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1. Rys historyczny. 2. Zr6znicowanie strukturalne systemu CRISPR w $wiecie bakterii. 3. System CRISPR-CAS analogiem systemu
interferencyjnego RNA eukriontéw. 4. Mozliwosci praktycznych zastosowan systemu CRISPR-CAS

Organization of the bacterial interference RNAi-like system (CRISPR-CAS) and its role against bacteriophages

Abstract: Clustered, regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) are present in the genomes of many different species
of bacteria and archaea. They are composed of direct repeats (DRs) that are separated by non-repetitive spacers. Sets of CRISPR
sequences together with associated proteins encoded by a group of cas genes are involved in resistance to bacteriophages. The
structure and the antiviral activity of this new resistance mechanism in bacteria and archaea as well as the possibilities of its present
and future applications are discussed in this article.

1. History of CRISPR research. 2. Structural features of CRISPR system. 3. CRISPR as an analog of eukaryotic interference RNAi
system. 4. Present and future possibilities of application
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1. Rys historyczny

Szlak zgrupowanych, regularnie rozmieszczonych,
krotkich sekwencji palindromowych CRISPR (ang.
clustered, regularly interspaced short palindromic re-
peats) zidentyfikowano po raz pierwszy w genomie
E. coli w 1987 roku [16]. Okazalo sig, ze sekwencja
ta, przylegajaca bezposrednio do genu iap kodujacego
synteze alkalicznej fosfatazy, zlozona jest z 14 pros-
tych powtdrzen (ang. direct repeats — DRs) zbudowa-
nych z 29 nukleotydoéw, rozdzielonych unikatowymi
sekwencjami facznikowymi (ang. spacers) o dhugosci
33 nukleotydow [20, 27]. Cale szlaki CRISPR moga
by¢ zbudowane, w zaleznosci od gatunku bakterii,
nawet z 250 takich elementéw (Rys. 1). W latach
90-tych ubieglego wieku zidentyfikowano i scha-
rakteryzowano ciagi sekwencji CRISPR w genomach
Mycobacterium tuberculosis [15], Haloferax medi-
terranei [24], Methanocaldococcus jannaschii [6]
i Termotoga maritima [28]. Sekwencje CRISPR sa
szeroko rozpowszechnione w §wiecie bakterii, do roku
2007 zidentyfikowano je w genomach 232 gatunkow,
w tym w 40% zsekwencjonowanych genomach pro-
kariontéw wilasciwych i az w 90% genomach archeo-
now [2, 10, 12, 13, 25].

W latach 2002-2006 doniesiono o identyfikacji
nieznanych dotad genéw, nazwanych genami cas (ang.
CRISPR associated sequences), z racji ich potozenia
w sasiedztwie traktow CRISPR, z ktérymi potaczone
sa przez sekwencjg liderowa (ang. leader sequence).
Poczatkowo w analizowanych genomach zidentyfi-
kowano cztery geny cas [17,18], ale dalsze analizy
przeprowadzone dla duzej liczby réznych gatunkow
bakterii pozwolity zidentyfikowaé okoto 45 réznych
takich genow [13, 22, 23]. Okazalo si¢ takze, ze nie-
ktére z gendw rodziny cas nie wystepuja w genomach
gatunkoéw bakterii pozbawionych sekwencji CRISPR
[20], co sugerowato, iz geny te spetniaja jakas funkcje
biologiczna, $cisle zwiazana z obecnoscia i funkcja
systemu CRISPR.

Od ponad 10 lat trwaja dyskusje na temat funkcji
biologicznych spelianych przez elementy CRISPR.
Sugerowano, ze wzrost liczby kopii tego elementu
u Haloferax volcanii zaburza proces prawidtowej
segregacji chromosoméw do komodrek potomnych
(ang. replicon partitioning) [24]. Tej obserwacji nie
udato si¢ jednak potwierdzi¢ w badaniach segregacji
chromosomow u Mycobacterium tuberculosis [17, 18].
Nie wykluczano réwniez mozliwosci, ze sekwencje
CRISPR sa ruchomymi elementami genetycznymi
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z racji ich obecno$ci w genomach niektorych bakterii
w wielu kopiach [17, 18]. Formutowano takze opinie
o ich udziale w systemach naprawy DNA, poniewaz
okazalo sig, ze bialka kodowane przez wiele genow
systemu CRISPR zawieraja specyficzne domeny od-
dziatywujace z DNA [22]. W 2005 roku pojawity si¢
pierwsze hipotezy na temat ich udzialu w nadawaniu
komérkom bakterii odpornosci na infekcje fagami,
plazmidami koniugacyjnymi i transpozonami [3, 26,
30]. Okazato si¢ bowiem, ze sekwencje lacznikowe
czesto zawieraja fragmenty DNA fagéow lub plazmi-
dow; obserwowano rowniez odwrotnie proporcjonalng
korelacje pomigdzy wrazliwos$cia na infekcje fagami
a liczba powtarzajacych si¢ sekwencji tacznikowych
w CRISPR. Pod koniec 2007 roku ukazaly sig¢ prace,
w ktorych potwierdzono doswiadczalnie, ze fragmen-
ty DNA fagéw, wbudowane w czasie infekcji fagowej
do CRISPR jako nowe sekwencje tacznikowe, nadaja
komodrkom trwata odporno$¢ na kolejng infekcjg tym
fagiem [1, 8]. We wrze$niu 2008 potwierdzono jedno-
znacznie, ze bakteryjny system CRISPR funkcjonuje
analogicznie do systemu interferencyjnego RNA w ko-
morkach organizmow eukariotycznych [4, 37].

Rekonstrukcje modelowego systemu CRISPR-CAS
E. coli-fagh oraz genetyczna i biochemiczng charak-
terystyke jego waznej aktywnosci biologicznej nalezy
uznaé¢ za duze osiagnigcie naukowe w mikrobiologii
o charakterze poznawczym, a takze za wazne odkry-
cie dla praktyki przemystowej, wykorzystujacej bak-
terie w procesach biotechnologicznych, narazonych na
grozne infekcje fagowe.

2. Charakterystyka strukturalnego zréznicowania
systemu CRISPR w S$wiecie bakterii

Identyfikacja systeméw CRISPR u co raz wigkszej
liczby gatunkéw bakterii wlasciwych i archeonow
oraz doktadna analiza ich budowy wskazaty, ze gene-
ralny plan budowy tych powtérzonych szlakéw jest
konserwatywny w catym $wiecie bakterii. Jednakze
poszczegolne elementy tego systemu sa dos¢ znacznie
zroéznicowane, co dotyczy zaréwno prostych pow-
torzen jak i sekwencji tacznikowych oraz genow cas
(Rys. 1A). Wielko$¢ sekwencji powtdrzonych, w zalez-
nosci od gatunku bakterii, waha si¢ od 24 do 47 nukleo-
tydow, a wielkos¢ sekwencji tacznikowych od 26 do
72 nukleotydow. Zroznicowana jest takze liczba po-
wtorzen w traktach CRISPR, od 2 u niektorych gatun-
kow bakterii wlasciwych do nawet 249 u Vermine-
phrobacter eisenia [11, 12, 17, 18]. Ponadto, niektore
gatunki bakterii zawieraja 1 kopi¢ CRISPR w okres-
lonym locus genomu, inne jak np. M. jannaschii, az
18 w roznych regionach genomu [6]. Podobne zrdznico-
wanie dotyczy liczby zidentyfikowanych genow cas,
od kilku do 20, a nawet wigcej [13].

Analiza stopnia homologii prostych powtorzen dla
wielu roznych gatunkow bakterii wiasciwych i ar-
cheonow pozwolita dotychczas wyr6zni¢ wsrod nich
12 grup. Najliczniejsza grupa obejmuje sekwencje pa-
lindromowe o wielkosci 5—7 nukleotydow [17, 18].
Odkrycie, ze sekwencje palindromowe, wraz z sekwen-
cjami tacznikowymi, podlegaja transkrypcji, a syn-
tetyzowany mRNA moze w tych rejonach tworzy¢
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strukture petli (stem-loop secondary structure), byto
szczeg6lnie wazne dla rozwazan na temat funkcji bio-
logicznej systemu CRISPR [20, 21, 34, 35]. Dalsze
szczegodtowe analizy dowiodty, ze wiele prostych po-
wtorzen charakteryzuje si¢ obecnos$cia konserwatywnej
sekwencji GAAA(C/G) zlokalizowanej na koncu 3,
prawdopodobnie odpowiedzialnej za wigzanie specy-
ficznych biatek komoérkowych, co dodatkowo wska-
zywalo na istotna funkcj¢ biologiczng CRISPR [20].

Poszczegodlne nukleotydowe sekwencje tacznikowe,
rozdzielajace kolejne proste powtdrzenia w okre§lonym
trakcie CRISPR, charakteryzuja si¢ bardzo duza rézno-
rodnoscia. Szczegdtowe analizy sekwencji tych elemen-
tow, przeprowadzone dla duzej liczby CRISPR roznych
gatunkow bakterii, ujawnily ich duze pokrewienstwo
do DNA fagéw i innych ekstrachromosomalnych ele-
mentow genetycznych [3, 21, 26]. Badania przeprowa-
dzone dla 4500 sekwencji tacznikowych u 67 gatunkow
prokariontéw dowiodty, ze sekwencje nukleotydowe
jedynie 88 z nich (2%) wykazywaly podobienstwo do
znanych sekwencji zdeponowanych w swiatowych ba-
zach danych, wérod ktorych 60% stanowily sekwencje
znanych fagéw i plazmidéw. Udato si¢ takze ustalic,
po pierwsze, ze sekwencje tacznikowe zostaty prze-
niesione do traktow CRISPR z kodujacych lub nie-
kodujacych nici DNA fagow, i po drugie, ze tego typu
sekwencje obficie wystgpuja w réznych regionach
genomow wielu znanych fagow [1, 21, 26, 30]. Wyniki
ostatnio opublikowanych prac wskazuja, ze w sasiedz-
twie sekwencji fagowych (przy ich koncu 3°), ho-
mologicznych do sekwencji tacznikowych CRISPR,
znajduja si¢ motywy AGAA lub GGNG, ktore pra-
wdopodobnie sa miejscami rozpoznania lub cigcia dla
produktéw systemu CRISPR [1, 8]. Mozna sadzi¢,
ze w miar¢ identyfikacji oraz poznawania sekwen-
cji nukleotydowych genomoéw nieznanych dotychczas
fagoéw i plazmidow, bytujacych w hodowalnych i nie-
hodowalnych mikroorganizmach $rodowiskowych,
mozliwym bedzie ustalenie pochodzenia coraz wigk-
szej liczby sekwencji tacznikowych systemu CRISPR.
Potwierdzeniem sa opublikowane niedawno dane dla
bakterii mlekowych Lactococcus lactis. W szczepach
tego gatunku, noszacych wiele réoznych fagoéw i plaz-
midow o znanej sekwencji nukleotydowej, udato si¢
ustali¢ fagowe lub plazmidowe pochodzenie ponad
40% sekwencji tacznikowych obecnych w ich syste-
mach CRISPR [3].

Kolejnym elementem sktadowym systemu CRISPR
jest sekwencja liderowa o wielkosci do 550 par zasad,
zlokalizowana bezposrednio przy koncu 5’ pierwszego
powtdrzenia (Rys. 1). Sekwencja ta jest bogata w pary
AT 1 nie zawiera, podobnie jak proste powtorzenia,
otwartych ramek odczytu; podzielone sa natomiast
zdania na temat stopnia jej konserwatywnos$ci w trak-
tach CRISPR roznych gatunkow prokariontow [17, 19,

21, 31]. Interesujacym jest odkrycie, ze wbudowanie
w dany trakt CRISPR nowej jednostki, proste pow-
torzenie-sekwencja tacznikowa (DR-spacer), nastgpuje
zawsze pomigdzy sekwencja liderowa a pierwszym
powtorzeniem, co wskazuje na jej funkcjg akceptorowa
w tym procesie. Z racji lokalizacji tej sekwencji suge-
ruje si¢ rowniez jej funkcj¢ jako promotora dla trans-
krypcji catego ciagu sekwencji CRISPR [1, 30, 34, 35].
Bezposrednio przy koncu 5° sekwencji liderowe;j
leza niedawno odkryte, a ostatnio lepiej scharakteryzo-
wane geny cas (Rys. 1). Najogolniej mozna stwierdzic,
ze rodzina genow cas obejmuje obecnie 7-8 roéznych
typow, a wsrdd nich najbardziej rozpowszechnionych
jest 6, od casl do cas6 [13, 33]. W biatkach kodowa-
nych przez geny cas zidentyfikowano wazne funkcjo-
nalne domeny jak egzo- i endonukleaz, helikaz, a takze
domeny odpowiedzialne za wigzanie RNA i DNA oraz
domeny zaangazowane w regulacje¢ transkrypcji [17, 18].
Warto w tym miejscu podkresli¢, ze sekwencja nukleo-
tydowa genu cas! (kod dostegpu COG1518) jest pow-
szechnie wykorzystywana jako uniwersalny marker dla
badan poznawczych bakteryjnych systeméw CRISPR
[9, 13, 23]. Inna rodzing biatek, syntetyzowanych wy-
lacznie przez bakterie zawierajace szlaki CRISPR, sa
biatka zwiazane prawdopodobnie z funkcja tych syste-
moéw. Nie jest znana, jak dotychczas, rola biologiczna
tych biatek, zwanych RAMP (repeat associated myste-
rious protein), wiadomo jednakze, ze geny kodujace
syntezg tych biatek nie sa zlokalizowane w bezposred-
nim sasiedztwie ciagéw sekwencji CRISPR [13, 22].

3. System CRISPR-CAS analogiem
systemu interferencyjnego RNA eukariontow

Wyniki najnowszych prac, opublikowanych w ubie-
glym roku [1, 8] wywotaty zywa dyskusje wsrod specja-
listow na temat funkcji biologicznych systemu CRISPR
oraz mechanizmu jego dziatania w obronie bakterii
przed infekcja fagami, a takze w regulacji innych pro-
cesOw komodrkowych [20]. Badania przeprowadzono
na modelu Streptococcus thermophilus, gatunku bak-
terii powszechnie stosowanych w przemysle mleczar-
skim do produkcji jogurtu i serow.

W wyniku infekeji jednego ze szczepéw dwoma
réznymi fagami udato si¢ wyselekcjonowac z hodowli
9 mutantéw bakterii opornych na dalsza infekcjg tymi
fagami. Genomowy DNA tych mutantow poddano se-
kwencjonowaniu, koncentrujac szczeg6lna uwage na
szlaku CRISPR. Stwierdzono, ze kazdy z tych mutan-
tow w czasie infekcji nabyt od 1 do 3 nowych sekwen-
cji lacznikowych, wbudowanych precyzyjnie pomiedzy
sekwencje liderowa i pierwszy DR. Co wigcej, okazato
si¢, ze nabyte, nowe sekwencje tacznikowe pochodza
z fagdw uzytych do infekcji. Dalsze do$wiadczenia
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Rys. 2. Molekularny mechanizm funkcjonowania uktadu CRISPR-CAS w obronie komdrek bakteryjnych
przed infekcja fagowa (szczegdtowe wyjasnienia w tekscie)

oraz doktadniejsze analizy molekularne dowiodly, po
pierwsze, ze u mutantéw opornych na nowa infekcje
fagowa nabyta sekwencja tacznikowa wykazuje 100%
homologii z odpowiednim regionem DNA uzytego
faga, i po drugie, ze w przypadku gdy w nabytej se-
kwencji tacznikowej pojawia si¢ od 1 do kilku mutacji
(substytucji), to komoérka pozostaje wciaz wrazliwa na
infekcjg. Ostatecznym potwierdzeniem byly wyniki
doswiadczen, w ktorych nowa, nabyta sekwencj¢ tacz-
nikowa mutanta opornego na infekcj¢ wklonowano
w ten sam Jlocus szczepu wrazliwego i stwierdzono, ze
nabyt on oporno$¢ na badanego faga (Rys. 2). I od-
wrotnie, delecja tej sekwencji w szczepie opornym na
infekcj¢ czynita go ponownie wrazliwym. Nieoczeki-
wanie okazato si¢, ze niewielka populacja izolowa-
nych w czasie doSwiadczen fagéw zachowata zdol-
no$¢ infekowania szczepow S. thermophilus. Udato sig
jednak dowies¢, ze w DNA czeSci z tych fagéow poja-
wily si¢ mutacje w rejonie tej sekwencji, ktora w cza-
sie infekcji jest przenoszona do CRISPR bakterii, za$
w niektorych innych nabyta sekwencja wykazywata,

co prawda, 100% homologi¢ z odpowiednim regionem
DNA faga, ale mutacje zidentyfikowano w motywie
AGAA przylegajacym do jej konca 3°. Wyniki te po-
twierdzaja wczesniejsze sugestie o roli tego motywu
w rozpoznawaniu przez faga traktu CRISPR. Ustalenie
organizacji systemu CRISPR na poziomie DNA nie
wyjasnialo mechanizmu jego dziatania, w tym udziatu
okreslonych biatek komorkowych, w szczegdlnosci
biatek CAS i ich specyficznych funkcji. Autorzy wy-
zej cytowanych prac w jednym z wyselekcjonowanych
szczepow opornych na infekcje fagowa zinaktywowali
gen cas5, w drugim za$ gen cas7. W pierwszym przy-
padku inaktywacja genu, kodujacego syntezg endonu-
kleazy, doprowadzila do utraty opornosci na infekcje
fagowa, w drugim za$§ przypadku inaktywacja genu
o blizej nieznanej funkcji, nie miata wptywu na zmiang
opornosci szczepu na ponowna infekcj¢ tym samym
fagiem, ale ostabiala jego zdolno$¢ do nabywania
oporno$ci na infekcje innym fagiem. Postawiono
whniosek, ze produkt tego nieznanego genu jest odpo-
wiedzialny za wbudowywanie do traktu CRISPR okres-
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lonych fragmentow DNA faga jako nowych, kolejnych
sekwencji tacznikowych [1, 8, 13]. Co prawda, mole-
kularny mechanizm odpowiedzialny za aktywnos¢
biologiczna uktadu CRISPR jest jeszcze daleki od pet-
nego wyjasnienia, ale w $wietle wyzej omoéwionych
wynikow, a takze nieco wezesniejszych danych [34,
35], wskazujacych, ze u szczepow z rodzaju Archaeo-
globus 1 Sulfolobus trakty CRISPR podlegaja trans-
krypeji w cato$ci, z jednego promotora, mozna bylo
zaproponowac ogolny model dla wyjasnienia funkcjo-
nowania calego systemu. Wykazano, ze transkrypty
podlegaja w komodrkach enzymatycznej obrobee z wy-
tworzeniem czasteczek matych sRNA (small RNA),
o wielkosci rownej jednej sekwencji DR plus sekwen-
cja tacznikowa, a trawienie transkryptu ma miejsce
w $rodku kazdej jednostki DR. Stad, koncowe produkty
sRNA zawieraja petna sekwencjg tacznikowa w Srodku
i potowy sasiadujacych sekwencji DR zlokalizowa-
nych na ich koncach 5’ i 3°. Wiadomo, Zze obecno$¢
w sekwencjach DR motywu palindroméw umozliwia
tworzenie drugorzedowych struktur i wypetlenia se-
kwencji tacznikowych. Fakt, ze transkrypty traktow
CRISPR sa trawione do krotkich sSRNA, a w proces
ten zaangazowane sa domeny bialek CAS, stat si¢ pod-
stawa do sformutowania hipotezy, ze bakteryjny sys-
tem CRISPR jest funkcjonalnym analogiem systemu
siRNAs (ang. small interference RNA) organizmow
eukariotycznych [23], ktory spetnia wazna role jako
system obrony komorki przed RNA wiruséw i trans-
pozondéw [14, 32]. Zgodnie z ta hipoteza, bakteryj-
ne siRNAs, krotkie produkty trawienia transkryptu
CRISPR, sa analogami eukariotycznych siRNA. Two-
rza one bowiem kompleksy z biatkami CAS, podob-
nie jak siRNAs eukariontéw z biatkiem Dicer, i roz-
poznaja homologiczne sekwencje w syntetyzowanych
przez obce elementy genetyczne transkryptach, pro-
wadzac w koncowym efekcie do ich sukcesywnej de-
gradacji przez inne biatka CAS (Rys. 2).

Ostatnio przeprowadzono niezwykle owocne bada-
nia aktywnosci systemu CRISPR na modelu genetycz-
nie rekonstruowanych szczepoéw pochodnych E. coli
K12 wrazliwych na infekcjg fagiem A [4]. W genomie
tego gatunku znajduje si¢ zaréwno trakt powtdrzonych
sekwencji DR-sekwencja tacznikowa, jak i 8 genow
cas : cas3, casl, cas2, kodujacych, odpowiednio,
HD-nukleaze¢/helikaze, integraze, endorybonukleaze,
i 5 gendéw oznaczonych casABCD, kodujacych kom-
pleks bialek systemu CRISPR odpowiedzialnego za
ochrong komorek przed infekcja fagowa, nazwanych
CASCADE (CRISPR-associated complex for antiviral
defense) (Rys. 1B). Autorzy cytowanej pracy skon-
struowali r6zne rekombinowane szczepy. Jedne z nich
nosily jeden fragment DNA faga A, komplementarny
do DNA czterech genéw niezbednych dla rozwoju
faga, wklonowany pomiedzy pierwszy i drugi motyw

DR traktu CRISPR. W inne skonstruowane szczepy
wklonowano cztery fragmenty DNA faga. Jeszcze inne,
pozbawione traktu DR-sekwencja tacznikowa, nosity
geny cas, ale aktywne tylko w okreslonych kombi-
nacjach (cascade, cas3, cascade+cas3, cascade-
-casE+cas3, cascadetcasl+cas2, cascade+cas3,
cascasl+cas2). Nie wnikajac w metodyczne szcze-
gbly przeprowadzonych badan nalezy stwierdzi¢, ze
wklonowanie fragmentéw DNA faga A w region traktu
CRISPR wrazliwego szczepu E. coli K12 pozwolito
wyselekcjonowaé szczepy 10 milionow razy bardziej
oporne na infekcj¢ tym fagiem, iz szczep wyjsciowy.
Zidentyfikowano i scharakteryzowano réwniez kom-
pleks biatkowy CASCADE i udowodniono jego bez-
posredni udziat w degradacji mRNA regionu CRISPR,
z wytworzeniem fragmentéw o dlugosci 57 nukleoty-
dow CRISPR-RNA. Kazdy z tych fragmentow zawie-
rat sekwencje¢ tacznikowa otoczona na koncach 5’1 3°
fragmentami przylegajacych sekwencji DR. Peina
efektywnos¢ kompleksu CASCADE byta zapewniona
w obecnosci biatka Cas3. Ustalono takze niezwykta
specyficznos¢ kompleksu CASCADE w skonstruowa-
nym szczepie E. coli K12 opornym na faga wykazu-
jac, ze nie jest on aktywny w stosunku do transkryp-
tow innych CRISPR, w ktorym znajduja si¢ sekwencje
DR z innych szczepow E. coli. Co wigcej, udato si¢
udowodnié, ze aktywno$¢ systemu CRISPR zapew-
niaja transkrypty zar6wno nici sensu jak i antysensu
wklonowanych fragmentow DNA faga A. Wyniki
te wskazuja, ze docelowym elementem dla matych
CRISPR-RNA moze by¢ takze DNA faga. Zatem fun-
damentalna r6znica pomigdzy bakteryjnym i eukario-
tycznym systemem obrony przed infekcja obcym DNA
polega na tym, ze w pierwszym przypadku degradacji
ulega DNA w drugim za$ komplementarny RNA.
Mozna obecnie oczekiwaé, ze w najblizszej przy-
szlosci zostana wyjasnione kolejne pytania i wat-
pliwosci dotyczace systemu CRISPR-CAS, a w tym
w szczegodlnosci regulacji transkrypcji regionu CRISPR,
regulacji ekspresji biatek CAS i ich sktadania w komor-
ce w postaci kompleksu CASCADE, a takze enzyma-
tycznych mechanizméw degradacji mRNA-CRISPR
oraz degradacji docelowych sekwencji DNA fagoéw. Nie
wiadomo jeszcze w jaki sposob sekwencje fagéw sa
in vivo selekcjonowane, wycinane i wbudowywane w trak-
ty CRISPR jako sekwencje tacznikowe. Nie wyklucza
sig, ze system CRISPR-CAS moze by¢ zaangazowany
w wyciszanie takze endogennych genow bakterii, bo-
wiem 7-35% sekwencji tacznikowych w traktach
CRSIPR ma chromosomalne pochodzenie [1, 3, 26].
W $wietle omawianych wyzej wynikow mozna le-
piej zrozumie¢ rownowagg biologiczna pomig¢dzy bak-
teriami i szeroko rozpowszechnionymi w srodowiskach
naturalnych bakterii fagami. Szacuje sig, ze co dwa dni
okoto potowa populacji bakterii zyjacych w biosferze
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jest zabijana w wyniku infekcji r6znymi fagami. Bakte-
rie sa jednak wyposazone w rdézne 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 sig, ze by¢
moze, zostang wykryte rowniez fagowe biatka specy-
ficznie blokujace system CRISPR-CAS, co w $wietle
wynikéw opisanych przez dla biatek Sulfolobus ma
pewne uzasadnienie [29]. Z drugiej strony, wysokie
tempo mutacji fagéw pozwala na generowanie mutan-
tow zdolnych do przelamania mechanizméw obron-
nych komorki, za$ selekcyjna presja bakteryjnych
systemow obrony, nadaja tej rownowadze bardzo dy-
namiczny charakter, zarowno w aspekcie ekologicz-
nym jak i ewolucyjnym.

4. Mozliwosci praktycznych zastosowan
systemu CRISPR-CAS

Wiele gatgzi przemystu spozywczego, farmaceu-
tycznego wykorzystuje bakterie w procesach biotech-
nologicznych, a stad ochrona przed infekcjami fago-
wymi czystych kultur bakterii, wykorzystywanych
w roznych procesach biotechnologicznych, ma ogrom-
ne znaczenie praktyczne i ekonomiczne. Dla przy-
ktadu, infekcja fagami szczepdw wykorzystywanych
w przemysle mleczarskim w produkcji napojow mlecz-
nych i serow jest przyczyna ogromnych problemow

i strat finansowych [33]. Fagi replikuja si¢ w bakte-
riach bardzo szybko, a stad petna liza hodowli bak-
teryjnych nastepuje w czasie kilku godzin. Ustalono,
ze dodanie do hodowli E. coli o gestosci 10° komorek/
ml 1 czastki faga T7 prowadzi w krétkim czasie do
petnej lizy 99,9% komoérek oraz syntezy 10° nowych
czastek fagowych.

Ustalenie organizacji i funkcji biologicznej syste-
mu CRISPR-CAS stworzylo obecnie realna szansg za-
réwno dla selekcji szczepow przemystowych opornych
na okreslone fagi jak i konstrukeji takich szczepow do-
stgpnymi metodami genetycznymi. Klonowanie okres-
lonych fragmentow DNA réznych fagow w trakty
CRISPR szczepow wrazliwych i selekcjonowanie
szczepow opornych na infekcje nie nastrgcza obecnie
zadnych probleméw technicznych (Rys. 3). Jednak re-
gulacje prawne, szczegdlnie w krajach Europy, doty-
czace genetycznie modyfikowanych mikroorganiz-
moéw (GMO), praktycznie nie dopuszczaja do ich
stosowania na skalg¢ przemystowa w przemysle spo-
zywczym. Jednak w tym przypadku mozna z powodze-
niem selekcjonowac takie szczepy takze poprzez infek-
cje szczepdw przemystowych réznymi naturalnymi
fagami oraz poszukiwanie szczepdw opornych, ktore
nabyly i stabilnie wbudowaty w trakty CRISPR okres-
lone fragmenty DNA fagéw na drodze naturalne;.

Podobienstwo bakteryjnego systemu CRISPR-CAS
do eukariotycznego systemu RNAi nasuwa mozliwo$¢
jeszcze innych zastosowan. Eukariotyczny system in-
terferencyjnego RNA spelnia nie tylko funkcj¢ obrony

/

Rys. 3. Mozliwe sposoby konstrukcji szczepéw opornych na infekcje fagowa

1, 2, 3, odpowiednio, fragmenty DNA trzech réznych fagow wklonowanych jako sekwencje tacznikowe w trak CRISPR.
Alternatywnie, sposob naturalnej selekcji komorek bakterii opornych na infekcjg po kolejnych cyklach litycznych fagami 1, 2, 3.
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komorki przed obcym DNA (RNAI), ale takze regulu-
je ekspresje endogennych gendéw chromosomalnych
(micro-RNAs). Nie jest wykluczonym, ze zgromadzo-
na wiedza na temat systemu CRISPR-CAS moze po-
zwoli¢ na opracowanie sposobu hamowania ekspresji
endogennych gendéw prokariontéw, przydatnego nie
tylko dla badan poznawczych, ale takze praktycznego
wykorzystania w wyciszaniu genow odpowiedzial-
nych za patogenezg.

Wspominano wczesniej, ze loci CRISPR w §wiecie
bakterii sa bardzo zréznicowane zar6wno pod wzgle-
dem liczy powtdrzen DR oraz ich sekwencji nukleoty-
dowej, jak i obecno$ci réznorodnych sekwencji taczni-
kowych. U niektorych gatunkow trakt CRISPR jest
zréznicowany nawet u bardzo blisko spokrewnionych
szczepow pod wzgledem innych wyznacznikow gene-
tycznych. Jednym z przyktadow sa szczepy Leptospi-
rillum charakteryzujace si¢ duzym, klonalnym zr6z-
nicowaniem tego traktu. [36]. Innym przykladem jest
gatunek Mycobacterium tuberculosis, w obrgbie ktdre-
go szczepy sa bardzo zréznicowane pod wzgledem
zardwno liczby sekwencji lacznikowych jak i ich se-
kwencji nukleotydowych. Wiedza ta stata si¢ podsta-
wa do opracowania szeroko juz stosowanej metody
genotypowania izolatow M. tuberculosis dla celow
szybkiej 1 pewnej diagnostyki oraz dochodzen epide-
miologicznych zakazen gruzliczych [5, 7].

Z racji faktu, ze nowe sekwencje tacznikowe sa
wbudowywane z reguly pomigdzy pierwszym i dru-
gim powtorzeniem traktu CRISPR mozna sadzi¢, ze
sekwencje facznikowe coraz bardziej oddalone od se-
kwencji liderowej maja, odpowiednio, coraz starsze
pochodzenie ewolucyjne. Stad, te pierwsze sa unikato-
we dla poszczegolnych szczepdw, natomiast sekwencje
starsze ewolucyjnie moga by¢ wspolne dla wielu izola-
tow w obrebie gatunku a nawet réznych gatunkow [30].
Zatem obecnos¢ roznych sekwencji tacznikowych, spe-
cyficznych dla poszczegdlnych szczepow w obrebie
okreslonego gatunku oraz specyficznych dla réznych
gatunkow w obrebie rodzajow, moze stanowi¢ bardzo
dobry marker dla ustalania filogenetycznych pokre-
wienstw i przydatny takze w taksonomii bakterii.
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