir viele archaeale
Spezies sollte es also moglich sein - wie hier beschrie-
ben - CRISPRi zur Genregulation einzusetzen. Fir Halo-
ferax mediterranei konnte z.B. ein analoges CRISPRi-
Werkzeug umgesetzt werden, um so als Wegbereiter einer
biotechnologischen Anwendung den Kohlenstofffluss
gezielt zu modifizieren [9].

Neben dem Einsatz als ,Sperre“ fiir die Transkription
kann ein nur bindender, aber nicht schneidender Cascade
auch genutzt werden, um z. B. an ihn gebundene Proteine
zu bestimmten Genomabschnitten zu bringen. Diese Art
von Werkzeugen wird basierend auf Klasse-2-Effektoren
bereits weit verbreitet eingesetzt. Dariiber hinaus wurde
speziell fiir die Anwendung in Archaea auch das RNA-
abbauende Typ-III-CRISPR-Cas-System zum Genregulations-
werkzeug umgestaltet [4], [5]. In Sulfolobus-Spezies wird
ein mit einer kiinstlichen crRNA versehener Typ-III-Cascade
eingesetzt, um gezielt bestimmte RNAs abzubauen: ein
Weg, um Genexpression posttranskriptional zu reprimie-
ren (zusammengefasst in [4, 14]). Die archaeale CRISPR-Cas-
Werkzeugkiste fiillt sich also zunehmend und macht so
diese faszinierende prokaryotische Domine molekular-
genetisch zuginglicher. Diese erweiterte Toolbox wird es
zukiinftig ermoglichen, archaeale Regulations- und Stoff-
wechselleistungen zu verstehen und ihr volles Potenzial
auszuschopfen.

Zusammenfassung

Aufgrund ihrer komplexen und ungewdéhnlichen Biologie ist
die Entwicklung von Werkzeugen fiir Archaea nicht einfach,
und bisher stand kein Werkzeug zur Genrepression zur
Verfiigung. Fast alle Archaea besitzen jedoch CRISPR-Cas-
Systeme, die eine exzellente Quelle fiir die Entwicklung
von Methoden sind. Wie wir am Beispiel des Haloar-
chaeons Haloferax volcanii zeigen, kénnen diese CRISPR-
Cas-Systeme in Werkzeuge zur Genrepression verwandelt
werden: Entfdllt nach Deletion der Effektornuklease Cas3
der Abbau der Ziel-DNA, bleibt der Cascade-Komplex gebun-
den und blockiert den Zugang fiir die RNA-Polymerase
(CRISPRI). Genrepression mittels Cascade ist ein effizientes
und wertvolles Werkzeug, um auch in Archaea essentielle
Gene studieren zu kénnen. CRISPRi ist modular und kann
schnell und einfach durch den Austausch der crRNA gegen
ein anderes Zielgen gerichtet werden. Hier fassen wir die
Schritte zur Umnutzung des CRISPR-Cas-Systems von
H. volcanii zusammen und berichten von Anwendungen
aus unserem Labor.

www.biuz.de

Summary

CRISPR-Cas tools for Haloarchaea
Due to their complex and unusual biology, the development
of tools for archaea is not simple and so far, no tool for the
regulation of gene repression has been available. However,
all of archaea have CRISPR-Cas systems, which are an excel-
lent source for the development of new methods. Using
haloarchaeon Haloferax volcanii as an example, we show
that these CRISPR-Cas systems can be transformed into
tools for gene repression: If the degradation of the target
DNA does not take place upon deletion of the effector nu-
clease Cas3, the Cascade complex remains bound and
blocks the access for RNA polymerase (CRISPRi). Cas-
cade-based gene repression is an efficient and valuable tool
to study essential genes in archaea. CRISPRi is highly mod-
ular and can quickly and easily be directed towards a differ-
ent target gene by the exchange of the crRNA. Here we
summarize the steps to repurpose the CRISPR-Cas system of
H. volcanii and report on applications in our laboratory.

Schlagworte:
CRISPRI, ctRNA, gene silencing, gene repression,Archaea,
CRISPR-Cas, Cascade, Haloferax volcanii
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