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CRISPR-Cas — systémy adaptivni odpovédi
CRISPR = clustered regularly interspaced short palindromic repeats

- Objev kratkych usporadanych repetici prerusovanych nerepetitivnimi kratkymi sekvencemi (mezerniky)
v r. 1987 u E. coli — Yoshizumi Ishino a kol. v Osace

- Geneticka struktura téchto lokust véetné gent Cas popsana v r. 2002 — Jansen a kol.

-V r. 2005 popsana podobnost mezi sekvencemi mezernikt v CRISPR-ech a sekvencemi mobilnich
genetickych element( (fagy a plazmidy)

- Predstava o funkci CRISPR-U prokdzana experimentdalné v r. 2007, kdy bunky Streptococcus thermophilus
ziskaly rezistenci vici bakteriofagim po zaélenéni ¢asti fdgového genomu do genomu téchto bakterii

- Dnes popsany u 90% genomu archei a 40% eubakteridlnich genom

VYUZITI PRI EDITACICH GENOMU

Celkovy pocet genomii | Obsahujici CRISPR | procentuélni zastoupeni
Archaea 232 202 87%
Bakterie 6782 3059 45%
Celkové 7014 3261 47%




CRISPR a editace genomu — ¢asova osa nejvyznamnéjsich objevti
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CRISPR-Cas systém
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Struktura CRISPR-Cas systému

Struktura CRISPR lokusu

CRISPR lokus
I mezerniky |
I cas geny vedouci sekvence \ /
repetice
cas operon

Casti CRISPR-Cas systému:

1. CRISPR lokus — velmi variabilni, tvoren mezerniky (spacer) a repetitivnimi oblastmi, ohranicen pfimymi repeticemi
- repetice maji primérnou délku 28 — 37 bp, pocet variabilni, tvori vlasenkovou strukturu
- mezerniky (spacery) — odpovidaji sekvencim MGE (fagy, plazmidy), délka 26 — 72 bp (az stovky bp,

variabilni)
- v CRISPR lokusu cca 50 mezernik( (neplati ale vidy, napt. 588 repetic v pripadé genomu Haliangium

ochraceum)
- pocet CRISPR lokusli v genomech — variabilni (nejcastéji dva-tfi CRISPR lokusy, ale napt. rod

Methanocaldococcus az 19 CRISPR lokusl v genomu.
2. Cas endonukleazy — geny cas asociované s CRISPR lokusem, lokalizace v tésné blizkosti, riizné funkce v procesu
adaptivni imunity, celkem cca 45 proteinovych rodin — hlavni ukazatel pro klasifikaci CRISPR-Cas systémi
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Fungovani systému CRISPR-Cas a jeho struktura
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Mechanizmus CRISPR-Cas systému se sklada ze tri fazi. V prvni fazi — adaptaci, dochazi k ziskani mezernikové sekvence a
zaclenéni do CRISPR lokusu (fialovy ¢tverec) mezi repetice (R). V dalSi fazi dochazi k expresi cas genu a transkripci CRISPR
lokusu, vznika pre-crRNA. Ta je nasledné zpracovana na crRNA. V posledni fazi dochazi k navedeni efektorového
komplexu/proteinu pomoci crRNA na cilové misto v genomu. Nasleduje sestfih a degradace cizi nukleové kyseliny.



CRISPR lokus
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Faze adaptace — zaclenéni mezerniku
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Vystrizeni sekvence prekurzoru mezerniku z cizi
molekuly DNA - integrace do CRISPR lokusu jako
mezernik - zajiSténa imunitni odpovéd pri opakované
infekci

Ucastnici se komponenty: proteiny Cas1 a Cas2,
vedouci sekvence a prvni CRISPR repetice

Casl a Cas2 — 1 operon — strukturni komplex tvoren
Cas2 dimerem, vazajicim dva Casl dimery — komplex s
endonukleazovou aktivitou

Komplex Casl a Cas2 vklada mezerniky mezi vedouci sekvenci ( dlouhy usek bohaty na A-T, lokalizovany po sméru
transkripce vedle repetic s mezerniky) a prvni repetici

Vedouci oblast obsahuje — promotor pro transkripci crRNA a rozpoznavaci sekvenci

Vkladani mezernikd vidy na 3' konec vedouci sekvence - naposledy ziskany mezernik vidy nejblize k vedouci sekvenci
Prekurzory mezernikl — obsahuji 2 — 5 nukleotidové motivy pfiléhajici k vlastni sekvenci mezerniku — tzv. PAM

sekvence — nutna béhem faze interference - navazani efektorového systému na mezernikovy prekurzor

RecBCD (exonukleazova aktivita, RM systém, rozpoznavani Chi mist - 8 bp) degraduje linearni dsDNA a tvori ssDNA
fragmenty — substrat pro zisk novych mezernik
Kompletni spojeni retézcl — DNA polymeraza a ligaza



Casl a Cas2 komplex — zaclenéni mezerniku
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Faze exprese

Faze exprese zahrnuje: jak regulaci cas genu, tvorbu efektorového Cas komplexu, transkripci CRISPR lokusu a vznik

crRNA
prepisem CRISPR lokusu vznika dlouha prekurzorova CRISPR RNA (pre-crRNA), u které dochazi ke Stépeni v oblasti

repetitivnich sekvenci

molekula crRNA - jedna mezernikova sekvence obklopena ¢astmi repetic

Zpracovani pre-crRNA se lisi mezi tfidami CRISPR-Cas systém(
Trida I. — endonukleazova aktivita Casé (typ Il a lll)

Trida Il. - proces zahrnuje také expresi malé trans-aktivujici CRISPR RNA (tracrRNA). Ta se paruje s repeticemi
pre-crRNA transkriptu a duplex je stépen v repetitivnich oblastech hostitelskou RNazou lll

A Genomic CRISPR locus

Maturation and interference Adaptation
I U - -
tracrRMA casd casl cas2 c¢snd
1T N ) ) ——momemomemomon
l ...:IJ | | [ |
Cas operon CRISPR repeat-spacer array

B tracrRMNA:crENA co-maturation and Cas9 co-complex formation

pre-crRENA {precursor crEMNAY

tracrEMA

Type II-A CRISPR-Cas systém
10



Faze interference — degradace cilové nukleové kyseliny za vyuziti crRNA jako navadéci molekuly a Cas proteinu

Interference:
- Interakce molekuly crRNA s komplementarnimi useky nukleovych kyselin na invazivnich MGE

- Efektorové nukleazy Cas cizorody geneticky material degraduiji
CRISPR-Cas I. tridy - multiproteinovy komplex Cascade (tvoreny Cas proteiny) navazan na dsDNA a Stépeni

zprostredkovava efektorova nukleaza Cas3, ktera neni soucasti komplexu
CRISPR-Cas Il. tridy - duplex dvou RNA (crRNA a tracrRNA) doplnén jedinou efektorovou nukleazou Cas9, ktera

identifikuje i degraduje cizorody geneticky element.

Type lI-A CRISPR-Cas systém
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Faze exprese a interference
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Fungovani systému CRISPR-Cas - shrnuti

@ Phage or plasmid DNA

PAM: protospacer-adjacent motif (example) (CT/AT)
ps,: proto spacer

B Construction of CRISPR array: adaptive phase

(CTTTCGCAGACGCGCGGCGATACGCTCACGCA),

(Strain A(2)

cas genes Spacer,
Bacterial chromosome

; Phage
PAM ps,

|

Strain A(2)
acquires spacer,

Phage DNA

cas genes

PAM ps,

_ o
Strain A(3) meins J

Bacterial chromosome

2. Prekurzor mezerniku (protospacer) (ps,) z faga nebo
plazmidu vyznacujici se stejnou sekvenci jakou ma néktery

z mezerniku (spacerti) (s,) v CRISPR. V sousedstvi prekurzoru
mezerniku (protospaceru) se nachazi sekvence PAM
(protospacer-adjacent motif), ktera identifikuje protospacer
jako sekvenci, ktera ma byt CRISPRem pfijata.

B. Faze adaptace — vyclenéni sekvence prekurzoru mezerniku
(protospaceru) — zaclenéni nového mezerniku do CRISPR
lokusu

Jeden nebo vice Cas proteinl rozpozna sekvenci PAM na vstupuijici
fagové DNA a zacleni prilehlou sekvenci psn jako novy mezernik s, do
CRISPRové oblasti, na jeji konec nejblize vedouci sekvence. VSechny
ostatni CRISPRy se posunou doprava, pricemz ten posledni vpravo je
odstranén.
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C Roles of CRISPR functions in defense: immunity phase

Strain A(3)
8 A pd. b4l '
Cas proteins&m\ms—> T T T
I ¢ &t et
Pre-crRNAs o~~~ N

cas genes Spacer),
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W,
l Subsequent infection by same phage
Phage
Strain A(3)
l\Phage DNA ,u’*é“,,« o
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“Guide RNAs” bd_ 4.

sdb"q.’

cas genes Spacer,

Bacterial chromosome

Expression of

“CRISPR system”

Phage
DNA degraded

v

Site

ni CRISPR — transformace, transdukce

Imunitni faze:

Zacileni vstupujici protospacerové sekvence prekurzoru
mezerniku na fagové DNA.

Sestava mezernikl véetné repetitivnich oblasti (CRISPR
lokus) je pfepsana do jedné dlouhé molekuly RNA (pre-
crRNA), ktera je Stépena v repetitivnich sekvencich za
vzniku molekul crRNA, z nichz kazda obsahuje sekvenci
jednoho mezerniku.

Kdyz bunku infikuje stejny typ faga, dojde k parovani
crRNA obsahujcici sekvenci s, s identickou sekvenci
prekurzoru mezerniku (protospaceru) ps, ve vstupujici
fagové DNA a jeden nebo vice Cas protein v ni Stépi
protospacery, ¢imz faga inaktivuiji.
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Fungovani systému CRISPR-Cas - shrnuti
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Klasifikace CRISPR-Cas systému
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CRISPR-Cas systémy:
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nékolika cas geny a je tvorena subtypy |, lll a IV
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Organizace efektorového komplexu riznych typti CRISPR-Cas systému
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Strategie fagu k prekonani systému CRISPR-Cas
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Nature Reviews | Microbiology

a)

b)

Mutace ve fagovych protospacerech nebo v sekvencich PAM
navozuji rezistenci k interferenci, nebot neni splnén poZadavek
na komplementaritu mezi crRNA a cilovou DNA.

systém u lyzogenli Pseudomonas aeruginosa. Fagem kédovany
anti-CRISPR protein (@ ) blokuje interferenci zabranénim
vytvofeni nebo plsobenim komplexti CRISPR-Cas. ? Tento
protein muzZe byt zabalen do kapsidy a pak koinjikovan pfi
nasledné infekci, nebo mtize byt vytvaren bezprostiedné po
injekci fagové DNA do bunky.

c) Systém CRISPR-Cas u fagu Vibrio cholerae. Po vstupu fagové DNA

do bunky jsou exprimovany virové crRNA a cili na dosud
necharakterizovany antifagovy systém V. cholerae. Tento systém
je lokalizovan v lokusu podobajicimu se fagem indukovatelnému
chromozomovému ostrovu (PICI), oznacovanému jako PICI-like
element (PLE). Spacery ve fagovém CRISPR lokusu jsou
komplementarni k sekvenci PLE, a pusobeni mechanismu
CRISPR je schopno specificky zacilit na tento geneticky element a
inaktivovat ho.
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Evoluce CRISPR-Cas systémui

Endonukledza Casl — ne vzdy soucasti CRISPR lokusu, nékteré geny podobné transpozonlm s termindlné
obracenymi repeticemi — caspozony, Casl — casponaza — soucasti DNA polymeraza B — replikativni transpozony
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Evoluce CRISPR-Cas systémui
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Type V
— insertion of TnpB-encoding transposon

- fusion with adaptation module and
possibly some components of effector module

ancestral adaptive immunity system

— fusion of casposon with cas10-like gene involved

in innate immunity
— CRISPR repeats evolved from terminal repeats of casposons
— acquisition of Cas2-like toxin from toxin-antitoxin system

ancestral Class 1 system

— fission of Cas10-like protein and duplication of RRM domains

ancestral Type |l system
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oo Systems

Type VI

— fusion of innate immunity protein with HEPN domain
— duplication of HEPN domain
— fusion with adaptation module and

possibly some components of effector module
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Genetic engineering of a temperate phage-based delivery system for CRISPR/Cas9 antimicrobials against
Staphylococcus aureus
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