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1. Rys historyczny

Szlak zgrupowanych, regularnie rozmieszczonych,
krótkich sekwencji palindromowych CRISPR (ang.
clustered, regularly interspaced short palindromic re-
peats) zidentyfikowano po raz pierwszy w genomie
E. coli w 1987 roku [16]. Okaza³o siê, ¿e sekwencja
ta, przylegaj¹ca bezpo�rednio do genu iap koduj¹cego
syntezê alkalicznej fosfatazy, z³o¿ona jest z 14 pros-
tych powtórzeñ (ang. direct repeats � DRs) zbudowa-
nych z 29 nukleotydów, rozdzielonych unikatowymi
sekwencjami ³¹cznikowymi (ang. spacers) o d³ugo�ci
33 nukleotydów [20, 27]. Ca³e szlaki CRISPR mog¹
byæ zbudowane, w zale¿no�ci od gatunku bakterii,
nawet z 250 takich elementów (Rys. 1). W latach
90-tych ubieg³ego wieku zidentyfikowano i scha-
rakteryzowano ci¹gi sekwencji CRISPR w genomach
Mycobacterium tuberculosis [15], Haloferax medi-
terranei [24], Methanocaldococcus jannaschii [6]
i Termotoga maritima [28]. Sekwencje CRISPR s¹
szeroko rozpowszechnione w �wiecie bakterii, do roku
2007 zidentyfikowano je w genomach 232 gatunków,
w tym w 40% zsekwencjonowanych genomach pro-
kariontów w³a�ciwych i a¿ w 90% genomach archeo-
nów [2, 10, 12, 13, 25].

W latach 2002�2006 doniesiono o identyfikacji
nieznanych dot¹d genów, nazwanych genami cas (ang.
CRISPR associated sequences), z racji ich po³o¿enia
w s¹siedztwie traktów CRISPR, z którymi po³¹czone
s¹ przez sekwencjê liderow¹ (ang. leader sequence).
Pocz¹tkowo w analizowanych genomach zidentyfi-
kowano cztery geny cas [17,18], ale dalsze analizy
przeprowadzone dla du¿ej liczby ró¿nych gatunków
bakterii pozwoli³y zidentyfikowaæ oko³o 45 ró¿nych
takich genów [13, 22, 23]. Okaza³o siê tak¿e, ¿e nie-
które z genów rodziny cas nie wystêpuj¹ w genomach
gatunków bakterii pozbawionych sekwencji CRISPR
[20], co sugerowa³o, i¿ geny te spe³niaj¹ jak¹� funkcjê
biologiczn¹, �ci�le zwi¹zan¹ z obecno�ci¹ i funkcj¹
systemu CRISPR.

Od ponad 10 lat trwaj¹ dyskusje na temat funkcji
biologicznych spe³nianych przez elementy CRISPR.
Sugerowano, ¿e wzrost liczby kopii tego elementu
u Haloferax volcanii zaburza proces prawid³owej
segregacji chromosomów do komórek potomnych
(ang. replicon partitioning) [24]. Tej obserwacji nie
uda³o siê jednak potwierdziæ w badaniach segregacji
chromosomów u Mycobacterium tuberculosis [17, 18].
Nie wykluczano równie¿ mo¿liwo�ci, ¿e sekwencje
CRISPR s¹ ruchomymi elementami genetycznymi
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z racji ich obecno�ci w genomach niektórych bakterii
w wielu kopiach [17, 18]. Formu³owano tak¿e opinie
o ich udziale w systemach naprawy DNA, poniewa¿
okaza³o siê, ¿e bia³ka kodowane przez wiele genów
systemu CRISPR zawieraj¹ specyficzne domeny od-
dzia³ywuj¹ce z DNA [22]. W 2005 roku pojawi³y siê
pierwsze hipotezy na temat ich udzia³u w nadawaniu
komórkom bakterii odporno�ci na infekcje fagami,
plazmidami koniugacyjnymi i transpozonami [3, 26,
30]. Okaza³o siê bowiem, ¿e sekwencje ³¹cznikowe
czêsto zawieraj¹ fragmenty DNA fagów lub plazmi-
dów; obserwowano równie¿ odwrotnie proporcjonaln¹
korelacjê pomiêdzy wra¿liwo�ci¹ na infekcje fagami
a liczb¹ powtarzaj¹cych siê sekwencji ³¹cznikowych
w CRISPR. Pod koniec 2007 roku ukaza³y siê prace,
w których potwierdzono do�wiadczalnie, ¿e fragmen-
ty DNA fagów, wbudowane w czasie infekcji fagowej
do CRISPR jako nowe sekwencje ³¹cznikowe, nadaj¹
komórkom trwa³¹ odporno�æ na kolejn¹ infekcjê tym
fagiem [1, 8]. We wrze�niu 2008 potwierdzono jedno-
znacznie, ¿e bakteryjny system CRISPR funkcjonuje
analogicznie do systemu interferencyjnego RNA w ko-
mórkach organizmów eukariotycznych [4, 37].

Rekonstrukcjê modelowego systemu CRISPR-CAS
E. coli-fag8 oraz genetyczn¹ i biochemiczn¹ charak-
terystykê jego wa¿nej aktywno�ci biologicznej nale¿y
uznaæ za du¿e osi¹gniêcie naukowe w mikrobiologii
o charakterze poznawczym, a tak¿e za wa¿ne odkry-
cie dla praktyki przemys³owej, wykorzystuj¹cej bak-
terie w procesach biotechnologicznych, nara¿onych na
gro�ne infekcje fagowe.

2. Charakterystyka strukturalnego zró¿nicowania
systemu CRISPR w �wiecie bakterii

Identyfikacja systemów CRISPR u co raz wiêkszej
liczby gatunków bakterii w³a�ciwych i archeonów
oraz dok³adna analiza ich budowy wskaza³y, ¿e gene-
ralny plan budowy tych powtórzonych szlaków jest
konserwatywny w ca³ym �wiecie bakterii. Jednak¿e
poszczególne elementy tego systemu s¹ do�æ znacznie
zró¿nicowane, co dotyczy zarówno prostych pow-
tórzeñ jak i sekwencji ³¹cznikowych oraz genów cas
(Rys. 1A). Wielko�æ sekwencji powtórzonych, w zale¿-
no�ci od gatunku bakterii, waha siê od 24 do 47 nukleo-
tydów, a wielko�æ sekwencji ³¹cznikowych od 26 do
72 nukleotydów. Zró¿nicowana jest tak¿e liczba po-
wtórzeñ w traktach CRISPR, od 2 u niektórych gatun-
ków bakterii w³a�ciwych do nawet 249 u Vermine-
phrobacter eisenia [11, 12, 17, 18]. Ponadto, niektóre
gatunki bakterii zawieraj¹ 1 kopiê CRISPR w okre�-
lonym locus genomu, inne jak np. M. jannaschii, a¿
18 w ró¿nych regionach genomu [6]. Podobne zró¿nico-
wanie dotyczy liczby zidentyfikowanych genów cas,
od kilku do 20, a nawet wiêcej [13].

Analiza stopnia homologii prostych powtórzeñ dla
wielu ró¿nych gatunków bakterii w³a�ciwych i ar-
cheonów pozwoli³a dotychczas wyró¿niæ w�ród nich
12 grup. Najliczniejsza grupa obejmuje sekwencje pa-
lindromowe o wielko�ci 5�7 nukleotydów [17, 18].
Odkrycie, ¿e sekwencje palindromowe, wraz z sekwen-
cjami ³¹cznikowymi, podlegaj¹ transkrypcji, a syn-
tetyzowany mRNA mo¿e w tych rejonach tworzyæ
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Rys. 1. Ogólny schemat organizacji bakteryjnego systemu CRISPR-CAS (A) oraz schemat organizacji  systemu CRISPR-CAS
Escherichia coli (B) (dodatkowe  informacje w tek�cie)
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strukturê pêtli (stem-loop secondary structure), by³o
szczególnie wa¿ne dla rozwa¿añ na temat funkcji bio-
logicznej systemu CRISPR [20, 21, 34, 35]. Dalsze
szczegó³owe analizy dowiod³y, ¿e wiele prostych po-
wtórzeñ charakteryzuje siê obecno�ci¹ konserwatywnej
sekwencji GAAA(C/G) zlokalizowanej na koñcu 3�,
prawdopodobnie odpowiedzialnej za wi¹zanie specy-
ficznych bia³ek komórkowych, co dodatkowo wska-
zywa³o na istotn¹ funkcjê biologiczn¹ CRISPR [20].

Poszczególne nukleotydowe sekwencje ³¹cznikowe,
rozdzielaj¹ce kolejne proste powtórzenia w okre�lonym
trakcie CRISPR, charakteryzuj¹ siê bardzo du¿¹ ró¿no-
rodno�ci¹. Szczegó³owe analizy sekwencji tych elemen-
tów, przeprowadzone dla du¿ej liczby CRISPR ró¿nych
gatunków bakterii, ujawni³y ich du¿e pokrewieñstwo
do DNA fagów i innych ekstrachromosomalnych ele-
mentów genetycznych [3, 21, 26]. Badania przeprowa-
dzone dla 4500 sekwencji ³¹cznikowych u 67 gatunków
prokariontów dowiod³y, ¿e sekwencje nukleotydowe
jedynie 88 z nich (2%) wykazywa³y podobieñstwo do
znanych sekwencji zdeponowanych w �wiatowych ba-
zach danych, w�ród których 60% stanowi³y sekwencje
znanych fagów i plazmidów. Uda³o siê tak¿e ustaliæ,
po pierwsze, ¿e sekwencje ³¹cznikowe zosta³y prze-
niesione do traktów CRISPR z koduj¹cych lub nie-
koduj¹cych nici DNA fagów, i po drugie, ¿e tego typu
sekwencje obficie wystêpuj¹ w ró¿nych regionach
genomów wielu znanych fagów [1, 21, 26, 30]. Wyniki
ostatnio opublikowanych prac wskazuj¹, ¿e w s¹siedz-
twie sekwencji fagowych (przy ich koñcu 3�), ho-
mologicznych do sekwencji ³¹cznikowych CRISPR,
znajduj¹ siê motywy AGAA lub GGNG, które pra-
wdopodobnie s¹ miejscami rozpoznania lub ciêcia dla
produktów systemu CRISPR [1, 8]. Mo¿na s¹dziæ,
¿e w miarê identyfikacji oraz poznawania sekwen-
cji nukleotydowych genomów nieznanych dotychczas
fagów i plazmidów, bytuj¹cych w hodowalnych i nie-
hodowalnych mikroorganizmach �rodowiskowych,
mo¿liwym bêdzie ustalenie pochodzenia coraz wiêk-
szej liczby sekwencji ³¹cznikowych systemu CRISPR.
Potwierdzeniem s¹ opublikowane niedawno dane dla
bakterii mlekowych Lactococcus lactis. W szczepach
tego gatunku, nosz¹cych wiele ró¿nych fagów i plaz-
midów o znanej sekwencji nukleotydowej, uda³o siê
ustaliæ fagowe lub plazmidowe pochodzenie ponad
40% sekwencji ³¹cznikowych obecnych w ich syste-
mach CRISPR [3].

Kolejnym elementem sk³adowym systemu CRISPR
jest sekwencja liderowa o wielko�ci do 550 par zasad,
zlokalizowana bezpo�rednio przy koñcu 5� pierwszego
powtórzenia (Rys. 1). Sekwencja ta jest bogata w pary
AT i nie zawiera, podobnie jak proste powtórzenia,
otwartych ramek odczytu; podzielone s¹ natomiast
zdania na temat stopnia jej konserwatywno�ci w trak-
tach CRISPR ró¿nych gatunków prokariontów [17, 19,

21, 31]. Interesuj¹cym jest odkrycie, ¿e wbudowanie
w dany trakt CRISPR nowej jednostki, proste pow-
tórzenie-sekwencja ³¹cznikowa (DR-spacer), nastêpuje
zawsze pomiêdzy sekwencj¹ liderow¹ a pierwszym
powtórzeniem, co wskazuje na jej funkcjê akceptorow¹
w tym procesie. Z racji lokalizacji tej sekwencji suge-
ruje siê równie¿ jej funkcjê jako promotora dla trans-
krypcji ca³ego ci¹gu sekwencji CRISPR [1, 30, 34, 35].

Bezpo�rednio przy koñcu 5� sekwencji liderowej
le¿¹ niedawno odkryte, a ostatnio lepiej scharakteryzo-
wane geny cas (Rys. 1). Najogólniej mo¿na stwierdziæ,
¿e rodzina genów cas obejmuje obecnie 7�8 ró¿nych
typów, a w�ród nich najbardziej rozpowszechnionych
jest 6, od cas1 do cas6 [13, 33]. W bia³kach kodowa-
nych przez geny cas zidentyfikowano wa¿ne funkcjo-
nalne domeny jak egzo- i endonukleaz, helikaz, a tak¿e
domeny odpowiedzialne za wi¹zanie RNA i DNA oraz
domeny zaanga¿owane w regulacjê transkrypcji [17, 18].
Warto w tym miejscu podkre�liæ, ¿e sekwencja nukleo-
tydowa genu cas1 (kod dostêpu COG1518) jest pow-
szechnie wykorzystywana jako uniwersalny marker dla
badañ poznawczych bakteryjnych systemów CRISPR
[9, 13, 23]. Inn¹ rodzin¹ bia³ek, syntetyzowanych wy-
³¹cznie przez bakterie zawieraj¹ce szlaki CRISPR, s¹
bia³ka zwi¹zane prawdopodobnie z funkcj¹ tych syste-
mów. Nie jest znana, jak dotychczas, rola biologiczna
tych bia³ek, zwanych RAMP (repeat associated myste-
rious protein), wiadomo jednak¿e, ¿e geny koduj¹ce
syntezê tych bia³ek nie s¹ zlokalizowane w bezpo�red-
nim s¹siedztwie ci¹gów sekwencji CRISPR [13, 22].

3. System CRISPR-CAS analogiem
systemu interferencyjnego RNA eukariontów

Wyniki najnowszych prac, opublikowanych w ubie-
g³ym roku [1, 8] wywo³a³y ¿yw¹ dyskusje w�ród specja-
listów na temat funkcji biologicznych systemu CRISPR
oraz mechanizmu jego dzia³ania w obronie bakterii
przed infekcj¹ fagami, a tak¿e w regulacji innych pro-
cesów komórkowych [20]. Badania przeprowadzono
na modelu Streptococcus thermophilus, gatunku bak-
terii powszechnie stosowanych w przemy�le mleczar-
skim do produkcji jogurtu i serów.

W wyniku infekcji jednego ze szczepów dwoma
ró¿nymi fagami uda³o siê wyselekcjonowaæ z hodowli
9 mutantów bakterii opornych na dalsz¹ infekcjê tymi
fagami. Genomowy DNA tych mutantów poddano se-
kwencjonowaniu, koncentruj¹c szczególn¹ uwagê na
szlaku CRISPR. Stwierdzono, ¿e ka¿dy z tych mutan-
tów w czasie infekcji naby³ od 1 do 3 nowych sekwen-
cji ³¹cznikowych, wbudowanych precyzyjnie pomiêdzy
sekwencjê liderow¹ i pierwszy DR. Co wiêcej, okaza³o
siê, ¿e nabyte, nowe sekwencje ³¹cznikowe pochodz¹
z fagów u¿ytych do infekcji. Dalsze do�wiadczenia



26 ADAM JAWORSKI, ANITA DOBROWOLSKA

oraz dok³adniejsze analizy molekularne dowiod³y, po
pierwsze, ¿e u mutantów opornych na now¹ infekcjê
fagow¹ nabyta sekwencja ³¹cznikowa wykazuje 100%
homologii z odpowiednim regionem DNA u¿ytego
faga, i po drugie, ¿e w przypadku gdy w nabytej se-
kwencji ³¹cznikowej pojawia siê od 1 do kilku mutacji
(substytucji), to komórka pozostaje wci¹¿ wra¿liwa na
infekcjê. Ostatecznym potwierdzeniem by³y wyniki
do�wiadczeñ, w których now¹, nabyt¹ sekwencjê ³¹cz-
nikow¹ mutanta opornego na infekcjê wklonowano
w ten sam locus szczepu wra¿liwego i stwierdzono, ¿e
naby³ on oporno�æ na badanego faga (Rys. 2). I od-
wrotnie, delecja tej sekwencji w szczepie opornym na
infekcjê czyni³a go ponownie wra¿liwym. Nieoczeki-
wanie okaza³o siê, ¿e niewielka populacja izolowa-
nych w czasie do�wiadczeñ fagów zachowa³a zdol-
no�æ infekowania szczepów S. thermophilus. Uda³o siê
jednak dowie�æ, ¿e w DNA czê�ci z tych fagów poja-
wi³y siê mutacje w rejonie tej sekwencji, która w cza-
sie infekcji jest przenoszona do CRISPR bakterii, za�
w niektórych innych nabyta sekwencja wykazywa³a,

co prawda, 100% homologiê z odpowiednim regionem
DNA faga, ale mutacje zidentyfikowano w motywie
AGAA przylegaj¹cym do jej koñca 3�. Wyniki te po-
twierdzaj¹ wcze�niejsze sugestie o roli tego motywu
w rozpoznawaniu przez faga traktu CRISPR. Ustalenie
organizacji systemu CRISPR na poziomie DNA nie
wyja�nia³o mechanizmu jego dzia³ania, w tym udzia³u
okre�lonych bia³ek komórkowych, w szczególno�ci
bia³ek CAS i ich specyficznych funkcji. Autorzy wy-
¿ej cytowanych prac w jednym z wyselekcjonowanych
szczepów opornych na infekcjê fagow¹ zinaktywowali
gen cas5, w drugim za� gen cas7. W pierwszym przy-
padku inaktywacja genu, koduj¹cego syntezê endonu-
kleazy, doprowadzi³a do utraty oporno�ci na infekcjê
fagow¹, w drugim za� przypadku inaktywacja genu
o bli¿ej nieznanej funkcji, nie mia³a wp³ywu na zmianê
oporno�ci szczepu na ponown¹ infekcjê tym samym
fagiem, ale os³abia³a jego zdolno�æ do nabywania
oporno�ci na infekcjê innym fagiem. Postawiono
wniosek, ¿e produkt tego nieznanego genu jest odpo-
wiedzialny za wbudowywanie do traktu CRISPR okre�-
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mRNA lub DNA 
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Rys. 2. Molekularny mechanizm funkcjonowania uk³adu CRISPR-CAS w obronie komórek bakteryjnych
przed infekcj¹ fagow¹ (szczegó³owe wyja�nienia w tek�cie)
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lonych fragmentów DNA faga jako nowych, kolejnych
sekwencji ³¹cznikowych [1, 8, 13]. Co prawda, mole-
kularny mechanizm odpowiedzialny za aktywno�æ
biologiczn¹ uk³adu CRISPR jest jeszcze daleki od pe³-
nego wyja�nienia, ale w �wietle wy¿ej omówionych
wyników, a tak¿e nieco wcze�niejszych danych [34,
35], wskazuj¹cych, ¿e u szczepów z rodzaju Archaeo-
globus i Sulfolobus trakty CRISPR podlegaj¹ trans-
krypcji w ca³o�ci, z jednego promotora, mo¿na by³o
zaproponowaæ ogólny model dla wyja�nienia funkcjo-
nowania ca³ego systemu. Wykazano, ¿e transkrypty
podlegaj¹ w komórkach enzymatycznej obróbce z wy-
tworzeniem cz¹steczek ma³ych sRNA (small RNA),
o wielko�ci równej jednej sekwencji DR plus sekwen-
cja ³¹cznikowa, a trawienie transkryptu ma miejsce
w �rodku ka¿dej jednostki DR. St¹d, koñcowe produkty
sRNA zawieraj¹ pe³n¹ sekwencjê ³¹cznikow¹ w �rodku
i po³owy s¹siaduj¹cych sekwencji DR zlokalizowa-
nych na ich koñcach 5� i 3�. Wiadomo, ¿e obecno�æ
w sekwencjach DR motywu palindromów umo¿liwia
tworzenie drugorzêdowych struktur i wypêtlenia se-
kwencji ³¹cznikowych. Fakt, ¿e transkrypty traktów
CRISPR s¹ trawione do krótkich sRNA, a w proces
ten zaanga¿owane s¹ domeny bia³ek CAS, sta³ siê pod-
staw¹ do sformu³owania hipotezy, ¿e bakteryjny sys-
tem CRISPR jest funkcjonalnym analogiem systemu
siRNAs (ang. small interference RNA) organizmów
eukariotycznych [23], który spe³nia wa¿n¹ rolê jako
system obrony komórki przed RNA wirusów i trans-
pozonów [14, 32]. Zgodnie z t¹ hipotez¹, bakteryj-
ne siRNAs, krótkie produkty trawienia transkryptu
CRISPR, s¹ analogami eukariotycznych siRNA. Two-
rz¹ one bowiem kompleksy z bia³kami CAS, podob-
nie jak siRNAs eukariontów z bia³kiem Dicer, i roz-
poznaj¹ homologiczne sekwencje w syntetyzowanych
przez obce elementy genetyczne transkryptach, pro-
wadz¹c w koñcowym efekcie do ich sukcesywnej de-
gradacji przez inne bia³ka CAS (Rys. 2).

Ostatnio przeprowadzono niezwykle owocne bada-
nia aktywno�ci systemu CRISPR na modelu genetycz-
nie rekonstruowanych szczepów pochodnych E. coli
K12 wra¿liwych na infekcjê fagiem 8 [4]. W genomie
tego gatunku znajduje siê zarówno trakt powtórzonych
sekwencji DR-sekwencja ³¹cznikowa, jak i 8 genów
cas : cas3, cas1, cas2, koduj¹cych, odpowiednio,
HD-nukleazê/helikazê, integrazê, endorybonukleazê,
i 5 genów oznaczonych casABCD, koduj¹cych kom-
pleks bia³ek systemu CRISPR odpowiedzialnego za
ochronê komórek przed infekcj¹ fagow¹, nazwanych
CASCADE (CRISPR-associated complex for antiviral
defense) (Rys. 1B). Autorzy cytowanej pracy skon-
struowali ró¿ne rekombinowane szczepy. Jedne z nich
nosi³y jeden fragment DNA faga 8, komplementarny
do DNA czterech genów niezbêdnych dla rozwoju
faga, wklonowany pomiêdzy pierwszy i drugi motyw

DR traktu CRISPR. W inne skonstruowane szczepy
wklonowano cztery fragmenty DNA faga. Jeszcze inne,
pozbawione traktu DR-sekwencja ³¹cznikowa, nosi³y
geny cas, ale aktywne tylko w okre�lonych kombi-
nacjach (cascade, cas3, cascade+cas3, cascade-
-casE+cas3, cascade+cas1+cas2, cascade+cas3,
cascas1+cas2). Nie wnikaj¹c w metodyczne szcze-
gó³y przeprowadzonych badañ nale¿y stwierdziæ, ¿e
wklonowanie fragmentów DNA faga 8 w region traktu
CRISPR wra¿liwego szczepu E. coli K12 pozwoli³o
wyselekcjonowaæ szczepy 10 milionów razy bardziej
oporne na infekcjê tym fagiem, i¿ szczep wyj�ciowy.
Zidentyfikowano i scharakteryzowano równie¿ kom-
pleks bia³kowy CASCADE i udowodniono jego bez-
po�redni udzia³ w degradacji mRNA regionu CRISPR,
z wytworzeniem fragmentów o d³ugo�ci 57 nukleoty-
dów CRISPR-RNA. Ka¿dy z tych fragmentów zawie-
ra³ sekwencjê ³¹cznikow¹ otoczon¹ na koñcach 5�i 3�
fragmentami przylegaj¹cych sekwencji DR. Pe³na
efektywno�æ kompleksu CASCADE by³a zapewniona
w obecno�ci bia³ka Cas3. Ustalono tak¿e niezwyk³¹
specyficzno�æ kompleksu CASCADE w skonstruowa-
nym szczepie E. coli K12 opornym na faga wykazu-
j¹c, ¿e nie jest on aktywny w stosunku do transkryp-
tów innych CRISPR, w którym znajduj¹ siê sekwencje
DR z innych szczepów E. coli. Co wiêcej, uda³o siê
udowodniæ, ¿e aktywno�æ systemu CRISPR zapew-
niaj¹ transkrypty zarówno nici sensu jak i antysensu
wklonowanych fragmentów DNA faga 8. Wyniki
te wskazuj¹, ¿e docelowym elementem dla ma³ych
CRISPR-RNA mo¿e byæ tak¿e DNA faga. Zatem fun-
damentalna ró¿nica pomiêdzy bakteryjnym i eukario-
tycznym systemem obrony przed infekcj¹ obcym DNA
polega na tym, ¿e w pierwszym przypadku degradacji
ulega DNA w drugim za� komplementarny RNA.

Mo¿na obecnie oczekiwaæ, ¿e w najbli¿szej przy-
sz³o�ci zostan¹ wyja�nione kolejne pytania i w¹t-
pliwo�ci dotycz¹ce systemu CRISPR-CAS, a w tym
w szczególno�ci regulacji transkrypcji regionu CRISPR,
regulacji ekspresji bia³ek CAS i ich sk³adania w komór-
ce w postaci kompleksu CASCADE, a tak¿e enzyma-
tycznych mechanizmów degradacji mRNA-CRISPR
oraz degradacji docelowych sekwencji DNA fagów. Nie
wiadomo jeszcze w jaki sposób sekwencje fagów s¹
in vivo selekcjonowane, wycinane i wbudowywane w trak-
ty CRISPR jako sekwencje ³¹cznikowe. Nie wyklucza
siê, ¿e system CRISPR-CAS mo¿e byæ zaanga¿owany
w wyciszanie tak¿e endogennych genów bakterii, bo-
wiem 7�35% sekwencji ³¹cznikowych w traktach
CRSIPR ma chromosomalne pochodzenie [1, 3, 26].

W �wietle omawianych wy¿ej wyników mo¿na le-
piej zrozumieæ równowagê biologiczn¹ pomiêdzy bak-
teriami i szeroko rozpowszechnionymi w �rodowiskach
naturalnych bakterii fagami. Szacuje siê, ¿e co dwa dni
oko³o po³owa populacji bakterii ¿yj¹cych w biosferze
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jest zabijana w wyniku infekcji ró¿nymi fagami. Bakte-
rie s¹ jednak wyposa¿one w ró¿ne naturalne mechaniz-
my obrony przed fagami jak: blokowanie ich adsorpcji,
trawienie fagowego DNA restryktazami oraz degrada-
cja obcego DNA przy udziale szeroko rozpowszech-
nionego systemu CRISPR-CAS. Sugeruje siê, ¿e byæ
mo¿e, zostan¹ wykryte równie¿ fagowe bia³ka specy-
ficznie blokuj¹ce system CRISPR-CAS, co w �wietle
wyników opisanych przez dla bia³ek Sulfolobus ma
pewne uzasadnienie [29]. Z drugiej strony, wysokie
tempo mutacji fagów pozwala na generowanie mutan-
tów zdolnych do prze³amania mechanizmów obron-
nych komórki, za� selekcyjna presja bakteryjnych
systemów obrony, nadaj¹ tej równowadze bardzo dy-
namiczny charakter, zarówno w aspekcie ekologicz-
nym jak i ewolucyjnym.

4. Mo¿liwo�ci praktycznych zastosowañ
systemu CRISPR-CAS

Wiele ga³êzi przemys³u spo¿ywczego, farmaceu-
tycznego wykorzystuje bakterie w procesach biotech-
nologicznych, a st¹d ochrona przed infekcjami fago-
wymi czystych kultur bakterii, wykorzystywanych
w ró¿nych procesach biotechnologicznych, ma ogrom-
ne znaczenie praktyczne i ekonomiczne. Dla przy-
k³adu, infekcja fagami szczepów wykorzystywanych
w przemy�le mleczarskim w produkcji napojów mlecz-
nych i serów jest przyczyn¹ ogromnych problemów

i strat finansowych [33]. Fagi replikuj¹ siê w bakte-
riach bardzo szybko, a st¹d pe³na liza hodowli bak-
teryjnych nastêpuje w czasie kilku godzin. Ustalono,
¿e dodanie do hodowli E. coli o gêsto�ci 106 komórek/
ml 1 cz¹stki faga T7 prowadzi w krótkim czasie do
pe³nej lizy 99,9% komórek oraz syntezy 109 nowych
cz¹stek fagowych.

Ustalenie organizacji i funkcji biologicznej syste-
mu CRISPR-CAS stworzy³o obecnie realn¹ szansê za-
równo dla selekcji szczepów przemys³owych opornych
na okre�lone fagi jak i konstrukcji takich szczepów do-
stêpnymi metodami genetycznymi. Klonowanie okre�-
lonych fragmentów DNA ró¿nych fagów w trakty
CRISPR szczepów wra¿liwych i selekcjonowanie
szczepów opornych na infekcje nie nastrêcza obecnie
¿adnych problemów technicznych (Rys. 3). Jednak re-
gulacje prawne, szczególnie w krajach Europy, doty-
cz¹ce genetycznie modyfikowanych mikroorganiz-
mów (GMO), praktycznie nie dopuszczaj¹ do ich
stosowania na skalê przemys³ow¹ w przemy�le spo-
¿ywczym. Jednak w tym przypadku mo¿na z powodze-
niem selekcjonowaæ takie szczepy tak¿e poprzez infek-
cjê szczepów przemys³owych ró¿nymi naturalnymi
fagami oraz poszukiwanie szczepów opornych, które
naby³y i stabilnie wbudowa³y w trakty CRISPR okre�-
lone fragmenty DNA fagów na drodze naturalnej.

Podobieñstwo bakteryjnego systemu CRISPR-CAS
do eukariotycznego systemu RNAi nasuwa mo¿liwo�æ
jeszcze innych zastosowañ. Eukariotyczny system in-
terferencyjnego RNA spe³nia nie tylko funkcjê obrony

 

1 2 3 

1 2 3 

Rys. 3. Mo¿liwe sposoby konstrukcji szczepów opornych na infekcjê fagow¹

1, 2, 3, odpowiednio, fragmenty DNA trzech ró¿nych fagów wklonowanych jako sekwencje ³¹cznikowe w trak CRISPR.
Alternatywnie, sposób naturalnej selekcji  komórek bakterii opornych na infekcjê po kolejnych cyklach litycznych fagami 1, 2, 3 .
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komórki przed obcym DNA (RNAi), ale tak¿e regulu-
je ekspresjê endogennych genów chromosomalnych
(micro-RNAs). Nie jest wykluczonym, ze zgromadzo-
na wiedza na temat systemu CRISPR-CAS mo¿e po-
zwoliæ na opracowanie sposobu hamowania ekspresji
endogennych genów prokariontów, przydatnego nie
tylko dla badañ poznawczych, ale tak¿e praktycznego
wykorzystania w wyciszaniu genów odpowiedzial-
nych za patogenezê.

Wspominano wcze�niej, ¿e loci CRISPR w �wiecie
bakterii s¹ bardzo zró¿nicowane zarówno pod wzglê-
dem liczy powtórzeñ DR oraz ich sekwencji nukleoty-
dowej, jak i obecno�ci ró¿norodnych sekwencji ³¹czni-
kowych. U niektórych gatunków trakt CRISPR jest
zró¿nicowany nawet u bardzo blisko spokrewnionych
szczepów pod wzglêdem innych wyznaczników gene-
tycznych. Jednym z przyk³adów s¹ szczepy Leptospi-
rillum charakteryzuj¹ce siê du¿ym, klonalnym zró¿-
nicowaniem tego traktu. [36]. Innym przyk³adem jest
gatunek Mycobacterium tuberculosis, w obrêbie które-
go szczepy s¹ bardzo zró¿nicowane pod wzglêdem
zarówno liczby sekwencji ³¹cznikowych jak i ich se-
kwencji nukleotydowych. Wiedza ta sta³a siê podsta-
w¹ do opracowania szeroko ju¿ stosowanej metody
genotypowania izolatów M. tuberculosis dla celów
szybkiej i pewnej diagnostyki oraz dochodzeñ epide-
miologicznych zaka¿eñ gru�liczych [5, 7].

Z racji faktu, ¿e nowe sekwencje ³¹cznikowe s¹
wbudowywane z regu³y pomiêdzy pierwszym i dru-
gim powtórzeniem traktu CRISPR mo¿na s¹dziæ, ¿e
sekwencje ³¹cznikowe coraz bardziej oddalone od se-
kwencji liderowej maj¹, odpowiednio, coraz starsze
pochodzenie ewolucyjne. St¹d, te pierwsze s¹ unikato-
we dla poszczególnych szczepów, natomiast sekwencje
starsze ewolucyjnie mog¹ byæ wspólne dla wielu izola-
tów w obrêbie gatunku a nawet ró¿nych gatunków [30].
Zatem obecno�æ ró¿nych sekwencji ³¹cznikowych, spe-
cyficznych dla poszczególnych szczepów w obrêbie
okre�lonego gatunku oraz specyficznych dla ró¿nych
gatunków w obrêbie rodzajów, mo¿e stanowiæ bardzo
dobry marker dla ustalania filogenetycznych pokre-
wieñstw i przydatny tak¿e w taksonomii bakterii.
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