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B Aktuell werden in der Biotechnologie nur
wenige gut erforschte Mikroorganismen ein-
gesetzt, um beispielsweise Pharmazeutika
herzustellen. Die verwendeten Organismen
stellen daher nur einen verschwindend
geringen Anteil der biologischen Vielfalt
dar, was mogliche Anwendungsbereiche
begrenzt. Aus diesem Grund ist die Etablie-
rung von neuen Produktionsorganismen ein
wichtiges Forschungsfeld.

Ein Bakterium mit interessanten Eigen-
schaften fiir zukiinftige biotechnologische
Anwendungen ist Vibrio natriegens. Dieses
Bakterium wurde bereits 1958 aus Salzwie-
sen isoliert und hat eine sehr kurze Verdopp-
lungszeit von unter zehn Minuten, wodurch
Arbeitsabldufe in Laboren und Produktions-
anlagen beschleunigt werden konnen.

Bereits seit meiner Teilnahme am iGEM-
Wettbewerb 2018 arbeite ich daran, das
Potenzial von V. natriegens zu erschlieBen.
Dabei fokussiere ich mich auf die Entwick-
lung von genetischen Werkzeugen. Zusam-
men mit dem Marburger iGEM-Team startete
ich mit der Arbeit an der Marburg Collection,
einer Sammlung von fast 200 charakterisier-
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ten und standardisierten DNA-Bausteinen,
die fiir die effiziente Konstruktion von Plas-
miden verwendet werden konnen [1].

Zu Beginn meiner Promotion arbeitete ich
an einer neuen Strategie fiir die effiziente
Verdnderung des Genoms von V. natriegens.
Zu diesem Zweck entwickelte ich NT-CRISPR,
eine Methode, die die natiirliche Transforma-
tion von V. natriegens mit einer Gegenselek-
tion durch CRISPR-Cas9 kombiniert. Die
Zellen nehmen dabei aktiv DNA auf und bau-
en diese in ihr Genom ein. AnschlieBend wird
CRISPR-Cas9 aktiviert, um unveranderte
Zellen selektiv abzutoten. Dadurch erreichte
ich Effizienzen von bis zu 100 % und war
auBerdem in der Lage, drei Deletionen gleich-
zeitig durchzufiihren [2].

Durch NT-CRISPR konnte ich auBerdem
eine spannende Frage zur Biologie von
V. natriegens beantworten: Das Genom von
V. natriegens besteht aus zwei Chromosomen.
Lange wurde spekuliert, dass diese Auftei-
lung eine schnellere Replikation des Genoms
und damit das schnelle Wachstum ermdog-
licht. Um dies zu testen, fusionierte ich die
beiden Chromosomen. Uberraschenderweise
zeigte der resultierende Stamm keine
wesentlichen Wachstumsunterschiede zum
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A Abb. 1: Ubersicht iiber die beschriebenen Projekte. Verschiedene Methoden wurden ent-
wickelt, die die Assemblierung von komplexen Plasmiden erlaubt (Marburg Collection) sowie

das Genom zu verandern (NT-CRISPR) oder Genexpression zu regulieren (graded-CRISPRi). Zudem
kénnen die Methoden fiir Grundlagenforschung eingesetzt werden.

Wildtyp, woraus sich schlieBen ldsst, dass
das zweigeteilte Genom keine Voraussetzung
fiir schnelles Wachstum ist [3].

Neben der permanenten genomischen Ver-
anderung mit NT-CRISPR entwickelte ich mit
graded-CRISPRi eine weitere Methode fiir die
zielgerichtete Genregulation in V. natriegens.
Hierbei verwendete ich eine katalytisch inak-
tive Cas9, um die Transkription eines Ziel-
gens zu unterbinden. Unter Nutzung von
verschiedenen gRNA-Varianten erzielte ich
eine abgestufte Hemmung der Zielgene, was
es ermoglicht, den Zusammenhang zwischen
Expressionsstarke eines Gens und dem
daraus resultierenden Phanotyp zu unter-
suchen [4]. |
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