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Uberlegungen zur Etablierung des CRISPR-Cas9-Systems
in Neurospora crassa

CRISPR-Cas9:; Das will ich auch!

STEFANIE GRUTTNER

ABB.1 Neuro-
spora crassa im
Labor: als An-
zucht in Reagenz-
glasern (links),
Hyphen unter
dem Mikroskop
(rechts oben)
und eine Hyphe
mit griin fluores-
zierenden Zell-
kernen (rechts
unten). Fotos:

S. Griittner.
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CRISPR-Cas9 ist ein System zur gezielten
Verdnderung von Genen, dessen Entdeckung
Emmanuelle Charpentier und Jennifer
Doudna 2020 den Chemie-Nobelpreis ein-
brachte und die Funktionsanalyse von Genen
revolutionierte. Seit der Entdeckung wurde
CRISPR-Cas?9 bereits vielfach auch in Modell-
organismen eingesetzt. Die einfache Hand-
habung und die Effizienz der Methode sorgen
dabei fiir ihre Beliebtheit. Da wdire es doch
super, wenn man dieses System auch fiir
Untersuchungen am eigenen Forschungs-
objekt verwenden kénnte! Wie man heraus-
findet, ob CRISPR-Cas9 in einem ,Organis-
mus von Interesse“ genutzt werden kann
und welche Strategien dazu zum Einsatz
kommen, soll hier am Beispiel des Modell-
organismus Neurospora crassa ndher
erértert werden.

Online-Ausgabe unter:
www.biuz.de

ilze begegnen uns in vielen Lebenslagen - sei es in der

Natur als Destruent, Symbiont oder Pathogen, in der
Biotechnologie in der Herstellung von u.a. Enzymen,
Antibiotika und Arzneimitteln oder auf unserem Teller
als Speisepilz. Auch in der Wissenschaft spielen sie eine
grofle Rolle, da sie sich hervorragend als Modellorganis-
men fiir verschiedenste Untersuchungen eukaryotischer
Zellen eignen. Auch Neurospora crassa, der rote Brot-
schimmel, ist solch ein Modellorganismus (Abbildung 1).
Er gehort zu den Schlauchpilzen (Ascomycota) und wurde
zum ersten Mal 1843 als Verursacher eines orangenen
Schimmelbefalls in franzosischen Bickereien beschrieben.
In den spiten 1920er Jahren wurde er von Bernard O.
Dodge und Carl C. Lindgren im Labor etabliert und ent-
wickelte sich dann iiber die Zeit zu einem wichtigen
Modellorganismus der biochemischen Genetik [1]. So ver-
half er beispielsweise George W. Beadle und Edward L.
Tatum 1941 zum Nobelpreis fiir die Aufstellung der revo-
lutioniren ,Ein-Gen-ein-Enzym*“-Hypothese [2].

Zudem erfreut sich N. crassa in zahlreichen weiteren
Forschungsfeldern grof3er Beliebtheit wie z.B. in der Phy-
siologie, Molekularen Zellbiologie, Entwicklungsbiolo-
gie, Epigenetik sowie in der Erforschung der circadianen
Rhythmik. Der Grund fiir diese zahlreichen Anwendungen
liegt darin, dass N. crassa sehr einfach im Labor kultiviert
werden kann. Er wichst sehr schnell und hat nur geringe
Anspriiche an das Wachstumsmedium. Zum anderen wer-
den genetische Analysen dadurch vereinfacht, dass das
Genom von N. crassa vollstindig sequenziert ist. Da der
Pilz ein haploides Genom aufweist, sind auch genetische
Modifikationen vergleichsweise einfach durchzufiihren.
Weitere Vorteile liegen in der grof3en bereits etablierten
Methodenvielfalt sowie dem Vorhandensein einer Samm-
lung von Stimmen, bei denen einzelne Gene des Pilzes
ausgeschaltet sind, und die fast alle bekannten Gene ab-
deckt [1-2].

Obwohl bereits sehr viele zellulire Prozesse bei
N. crassa erforscht sind, bietet der Pilz diverse Moglichkei-
ten, um weitere Forschungsfragen zu untersuchen, deren
Ergebnisse potenziell auf andere Organismen wie Siugetie-
re oder auch den Menschen tibertragbar sind. So konnten
z.B. wichtige Erkenntnisse zur epigenetischen Regulierung
durch DNA-Methylierung mithilfe von N. crassa gewonnen
werden [3]. Derartige Untersuchungen sind mit Miusen
und anderen Modellorganismen, bei denen die Funktion
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ABB. 2

ZELLEIGENE DNA-REPARATURMECHANISMEN
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Wenn sich ein DNA-Doppelstrangbruch ereignet, greift entweder die homologe Rekombination (HR, links) oder das non-homologous
end-joining (NHEJ, rechts). Bei der HR wird eine homologe DNA-Sequenz als Vorlage fiir die Reparatur genutzt. Beinhaltet diese zusatzliche

DNA-Bereiche, werden diese bei der Reparatur miteingefiigt. Beim NHE] werden die Stringe ohne Vorlage zusammengefiigt; dabei konnen

Fehler entstehen: Deletionen (Basen fehlen) oder Insertionen (Einfiigen zusétzlicher Basen).

der DNA-Methylierung eine lebenswichtige Rolle spielt,
nicht moglich, da Tiere mit manipulierter DNA-Methylie-
rung nicht iiberlebensfihig sind. Zudem stellen Pilze wich-
tige Organismen in der Biotechnologie dar. Auch wenn
N. crassa selbst dort eher selten verwendet wird, lassen
sich Erkenntnisse, die an dem Modellorganismus gewon-
nen werden, auf Produktionsstimme iibertragen.

Never change a running system?

Um die Funktion bestimmter Gene zu analysieren, bedient
man sich in der Regel des Ausschaltens von Genen. An-
schliefend wird untersucht, welche Prozesse sich im Or-
ganismus von Interesse verindern, wenn das entsprechen-
de Gen nicht mehr funktionsfihig ist. Daraus konnen
Riickschliisse auf die Funktion des einzelnen Gens gezo-
gen werden. Man spricht hier auch von reverser Genetik.
Diese ist allerdings nicht immer ganz trivial, da oft nicht
nur ein einziges Genprodukt fiir einen Prozess verantwort-
lich ist, sondern es eines Zusammenspiels verschiedener
Genprodukte bedarf. Anstatt Gene auszuschalten, konnen
auch Gene in den Organismus eingebracht werden, um
ihre Funktion zu untersuchen. Das konnen sowohl eigene
(endogene) Gene des Organismus als auch auch fremde
(exogene) Gene sein.
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Das Ausschalten der Gene kann auf verschiedenen
Wegen geschehen. In Pilzen wird hiufig die Methode der
homologen Rekombination verwendet. Dabei macht man
sich - dhnlich wie bei dem CRISPR-Cas9-System - einen
zelleigenen Reparaturmechanismus zunutze, der Doppel-
strangbriiche in der DNA erkennt und diese durch die
Verwendung einer homologen DNA-Sequenz (identische
Sequenz) als Vorlage repariert (Abbildung 2). Liefert man
der Zelle eine alternative DNA-Sequenz, bei der sich

IN KURZE

- Neurospora crassa ist ein wichtiger Modellorganismus in der Genetik, Mole-
kularbiologie und vielen weiteren Forschungsgebieten.

- Das CRISPR-Cas9-System fiir N. crassa bietet einige Vorteile fiir die Forschungs-
gemeinschdaft, wie die Méglichkeit, mehrere Gene gleichzeitig zu modifizieren
und den Arbeitsaufwand zu minimieren.

- Die Etablierung des Systems erfordert viel Vorbereitung und Abwdgungen.
Besonders wichtig ist die Uberlegung, wie die einzelnen CRISPR-Cas9-Kompo-
nenten in die Zelle gelangen bzw. von ihr synthetisiert werden kénnen.

- Wenn die generelle Funktionalitdt des entwickelten Systems durch Tests und
entsprechende Kontrollen nachgewiesen wurde, kann es fiir spezifische Analysen
bei N. crassa angewendet werden.
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ABB. 3

inmitten der homologen Sequenzen eine andere DNA-Se-
quenz befindet, wird auch die fremde DNA mit kopiert
und so in das Genom eingebaut. Dadurch wird dann das
urspriingliche Gen an dieser Position entweder zerstort
oder komplett ersetzt und ist somit ausgeschaltet.

Die homologe Rekombination ist allerdings ein sehr
aufwendiger Prozess und erfolgt zudem in N. crassa nur
mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit, da in der Regel
ein zweiter Reparaturmechanismus von der Zelle genutzt
wird: das sogenannte non-homologous end-joining (kurz
NHE]), das ebenfalls bei CRISPR-Cas9 eine Rolle spielt
[4-5] (Abbildung 2). Bei diesem Mechanismus werden die
zwei auseinandergebrochenen DNA-Stringe ohne Vorlage
einfach wieder zusammengefiigt. Dieser Reparaturweg
erlaubt es allerdings nicht, fremde DNA in das Genom
einzubringen. Will man also mit hoher Effizienz neue
DNA-Sequenzen in das Genom von N. crassa einbringen -
sei es, um Gene auszuschalten oder neue einzubringen -,
muss man eine Mutante verwenden, bei der das NHE]
ausgeschaltet ist. Der Nachteil hierbei ist, dass man am
Ende zwar einen Stamm erhilt, der die gewiinschte DNA-
Sequenz trigt, bei diesem allerdings auch ein wichtiger
Reparaturmechanismus nicht mehr funktionsfihig ist.
Dies kann unter Umstinden dazu fithren, dass nachfol-
gende Analysen beeinflusst werden und falsche Schliisse
beziiglich des untersuchten Gens gezogen werden. Um
das zu umgehen, muss man den neu erzeugten Stamm mit

ENTWICKLUNG DES CRISPR-CAS9-SYSTEMS IN N. CRASSA

einem Wildtyp - also einem unverinderten Stamm - kreu-
zen, um so die mutierten NHEJ-Gene zu entfernen (,aus-
zukreuzen®), wihrend die neu eingebrachte Sequenz er-
halten bleibt. Das klingt nicht nur miihselig, das ist es
auch! Daher wiire ein einfacheres System zur Verinderung
des N. crassa-Genoms eine wirklich sinnvolle Erginzung
des vorhandenen Methodenkastens. Hier kommt nun also
das CRISPR-Cas9-System ins Spiel. Es verspricht einen viel
geringeren Arbeitsaufwand und konnte dem Experimen-
tator einiges an Zeit einsparen. Nur leider gibt es bisher
noch kein gut funktionierendes CRISPR-Cas9-System fiir
N. crassa und das, obwohl dieser doch ein beliebter
Modellorganismus ist.

Abgucken erlaubt!
Somit wiren wir also bei der Frage angekommen, wie man
das CRISPR-Cas9-System fiir N. crassa etablieren kann. Ab-
bildung 3 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Schrit-
te, die hier naher erliutert werden sollen. Zunachst muss
man sich mit der Frage auseinandersetzen, ob es wirklich
sinnvoll ist, das System zu etablieren, da es ja bereits
Methoden gibt, um N. crassa genetisch zu modifizieren.
Schliefdlich ist es mit viel Schweifd und Arbeit verbunden,
ein neues System in einem Organismus zum Laufen zu
bringen. Im Fall von N. crassa lohnt sich der Aufwand
aber definitiv. Die Community wartet bereits sehnstichtig
darauf, dass es endlich jemand schafft, das System prak-

bereits flir Neurospora crassa?

[Titeratu rrecherche: Gibt es das System ]

nein

Ja

[ Entwicklung eines Systems

fiir Neurospora crassa

Verwendung des
vorhandenen Systems

Literaturrecherche: Gibt es das System
bereits in anderen Schimmelpilzen?

Entwicklung eines neuen
Systems fiir Neurospora crassa |

|‘ nein

Eignet sich eines dieser
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tikabel im Modellorganismus zu etablieren. Nicht nur
wiirde ein funktionierendes CRISPR-Cas9-System dem Ex-
perimentator eine Menge Zeit und Aufwand im Vergleich
zur klassischen Methode der homologen Rekombination
sparen. Ein weiterer Vorteil wire die Moglichkeit, mit die-
sem System mehr als ein Gen zur selben Zeit zu verindern.

Dies ist mit der homologen Rekombination nicht so ein-

fach durchzufiihren, da hier jedes Gen einzeln und nach-

einander ausgeschaltet oder eingekreuzt werden muss.

Zudem muss man mit der CRISPR-Cas9-Methode nicht

den N. crassa-Stamm mit dem defekten NHE]J-System be-

nutzen. Die Verwendung der Cas9-Nuklease in Verbin-
dung mit der entsprechenden guideRNA (gRNA) und

Donor-DNA erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass es zur

homologen Rekombination kommt, nimlich bereits aus-

reichend.

Bevor man mit der Etablierung des Systems beginnt,
sollte man sich mit seinem Wirkprinzip auseinanderset-
zen: Welche Komponenten bendétige ich und wie funktio-
niert das System? Im Fall des CRISPR-Cas9-Systems werden
zwei Hauptkomponenten bendtigt: die Nuklease Cas9 zur
Erzeugung des Doppelstrangbruchs der DNA und die
gRNA, um die Nuklease an die entsprechende Stelle im
Genom, an der die Verinderung stattfinden soll, zu rekru-
tieren. Die Frage dabei ist, wie diese beiden Komponen-
ten in die Zelle hineingelangen konnen. Und nicht nur
das: Damit eine Genomeditierung stattfinden kann, miis-
sen die Komponenten des CRISPR-Cas9-Systems auch in
den Zellkern gelangen und dort funktionsfihig sein. Da-
bei gibt es einiges zu beachten:

1) In welcher Form werden die Komponenten in die Zel-
le eingebracht?

2) Mit welcher Methode werden die Komponenten ein-
gebracht?

3) Welche Eigenschaften miissen die Komponenten
aufweisen, damit sie auch in der pilzlichen Zelle
funktionsfihig sind und an den richtigen Ort gelan-
gen?

Da das CRISPR-Cas9-System bereits in anderen Organis-

men angewandt wird, muss das Rad zum Gliick nicht

komplett neu erfunden werden. Man muss lediglich her-
ausfinden, welche der bereits verwendeten Varianten
sich auch fiir N. crassa eignen konnten. Hierzu beginnt
man mit einer Literaturrecherche. Fiir den Anfang eignen
sich Ubersichtsartikel (Reviews) sehr gut, da sie einen
groben Uberblick iiber den aktuellen Stand der Dinge
liefern konnen. Mit ein bisschen Gliick sto6f3t man dabei
auf einen Artikel, der beschreibt, welche verschiedenen

Methoden bereits bei Schlauchpilzen (Ascomyceten), zu

denen ja auch N. crassa gehort, angewendet werden. Je

niher verwandt die Organismen sind, desto wahrschein-

licher ist es, dass die beschriebene Methode auch im

Versuchsorganismus funktioniert. Da bereits 2015 die

ersten CRISPR-Cas9-Anwendungen bei Trichoderma

reesei und einigen Aspergillus-Arten (beide gehoren zu
den Schlauchpilzen) verwendet wurden [6-7] und viele
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weitere folgten, findet man einige Ubersichtsartikel zu
den verschiedenen Methoden. Aber welche davon passt
am besten zu N. crassa?

Wer die Wahl hat, hat die Qual
Wie die einzelnen Komponenten - Cas9 und die gRNA -
in die Zelle gelangen bzw. von der Zelle synthetisiert
werden konnen, ist in Abbildung 4 zusammengefasst und
im Folgenden niher beschrieben: Bei Moglichkeit a) wer-
den sowohl die cas9- als auch die gRNA-Sequenz in Form
eines Plasmids in die Zellen eingebracht. Das Plasmid
dient hier quasi als ein Transportmittel, iiber das die DNA-
Sequenzen in die Zelle gelangen. Innerhalb der Zelle kon-
nen dann die jeweiligen DNA-Sequenzen abgelesen wer-
den. Auf diese Weise werden die gRNA bzw. das Cas9-
Protein von der Zelle selbst gebildet. Die Moglichkeit b)
sieht es vor, dass die fiir Cas9 und fiir die gRNA kodieren-
den Sequenzen zunichst direkt in das Genom des Pilzes
integriert werden. Danach folgen die gleichen Schritte
wie in Fall a): Die Sequenzen werden abgelesen und Cas9
bzw. die gRNA direkt von der Zelle synthetisiert. Im Fall
¢) handelt es sich um eine Kombination aus a) und b), bei
der die Sequenz einer Komponente (entweder Cas9 oder
die gRNA) im Genom integriert und die entsprechend
andere als Plasmid in die Zelle eingebracht wird. Bei der
Version d) liegt die cas9-Sequenz bereits im Genom inte-
griert vor. Die gRNA gelangt hier nicht in Form von DNA,
sondern als RNA in die Zelle. Man umgeht damit also die
RNA-Synthese durch die Zelle und verwendet stattdessen
eine im Labor synthetisierte RNA. Variante e) ist eine
leichte Abwandlung von d), bei der die cas9-Sequenz
nicht ins Genom integriert wird, sondern als Plasmid in
die Zelle eingebracht wird. Die gRNA gelangt parallel als
RNA in die Zelle. Im Fall f) werden Cas9 und die gRNA
als sogenannter Ribonukleoprotein-Komplex (RNP-Kom-
plex) aus synthetisierten Komponenten im Reagenzglas
zusammengesetzt und in die Zelle eingebracht. Damit
wird bereits der vollstindige Cas9-gRNA-Komplex in die
Zelle transferiert, so dass die Zelle keine der Komponen-
ten selbst synthetisieren muss.

Alle aufgezihlten Varianten haben ihre Vor- und Nach-
teile, die man nun abwigen muss. Im Falle der Integration
der Sequenzen ins Genom - Varianten b-d) - verbleiben
diese im Genom und sind somit immer vorhanden. Dies
kann zu sogenannten off-target-Effekten fiihren, bei
denen es zu unerwiinschten Verinderungen im Genom
durch die Cas9-Nuklease kommt. Verwendet man hin-
gegen Plasmide - hier die Varianten a), ¢) und e) - dann
gehen diese im Laufe der Zeit verloren. Man spricht des-
halb von einer transienten Transformation, mit der man
das Risiko der off-target-Effekte minimieren kann. Voraus-
setzung hierfiir ist, dass passende Plasmide verwendet
werden, die im jeweiligen Organismus abgelesen und
repliziert werden.

Bei der Synthese der Komponenten kann es verschie-
dene Probleme geben. Vor allem die Lokalisierung im

www.biuz.de
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ABB. 4 | EINBRINGEN VON CRISPR-CAS9-KOMPONENTEN IN DIE ZELLE

a)
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Zelle ) Plasmid fiir gRNA O gRNA im Genom rooocoooo: mMRNA

o gRNA ﬁ_

CRISPR-Event —E

Proteinsynthese o
Cas9-gRNA-Komplex A+

Das Schema zeigt verschiedene Methoden, um die einzelnen Komponenten, Cas9 und die gRNA, in die Zelle zu bringen bzw. von der

Zelle synthetisieren zu lassen. a) Die cas9- und gRNA-Sequenz werden als Plasmide in die Zelle eingebracht. b) Die cas9- und gRNA-Sequenz
werden in das Genom des Pilzes integriert. c) Eine Sequenz wird als Plasmid eingebracht, die entsprechend andere ist im Genom integriert.
d) Die cas9-Sequenz ist im Genom integriert, die gRNA wird als RNA in die Zelle transferiert. e) Die cas9-Sequenz wird als Plasmid und die
gRNA als RNA in die Zelle transferiert. f) Der fertige Cas9-gRNA-Komplex wird direkt in die Zelle eingebracht. 1: Die Komponenten werden
in der angegebenen Form in die Zelle transformiert; 2: gRNA und|oder cas9-mRNA werden im Zellkern synthetisiert; 3: Transport der RNAs
in das Cytoplasma; 4: Proteinbiosynthese von Cas9 und Komplexbildung mit gRNA; 5: Transfer des Komplexes in den Zellkern.
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Zellkern ist hier kritisch. Damit ein Protein in den Zell-
kern gelangt, benétigt es ein sogenanntes Lokalisierungs-
signal. Das Cas9-Protein stammt aber aus Bakterien, die
keinen Zellkern besitzen. Das entsprechende Gen enthilt
folglich keine Information fiir eine Kernlokalisation. Diese
Information muss also nachtriglich hinzugefiigt werden.
Auch hier gibt es wieder verschiedenste Moglichkeiten,
die sich von Organismus zu Organismus unterscheiden.
So muss man bestimmte Signalsequenzen auswihlen und
entscheiden, ob man diese am Anfang oder am Ende des
Proteins anfiigen mochte. Diese Entscheidung kann spiter
einen groflen Einfluss auf die Funktionalitit von Cas9
innerhalb der Zelle haben.

Neben dem Lokalisationssignal des Proteins muss auch
sichergestellt werden, dass der Organismus das Protein
problemlos synthetisieren kann. Proteine bestehen aus
einer durch die DNA-Sequenz festgelegten Aneinander-
reihung von Aminosiuren. Die DNA-Sequenz bestimmt
diese Abfolge durch die einzelnen Basen Adenin (A), Cyto-

www.biuz.de

sin (C), Guanin (G) und Thymin (T). Jede Aminosiure wird
durch drei Basen kodiert - die Aminosiure Glutaminsiure
beispielsweise durch die Abfolge GAG. Allerdings konnen
diese Triplets variieren, d. h. mehrere Triplets kodieren fiir
ein und dieselbe Aminosiure (Redundanz beim geneti-
schen Code). Im Fall der Glutaminsiure wiren das GAG
und GAA. Die Schwierigkeit hierbei ist, dass jeder Orga-
nismus seine ,Favoriten“ hat, die bevorzugt verwendet
werden. Eventuell muss man also die kodierende Protein-
sequenz dahingehend verindern, dass diese Favoriten be-
vorzugt vorliegen.

Probleme bei der Synthese kleiner RNAs - wozu
gRNAs zihlen - lassen sich umgehen, wenn man die
gRNA als RNA und nicht in Form von DNA in die Zelle
einbringt wie bei den Varianten d) und e). Allerdings ist
es auch nicht ganz trivial, intakte RNA in die Zelle ein-
zubringen und diese liber einen gewissen Zeitraum stabil
in der Zelle zu behalten. Die optimalste Version stellt die
Verwendung von RNP-Komplexen dar (Variante f), weil

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
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hier nichts mehr von der Zelle selbst synthetisiert werden
muss und die Verweildauer des Komplexes begrenzt ist.
Dies ist aber auch die komplexeste und komplizierteste
Methode, da sich der groe Komplex nur schwer ohne
Funktionsverlust in die Zelle transferieren lisst. Es gibt
also viel zu beachten, bevor man sich fiir eine Methode
entscheiden kann.

Die Entscheidung ist gefallen
Hat man sich nach einiger Vorarbeit fiir eine Methode
entschieden, folgt endlich der praktische Teil, in dem
getestet wird, ob die ausgewiihlte Methode funktio-
niert. Vorsichtshalber sollte man immer einen Back-up-
Plan parat haben, sich also im Vorfeld Gedanken iiber
Alternativen gemacht haben, falls ein Schritt nicht funk-
tioniert, damit man nicht komplett von vorne anfangen
zu muss. AnschlieBend muss man tiberlegen, wie sich
am besten nachweisen lisst, dass die Methode prinzipi-
ell funktioniert. Hier geht es um den sogenannten proof
of principle und noch nicht um eine spezifische Anwen-
dung der Methode, bei der ein Gen ausgeschaltet wird,
dessen Funktion man niher charakterisieren mochte.
Fir den proof of principle wirde sich z.B. anbieten,
bei der Auswahl des Zielgens eines zu wihlen, auf das
man selektieren oder screenen kann. Das bedeutet, man
erhilt bereits iiber den Phinotypen einen Anhaltspunkt
dafiir, ob die Methode erfolgreich war oder nicht, ohne
zunichst weitere komplexe Analysen durchzufiihren.
Dafiir eignet sich beispielsweise ein Gen in einem be-
stimmten Stoffwechselweg, dessen Verlust zu einer Au-
xotrophie (lebenswichtige Stoffe wie bestimmte Ami-
nosiuren konnen nicht mehr selbst synthetisiert wer-
den und miissen von auflen aufgenommen werden)
filhrt. Eine weitere Moglichkeit wire es, ein Gen zu
verindern, bei dem die Verinderung dazu fiihrt, dass
der Pilz unter Bedingungen wachsen kann, unter denen
er sonst nicht liberlebt. So lisst sich bereits ohne eine
Sequenzierung des betroffenen Bereichs die Vermutung
aufstellen, dass die Verinderung des Genoms mittels
Cas9 erfolgreich war.

Es ist auch sehr wichtig, dass man entsprechende
Kontrollen durchfiihrt, mit denen man sicherstellen
kann, dass dieser Phinotyp nicht auf andere zufillige Er-
eignisse zuriickzufiihren ist. Dafiir kann man z.B. einen
Pilz verwenden, der ganz genauso behandelt wird wie
der, mit dem die CRISPR-Cas9-Technik getestet wird, der
aber keine der CRISPR-Komponenten enthilt. Je nach
gewihlter Methode konnten die Kontrollen zusitzlich
aus Pilzen bestehen, die jeweils nur eine Komponente
des CRISPR-Cas9-Systems enthalten. Sollte man dann die
gleichen Effekte wie bei dem Pilz mit vollstindigem
CRISPR-Cas9-System beobachten, kann ausgeschlossen
werden, dass die Verinderungen im Genom des Pilzes
tatsichlich auf die CRISPR-Anwendung zuriickzufithren
sind. Stellt sich aber heraus, dass die Kontrollen keine
Verinderungen aufweisen, der Pilz mit CRISPR-Cas9
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allerdings schon, dann kann man davon ausgehen, dass
das System funktionsfihig ist. In diesem Fall kann die
Methode dann endlich dafiir eingesetzt werden, Gene
von Interesse zu untersuchen, um neue Forschungsfra-
gen zu beantworten.

Lohnt sich die Miihe?
Wie das in der Wissenschaft eben ist, diirfen wir noch
nicht verraten, welche Methode uns den Erfolg brachte.
Denn das Manuskript fiir unsere Publikation ist zum jet-
zigen Zeitpunkt noch nicht ganz fertig. Soviel sei aber
verraten: Ja, die Miihe lohnt sich!

Zusammenfassung

Neurospora crassa ist ein bedeutender Modellorganismus
fiir die Genetik, Molekularbiologie und weitere Forschungs-
gebiete. Um neue Erkenntnisse in diesen Gebieten zu gewin-
nen, wird oft das Prinzip der reversen Genetik verwendet,
wobei z. B. Gene ausgeschaltet werden, um deren Funktion
zu analysieren. Fiir N. crassa nutzt man hierfiir die homo-
loge Rekombination als gdngige Methode. Diese ist jedoch
aufwendig und ineffizient. Das CRISPR-Cas9-System stellt
eine effizientere Alternative dar, steht fiir N. crassa aber
noch nicht zur Verfiigung. Die Etablierung erfordert viel
Vorarbeit, Literaturrecherche und viele Abwédgungen. As-
pekte, die fiir eine erfolgreiche Etablierung des Systems in
N. crassa berticksichtigt werden miissen, sind die Auswahl
der Methode, um die CRISPR-Cas9-Komponenten in die Zelle
einzubringen, die Optimierung der Genexpression von cas9
bzw. der gRNA sowie die Minimierung von Nebeneffekten.
Nach der Auswahl und Optimierung der Methode muss die
Funktionalitét des Systems durch Tests und geeignete Kon-
trollen bestdtigt werden, bevor es dann fiir spezifische Ana-
lysen eingesetzt wird.

Summary

Thoughts on establishing the CRISPR-Cas9

system in Neurospora crassa
Neurospora crassa is a significant model organism for ge-
netics, molecular biology, and other research areas. To gain
new insights in these fields, the principle of reverse genetics
is often used, i. e. switching off genes in order to analyze
their function. Regarding N. crassa, homologous recombi-
nation is commonly used for this purpose, but it is time-con-
suming and inefficient. The CRISPR-Cas9 system offers a
more efficient alternative, but it is not yet available for
N. crassa. Establishing this system requires extensive pre-
paratory work, literature research, and careful considera-
tions. Factors to be considered for a successful implemen-
tation of the system in N. crassa include selecting the meth-
od to introduce the CRISPR-Cas9 components into the cell,
optimizing the expression of cas9 and gRNA, and minimiz-
ing side effects. After having selected and optimized the
method, the functionality of the system must be confirmed
through tests and appropriate controls before it can be used
for more specific analyses.

www.biuz.de

S/2024 (54) | Biol. Unserer Zeit

117



(M

Literatur

K. A. Borkovich et al. (2004). Lessons from the genome sequence
of Neurospora crassa: Tracing the path from genomic blueprint
to multicellular organism. Microbiology and Molecular Biology
Reviews 68, 1.

Verfasst von:

Stefanie Griittner ist seit 2022 Postdoktorandin in
der Abteilung Botanische Genetik und Molekular-
biologie der Christian-Albrechts-Universitdt (CAU)
zu Kiel. Sie hat an der CAU Biologie studiert und
promoviert. Wédhrend der Promotion hat sie sich

[2] C. M. Roche et al. (2014). Neurospora crassa: Looking back and . . .
X R X mit den Regulierungsmechanismen der Genexpres-
looking forward at a model microbe. American Journal of Botany . . ; . pe
sion pflanzlicher Mitochondrien beschdftigt - im
101, 2022-2035. Genaueren mit der Translationsregulierung durch
[3] R.Aramayo, E. U. Selker (2013). Neurospora crassa a model Pentatricopeptide-Repeat-Proteine (PPR-Protei-
system for epigenetics research. Cold Spring Harb Perspect Biol 5, ne). Fiir die Postdoktorandenzeit hat sich ihr For-
17921-17922. schungsinteresse auf die Molekularbiologie des
[4] S.Wang etal. (2017). Molecular tools for gene manipulation in Ascomyceten Neurospora crassa verschoben. Sie
filamentous fungi. Appl Microbiol Biotechnol 101, 8063-8075. fokussiert sich auf die Entwicklung und Optimie-
[5] Y.Ninomiya et al. (2004). Highly efficient gene replacements in rung eines CRISPR-Cas9-Systems in N. crassa und
Neurospora strains deficient for nonhomologous end-joining. Proc. die Anwendung dieses Systems in Bezug auf die
Natl. Acad. Sci. 33, 12248-12253. Beantwortung neuer Forschungsfragen.
[6] R.Liuetal. (2015). Efficient genome editing in filamentous fungus
Trichoderma reesei using the CRISPR-Cas9 system. Cell Discov 1, Korrespondenz
15007. Dr. Stefanie Griittner
[7] C.S.Nadvig et al. (2015). A CRISPR-Cas9 system for genetic Botanisches Institut der Christian-Albrechts-Univer-

engineering of filamentous fungi. PLoS One 10, 7.

sitdt zu Kiel

Abt. Botanische Genetik und Molekularbiologie
Am Botanischen Garten 1-9

24118 Kiel

E-Mail: sgruettner@bot.uni-kiel.de

MIKROBE DES

JAHRES 2024

¢ |lebende Stromleiter

o Zellketten mit Arbeitsteilung
Okosystem-Ingenieur im Sediment
Bio-Kabel statt Elektroschrott?

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit

www.biuz.de veroffentlicht durch VBIO e.V. unter der CG-BY-SA 4.0-Lizenz

118 | Biol. Unserer Zeit ‘ S/2024 (54)


mailto:sgruettner@bot.uni-kiel.de

Verband ‘ Biologie, Biowissenschaften
& Biomedizin in Deutschland

Gute Griinde,dem VBIO
beizutreten:

o Werden Sie Teil des gro3ten Netzwerks
von Biowissenschaftlern in Deutschland.

e Unterstltzen Sie uns, die Interessen
der Biowissenschaften zu vertreten.

e Nutzen Sie Vorteile im Beruf.

e Bleiben Sie auf dem Laufenden -
mit dem VBIO-Newsletter und
dem Verbandsjournal
,Biologie in unserer Zeit".

e Treten Sieein fur die Zukunft
der Biologie.





