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Sammandrag

Bakterier och arkéer blir ofta angripna av fager och saledes har det utvecklats en mangd
forsvarssystem hos prokaryoterna. Manga utav dessa forsvarssystem ar val utforskade och
fungerar genom ké&nda principer och mekanismer och kunskapen om dessa system har
bidragit till att framsteg har gjorts inom vetenskapsomraden som genetik, bioteknik och
molekylarbiologi. Likval sa upptéacks ibland helt nya forsvarssystem som &r verksamma
genom hittills okanda mekanismer. Ett sadant system ar Pgl-systemet, som verkar genom att
metylera fagens DNA nér den infekterar bakterien. Bakterien som blir infekterad lyserar dock
och fager med metylerat DNA sprider sig till nya bakterier och infekterar dessa. | dessa
bakterier aktiverar fagens metylerade DNA dock nedbrytningsprocesser och fagens DNA
degraderas. Genom studier av generna bakom Pgl-systemet upptacktes ett annat helt nytt
forsvarssystem mot fager: BREX-systemet. Det tycks finnas en del olika BREX-system men
det som man studerat mest ingaende, typ-1, tycks fungera genom en hittills okand mekanism
dar fagernas DNA inte degraderas utan dar fagernas livscykel avstannar. Fagerna forhindras
att inkorporera sitt DNA i prokaryotens, att replikera sig och att sprida sig till omgivande
prokaryoter. Vid narmare genetiska studier av BREX-systemen kunde man se starka
kopplingar till Pgl-systemet och det finns darfor argument for att goéra BREX till en mer
Overgripande grupp av forsvarssystem som dven innefattar Pgl-systemet. Det finns en mangd
olika utgangspunkter och taktiker som kan beaktas vid framtida studier av de olika BREX-
systemen. Dessa olika forskningsmojligheter kan alla ge en storre inblick i detta nyupptéckta
forskningsomrade; ett omrade som uppvisar potential att bidra med vardefull information som
kan appliceras dven utanfor det direkta forskningsomradet.

Inledning

Bakterier och arkéer har utvecklat en mangd olika strategier for att undvika och dverleva
angrepp av fager, vilket ligger till grund for en stor del av dessa organismers immunforsvar
(Houte et al. 2016). Fager har en otroligt stor mangfald och spridning och pa grund av detta
har manga prokaryoter behovt utveckla ett flertal olika strategier och mekanismer for att
kunna bli resistenta mot fagangreppen. Manga fager har i sin tur evolverat sa att de kan
undvika dessa forsvar. Denna samevolution mellan fager, arkéer och bakterier har antagligen
pagatts anda sedan borjan av dessa organismers existens (Dy et al. 2014). Detta har bidragit
till att vi nu kan finna en mycket stor mangd olika férsvarssystem hos prokaryoter, samt en
avsevérd stor variation hos dessa strategier och mekanismers uppbyggnad och funktion
(Houte et al. 2016).

Mycket runt om dessa forsvarssystem har utforskats och var kunskapsbas om manga av dessa
system ar relativt stor. Likval blir var kunskap om systemen mer omfattande genom att nya
former och typer av forsvarsmekanismer upptacks (Makarova et al. 2013). Kunskapen om
dessa mekanismer har bidragit till framtagningen av en méngd olika tekniker med
anvandningsomraden inom genetik, bioteknik och molekylarbiologi (Dy et al. 2014). | takt
med upptéckter av dverlevnadsmekanismer och éverlevnadstaktiker i prokaryoter utvecklas
aven dessa tekniker. Exempel pa detta ar Restriktion-Modifikations system (R-M system),
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vars enzym har utnyttjats i flera artionden inom biotekniken (Dy et al. 2014) samt den nyliga
upptéckten av CRIPR-Cas systemen, som har lett till utvecklingar inom bland annat
sjukdomsbekampning (Hille & Charpentier 2016).

Fagers uppbyggnad

For att kunna forsta forsvarssystemens mekanismer ar det relevant att ha en viss forstaelse for
det som systemen forsvarar mot: fager. Fager ar generellt uppbyggda av ett proteinskal som
omsluter genetiskt material, vanligtvis dubbelstrdngat DNA, vilket kodar fér generna som
behovs for att bygga upp nya fager. Fagerna kan dock inte sjélva replikera sig utan behtver
utnyttja andra organismers cellulara processer, sasom transkription och translation, for detta.
Majoriteten av alla fager (95%) ar uppbyggda pa ett valdigt likartat satt. Dessa fager bestar av
ett ikosaederalt huvud, som omsluter deras genetiska material, och en svans, som ar verksam
vid infektionen av bakterier och arkéer (Martinez-Borra et al. 2012).

Fagers livscykler

Fager kan befinna sig i tva olika livscykler. En lytisk, virulent livscykel och en lysogen
livscykel da fagerna kan benamnas som inaktiva. Alla fager kan befinna sig i den lytiska
livscykel, men bara en del fager kan g in i den lysogena livscykeln. DA en fag ar i Iytisk fas
befinner sig dess genetiska material i cytoplasman (Figur 1). Med hjélp av prokaryotens egna
molekyldra mekanismer och processer produceras de partiklar som kravs for att bygga upp
nya fager. De nyproducerade fagerna sprider sig sedan till omgivningen genom att lysera
cellen (Martinez-Borra et al. 2012). De fager som har mojlighet att ga in i en lysogen cykel
brukar bendmnas som temperata fager. De temperata fagerna har utvecklats till att kunna
integrera sitt egna DNA i genomet hos den prokaryot som de infekterar eller till att etablerar
sitt genom som en plasmid i vardcellen. Detta stadie &r relativt harmlost for vardcellen, da
inga nya fager produceras. Dock har fagen majlighet att lamna det lysogena stadiet och ga
tillbaka till ett virulent, lyserande stadie. Om fagen lyckas etablera sig i vardcellens DNA blir
det mycket mer komplicerat for prokaryotens forsvarssystem att identifiera fagens DNA
(Martinez-Borra et al. 2012).

Oversikt éver bakteriella forsvarssystem

Bakteriers olika forsvarsmekanismer riktar generellt in sig pa olika stadier i fagens infektion
och kan i forsta hand delas upp i tva faser (Martinez-Borra et al. 2012). Den forsta fasen ar
inriktad pa att forhindra att fagen tar sig in genom bakteriens cellvagg (Figur 1). Da fagen
infekterar bakterien binder den till receptorer och proteiner pa bakteriens cellvagg for att
sedan injicera sitt DNA in i bakterien. FOrsvaret mot detta fungerar ofta genom sekretion av
peptider eller proteiner som dels kan attackera fagerna eller ge upphov till ett fysiskt skydd
mot att fagen far mojlighet att infektera cellen (Martinez-Borra et al. 2012). Det ar ocksa
vanligt att de receptorerna pa cellvaggen som fagerna binder till muteras eller altereras, och
pa det satter forhindrar fagens infektion (Dy et al. 2014). Den andra fasen ar
forsvarssystemen som ar aktiva da fagen har lyckats infektera bakteriecellen. De storsta
kdnda grupperna av sadana system kan delas in i tre grupper: R-M system, CRISPR-Cas
system och abortiva-infektion system (Figur 1) (Martinez-Borra et al. 2012).
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Figur 1: Overgripande bild av de generella processerna i fagers livscykler samt de vanligaste
forsvarsmekanismerna mot dessa. Absorptions- och injektions-resistens hindrar fagen att infektera
bakteriecellen. R-M system och CRISPR-Cas system bryter ner fagens genetiska material efter att det har
kommit in i cellen. Dessa ovannamnda system leder till att bakterien Overlever fagangreppet. Abortiva-
infektions system leder till att den infekterade bakteriecellen dor men gor sa att inga nya virus kan sprida sig till
omgivande bakterier.

R-M systemen upptacktes forst under 1950-talet och &r darmed ett av de forsta upptackta
forsvarssystemen mot fager (Luria & Human 1952, Luria 1953, Bertani & Weigle 1953,
Martinez-Borra et al. 2012). R-M systemens forsvar bygger huvudsakligen pa att modifiera
och klyva fagens DNA efter att cellen blivit infekterad. R-M system bestar huvudsakligen av
tva separata enzym med varsin separat aktivitet: Ett restriktionsenzym och ett metyltransferas.
Metyltransferaset metylerar bakteriens egna DNA, medan restriktionsenzymet klyver icke-
metylerat, fraimmande DNA (Dy et al. 2014).

CRISPR-Cas systemen fungerar pa ett helt annat séatt. CRISPR &r uppbyggda av sma
repetitiva DNA-sekvenser, sa kallade “spacers”. Mellan dessa ligger icke-repetitiva DNA-
sekvenser. Dessa sekvenser kan sparas till sekvenser i fag-genomen som bakterien &r resistent
mot (Martinez-Borra et al. 2012, Hille & Charpentier 2016). CRISPR kantas av gener for
Cas-protein. Nar bakterien blir infekterat av en fag som den &r resistent mot, k&nner Cas-
proteiner igen fagens genom med hjalp av de korta, icke repetativa DNA-sekvenserna i
CRISPR. Cas-proteinerna klyver sedan fagens DNA (Martinez-Borra et al. 2012, Houte et al.
2016, Hille & Charpentier 2016).

Abortiva-infektions system fungerar genom att attackera bakteriens egna mekanismer;
antingen transkriptionen, translationen eller replikeringen. Aktiveringen av abortiva-
infektions system kommer i slutdndan att resultera i bakteriens dod, men kan ses som en vinst
for populationen da fagens spridning till resterande bakterier minimeras. Abortiva-infektions
system kan vara verksamma genom en mangd olika mekanismer och manga utav dessa
mekanismer &r fortfarande inte fullstandigt beskrivna. De har dock alla gemensamt att
aktiveringen av systemen ar letal for den individuella bakterien (Martinez-Borra et al. 2012,
Dy et al. 2014).



Forutom dessa system finns det dven mindre utforskade system vars mekanismer annu inte
har beskrivits fullstandigt (Makarova et al. 2011). Det & mojligt att man genom att studera
dessa system kan fa nya kunskaper som kan driva fram utvecklingen inom omraden sa som
bioteknik och medicin. Denna text kommer huvudsakligen fordjupa sig i tva dessa system:
”Phage Growth Limitation-system” eller Pgl-system samt ”Bacterial Exclusion-system” eller
BREX-system. Texten kommer att ge en beskrivning av deras grundlaggande uppbyggnad
och funktion samt férsoka diskutera méjliga utvecklingar inom detta forskningsomrade.

Pgl-systemets funktion och mekanism

Upptackten av Pgl-systemet gjordes redan pa 1980-talet, och kan séledes inte beskrivas som
ett nyupptackt system. Dock utforskades dess mekanismer inte djupare utan beskrevs som att
system av typen R-M system (Chinenova et al. 1982). Pgl-systemet har pa senare tid
utforskats mer ingaende och genom detta har en hel ny typ av forsvarssystem upptéckts. Pgl-
systemet kan beskrivas som en blandning mellan ett R-M system och ett abortivt-infektions
system. Nar fagens genetiska material forst kommer in i cellen marks det ut genom att
metyleras (Figur 2). Detta forhindrar dock inte fagen fran att replikera sig. Nya fager
produceras alltsa i bakterien, men med metylerade genom. Tillslut lyserar bakterien och
fagerna sprider sig till omgivande bakterier i kolonin. Vid det andra infektionstillfallet
aktiveras dock en annan del av Pgl-systemet. Den metylerade fagens genom aktiverar Pgl-
systemets degraderingskopplade processer och fagens genom bryts ner (Sumby & Smith
2002).
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Figur 2: Overgripande bild pa Pgl-systemet mekanism. Vid infektion méarks fagens genom med metyl-grupper
av enzymet pglX. Fagens genom replikeras och nya fager, med metylerade genom, bildas. Bakteriecellen lyseras
och fagerna sprider sig till de omgivande bakterierna. Vid det andra infektionstillfallet kan fagens genom
identifieras med hjélp av metyl-grupperna, och fagens genom degraderas dérefter. Figuren visar &ven en
Overgripande bild av Pgl-systemets gener och vad dessa gener troligtvis kodar for.

Genetiken bakom Pgl-systemet

Pgl-systemet upptacktes forst i bakterien Streptomyces coelicolor A3(2). Detta gjordes genom
att man lyckades koppla en gen till forsvarsprocesser mot bakteriofagen ¢C31 (Chinenova et
al. 1982). Genen doptes till pglZ och genom att studera denna gen lyckades man hitta tre
nérliggande gener som var kopplade till samma forsvarssystem. Dessa gener doptes till pglw,
pglX och pglY (Figur 2) (Bedford et al. 1995, Sumby & Smith 2002). Denna kassett av gener
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visade sig vara essentiell for Pgl-systemet funktion och da en plasmid med pglWXYZ
integrerades i en Streptomyces, som tidigare inte hade uppvisat nagon motstandskraft
gentemot @C31-fagen, uppkom en resistens gentemot fagangreppen. Dérav drogs slutsatsen
att pglWXYZ-kassetten kodade for hela Pgl-systemet (Sumby & Smith 2002). Dessa fyra
gener ar placerade i genomet som tva operon, pglWX och pglYZ med 6 kbp mellan sig.
Transkriberingen av dessa operon ar konstant aktiv, aven da ingen faginfektion har skett
(Bedford et al. 1995, Sumby & Smith 2002). Ur dessa studier kan de forsta ledtradarna hittas
om hur dessa geners protein samverkar med varandra (Hoskisson et al. 2015).

For att forsta Pgl-systemets mekanismer kréavs dock en viss kunskap om de proteiner som
generna kodar for: pglZ kodar for ett alkaliskt fosfatas, i fortsdttningen benamnt pglZ, vilket
ar ett enzym som spjalkar fosfatgrupper. pglX kodar for ett N®-adenine bindande DNA
metyltransferas (pglX) (Hoskisson et al. 2015). Pgl-systemens gener transkriberas, som
tidigare namnts, aven i franvaro av fagangrepp (Bedford et al. 1995, Sumby & Smith 2002)
och da borde pglXs aktivitet vara skadligt for bakterien. Sa ar dock inte fallet, férutom i celler
med ickefungerande pglZ. Mellan pglX och pglZ tycks det alltsa existera nagon form av
interaktion, dar pglZ pa nagot satt inhiberar pglXs toxiska aktivitet (Hoskisson et al. 2015).
polY kodar for ett protein (pglY) med ett ATP-hydrolyserande motiv, och &r med stor
sannolikhet ett ATPas (Hoskisson et al. 2015). pglW kodar med stor sannolikhet for ett
proteinkinas (pglW) och detta protein har ett DNA-bindande helix-turn-helix motiv och ett
proteininteragerande helix-loop-helix motiv. Det & majligt att pglW kéanner igen en viss
DNA-sekvens och signalerar fér fosforyleringen av andra Pgl-protein (Sumby & Smith 2002,
Hoskisson et al. 2015).

Pgl-systemets mekanism

Som ovan beskrivits sa forhindrar Pgl-systemet inte lyseringen av den forsta bakterien som
fagerna infekterar. Resistensen manifesterar sig forst da resterande bakterier med ett aktivt
Pgl-system ar kapabla att degradera den andra generationens fager (Sumby & Smith 2002).
For att forklara hur detta sker har en modell lagts fram som foreslar att systemet kan befinna
sig i tre olika stadier (Hoskisson et al. 2015). | det forsta stadiet, da cellen &nnu inte blivit
infekterad, blir systemet transkriberat men &r vilande. D interagerar pglZ med pglX sa att
cellen inte skadas av systemets produkter. Vid infektion aktiveras dock systemet, antagligen
av nagon form av fagspecifik signal. Systemet gar da in i ett modifierande stadie dar fagens
DNA metyleras av pglX (eventuellt metyleras allt DNA i bakteriecellen, bade fagens och
bakteriens) (Hoskisson et al. 2015). Modifieringen ar dock inte dodlig for fagen utan nya
fager produceras och cellen lyserar (Figur 2). Nar dessa modifierade fager infekterar en annan
cell med Pgl-systemet sa aktiveras systemets restriktions-stadie. Mekanismen bakom denna
aktivering ar annu helt kand, men en trolig mojlighet ar att pglW har formagan att identifiera
det modifierade fagDNAet och kan sedan, med hjélp av pglZs fosfatasaktivitet, aktiverar
restriktionsprocesser i cellen (Figur 2). Eftersom fagens genom ar metylerat sedan innan,
medan det bakteriella genomet inte &r det, bor restriktionsprocesserna latt kunna sarskilja pa
vilket DNA som ska brytas ner. Detta leder till att fagens DNA degraderas och infektionen
forhindras att spridas till resten av kolonin. Det har i denna modell foreslagits att Pgl-systemet
inte kan ga 6ver fran sitt metylerande stadie till sitt restriktions-stadie, vilket i sin tur skulle
forklara varfor inte den forsta infekterade cellen degraderar fagens DNA (Hoskisson et al.
2015). En paralog till pglX har hittats, kallad pglS, som tycks kunna interagera med Pgl-
systemet sa att det far en annan aktivitet. Vilken funktion systemet har i detta fall har dock
inte utforskats vidare (Sumby & Smith 2003). En viktig sak att poéngtera ar dock att
bakteriofagen ¢C31 &r en temperat fag men att Pgl-systemet inte forefaller bidra med nagot
forsvar mot att fagens DNA inkorporeras i bakteriens genom.
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Pgl-system jamfort med R-M system

Da fager kan muteras ar det mojligt att nya egenskaper kan utvecklas hos fagerna. Dessa
egenskaper kan gora sa att fagerna lyckas undga R-M systemens metyleringsmekanismer for
att sarskilja mellan fag och bakteriellt DNA (da bakterien metylerar sitt eget DNA) (Sumby &
Smith 2002). Lyckas fagerna undga R-M systemens igenkanningsmekanismer och bli
metylerade kommer inte R-M systemet att degradera fagens DNA. Fagerna kommer da att bli
resistenta mot R-M systemen och kan darmed sprida sig fritt i kolonin. En sadan typ av
reststens skulle aldrig kunna uppkomma mot Pgl-systemet, da det vid varje ny infektion
uppstar en ny majlighet for att fagens DNA blir modifierat. Da fagens DNA val har blivit
modifierat ar det darmed domt for degradering vid nésta infektionstillfalle (Sumby & Smith
2002).

Vidare studier av Pgl-systemets gener

Ytterligare studier har genomforts pa generna som ingar Pgl-systemet. Bland annat har
genernas existens pavisats i andra genom an Streptomyces coelicolor A3(2). Systemet har
sOkts efter i sin helhet, for att undersoka inom vilka bakteriestammar som detta system ar
narvarande, men generna har ocksa sokts efter separat (Sumby & Smith 2002, Makarova et al.
2011, Goldfarb et al. 2015, Hoskisson et al. 2015). Da narvaron av enstaka gener fran Pgl-
systemet i andra bakteriers genom undersoktes har fokus ofta lagts pa pglZ (Makarova et al.
2011). pglZ har aterfunnits i ett stort antal genom och ar ofta positionerad i sa kallade
genetiska oar: icke-slumpmassigt kluster av gener, pa specifika positioner i genomet. Generna
I dessa genetiska oOar har relativt ofta funnits utgdra olika typer av forsvarssystem (Makarova
et al. 2011). pglZ har dock inte alltid aterfunnits tillsammans med varken pglX, pglY eller
pglW. Dessa gener har emellertid &ven funnits separat i genetiska 6ar (Makarova et al. 2011).
Det finns alltsa ett dvergripande natverk av olika system som delar en del av sina gener med
Pgl-systemet. Genom att studera pglZ och de olika system som dessa genetiska Oar innehaller,
finns det mojlighet att upptéacka tidigare okanda forsvarssystem (Makarova et al. 2011,
Goldfarb et al. 2015). Dock sa har pglZ upptackts i genetiska 6ar som inte tycks ha nagon
opreron-liknande aktivitet (Makarova et al. 2011). Tva ytterligare gener som moéjligtvis kan
vara associerade med Pgl-systemet har upptéckts genom genetiska studier. En gen for ett
protein som antagligen binder till ATP, hér framdver benamnd brxD och en gen for ett
helikas, i fortsattningen bendmnd brxHI (Figur 2). Vilka funktioner dessa gener har i Pgl-
systemet ar annu inte utrett (Goldfarb et al. 2015).

BREX

”Bacterial Exclusion” eller BREX-systemet ar ett annat nyupptéckt forsvarssystem mot fager,
som upptacktes genom genetiska studier av de genetiska 6ar som innehaller pglZ (Goldfarb et
al. 2015). pglZ tycks vara en relativt vanlig férekommande gen i bakteriella genom och i
pglZ-innehallande genom tycks det vanligt att pglZ ar associerat med genetiska 6ar med fyra
till atta gener i sig. Dessa genetiska oar tycks vara kopplade till olika forsvarsmekanismer i de
olika bakteriestammarna. Darmed gavs dessa olika system samlingsnamnet BREX-system
(Barrangou & Oost 2015, Goldfarb et al. 2015). Pa grund av homologi mellan genetiska darna
som kodar for Pgl-systemet och de som kodar for BREX, tycks dessa kluster pa nagot satt
vara beslaktat med varandra. Dock uppkommer deras resistensgivande formagor genom helt
olika mekanismer (Goldfarb et al. 2015, Hoskisson et al. 2015). Till skillnad fran Pgl-
systemet sa forhindrar BREX-systemet att fagerna gar igenom en livscykel da de infekterar
cellen. Likt ett R-M system skiljer BREX-systemet mellan det egna och fagens DNA genom
att metylera det egna genomet (Figur 3). Dock satter denna process inte igang nagra
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degraderande processer av fagDNA. Istéllet sa avstannar fagernas reproduktion helt, men
fagens genetiska arvsmassa forblir komplett. Mekanismen bakom detta &r inte helt utredd men
sannolikt ar att proteiner som BREX kodar for interagerar med fagens proteiner eller
genetiska material och forhindrar dessa att fortga i fagens reproduktionsprocesser (Goldfarb et

al. 2015).
Q r Q
TAGGAG CL ; E%
BREX-beroende BREX-beroende inhibering av
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Figur 3: Overgripande bild 6ver BREX-systemets mekanism. Vid infektion marks bakteriens genom ut med
metyl-grupper pa det sista adeninet i sekvensen TAGGAG. Denna metylering anvands sedan av bakterien for att
sarskilja det egna genomet fran fagens DNA, da BREX-systemet inhiberar fagen att ga vidare i sin livscykel.

Genetiken bakom BREX-systemet

| majoriteten av de undersokta genomen aterfinns pglZ i en genetisk 6 med totalt sex gener
(Figur 3). Systemet kopplat till denna genetiska ¢ har dopts till typ-1 BREX-system. Forutom
pglZ, som kodar for ett fosfatas, sa hittades dven genen pglX, som kodar for ett
metyltransferas. Forutom detta har fyra gener till upptackts. Dessa gener kodar troligen for:

e Ett proteas, denna gen kommer hdadanefter att bendamnas som brxL.

e Ett RNA-bindande protein vars gensekvens ar valdigt lik genen for det RNA-bindande
antitermineringskopplade proteinet NusB. Denna gen kommer att bendmnas som
brxA.

e Ett protein med en ATP-hydrolyserande region (brxC) som delvis uppvisar homologi
med pglY fran Pgl-systemet.

e En gen vars funktion &nnu inte ar kand (brxB)

(Barrangou & Oost 2015, Goldfarb et al. 2015).

Dessa sex gener transkriberas som tva operon: ett med fyra gener (brxA-brxB-brxC-
pglX) och ett med tva gener (pglZ-brxL). Den transkriberade enheten med fyra gener
innehaller alltsa generna for: ett RNA-bindande protein, ett protein med en ATP-
hydrolyserande region, ett protein med ok&nd funktion och ett metyltransferas. Den andra
transkriberade enheten innehaller genen for ett proteas och genen for ett alkaliskt fosfatas
(Figur 3). Hur dessa olika proteiner ar verksamma under ett fagangrepp har &nnu inte
undersokts (Goldfarb et al. 2015).



BREX-systemets funktion

Vad man dock har kunnat konstatera ar att BREX-systemet inte &r verksamt pa samma sétt
som Pgl-systemet, trots att de delar ett par gener. BREX-systemet forhindrar fagerna att
genomga en hel generationscykel. Darmed sker ingen produktion av nya fager och nagon
lysering av celler kan inte heller uppvisas. Pgl-systemet har inte heller visat ndgon aktivitet
som forhindrat fagerna att inkorporera fagDNA i bakteriens genom. Denna fas i fagernas
livscykel forefaller dock BREX kunna inhibera. BREX-systemet forefaller inte heller fungera
som ett abortivt-infektions system da ingen storning i bakteriekoloniers tillvéaxt kan uppmatas
efter ett fagangrepp (Goldfarb et al. 2015, Hoskisson et al. 2015). BREX-systemet fungerar
dock inte genom att fager forhindras att ta sig igenom bakteriernas cellmembran eftersom
fagDNA kan aterfinnas inuti celler med BREX-systemet. Detta tyder ocksa pa att BREX-
systemet inte verkar genom att bryta ner fagens DNA sa som R-M system och CRISPR-Cas
system. BREX-systemet forefaller alltsa fungera genom att stora fagernas livscykel eller
replikeringen av fagens genom. Det &r troligt att denna paverkan férmedlas genom pglZ
och/eller brxL, eftersom bada proteinerna &r involverade i aktiviteter som kan modifiera andra
proteiner. pglZ och brxL transkriberas dessutom samtidigt i ett operon (Goldfarb et al. 2015).
Mojligt ar ocksa att brxA, det RNA-bindande proteinet som liknar NusB, kan ha nagon
inverkan pa de transkription- och translationsprocesser som fagen anvander sig av i bakterien.
BREX-systemet har aven uppvisat en viss tendens att forhindra replikeringen av frammande
DNA i form av plasmider, men detta forsvar ar inte alls aktivt i samma utstrackning som det
mot fager (Goldfarb et al. 2015).

Da BREX-systemet ar aktivt metyleras det bakteriella DNAt. Detta sker genom att pglX
metylerar det andra adeninet i TAGGAG-sekvenser i det bakteriella genomet. Férekomsten av
denna bakteriespecifika metylering tyder pa att BREX-systemet fungerar genom nagon typ av
mekanism liknande den i R-M system. Da bor metyleringen av TAGGAG-sekvenserna hjalpa
bakterien att skilja pa bakteriellt- och fag-DNA (Goldfarb et al. 2015). Men samma sekvens i
fagens DNA metyleras aldrig under infektion och darav kan man dra slutsatsen att bakteriens
mekanism till att skilja pa bakteriellt DNA och fagDNA inte ar fullstandigt sekvensbaserad.
Detta antyder att det finns ytterligare nagon form av mekanism som skiljer mellan bakteriellt
och icke-bakteriellt DNA. I denna sérskiljning bor pglX vara involverad, da den &r
metylerande proteinet i BREX-systemet (Goldfarb et al. 2015) men troligt &r dock att ett
annat protein i BREX-systemet dven ar medverkande i denna sérskiljningsmekanism.
Experiment har genomforts dar man inkorporerade ett BREX-system utan pglX-genen i en
stam av B. subtilis, utan nagon form av BREX-system. | samma experiment inkorporerades
aven ett fullstandigt BREX-system i samma stam (Goldfarb et al. 2015). Detta verkade inte
paverka bakteriernas eget genom men bakterier med detta muterade system uppvisade ingen
markbar resistens mot fagangrepp, vilket de med ett fullstandigt system gjorde. Dérav kan
slutsatsen dras att pglX &r en essentiell gen for BREX-systemets funktion.

Studier av andra typer av BREX-system

Som namnts tidigare ar genklustret som innehaller typ-1 BREX-systemet det som patraffats i
flest bakteriella genom, men det ar langt ifran den enda genetiska én som innehaller pglZ.
Aven Pgl-systemet har en liknande genetisk uppbyggnad (Sumby & Smith 2002), men
forutom detta sa har dven fyra till grupper av pglZ-innehallande genkluster hittats och
grupperats (Makarova et al. 2011, Goldfarb et al. 2015). Dessa fyra ytterligare grupper &r
valdigt lika typ-1 BREX-systemet och Pgl-systemet i sin uppbyggnad och delar manga gener
med dessa (Figur 4) (Goldfarb et al. 2015). Trots att dessa systems funktioner &nnu inte har
undersokts i nagon storre utstrackning ar det troligt att &ven dessa genetiska Gar utgors av
generna for forsvarssystem mot fager (Makarova et al. 2011, Goldfarb et al. 2015). Detta har
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bidragit till att en modell har tagits fram dar genkluster som innehaller pglZ har delats in i 6
undergrupper (daribland inrédknad Pgl-systemet) av system som tycks vara relativt genetiskt
konserverade. Var och en av dessa BREX-typer innehaller mellan fyra till atta gener (Figur
4). Denna indelning grundar sig i systemens sekvenslikhet och inte deras funktion. Detta
beror pa att da storre delen av dessa systems mekanismer inte ar utforskade &r det svart att dra
slutsatser om hur mycket typ-1 BREX-systemet och Pgl-systemet mekanismer skiljer sig fran
varandra.

. n A
BREX-system typ-1 m brxA - okand funktion
A 'Ts cry X z L B
- brxB - okand funktion
Cry
Pgl-system (BREX-system typ-2) D | brxCipglY - ATPas
D
w X ChY z Dt [ brxD - ATPbindande
E
- bixE - okand funktion
BREX-system typ-3 F
F crY Xl Hil z A [ ] brxF - okand funktion
ull
E brxHi - helikas
BREX-system typ-4 HiIl
ystem typ s bracHil - helikas
P cry yd L L
rxL - proteas
brxl
P
BREX-system typ-5 . brxP - PAPS reduktas
w
A crY B crY X 7z Hil ] pglVV - kinas
X
I | »ulX - DNA-metyltransferas
Xl
BREX-system typ-6 I | pgiXi - DNA-metyltransferas
E A B CrY X z D il z
1 pgiz - fosfatas

Figur 4: Strukturerna av de olika BREX-systemen (darmed inrdknad Pgl-systemet). Bilden visar de hitintills
upptackta generna i de olika BREX-systemen, deras position och deras enzymatiska aktivitet.

De olika BREX-systemen: en jamforelse

Genom att jamfora systemens genetiska uppbyggnad kan man dock spekulera kring hur dessa
olika systemens forsvarsmekanismer ar uppbyggda, beroende pa hur mycket de liknar
varandra. Genom denna jamforelse kan man se att typ-1 och typ-3 ar relativt lika i avseende
pa genuppsattning (Figur 4). Bada innehaller gener for ATPaser (pglY), fosfatas (pglZ) och
adeninspecifika metylaser (pglX/pglX1) (Goldfarb et al. 2015). Aven placeringen av dessa
gener i genklustret ar avsevart éverensstammande. BREX typ-3 innehaller dock inte en gen
for ett proteas (ett enzym som bryter ner bindningarna mellan aminosyror i proteiner) som
typ-1 gor (brxL). Istéallet innehaller den en gen (brxHII) for ett helikas (ett enzym som
separerar tva strangar av DNA eller RNA). Typ-3 systemet innehaller dessutom tva gener
med okand funktion, brxB och brxF (Goldfarb et al. 2015). Typ-5 BREX-system ar likt bade
typ-1 och typ-3 i sin genetiska uppbyggnad (Figur 4), da typ-5 innehaller nastintill samma
gener som typ-1, men saknar genen for ett proteas (brxL). Istéllet har typ-5 precis som typ-3
en gen for ett helikas (brxHII) (Goldfarb et al. 2015). Det &r darfor troligt att typ-1, typ-3 och
typ-5 systemen &r verksamma pa ett liknande satt: Bakteriellt och ickebakteriellt DNA skiljs
at genom metylering av pglX och pglXI och sedan paverkas fagens livscykelkopplade
processer pa ett satt som gor att fagens replikering avstannar. Det ar daremot troligt att
systemen paverkar olika faser eller processer hos fagerna, da deras genetiska sammanséttning
dock skiljer sig en del. Vilka processer dessa system paverkar aterstar att se vid framtida
studier av dessa genkluster.
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BREX-systemet typ-6 ar relativt likt bade typ-1 och typ-2 (Pgl-systemet) (Goldfarb et al.
2015). Eftersom BREX typ-1 och Pgl-systemet dock skiljer sig véldigt mycket at &r det svart
att dra nagra egentliga slutsatser om vad BREX-systemet typ-6 kan ha for funktion. Om
hypotesen att pglW, tillsammans med pglZ, aktiverar de degraderande processerna i cellen
vid en faginfektion ar korrekt (Hoskisson et al. 2015), kan man tanka sig att detta inte
kommer ske via ett BREX-system typ-6. Detta pa grund av att pglW inte verkar existera i typ-
6 systemet, da det inte ar narvarande i genklustret. BREX-systemet typ-4 saknar helt genen
for det DNA-metylerande proteinet som alla de andra BREX-systemen uppvisar (pglX/pglXl)
(Figur 4). Istallet har typ-4 en gen for ett fosforadenylyl-sulfat-reduktas (Goldfarb et al.
2015). Detta enzym har dock nyligen upptackts i ett annat forsvarssystem mot fager dar
bakteriellt DNA skiljs fran ickebakteriellt DNA genom att bakteriens DNA marks ut med
svavelforeningar istéllet for metylering (You et al. 2007, Wang et al. 2007, Wang et al.
2011). Darfor kan man resonera att BREX typ-4 systemet kan ha en liknande funktion som
BREX typ-1 men att det icke bakteriella DNAt mdjligtvis skiljs fran det bakteriella med hjalp
av svavelinnehallande féreningar och inte med hjélp av metylering.

Diskussion

De nyupptackta forsvarssystemen ar i fraga om genetisk uppbyggnad relativt lika, men anda
har typ-1 BREX-systemet och Pgl-systemet uppvisat helt olika mekanismer. Man kan fraga
sig om det verkligen &r rimligt att dela in forsvarssystemen efter deras genetiska komposition.
D& man annu inte undersokt mekanismen bakom alla de foreslagna BREX-systemen sa kan
detta vara det enda indelningsupplagget som vi just nu kan ta till bruk. Viktigt &r dock att inse
att den genetiska likheten mellan BREX-systemen inte dverhuvudtaget korrelerar med den
genetiska likheten mellan genomen som BREX-systemen finns i. De genetiska 6arna som
BREX finns i tycks ofta ga igenom horisontell gendverféring och finns spridda dver en
mangd olika bakteriestammar (Goldfarb et al. 2015). Aven om det finns en méjlighet att
systemens mekanismer skiljer sig at, ar det dnda troligt att deras funktioner &r relativt lika
varandra. Detta pa grund av deras lika genetiska komposition (Goldfarb et al. 2015). Aven
andra forsvarssystem fungerar genom helt olika mekanismer, men har samma slutresultat och
har darigenom delats in under samma namn, till exempel abortiva-infektions system. Darfor
ar den ovan beskrivna indelningen av dessa system inte helt ologisk och kan vara passade att
anvanda tills en djupare forstaelse av dessa systems mekanismer har uppnatts.

Mojliga utgangspunkter for framtida forskning

For att fa en djupare forstaelse for dessa mekanismer kravs fortsatt forskning inom detta
omrade. Den mest logiska metoden for att fa detta r att undersoka systemen med utokade och
Overgripande biokemiska, genetiska och strukturella studier (Goldfarb et al. 2015). Dessa
studier skulle sékerligen vara mycket givande, men dven tidskravande och antagligen aven
ganska resurskravande. Detta ar dock inte de enda majliga utgangspunkterna for att fortsatta
studera dessa system.

En majlig utgangspunkt for framtida forskning ar att fortsatta genomfora genetiska studier av
prokaryota genom och jamféra de system man hittar med varandra. Eftersom de gener man
hittills funnit har hittats klustrade i genetiska 6ar, och eftersom det &r troligt att aterfinna
forsvarssystem i just sadana genetiska 6ar (Makarova et al. 2011), bor fokus under framtida
genetiska studier ligga pa dessa genetiska 6ar. Man bor av samma skal inte heller lagga stor
fokus pa slaktskapen hos de organismer man letar efter dessa system hos. Detta da genetiska
oar ofta genomgar horisontell gendverforing (Goldfarb et al. 2015). Enligt de senaste
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forskningsrapporterna, dar data om BREX-systemen &r tagen ifran, har relativt fa archéiska
genom undersokts (Makarova et al. 2011, Goldfarb et al. 2015). Det vore intressant att i
framtida studier dven lagga fokus pa archéer och deras genom, da manga bakteriella
forsvarssystem dven aterfinns hos archéer (Makarova et al. 2013). Da CRISPR-Cas systemet
tycks vara ett relativt viktigt prokaryot forsvarssystem som ger ett potent skydd mot manga
fager (Hille & Charpentier 2016) kan det tyckas udda att en stor méngd bakteriers genom inte
innehaller ett CRISPR-Cas system. Manga av dessa stammar tycks dock innehalla ett antal R-
M system for att véga upp for denna avsaknad (Burstein et al. 2016). Det skulle vara
intressant att i hogre grad undersoka vilka andra forsvarssystem som dessa stammar har for att
vaga uppfor bristan av ett CRISPR-Cas system, och undersoka om deras genom mojligtvis
innehaller nagon form av BREX-system.

Att undersoka de olika systemen i relation till de fager de eventuellt ger resistens mot kan
aven ge oss ledtradar om hur dessa system fungerar. Genom sekvensering av fagernas genom
och studier av vilka mekanismer som fagerna anvander sig av i sin livscykel, kan vardefull
information inférskaffas. Denna information kan sedan jamforas med likande information
fran fager som systemen inte ger resistens mot. Eventuella skillnader i hur systemen
oskadliggor fagerna och var i fagernas livscykel som dessa system ar aktiva kan vara till hjélp
for framtida forstaelse inom amnet.

Vissa av de undersokta fagerna uppvisar resistens gentemot BREX, vilket tyder pa att det har
evolverat fram forsvar mot BREX-systemens mekanismer hos vissa fager. Hos vissa fager
tycktes detta forsvar vara fullstandigt, medan hos andra fager gav det ett avsevart, men inte
fullstandigt forsvar. (Goldfarb et al. 2015). Detta har observerats hos andra forsvarssystem
mot fager (Bondy-Denomy et al. 2013), och ar nastan forvantat da detta skulle vara en logisk
konsekvens av samevolution mellan fager och mikrober (Stern & Sorek 2011). Genom att
undersoka vad som skiljer dessa resistenta fager gentemot icke-resistenta fager kan ledtradar
fas om vilka processer som BREX-systemen attackerar, och hur de attackerar dess processer.

Majliga anvandningsomraden for denna kunskap

Da var kunskap om BREX-systemen till stérsta del &r bristande i nuldget, ar det svart att dra
nagra slutsatser rérande vilka anvandningsomraden denna kunskap kommer att ge gagn i.
Dock har en del viktiga upptackter gjorts som kan vara vérda att resonera kring. BREX sprid
till betydande del med hjalp av horisontell gendverforing, 6ver en mangd olika bakteriella-
och arkéstammar (Goldfarb et al. 2015). Detta tyder pa att systemen fungerar i isolerade,
tydligt avgransade och autonoma genkassetter som kan integreras i en mangd olika
genomiska komplex. BREX-system Typ-4 har dessutom visats kunna dverforas och
inkorporeras i en stam tidigare utan detta system, fran en annan art av samma slékte (Goldfarb
et al. 2015). Det inkorporerade BREX-systemet gav da ett aktivt férsvar mot samma fager
som i den art som systemet togs fran. Dessa resultat tyder pa att det med stor sannolikhet
overfors olika BREX-system mellan olika slakten och stammar, vilket ocksa betyder att det
Overfors resistens mot fager. Mojligheten att 6ka en bakteriestams resistenskraft gentemot
vissa fager skulle kunna vara en anvandbar majlighet inom omraden dar det ar av vikt att
behalla en icke infekterad grundkultur av bakterier. Ett exempel pa ett sddant omrade kan
finnas inom matproduktionen. Faginfektioner hos bakteriefamiljen Lactobacillaceae skapar
ofta stora problem inom produktionen av mjolkprodukter (Allison & Klaenhammer 1998).
Om nagon utav BREX-systemen vid framtida studier visar sig ge ett effektivt skydd mot fager
som attackerar Lactobacillaceae kan kunskapen om detta system vara till stor anvéndning.

En mojlig anvandning av BREX-systemen inom forskningen &r som en selektionsmarkor. Om
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ett BREX-system kopplas till en annan gen och sedan inkorporeras i ett genom bor man
kunna selektera fram de bakterier som tagit upp generna. Detta genom att sedan behandla
bakterierna med en fag som BREX-systemet ar verksam mot (och som bakteriestammen
saknar ett annat typ av forsvar mot). De bakteriekolonier som dverlever fagbehandlingen
borde vara de som lyckats ta upp BREX-systemet och darmed ocksa den gen som kopplades
till detta system. Likande selekteringsmetoder anvands redan inom mikrobiell forskning men
da anvands ofta till exempel antibiotikaresistens eller metabolisk kolkalla som
selektionsmarkor.

BREX-system typ-1 degraderar inte fagens DNA utan forhindrar fagen att fullfélja sin
livscykel genom nagon annan mekanism (Goldfarb et al. 2015). Studier av denna typ av
forsvarstaktik kan komma att 6ka var forstaelse for olika fagers livscykler. Vid vidare studier
av denna typ av avbrytning av processer, kan mojligheter uppkomma till att manipulera vilka
och hur dessa processer avstannar. Om detta skulle vara moéjligt kanske detta forsvarssystem
kan manipuleras sa att dess resistens antingen breddas eller minskas. Ett anpassningsbart
forsvarssystem mot fager skulle kunna komma att bli ett mycket anvandningsbart verktyg
inom biotekniken. Som tidigare namnt sa ar var kunskap om dessa system dock alldeles for
begransad for att kunna dra nagra sakra forutsagelser om hur kunskapen om dessa system
kommer att kunna paverka framtida forskning. Likvél har omradet potential att bidra med
vardefull information som kan vara till anvandning dven utanfor det direkta
forskningsomradet.
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[Nyupptackta forsvarssystem mot fager — mekanismer, funktioner

och mojliga utvecklingar]
Marten Ljungberg
Sjalvstandigt arbete i biologi 2015

Etikbilaga

Né&r det kommer till genetiska analyser och experiment finns det en mangd olika aspekter att
diskutera. I den har texten kommer jag att fokusera pa fragan om man borde lagga resurser pa
ett sa relativt outforskat omrade inom forskningen om forsvarsmekanismen.

Omradets relevans

Forsvarssystemen mot fager hos bakterier och arkéer har utforskats ganska djupgaende och
manga upptackter har gjorts som har lett till stora forskningsframsteg. Ett exempel &r
CRISPR-Cas som har bidragit och fortsatter att bidra med nya utvecklingar inom biotekniken
sen dess att systemet upptacktes. Nar det finns sadana lovande forskningsomraden, kan man
stalla sig fragan varfor vi da ska lagga resurser pa att famna i blindo kring system som kanske
bara visar sig fungera pa liknande satt som vi utforskat forut? For att bemota detta argument
mot en fortsatt forskning kan det poangteras att det inte finns ndgon som vet vilka
forskningsomraden som kommer leda till vilka utvecklingar. For att kunnat upptacka och
utveckla nya tekniker maste man ibland lagga lite energi pa att utveckla grundkunskaperna
och lagga grunden for fortsatta studier.

Forskningen om forsvarssystem mot fager har tidigare lett till viktiga upptéackter och
utvecklingar. Pa grund av det ar det kan man tycka att det ar rimligt att lagga resurser inom
omradet, da liknande forskning har visat sig led till utvecklingar utanfor det egna
forskningsomradet. Det som motsatter detta argument ar att vi har en stérre inblick i
exempelvis CRISPR-Cas systemet och mgjligheterna som detta kan leda till. Dessa
mojligheter ar mer lovande &n nagot som vi hittills sett inom Pgl och BREX. Vi kan inte
forutsatta att utvecklingarna kommer att dyka upp bara for att det gjorde vid studier av andra
system.

Detta ar langt ifran den kostsammaste av forskning och en lovande majlighet till 6kad
forstaelse som kan appliceras pa mer &n bara detta forskningsomradet ar mer &n tillrackligt
skal till att forsoka utoka var kunskap inom detta omrade. Dock &r den mest direkta
utgangspunkten for denna forskning 6vergripande biokemiska, genetiska och strukturella
studier. Dessa studier ar dock nagra av de mest kostsamma alternativen och darav foreslar jag
att andra typer av forskningsmetoder och utgangspunkter bor 6vervagas.

Forskningsetik

Jag tycker mig ha anvant mig av tillforlitliga kallor. Jag har till storre delen anvant mig av
forskningsartiklar, vilka jag har last igenom noggrant och kollat upp forfattarna och
tidskriften som den publicerades i. Jag har férutom priméararticklar anvant mig av
reviewartiklar och en kalla fran ett storre litterart verk. Nar jag anvant mig av dessa kéllor har
jag ofta dessutom anvant mig av ett flertal kéllor for samma information for att sakerstélla att
informationen var korrekt. En utav mina referensartiklar har jag dock inte last, da jag tyvarr
inte kunde fa tag pa denna artikel utan att betala en stérre summa pengar samt da denna
artikel ar skriven pa ryska skulle jag anda inte kunna lasa denna. Jag var dock tvungen att
referera till denna artikel da den inneholl en stor del av originaldata om ett av de huvudsakliga
amnena som jag skrev om. Jag fick darfor forlita mig om att de slutsatser som drogs i
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artiklarna som refererade till denna ryska artikel var korrekta. Jag har forsokt att ange kéllor
overallt dér asikterna, slutsatserna och argumenten som namns inte ar mina egna.
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