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Inledning

I en mikrobiell miljo dominerar virus. De &r storst i antal och pa sitt och vis ocksa starkast.
Evolutionen av mikroorganismer i en miljo styrs av deras konkurrens sinsemellan, och framférallt
ar det virus som bestammer detta. Virus styr 6verlevnadsférmagan hos sina virdar. Finner nagon en
ny vig runt konkurrensen, finner ytterligare en annan organism en vég runt det och sa vidare. Det
betyder alltsa att bakterier och arkéer utvecklar system for att undkomma det stora hot som virus
utgor, for att 6verleva. Samtidigt som denna utveckling sker, sker en utveckling och foridndring hos
viruset som gor att det kan fortsétta angripa sina virdar oberoende at vilket hall deras evolution styr.
Virus och plasmider har ett annat stort overtag vad géller att erévra sina virdar. Genetisk 6verforing
dr ett snabbt och smidigt sétt for virus eller plasmider att styra sina vdrdar som i sin tur inte har
mycket att sdga till om. Genetisk Overforing dr vildigt vanligt och det leder till en snabb evolutionir
utveckling i ett mikrobiellt samhille.

For oss ménniskor dr det kanske just den genetiska overforingen som skrimmer oss. Den ér snabb,
enkel och oerhort effektiv. Mojligheten att sprida gener pa detta sitt skapar stora problem for oss.
Spridning av antibiotikaresistans &r ett av de virre exemplen vi har idag. Spridning av MRSA och
VRSA (methicillin- och vancomycin-resistans) pa sjukhus runt om i virlden ger stora
komplikationer for bade patient och sjukvardspersonalen.

Nyligen uppticktes ett immunsystem i bakterier och arkéer som kan hindra bade transduktion och
konjugering, tva viktiga vigar for genetisk 6verforing. Forskning pagar dnnu da man inte vet
sarskilt mycket om den molekyldra mekanismen, men man har forstatt principen for hur det
fungerar och hoppas stort pa att kunna utnyttja detta system for att motverka HGT. Genom sma
manipulationer av systemet skulle man kunna motverka spridning av antibiotikaresistans, men
framforallt skulle man kunna forbittra viktiga bakterier som vi anvidnder oss av genom att gora dem
immuna mot virus och plasmider.

Uppbyggnad och viktiga komponenter

CRISPR - clustered regularly interspaced short palindromic repeats, dr namnet pa ett immunsystem
som upptickts 1 bakterier. Det var av en slump som CRISPR uppticktes 1987 nir en grupp forskare
gjorde forsok med den vanliga tarmbakterien Escherichia coli och fann detta underliga omrade i
dess DNA. En klunga med repeterade palindromiska sekvenser, atskilda av sekvenser som var helt
olika varandra. Inte forrdn 2007 hade sa mycket forskning lagts pa CRISPR att man kunde forklara
dess funktion. CRISPR bestar som sagt utav ett visst antal upprepade sekvenser atskilda av bitar
med unik sekvens med variationer fran ett par stycken upp till hundratal, med ett medel pa 66
stycken. Storleken pa sekvenserna varierar runt 30 nukleotider. De repeterade sekvenserna skiljs at
av andra sekvenser som inte liknar varandra, de har ndmligen sitt ursprung fran olika virus och
plasmider. Niar man upptickte detta insdg man vikten av detta system och hur intressant det var.
Forutom dessa sekvenser bestar systemet utav en ledarsekvens. Uppstroms om klustret av
repeterade sekvenser finner man den oftast, och dess huvudsakliga funktion &r inte helt klar men
den har en promotorliknande funktion och ir nddvéndig for att hela systemet skall fungera.
Nedstroms om klustret finner man ett antal cas-gener (CRISPR associerade gener). Dessa varierar
mycket mellan olika arter och samma sak giller hir, deras funktion ir lite oklar i vissa fall. Aven
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om cas-proteinerna varierar sa aterfinns nagot protein hos varje organism som har liknande
funktion, dock &r det kanske inte samma proteiner hos bada organismerna. Négra utav cas-
proteinerna verkar vara vanligare &n andra da de aterfinns i flera CRISPR-system. Forutom cas-
proteinerna finns andra komponenter som kallas RAMP (Repeat-associated mysterious proteins).
De bildar ofta stabila komplex med andra proteiner och har dven de en betydande funktion for
CRISPR-systemet.

De repeterande sekvenserna &r palindromiska, vilket innebér att de ldses lika fran bada hallen. Detta
ger ocksa en antydan om att de kan forma sekundira strukturer, vilket de ocksa gor i ett visst
stadium under CRISPRs ingripande. Det dr dessa komponenter som ligger till grund for bakteriers
och arkéers immunsystem. Tillsammans bildar de ett system som &r effektivt och noggrant, kanske
med oanade mojligheter.

Mekanism och biologisk funktion

Det mest hidpnadsvickande med CRISPR var att det inneholl frimmande DNA, DNA fran andra
organismer. Det innebar att CRISPR ar vildigt specifikt och hallbart. Det inkorporerade DNAt
placeras mellan de repeterade sekvenserna och behalls dér sa ldnge det dr aktuellt. Det finns inte
obegrinsat med plats i dessa kluster, systemet har utvecklat ett sitt att silla bort de sekvenser som
inte ldngre &r aktuella, de som de inte har behovt anvinda pé ldnge, och pa sa sitt ge utrymme for
nya sekvenser som ger forsvar mot de virus eller plasmider som lever i samma miljo som
bakterierna just nu.

Mekanismen kan delas upp i tre delar; inkorporeringen utav DNA, anviindning av sekvenserna och
forberedelse for ingripande samt sjidlva ingripandet och forhindrande av en infektion. Inkorporering
av DNA sker vid ett angripande av ett virus eller plasmid, CRISPR klyver med hjilp av nagra cas-
proteiner den inkommande DNA vid en specifik sekvens och placerar dédrefter denna emellan de
repeterade sekvenserna. Vid en senare infektion kan CRISPR kénna igen ett inkommande DNA och
hindra en infektion. Hela repeats-spacer regionen (spacer dr det inkorporerade DNA') transkriberas
och denna pre-crRNA klyvs dérefter i mindre crRNA (CRISPR RNA) som har till uppgift att guida
de inblandade proteinerna till ritt stélle att anfalla (Figur 1). Den lilla crRNA sekvensen viljer inte
ett sSlumpmissigt stélle pa den inkommande DNAt, utan valet 4r mycket precist. Med hjilp av korta
sekvenser kidnner crRNA igen sekvensen som &r identisk med en spacer. Nir sekvensen idr igenkidnd
och utpekad kan cas-proteiner ingripa och blockera en fortsatt infektion.

Att det &r DNA som dr maltavlan dr man vildigt sdker pa, flera undersokningar har visat detta och
det stimmer med den kunskap man har om hur CRISPR fungerar. Det finns dock undantag,
Pyrococcus furiosus har visat sig ha RNA som maltavla.
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Figur 1. Bearbetning av crRNA. Hela CRISPR regionen transkriberas och klyvs sedan i mindre crRNA. Den gra biten
ar ledarsekvensen, de svarta &r repeats (upprepade sekvenser) och de fargglada dr spacers (inkorporerat DNA).
Rittigheter fran Hannon & Kurginov 2010.

Autoimmunitet

Att inte angripa sig sjdlv dr en forutsittning for att systemet skall fungera sékert. CRISPR har ett
ganska sékert sitt att undvika att angripa sitt eget DNA. Nér de sma crRNA klyvs inkluderas
forutom spacern ocksa en liten del av repeaten pa sekvensen. Nar crRNA skall matcha mot ett
inkommande DNA kommer bara den del som &r identisk med angriparens DNA att binda. Géller det
ett frimmande DNA kommer alltsd bara den del som bestar av en spacer att matcha den andra
sekvensen. Skulle det vara eget DNA kommer repeaten ocksa att binda och systemet kommer inte
att fortskrida eftersom det inte &r ett frimmande DNA (Figur 2).
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Figur 2. CRISPR undviker att angripa eget DNA genom att l1ata en del av repeaterna finnas med pa crRNA och om
denna matchar kommer forsvaret att avbrytas.

Framtiden
Idag utnyttjar man CRISPR hos Staphylococcus Thermophilus inom mejeriindustrin. Da kan man
smidigt undvika problem vid framstéllningen av framforallt ost och mjolk. Det man hoppas pa ér att
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kunna utnyttja att CRISPR kan minska HGT inom sjukvarden men ocksé inom fler omraden i
industrin bland annat. Det som krivs innan detta kan bli verklighet &r att forskare kommer
underfund med exakt hur systemet fungerar, vilka proteiner som &r involverade och vad deras
uppgift &r. Det skiljer sig en del mellan olika organismer, sa vissa bakterier eller arkéer kan vara
mer eller mindre intressanta att studera fullt ut i férsta hand. Forutom detta finns tankar om andra
applikationer. Alla de cas-proteiner man funnit skulle mycket vil kunna utnyttjas i andra syften
eftersom de har visat sig vara RNA-bindande proteiner, endo- och exonukleaser, helikaser och
polymeraser.

Forhoppningsvis tar inte forskningen alltfor lang tid innan man kan komma att applicera detta i ett
syfte att forbéttra var relation till mikrober.
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