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Sammandrag

CRISPR (eng. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) ar ett relativt
nyupptackt adaptivt immunsystem hos prokaryoter som delvis riktar sig mot faginfektioner,
men ocksa mot plasmider 6verforda via horisontell genéverféring. CRISPR finns hos cirka
40% av alla sekvenserade bakterier, och sa gott som alla sekvenserade arkéer.

CRISPR é&r ett RNA-guidat system som integrerar delar av fraimmande nukleinsyror i ett
specifikt CRISPR-lokus. Lokuset ar uppdelat i ett antal funktionella operon som &r essentiella
for CRISPRs funktion, daribland cas-generna (eng. CRISPR associated genes). Nar lokuset
transkriberas bildas korta RNA-strangar kallade crRNA (CRISPR RNA) och cas-proteiner.
Tillsammans bildar de proteinkomplexet Cascade (eng. CRISPR-associated complex for
antiviral defence), som basparar crRNA till angripande nukleinsyror och oskadliggér dem.

CRISPR har stor potential inom ett flertal anvandningsomraden och anvénds idag bland annat
vid mejeriproduktion och artbestamning av prokaryoter. | framtiden hoppas man att CRISPR
dessutom ska kunna anvandas som for att minska spridningen av multiresistens hos bakterier
inom sjukhusmiljoer, men &n sé lange ar det mycket som kvarstar att forklaras innan
CRISPRs mekanismer och funktioner ar helt forstadda.

Inledning

Prokaryoter ar bland de mest anpassliga och utspridda organismerna pa var planet och
aterfinns i alla tankbara miljoer: fran vulkaner och djupa hav till insidan av oss ménniskor. |
antal raknat ar de endast 6verskuggade av virus (Beritbard & Rohwer 2005). Detta enorma
antal virus ger saklart upphov till en otrolig diversitet, som genom sitt parasitiska levnadssatt i
sin tur skapar en enorm diversitet hos sina varddjur. Ett virus kan infektera prokaryota celler
genom att injicera delar av sitt egna DNA i sin vérd, som déarefter integreras och gor att cellen
blir en veritabel virusfabrik vilket slutligen leder till att cellen lyseras. Man tror att sa mycket
som upp till 50% av alla prokaryoter dor som resultat av faginfektion (Beritbard & Rohwer
2005).

Bade prokaryoter och eukaryoter har genom selektion och evolution utvecklat avancerade
immunfdrsvar mot infektioner. Att eukaryoter har ett komplext och vélutvecklat



immunfdrsvar som dessutom har kapacitet for anpassning har varit kant lange. For
prokaryoter har man lange lagt fokus valdokumenterade restriktionssystem dar speciella
metyltransferaser metylerar bakteriens eget DNA vid specifika platser. Detta gor att det egna
genomet skyddas mot cellegna restriktionsenzymer, medan fraimmande DNA fran
virus/plasmider saknar ratt metylering, och bryts ddrmed ned (Labrie & Samson 2010). En
annan vanlig férsvarsmekanism &r abortiv infektion: genom att stoppa sin egen translation kan
en infekterad cell foérhindra vidare produktion och spridning av virus (Labrie & Samson
2010). Nyare studier har dock mer och mer riktat fokus mot ett anpassningsbart nedérvt
system, CRISPR (eng. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), som med
hjalp av RNA so6ker upp och eliminerar fraimmande gener (Makarova et al. 2011). CRISPR ar
slaende likt ett eukaryot forsvarssystem, RNA interferens, men i takt med att forskningen
gjort framsteg har ocksa stora skillnader tratt fram (Makarova et al. 2006).

CRISPR ér ett lokus med korta upprepade sekvenser som kan spara fraimmande DNA infor
framtida attacker, och fungerar pa sa sétt som en sorts vaccination. CRISPR lokuset kan
darefter transkriberas till ett stort antal sa kallad CRISPR RNA (crRNA) som i princip agerar
antikroppar (Maraffinini & Sontheimer 2010). Varje crRNA Gverensstimmer med sekvenser
fran en tidigare patraffad angripande nukleinsyra, antingen fran fager eller fran en plasmid.
Tillsammans kan crRNA bilda ett enormt komplex som patrullerar cellens inre, i jakt pa
inkraktare (Brouns et al. 2011).

CRISPR observerades for forsta gangen hos Escherichia coli 1987, men man hade da ingen
aning om vad man egentligen hittat, utan sag bara ett monster av regelbundna upprepningar
med oregelbundna sekvenser mellan (Ishino et al. 1987). Samma monster uppmarksammades
hos andra prokaryoter och fick namnet CRISPR ar 2002 (Jansen 2002). Det var dock forst nar
man insag att de oregelbundna sekvenserna 6verensstamde med sekvenser funna hos virus
och plasmider som man kom med hypotesen att CRISPR fungerade som ett adaptivt
immunsystem hos prokaryoterna (Bolotin 2005).

Som resultat fullkomligt exploderade forskarvarlden med forskning kring CRISPR och fler
och fler fick liknande resultat. Sa smaningom bérjade funktionen och omkringliggande
mekanismer trdda fram. cas-generna (eng. CRISPR associated genes) — en grupp med
hjalpproteiner som ar grundldggande for CRISPRs alla funktioner och mekanismer —
definierades 1999 (Overbeek 1999), och i takt med 6kad forstaelse och framférallt
sekvensering borjar bilden klarna. Man raknar med att drygt 40% av de sekvenserade
bakterierna och sa gott som alla arkéer har CRISPR. Dock maste det tillaggas att denna siffra
inte nodvandigtvis dr representativ, da sekvensering framst gérs pa den minimala del bakterier
som kan odlas i labb (Kunin et al. 2007).

CRISPR ar ett amne som fortfarande ar mycket aktuellt, da stora delar av systemet och dess
funktioner fortfarande &r ett mysterium. Syftet med féljande sammanfattande artikel &r att
sprida grundldggande och dverblickande kunskap om CRISPR/cas-systemets uppbyggnad,
funktion och praktiska anvandningsomraden.



CRISPR lokus

CRISPR bestar av en serie upprepade och till viss del palindromiska repetitiva sekvenser,
skilda av fraimmande sekvenser fran virus, oftast kallade spacers (Garneau et al. 2010). Det
repetitiva segmentet ar oftast mellan 23 och 47 baspar langt, medan en spacer ar 21 till 72 bp
(Jansen & Embden 2002). Uppbyggnaden och storleken pa det repetitiva sekvenserna och
CRISPR-lokuset skiljer sig ofta fran organism till organism, men principen ar alltid
densamma (figur 1).

Besléktade organismer har ofta CRISPR-lokus av liknande storlek och uppbyggnad, dock har
man funnit en relativt stor variation generellt sett (Kunin et al. 2007). Vanligtvis hittar man ett
tjugotal och spacersegment i varje lokus. En viss palindromitet hos de repetitiva sekvenserna
ger upphov till stabila sekundarstrukturer i form av en harnals-/6glestruktur (Kunin & Sorek
2007). Terminalt pa 3’ har man dessutom sett tecken pa en vanlig aterkommande sekvens
(GAA), som eventuellt kan fungera som bindningsstélle for de cas-proteiner som driver
CRISPR (Grissa 2007).

En sekvens med promotorlik funktion ligger néra intill spacer-segmentet och kallas fér
ledardanden (Bult et al. 1996). Den ligger alltid i &nden pa lokuset och det ar har som
immunforsvaret sa smaningom byggs pa med nya virus-/plasmidsekvenser. Ledaranden bestar
av en okodande AT rik sekvens som kan vara hundratals baspar lang. Dess funktion gor den
till en grundlaggande och viktig del av CRISPR systemet, da CRISPR-lokus utan
ledaroperonet saknar formagan att lagga till nya spacers (Lillestol et al. 2006).
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Figur 1. Schematisk figur éver den generella uppbyggnaden och principen for ett CRISPR-lokus. Ledar-
sekvensen har en promotorlik funktion, det &r i denna &nde som CRISPR-lokuset véxer i takt med att nya
repetitiva och spacersegment laggs till. Spacersekvensen ligger mellan tva identiska repetitiva sekvenser och
innehaller genetiskt material 6verensstimmande med en invaderande nukleinsyra. cas-operonet kodar for sa
kallade cas-protein, vilka &r essentiella for systemets funktion (Garneau et al. 2010).

Generellt hittar man CRISPR-lokuset pa kromosomen, men har ocksa observerats pa
plasmider, vilket alltsa skulle indikera pa en spridning mellan individer likval som arter
(Kunin & Sorek 2007). Ytterligare har man ocksa kunnat pavisa hur det finns potential till att
ha ett stort antal skilda CRISPR-lokus. Till exempel har Methanocaldococcus jannaschii hela
18 olika CRISPR lokus som tillsammans star for 1% av dess totala genom (Lillestol et al.
2006).



cas-generna

Nar man forst stotte pa den tata klunga av gener vi idag kallar cas-gener fann man dem
proximalt till CRISPR-lokuset (Makarova et al. 2002). Initialt trodde man att deras funktion
var bunden till DNA-reparation (Makarova et al. 2002), men nar man sa smaningom insag att
cas-generna endast patraffades i samband med CRISPR lokus (Jansen et al. 2002) tog det inte
lang tid innan de kopplades samman. Till en bérjan kunde man endast identifiera fyra cas-
gener: cas 1-4 (Jansen et al. 2002). Vidare forskning av flera forskargrupper kunde snart
darefter avsloja ytterligare 25 (Haft et al. 2005, Makarova et al. 2006).

Aven om deras funktion fortfarande inte &r helt faststalld, ar det klart att de ar essentiella for
systemets funktion (tabell 1). Aktuella studier av CRISPR-komplexet visar att cas-proteiner ar
starkt kopplade till igenkannandet av komplementéra sekvenser for crRNA (Wiedenheft
2011) och 2005 identifierades sekvenser hos cas-generna som oftast associeras med
nukleaser, helikaser, polymeraser och polynukleotid-bindningsproteiner (Haft 2005).

cas-1 till och med cas-6 utgdr karnan bakom cas-proteinerna. cas-1 och cas-2 aterfinns i sa
gott som samtliga CRISPR-system, och anvands i stor utstrackning som markaorer for
CRISPR i ett genom. Vidare delar man upp proteinerna beroende delvis pa vilken organism
de tillh6r, men till viss del ocksa vilken funktion de har (Makarova et al. 2006).

Tabell 1. Detaljerad beskrivning av de enskilda cas-proteinerna, samt deras uppskattade funktion. Sammanfattad
frén en mer detaljerad och utforlig tabell ur Matthijs et al. 2011.

Namn Aktivitet
DNA endonukleas’, RNA och DNA
casl bindning?
Spacerintegrering cas2 Ribonukleas®
cas4
crRNA-syntes cask (Cascade), cas6 pre-crRNA klyvning*
cse-komplex (Cascade)
cas3 Nukleas®
Interferens
cmr-komplex Klyver RNA komplementért till crRNA®

! Wiedenheft et al. 2009, ? Han et al. 2009, * Beloglazova et al. 2008, * Brouns et al. 2008, Carte et al. 2008, °
Han & Krauss 2009, ® Hale et al. 2008.

cas-1 tros vara ett nukleas/integras med formagan att klyva DNA som dessutom har en roll i
integreringen av nya spacers i CRISPR-lokuset. cas-2 har visat sig vara ett ribonukleas som
klyver enkelstrangat RNA vid U-rika sekvenser (Makarova et al. 2006). Observationer av cas-
1 och cas-2 har visat pa hur de inte &r narvarande vid forsvarsstadiet av CRISPR (Hale et al.
2009), utan tycks snarare vara endonukleaser inblandade i bildningen av crRNA (Carte et al.
2008)



cas-5 och cas-6 ar sa kallade RAMP-proteiner (eng. Repeat-associated mysterious proteins).
RAMP &r en relativt splittrad grupp. De bestar av proteiner som inte nodvandigtvis sitter tatt
bundna vid CRISPR lokuset, men endast patraffats i genom som har ett CRISPR-lokus
(Makarova et al. 2006).

Utover de mer generella cas-generna har atta underkategorier definierats (Csa, Csd, Cse, Csh,
Csm, Csn, Cst samt Csy), beroende pa kompositionen av operonet och vilken organism de
patraffats i — Cse star exempelvis for cas-gener fran E. coli (Haft et al. 2005). Man har ocksa
sett tecken pa att vissa organismer kan ha flera sorters CRISPR, vilket skulle antyda att dessa
kan samarbeta och jobba unisont (Makarova et al. 2011).

CRISPR - Mekanismer och funktion

CRISPR-systemets funktion blir oftast indelad i tre separata faser: till att borja med byggs och
ansamlas spacers for att etablera resistens. Darefter transkriberas CRISPR-lokuset
innehallande resistensgenerna och klyvs till mindre RNA-segment. RNA-segmenten utnyttjas
i sista steget, da stora CRISPR-komplex anvander dem for att baspara mot fraimmande DNA
(Barrangou et al. 2008).

”Vaccinering”

2008 kunde Barrangou et al. presentera de forsta bevisen pa att CRISPR &r en del av det
prokaryota immunfdrsvaret, och dessutom att det ar adaptivt. Genom att exponera
Streptococcus thermophilus for fager sag man hur den storre delen av kulturen dog. Den
overlevande delen som aterstod hade mycket riktigt tagit upp nytt fag-DNA. Samma studie
visar ocksa att resistensen ar beroende av spacers. Genom splicing kunde man ta bort samma
spacer fran de resistenta S. termophilus och observera att den nyfunna resistensen ocksa
forsvann (Barrangou et al. 2008).

Frammande DNA tillfors till prokaryoterna genom transduktion fran en invaderande fag. Den
egentliga mekanismen ar fortfarande okand, men en begransad del kallad proto-spacer av den
fraimmande DNA-strangen inkorporeras i CRISPR lokusets ledarande. Nar spacersekvensen
lagts till byggs en ny repetitivt segment i forberedelse for nasta spacer-segment (Barrangou et
al. 2007).

Mekanismen for uppbyggnaden av den nya repetitiva sekvensen ar fortfarande okand, men
studier gjorda pa S. thermophilus indikerar en stark koppling med cas-generna (Deveau et al.
2008). Flera studier har dock sett tecken pa att cas-1 och cas-2 ar inblandade i spacertillagget
(Hale 2006, Babu 2011).

PAM

Vilken del av den frammande sekvensen som Vvéljs ut till att bli en protospacer bestdams av en
grupp sekvenser kallade PAM: (eng. Protospacer adjacent motif). Genom studier av
Streptococcus thermophilus kunde man se ett samband mellan de protospacers som valdes
och narliggande sekvenser (Deveau et al. 2008). Snarlika resultat dok upp i liknande
undersokningar (Boltin et al. 2005), och senare studier av arkéefamiljen Sulfolobales
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(Lillestol et al. 2009) visar ocksa pa tydliga preferenser for valet av protospacers, som
sammanfaller med nérvaron av specifika PAM-sekvenser.

Varje PAM tycks vara en kort sekvens pa endast ett par baspar, och man tror att PAM-
sekvensen ar specifik for varje unikt ledaroperon. Denna hypotes har uppstatt ur studier av E.
coli (Mojica et al. 2009) dar man sett tecken pa att liknande ledarsekvenser i stor grad tycks
foredra samma PAM. Samtidigt kunde man ocksa observera att det saknades en preferens for
kodande eller icke-kodande RNA-strangar, och endast narvaron av en dverensstdmmande
PAM var avgorande (figur 2) (Mojica et al.2009).

Det forefaller alltsa som att varje CRISPR-system har en mycket specifik utgangspunkt vid
valet av protospacers, vilket i fallet med flera CRISPR-typer i en individ skulle ge ett relativt
brett forsvarsspektrum.

Spacer
. cas-gener
Ledare Repetetivt
segment

Spacer-tilligg

Cas-gener

_|_ Angripande DNA-sekvens
—
PAM  Proto-spacer

Figur 2. En schematisk bild 6ver processen av en spacertillaggning. En ny spacer adderas pa ledarsidan av
CRISPR lokuset, och bestér utav en proto-spacer. Varje protospacer kanns igen av CRISPR systemet genom att
binda till en ledar specifik PAM-sekvens, som ligger tétt i anslutning till varje proto-spacer (Mojica et al.2009).

CrRNA syntes

Nasta steg i forsvarssystemet ar att CRISPR-lokuset transkriberas till sa kallade CRISPR-
RNA (crRNA). Studier gjorda pa Archaeglobus fulgidus (Tang et al. 2002) och Sulfolobus
solfataricus (Tang et al. 2005) har genom analys av de repetitiva segmenten visat tecken pa
att CRISPR forst transkriberas till en lang forupplaga, som sedan klyvs mitt i upprepningen,
for att pa sa satt bilda individuella crRNA innehallande unika spacersekvenser fran olika
plasmider eller virus.



Annu kan man inte sikert saga hur syntesen gar till, men en och en bérjar mekanismerna trada
fram. Initialt binder cas-6e till de repetitiva sekvenserna och klyver dem till mindre segment.
De repetitiva segmenten ar delvis palindromiska och bildar positivt laddade harnalsstrukturer
(Sashital 2011). cas-proteinet kdanner igen harnalsstrukturen och kan genom att andra
konformationen pa de langst understa basparet, klyva isér de repetitiva segmentet och bilda
crRNA. Samtidigt faster sig proteinet vid 3° d&nden av 6glan som bildats, och man tror att
proteinet da far mojligheten att binda till andra crRNA vid bildningen av Cascade-komplex
(eng. CRISPR-associated complex for antiviral defence) (Sashital 2011).

Stora delar av mekanismerna bakom crRNA ar fortfarande oklara, mycket eftersom man &n
inte helt lyckats utréna funktionen hos cas-generna.

Cascade-komplex

Det verkliga forsvaret ser vi nar crRNA gar samman for att bilda stora CRISPR
ribonukleoproteinkomplex: Cascade-komplex. Det ar i detta stadiet som spacersekvenserna
utnyttjas for att kdnna igen invaderande DNA. Genom basparning kan spacersekvensen
anvandas som en mall for att kdnna igen frammande nukleinsyror (Garneau et al. 2010). Pa sa
satt fungerar CRISPR lokuset som ett slags vaccinationskort, innehallande spacers fran alla
fager den infekterats av.

Bindandet till det komplementiara DNA-strangen &r ett mtaligt system, och en enda
punktmutation har visat sig kapabel att helt ha sla ut CRISPRs funktion (Semenova et al.
2011). Effektiviteten hos komplexet &r dessutom beroende av antalet spacers som svarar for
varje angripare: fler spacers som kodar for gener hos ett specifikt virus 6kar chansen att den
frammande gensekvensen kan k&nnas igen (Barrangou et al. 2007).

For att CRISPR ska kunna

5 3 fungera utan att angripa sitt
N eget genom maste systemet
Angripande Sekvens kunna sérskilja de
spacersekvenser som finns
j‘L sparade i CRISPR-lokuset
N ifrdn frammande DNA.

CRISPR Selovens Cascade-komplexet kénner

Figur 3. Schematisk bild som forestaller den mekanism som Cascade igen det cellegna genomet
utnyttjar for att skilja celleget DNA fran frammande. Den angripande genom att hela crRNA-
DNA-sekvensen saknar de repetitiva segment som omringar en spacer sekvensen kan binda

hos det cellegna genomet. D& crRNA till viss del bestar av rester frinde . A
repetitiva sekvenserna kan hela crRNA binda till den cellegna inkluderat resterna fran det
sekvensen, men inte den angripande, som endast har ett proto-spacer repetitiva segment som
segment (Marraffini & Sontheimer 2010). fortfarande terstir. De

fraimmande DNA-sekvenserna
innehaller endast en proto-spacer och saknar de omkringliggande repetitiva segmenten,
darmed kan endast spacer-segmentet av crRNA binda (figur 3) (Marraffini & Sontheimer
2010).



Studier av Pyrococcus furiosus har visat pa hur vissa varianter av CRISPR har valt att
fokusera pa RNA istallet for att angripa DNA. Detta medfor att systemet for att skilja eget
fran fraimmande DNA &r 6verflodigt da RNA transkriberas enstrangat, och alltsa inte
producerar en komplementar sekvens att angripa. Detta skulle da innebara att denna typ av
CRISPR kan vara fordelaktig i forsvar mot RNA-baserade virus (Hale et al. 2009).

CRISPR ar ett system under konstant utveckling

CRISPR ér ofta relativt olikt hos narbeslaktade organismer. Spridningen av spacers kan vara
enorm, dven inom en enda biofilm, samtidigt som plasticiteten ar stor, da de aldsta ofta tas
bort for att gora plats for nya (Pourcel 2005). | samma takt som CRISPR evolverar och lagger
till nya spacersekvenser utvecklas samtidigt fagerna. En evig kapprustning pagar, dar endast
en part kan sta som segrare. Eftersom en fag som upptacks av CRISPR oskadliggors ar det
selektiva trycket pa virusen hogt. Enskilda punktmutationer i en protospacer eller PAM leder
ofta till att CRISPR maste borja om pa nytt (Devau et al. 2008).

Hur skiljer CRISPR sig fran eukaryot RNA interferens?

Hos eukaryota organismer finns ett system som till synes ar slaende likt prokaryoternas
CRISPR. RNA interferens bygger pa samma princip som CRISPR. Ett protein kallat Dicer
klyver dubbelstrangat RNA som injicerats i den eukaryota cellen. Resultatet blir ett stort antal
sma dubbelstrangiga RNA-segment. Dessa anvands av ett stort proteinkomplex, RISC (eng.
RNA induced silencing complex). RISC utnyttjar den kodande delen av RNA-stréangen for att
baspara med liknande sekvenser och klyva dem (Rand et al. 2005)
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Figur 4. En jamforande schematisk bild av det prokaryota CRISPR systemet stéllt mot det eukaryota RNAI-
systemet. Likheterna r tillsynes ménga. Béda bildar stora patrullerande komplex som anvander smd RNA
fragment med sekvenser ursprungligen fran angriparen for att genom basparning binda och kanna igen en
angripande nukleinsyra (Barrangou et al. 2007, Rand et al. 2005)
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Trots att likheterna med CRISPR (figur 4) ar stora kan man inte hitta nagot genetiskt
slaktskap mellan de tva systemen (Makarova et al. 2006). Och allt eftersom mera forskning
som gors pa omradet, desto fler skillnader trader dessutom fram: CRISPR ér ett adaptivt
nedarvt forsvar, dar crRNA transkriberas direkt fran kromosomen. RNAi maste vid varje
tillfalle klyva nya RNA utifran den invaderande strangen. Dessutom har RNA. valt att lagga
sitt fokus pa att soka upp och bryta ned RNA. CRISPR siktar generellt pa att bryta ned DNA
(Makarova et al. 2006).

CRISPR:s praktiska tillampningar

CRISPR é&r och kan vara ett kraftfullt verktyg inom bade medicin, mikrobiell forskning och
till och med mejeriindustrin. An sé lange &r visionerna och potentialerna stora, i vantan pa att
vidare forskning ska 6ppna upp for framtiden.

Horisontell gendverforing

Stor del av den variation vi ser hos prokaryoter har sin grund det fenomen som kallas
horisontell gendverforing (HGT). Genom transformation, transduktion och konjugation
sprider och delar bakterier och arkéer konstant genetiskt material sinsemellan varandra
(Nakamura 2004). Detta &r dock bade pa gott och ont, da endast en brakdel av det éverforda
materialet ar fordelaktigt for organismen (Thomas 2005).

HGT é&r en av de viktigaste faktorerna vad det galler spridningen av virulensfaktorer sa som
antibiotikaresistens inom sjukhusmiljéer, exempelvis hos resistenta Staphyolcoccus aureus
dar man visat pa hur resistensen &r direkt kopplad till plasmidoverforing via konjugation
(Thomas 2003). Man har med hjélp av CRISPR kunnat minimera dverféringen av specifika
gener via HGT hos S. aureus, och hoppas nu att framtiden kommer medféra kliniska metoder
som kan hindra spridningen av multiresistens (Maraffini & Sontheimer 2008).

Studier gjorda pa Streptococcus pyrogenes visar pa hur manga av de gener som kodar for
virulensfaktorer har sitt ursprung hos virus, men har genom HGT spridits vidare till bakterier
och pa sa satt gjort dem mera patogena (Banks et al. 2002). De bakteriegenom som har
CRISPR innehaller oftast inte nagra virulensgener fran virus, medan man samtidigt sett tecken
pa att de bakterier som saknar CRISPR i storre utstrackning har virala virulensgener. Detta
visar pa hur CRISPR ytterligare kan fungera som ett férsvar mot HGT, inte bara genom att
forhindra faglysering, utan dessutom genom att forhindra att virala virulensgener integreras i
genomet (Grissa 2007).

Genreglering

Teoretiskt sett skulle CRISPR kunna anvandas som verktyg inom mikrobiell forskning.
Genom att programmera CRISPR skulle man kunna sla ut en eller flera specifika gener med
hdg noggrannhet, utan att manipulera det ursprungliga genomet. Genom att fora in den
utvalda genen eller generna som en spacer i ett CRISPR system, och darefter dverféra samma
CRISPR lokus till den valda organismen via transformation, skulle man kunna hitta ett
mycket specifikt och anvandbart verktyg for framtida forskning (Sorek et al.2008).
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Spoligotyping

Eftersom CRISPR-lokuset ar nedarvt kommer det i stort sett vara mycket liket inom en och
samma bakteriestam. Denna egenskap gor att CRISPR-lokuset kan utnyttjas for att
artbestamma bakterier och till och med skilja stammar och populationer fran varandra.
Metoden kallas for Spoligotyping (eng. Spacer oligonucleotide typing), och har visat sig vara
mycket specifikare &n manga andra bestamningsmetoder (Kamerbeek et al. 1997).

Mejeriforsurning

En av de stora akttrerna vad det géller forskning inom fagresistens hos prokaryoter ar
mejeriindustrin (Sturino 2006). S. termophilus &r en av de mest essentiella arkeéstammarna
inom mejeriproduktion, dar den ar star for forsurningen av mjolkprodukter. En faginfektion
kan i denna bransch innebéra stora ekonomiska forluster genom att stora
fermentationsprocessen, forsémra slutprodukten och forhindra produktionskedjan. Darfor ar
just mejeribranschen, och daribland féretaget DANISCO, en av de mest engagerade och
aktiva vad det galler just forskning angaende immunforsvar hos prokaryoter. Att kunna valja
och vraka bland de prokaryoter som ger hdgst resistens mot de vanligaste fagerna eller sjalva
konstruera immuna stammar &r ett dromscenario (Mc Grath 2007).

Diskussion

CRISPR ér ett komplext system som aterfinns hos en stor del av alla prokaryota organismer
(Beritbard & Rohwer 2005). Dess funktion tycks vara att identifiera och oskadliggéra
frammande angripande nukleinsyror, bade i form av plasmider och fager (Makarova et al.
2011). Mekanismerna bakom CRISPR ér till stor del fortfarande okénda, men forskningen gar
snabbt framat.

CRISPR fungerar genom att integrera delar av den angripande DNA-sekvensen i sitt eget
genom, i form av sa kallade spacers (Garneau et al. 2010). CRISPR lokuset transkriberas och
Klyvs till sma crRNA-segment som utnyttjas av ett stort Cascade-komplex for att binda till
motsvarande sekvenser hos det angripande DNA:t (Tang et al. 2005). Essentiella for
processen ar de sa kallade cas-proteinerna, en grupp av diverse sorters proteiner med olika
funktion i systemet (Haft et al. 2005, Makarova et al. 2006).

Som tidigare ndmnts i artikeln muteras och utvecklas virus i takt med att deras genom
integreras i CRISPR. En standig dragkamp tycks paga, dar det selektiva trycket hela tiden gor
att bada parter ar under konstant utveckling. Vad hander da CRISPR integrerar en gen som &r
livsnodvandig for virusets dverlevnad till en spacer?

En annan stor fraga ar varfor det tycks finnas en sa stor skillnad i forekomsten av CRISPR
mellan prokaryoterna sjélva? Eftersom systemet har en skyddande funktion forefaller det
sjalvklart att det ocksa borde gynnas av selektion, vilket ocksa aterspeglas i det faktum att sa
gott som alla arkéer som sekvenserats har CRISPR. Hur kommer det sig da att endast drygt
hélften av de sekvenserade bakterierna har CRISPR (Beritbard & Rohwer 2005)?
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CRISPR ér ett intressant amne med manga outforskade fragetecken. Mycket maste
fortfarande faststéallas innan vi kan fa en tydlig och heltackande bild éver hur de olika
mekanismerna fungerar och samspelar.

Tack

Jag vill tacka mina medstudenter Linnea Blomberg och Bedreddin Acar samt min handledare
Jan Andersson for aterkoppling och forslag under arbetets gang.
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