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Dessa uppdateringar och forslag till fordjupningsldsning ar avsedda att formedla
dynamiken i dagens mikrobiologi, genom att fokusera pa specifika delomraden och dar
presentera en del pagaende forskning. For att underlatta for studenter att fordjupa sig i
dessa omraden ar texten forsedd med kéllhdnvisningar, saval till
sammanfattningsartiklar som till originalarbeten. Sidhdnvisningarna avser andra
upplagan av "Introduktion till mikrobiologi”.

Kapitel 2 HACCP

HACCP (sid 21) ar en riskanalys i samband med livsmedelstillverkning. Den beskrivs pa
svenska som "riskanalys och kritiska kontrollpunkter” eller "faroanalys och kritiska
styrpunkter”.

Wierup och Kristoffersen! har anvdnt metoden for att visa hur man kunnat hindra
Salmonella-kontaminering av sojabonor vid framstallning av djurfoder, dar 34 % av
ravaran var Salmonella-kontaminerad. Sojabonorna importerades fran Sydamerika till
en fabrik i Norge. Ett HACCP-baserat kontrollprogram genomfoérdes 1994-2012, dar
fabriken forst delades upp i "rena” och "mindre rena” omraden. Harefter inférdes strikta
rutiner nar det gallde personalens kunskaper, design av apparatur, byggnader, logistik,
underhall och stadning. Personalen samlades ocksa regelbundet for information.
Darefter valdes de kritiska punkterna i tillverkningsproceduren ut, och arligen togs
4000 prover vid olika steg i framstéllningen av djurfodret. Dessa prover analyserades
genom konventionell odling eller med PCR. Salmonella kunde isoleras fran omgivningen
runt fabriken i bade i rena och mindre rena delar av sjalva fabriken. Daremot
patraffades ingen Salmonella i det fardiga djurfodret, vilket visar att riskanalysen
fungerade optimalt.

Kapitel 3 Endosporbildning hos Clostridium difficile

Alla endosporbildare som undersokts kodar for samma sporuleringsreglerande faktorer
("generalregulatorn” Spo0A och sigmafaktorerna cF, oE, G och 6K), och komplexiteten
i endosporbildningen talar for att den inte 6verforts horisontellt.2 Det ar darfor latt att
tanka sig att sporulering skulle fungera ungefar likadant hos alla endosporbildare, ocksa
hos Clostridium och Bacillus som skildes evolutionsmassigt for mycket lange sedan.2
Regleringen av bildningen av endosporer hos Bacillus har varit kind sedan lange. Har
fungerar de fyra sigmafaktorerna sekventiellt, sa att nastkommande sigmafaktor styrs
av den foregaende. Flera undersoékningar under senare ar har dock visat pa skillnader
mellan Clostridium och Bacillus.

Pereira och medarbetare fann att sporuleringen hos C. difficile styrdes av de fyra
ovannamnda sigmafaktorerna som ar homologa till dem hos B. subtilis, men de fyra
klostridiesigmafaktorerna var inte sa strikt sekventiellt reglerade som i B. subtilis.3 En
av sigmafaktorerna (oK) var inte ens nédvandig for bildandet av virmeresistenta

1 Wierup och Kristoffersen (2014) Acta Veterinaria Scandinavica 56:41
2 de Hoon m.fl. Curr Biol 20: R735-R745
3 Pereira m.fl. (2013) PLOS Genetics 9:e1003782



endosporer. Koordineringen av genuttrycket i klostridiemodercellen och den blivande
sporen kan darfor inte vara lika strikt som i B. subtilis.

Fimlaid och medarbetare fann ocksa olikheter mellan C. difficile och B. subtilis i hur
sigmafaktorerna verkade.* Med hjidlp av RNA-sekvensering och sigma-defekta mutanter
fann de att totalt 224 gener hos C. difficile reglerades av sporuleringssigmafaktorerna
(att jamfora med ca 300 hos B. subtilis?). Av dessa var 82 tidigare okdnda
sporuleringsgener och 16 saknar ortologer (en ortolog gen ar homolog till en gen hos en
annan art) i Bacillus subtilis.

Clostridium har fatt stor uppmarksamhet under de senaste aren eftersom C. difficile (se
sid 179) numera ar en mycket fruktad tarmpatogen som kan ge livshotande diarréer hos
framfor allt dldre och immunsvaga personer. USA:s smittskyddsinstitut, CDC (Center for
Disease Control and Prevention) har ansett att denna bakterie ar det storsta hotet nar
det giller antibiotikaresistens i USA. Det dr egenskapen hos C. difficile att bilda
endosporer under strikt anaeroba férhdllanden som ar orsaken till dess hoga
patogenitet. Om inte bakterierna kan bilda sporer dér de snabbt i narvaro av luftens
syre, men sporerna klarar sig i en syrerik miljo. Hos den som fatt i sig sddana
endosporer genom fodan kommer sporerna att germinera till vegetativa bakterier nar
de kommer i kontakt med gallsalter. De bildar sedan tva toxiner A och B som orsakar
symtomen. Det behdvs effektiva ldkemedel for att bekdmpa C. difficile-infektioner.
Sporbildningen ar en viktig angreppspunkt, men ovanstdende visar att den kunskap om
endosporbildning som erhallits genom studier av B. subtilis inte kan utnyttjas direkt
eftersom sporbildningen uppenbart skiljer sig mellan dessa tva endosporbildare.

Kapitel 4 Porer i biofilm

Biofilmbildande bakterier orsakar svarbehandlade infektionssjukdomar hos manniska
(sid 169). En viktig aspekt av biofilmer ar de kanaler som genomtranger filmen (sid 92,
figur 4.17) och tillater en vatskegenomstromning som 6kar biofilmbakteriernas
tillvaxtformaga. Houry och medarbetare> har visat pa en helt okdnd mekanism bakom
bildningen av dessa kanaler, och 6ppnar fér en ny mojlighet att behandla bakteriella
biofilmer.

En subpopulation av planktoniska celler med flageller (simmarceller) visade sig
kunna ta sig djupt in i bildad biofilm och ddrigenom orsaka temporéara porer i biofilmen.
Mellan 0,5 och 1 % av cellerna i biofilm av Bacillus thuringiensis utgjordes av
simmareceller. Simmarcellerna var alltid flagellerade och mutanter som inte kunde bilda
flageller kunde heller inte bilda simmarceller. Forskarna har pa film visat hur dessa
bakterier bildar porer (se lank i artikeln®> "Movie S1”). Dar gar det ocksa att se att
porerna dr cirka 10 ganger storre dn bakterierna. Forskarna kunde konstatera att dven
biofilm bestaende av Yersinia enterocolitica och Pseudomonas aeruginosa inneholl
simmarceller som kunde bilda porer. Ju dldre biofilmen blev desto svarare var det for
simmarcellerna att bilda porer, och de rorde sig langsammare. Biofilm av stammar av
Enterococcus faecalis, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus och Listeria
monocytogenes som var defekta i bildningen av simmarceller kunde ocksa angripas av
Bacillus thuringiensis-simmarceller, vilka bildade porer i denna heterologa biofilm.

Biofilm bildad av Staphylococcus aureus kunde goras mera kanslig for
bensalkonklorid (ett kemiskt desinfektionsmedel) genom tillsats av tva olika stammar

4 Fimlaid m.fl. (2013) PLOS Genetics 9:e1003360
5 Houry m.fl. (2012) Proc Natl Acad Sci USA 109:13088



av simmarceller fran Bacillus thuringiensis. Biofilmen behandlades med ingen, en eller
bagge Bacillus-stammarna i fyra timmar och darefter bensalkon i fem minuter, varefter
stafylokockernas levande celltal bestimdes. Desinfektionsmedlet ensamt sankte
levandehalten atta ganger, desinfektionsmedel plus férbehandling med en bakteriestam
sankte halten ca hundrafalt, och om biofilmen férbehandlats med bagge
bakteriestammarna sianktes halten av Bacillus-stammen mer dn 300 ganger. Genom att
klona genen for lysostafin (ett cellviggsendopeptidas fran stafylokocker) i simmarceller
fran Bacillus thuringiensis och sedan infektera stafylokockbiofilmen med dessa kunde
forskarna avddda alla stafylokocker i biofilmen inom 24 timmar.

Resultaten visar att har finns en helt ny angreppspunkt nar det giller patogena
biofilmbildande bakterier. Den subpopulation som har den har férmagan att bilda porer
ar sa liten att den tidigare aldrig noterats. Det finns nu nya mojligheter att anvanda
genetiskt forandrade Bacillus thuringiensis-bakterier for att fa in bakteriedédande
amnen i sjukdomsorsakad biofilm vid infektioner i t.ex. huden, ndsan eller
matsmaltningskanalen. Genom porbildningen sanks ocksa koncentrationen av
lakemedel som behovs for att avddda de biofilmbildande bakterierna drastiskt.

Kapitel 5 "Lagom” horisontell genoverforing

Bakterier dar beroende av horisontell genoverforing for mycket av den variation som
mojliggdér anpassning till nya omstandigheter. Samtidigt ar bakteriernas 6verlevnad
beroende av att komplexa enzymsystem forblir intakta och kan genomféra nédvandiga
metaboliska reaktioner. Inaktivering eller ersattning av en gen som kodar for ett av
enzymen i dessa komplexa system kommer sannolikt att omintetgdra systemets
funktion, till skada for bakterien. Flera olika mekanismer sdkerstéller att mestparten av
frammande DNA som kommer in i cellen omintetgors eller reduceras i storlek sa att
ingen eller bara ett fatal av dess gener kan tas upp horisontellt. Har beskrivs tva av dessa
mekanismer.

CRISPR-Cas (sid 259). Detta ar det ndrmaste bakterier och arkéer kommer ett adaptivt
immunforsvar. Efter en infektion som bakterien eller arkéen 6verlevt sparas kopior av
DNA-sekvenser (mellansekvenser, “spacers”) fran invaderande genom (virus,
plasmider) i kluster mellan korta upprepade palindromiska sekvenser pa jaimna avstand
fran varandra (clustered, regularly interspaced, short palindromic repeats, CRISPR).
Dessa sparade kopior kommer att utgéra minnen av tidigare infektioner; de dldsta
minnena ligger forst i ett kluster, och klustret byggs hela tiden ut allt eftersom cellen
overlever nya infektioner. Detta kan ge ett skydd vid senare invasioner sa som beskrivs
nedan - adaptivt forsvar! Men till skillnad fran manniskans adaptiva immunforsvar ar
detta system arftligt, eftersom sekvenserna befinner sig i kromosomalt DNA som
overfors till dottercellerna vid celldelning. Olika CRISPR-regioner i samma
bakteriegenom kan ligga pa olika stillen i kromosomen och innehalla helt olika
mellansekvenser. Ungefar halften av alla studerade bakterier, och mer an 90 % av alla
studerade arkéer, har CRISPR-system.

Fenomenet beskrevs for mer dn tio ar sedan, men forstdelsen av systemet har
drojt.6 I bakteriecellen transkriberas och processas mellansekvenserna till sma RNA-
molekyler (crRNA) motsvarande hela eller delar av en mellansekvens samt en del av den
upprepade palindromiska sekvensen. Nar samma eller narbesldktat DNA pa nytt

6 Hynes och Moineau (2014) Microbe 9:204; se ocksa Lundgren (2014) Forskning och Framsteg juli: 34-39



kommer in i cellen, vid en ny infektion eller DNA-6verforing, kan crRNA:t kdnna igen och
associeras med detta frammande DNA. For detta kravs proteiner fran en region intill
CRISPR (Cas-proteiner; Cas = CRISPR-associated sequence]. Efter ytterligare nagra
mellansteg resulterar detta i att denna inkommande DNA-sekvens klyvs av ett
endonukleas kodat fran en Cas-gen.

Ett potentiellt problem har ar att samma DNA-sekvens ju ocksa finns i de
kromosomala mellansekvenserna som integrerats efter den tidigare invasionen. Om
dessa attackerades av crRNA-Cas-proteinkomplexen skulle ju organismens eget DNA
brytas ned. Mellansekvenserna i det kromosomala DNA:t dr dock skyddade mot
nedbrytning via mekanismer som varierar mellan olika CRISPR-system. En ganska
allmant spridd skyddsmekanism verkar vara att en kort sekvens (protospacer adjacent
motif, PAM) i ndrheten av genomkopian kravs for igenkdanning och nedbrytning.” Denna
saknas bredvid mellansekvensen, dar i stéllet de upprepade palindromsekvenserna
sitter. En punktmutation i eller ndra PAM-sekvensen racker for att hindra nedbrytning
av det fraimmande DNA:t, men ldngre bort fran denna kan mindre avvikelser fran
mellansekvensernas féorekomma utan att nedbrytningen hindras.8

Det finns manga exempel beskrivna pa att systemet faktiskt fungerar och hindrar
inforsel av DNA homologt till det som finns i bakteriernas CRISPR-mellansekvenser.
Exempelvis kunde en avirulent stam av Streptococcus pneumoniae (se sid 106) som
forsetts med CRISPR-mellansekvenser homologa till kapselgener inte transformeras
med DNA kodande for kapselbiosyntes, och forblev diarmed kapsellés och avirulent.? Det
finns ocksa exempel pa motsatsen - en bakteriofag som med hjalp av ett fagkodat
CRISPR-system inaktiverar en genom-6 hos varden (Vibrio cholerae O1) vars expression
interfererar med fagreplikationen.10

Nya data tyder pa att CRISPR-system ocksa kan vara inblandade i genreglering.1!
De inblandade mellansekvenserna dar dd homologa till egna gener och det handlar ocksa
har om RNA-medierad nedbrytning av nukleinsyror, men denna gang av RNA: en liten
crRNA-molekyl binder till och orsakar nedbrytning av mRNA:t fran en gen, och hindrar
diarmed denna fran att translateras. I ett exempel beskrivet av Sampson m.fl.12 kodar
den reglerade genen for ett lipoprotein hos Francisella novicida, och nedregleringen
dampar den inflammatoriska responsen efter infektion av en méanniska, vilket 6kar
bakteriens virulens. CRISPR-Cas-reglering verkar ocksa inga i de processer som styr
bildandet av fruktkroppar hos Myxococcus xanthus, liksom virulens hos Campylobacter
jejuni och Listeria monocytogenes.13

Mojligheten att dndra specificiteten hos CRISPR-system genom att dndra
mellansekvenserna ger nya gentekniska mojligheter. Om DNA kodande for ett specifikt
crRNA och dess kognata endonukleas introduceras i en cell, ocksa eukaryot, med hjalp
av en plasmid, kommer utryck av dessa gener att medfora att cellens genom klyvs exakt
i den sekvens som ar homolog till crRNA:t.14 Ett dnskat DNA-fragment kan da infogas pa
denna plats med hjalp av cellens DNA-reparationssystem. Systemet har anvants for att
korrigera genetiska defekter i moss 15 dar de introducerade forandringarna var stabila

7 Mojica m.fl. (2009) Microbiol 155:733; Semenova m.fl. (2011) Proc Natl Acad Sci USA 108:10098
8 Sternberg m.fl. (2014) Nature 507:62

9 Bikard m.fl. (2012) Cell Host & Microbe 12:177

10 Seed m.fl. (2013) Nature 494:489

11 Bikard (2013) F1000 Prime Reports 5:47; doi:10.12703/P5-47

12 Sampson m.fl. (2013) Nature 497:254

13 Westra m.fl. (2014) Nature Rev Microbiol 12:317

14 Barrangou (2014) Science 344:707

15 Wu m.fl. (2013) Cell Stem Cell 13:659



och nedarvdes till ndsta generation. Ocksa hos krabbmakaker har genférandringar
introducerats pa liknande satt; har finns dnnu inga data angaende nedarvning.16

Argonaut. Ett nyckelprotein i eukaryoternas RNA-interferens (sid 121) dr Argonaut
(Ago), som associerar till de sma guidande RNA-molekylerna sa att dessa nar och kan
binda till sina malmolekyler. Ago-lika proteiner har patraffats hos manga bakterier dar
dock inga RNA-interferenssystem varit kinda.1” Bakterieargonauterna verkar i stallet ha
frammande DNA som mal - DNA-interferens! Hos Rhodobacter sphaeroides binder Ago
till sma RNA-molekyler och till komplementdara DNA-molekyler foretradesvis fran
plasmider och fager, och orsakar nedbrytning av de senare.18 Ago fran Thermus
thermophilus associeras ocksa till korta sekvenser av sdvdl RNA som DNA. Forskarnas
data tydde dock pa att Ago-RNA-interaktionen var mindre betydelsefull, medan Ago-
DNA-associationen kunde orsaka nedbrytning av DNA komplementart till dessa korta
DNA-sekvenser. 19 Agosystemets biologiska relevans ar dock oklar.

Bade CRISPR- och Argonautsystemen, liksom de valkdnda restriktionssystemen, innebar
endonukleolytisk attack mot frimmande DNA, vilket fragmenterar detta till mindre bitar.
De flesta av dessa smabitar genomgar vidare nedbrytning, men en del kan inkorporeras i
vardens genom, och pa sa satt bidra till dess evolution. Den horisontella

genoverforingen begransas harmed.

Kapitel 6 Systematik

For att en mikroorganism ska kunna fa ett vetenskapligt arthamn maste den ha odlats i
renkultur sa att dess fysiologiska egenskaper kunnat karakteriseras (sid 127).
Utvecklingen inom en-cellsgenomik (sekvensering av genomet fran en enda cell) och
metagenomik gor det idag mojligt att bestimma hela genomsekvenser for bakterier som
inte odlats, och gor det ocksa mojligt att studera populationers egenskaper utan odling.
Detta har forstas bade fordelar och nackdelar. Odling i renkultur innebar att organismen
studeras under naturvidriga former - inga bakterier vaxer ensamma pa definierade
substrat i naturen - och kan leda till feluppfattningar om dess fysiologi. Genomanalyser,
a andra sidan, maste baseras pa antaganden om vad for enzym genomet kan koda for,
och hur dessa fungerar i naturen, vilka inte nédvandigtvis 6verensstimmer med
verkligheten. Men det ar bara genomanalys som kan ge upplysningar om mangfalden i
naturen. Har beskrivs ndgra nya studier baserade pa genomanalys.

[ borjan pa 2014 hade atminstone 60 fyla av bakterier och arkéer beskrivits
baserat pa sekvensanalys. | manga av dessa saknas odlade medlemmar. Rinke och
medarbetare?? sekvenserade genomet i enstaka celler fran 201 icke-odlade arkéer och
bakterier fran nio olika miljder, vilka horde till 29 olika tidigare daligt kinda
fylogenetiska grenar. Aven om inget helt komplett genom erhélls - det bista, dar i
princip hela sekvensen var kidnd, forblev i 10 fragment vilkas inbordes ordning var oklar
- gav analysen mycket ny spannande information. Deras analyser bekraftade
forekomsten av "superfyla”, grupperingar av sinsemellan narbeslaktade fyla, exempelvis
superfylumet Terrabacteria som omfattar firmikuter, aktinobakterier, cyanobakterier,
kloroflexer och nagra grupper till. Dessa kallas ocksa monodermer, eftersom de

16 Niu m.fl. (2014) Cell 156:836

17Vogel (2014) Science 344,:972

18 Qlovnikov (2013) Molecular Cell 51:594
19 Swarts m.fl. (2014) Nature 507:258

20 Rinke m.fl. (2013) Nature 499:431



antingen saknar yttermembran helt eller har speciella varianter av det. Hos bakterier
fann forskarna avkodning av nonsenskodonet UGA med glycin?! (i fylumet
Gracilibacteria [GNO2] utan odlade representanter), och arkéliknande purinbiosyntes
hos bakterier (i superfylumet Patescibacteria utan odlade representanter, dit
Gracilibacteria hor). Hos arkéer fann de en komplett motsvarighet till bakteriernas
sigmafaktor 70 hos Nanoarchaeota och ett annat arkéfylum i samma superfylum,
DPANN. Inga arkéer i detta superfylum har odlats i renkultur. Eftersom dessa arkéer
ocksa hade de gener som ar inblandade i den for arkéer vanliga
transkriptionsregleringen handlar det rimligtvis om horisontell 6verféring fran
bakterier. Flera genom i detta arkésuperfylum inneholl gener som sannolikt 6verforts
horisontellt fran saval bakterier som eukaryoter.

Arbeten som Rinke och medarbetares bidrar ocksa till att forbattra "féorankringen”
av metagenomikdata till enskilda organismers genom. Ett allvarligt problem med
metagenomik ar felaktig hopsattning av kontiger (sid 145) fran olika genom till en
sekvens; finns det "facit" i databankerna fran encellsgenomsekvensering minskas den
risken. Eftersom metagenomik inte forutsatter att sekvenserna amplifieras fore
sekvensering (vilket encellsanalys gor) undviks med metagenomik den felkdlla som
utgors av amplifieringsartefakter. Kombinationen av de tva teknikerna har alla
mojligheter att verkligen visa mangfalden bland de encelliga organismerna!

Ett exempel pa vad metagenomiska studier kan leda till idag ar Albertsen och
medarbetares undersokning av aktivt slam.22 Med avancerade analystekniker erhéll de
31 populationers genom?23 , daribland ett som bara motsvarade <1 % av alla genom. Fyra
av de tolv enheter for vilka i det ndarmaste kompletta genomsekvenser erho6lls horde till
fylumet TM7, utan odlade representanter och utan tidigare kompletta genomsekvenser.
Representanter for detta fylum har patraffats i manga olika miljoer, inklusive
manniskokroppen, men alltid i relativt 1ag frekvens. Albertsen m.fl.22 bekraftade att
TM7-bakterierna hade genom omfattande ca 1 Mb, vilket dr niara den undre gransen for
frilevande bakterier. Forskarnas data gav TM7-bakterierna en fylogenetisk placering
nara aktinobakterierna, d.v.s. i det superfylum som ovan bendmndes Terrabacteria.
Genomanalysen visade pa en aerotolerans men obligat fermentativ (heterofermentativ)
energiutvinning, och bekraftade monodermin satillvida som gener for
yttermembransyntes saknades. Med denna analys foreslar forskarna namnet Candidatus
Saccharibacteria for TM7-fylumet.

Kapitel 7-8 Tarmbakterier, utveckling, fysiologi och kroniska
sjukdomar

Forutom genom horisontell 6verféring av bakteriegener kan bakterier bidra till
eukaryoters egenskaper via signalering som paverkar organogenes. Manga exempel pa
detta ar kdnda fran endosymbiotiska bakterier som paverkar varden sa att vivnader
omformas till bekvima bakteriebostdder, exempelvis ljusorganen hos Euprymna
scolopes (sid 151) eller de bakteriefyllda knolarna hos vaxter koloniserade av rhizobier
och agrobakterier (sid 136). Pa senare ar har det blivit uppenbart att en organisms

21 TGA-kodon aterfanns i ppna lasramar motsvarande gener annoterade i genomdatabaser i positioner
som vanligen motsvarade glycin; genomen kodade fér tRNA som avkodade TGA.

22 Albertsen m.fl. (2013) Nature Biotechnol 31:533

23 Metagenomik i sig kan aldrig ge en enskild organisms genom, utan ett sammansatt genom fran
narbeslaktade organismer, se sid 145. Ofta anvands begreppet OTU ("operational taxonomic unit”,
operativ taxonomisk enhet) om de populationsenheter som identifieras pa detta sitt.



mikrobiota (de mikrober som lever i och pa organismen) ocksa paverkar dess fysiologi
pa olika satt. Det finns mer an 1014 mikrober i en frisk manniskas mag-tarmkanal, och
antalet unika gener hos dessa mikrober 6verstiger antalet manniskogener minst
hundrafalt. Har finns alltsa potential for manga olika interaktioner!

Signalering och organutveckling. En del av vad som var kdnt om hur bakterier kan
paverka organutveckling och beteenden hos djur sammanfattas av Ezenwa m.fl. och av
Varaldi.24 Har ar dock mekanismerna daligt kinda; mestparten av kunskapen om
mekanismerna for paverkan kommer fran modellorganismer. Genom att jamfora
bakteriefria (GF-) mdss med normala (SPF-) mdss, eller tillféra specifika bakterier till
normala moss, har forskare kunnat visa att saval mossens beteende som halten av vissa
neurotransmittorer och deras receptorer i olika delar av hjarnan paverkas av
tarmfloran.2526 Effekterna reducerades om mossens vagusnerv, en kranialnerv som
ingar i det autonoma nervsystemet, delvis skurits av, vilket implicerar den nerven i
signaltransduktionen fran tarmbakterierna till hjarnan.26

Signalering verkar ocksa kunna ske via bakteriemetaboliter som sprids via
blodbanorna till olika delar av kroppen. Korta fettsyror som attiksyra, smorsyra och
propionsyra ar vanliga slutprodukter vid tarmbakteriernas kolhydratfermentering och
utgor viktiga energikallor for tarmepitelceller; de kan omvandlas till saval glukos som
fetter. Manga fungerar ocksa som signalsubstanser. GPR43 ar en receptor for korta
fettsyror i tarmepitelet. Kimura m.fl.27 har visat att moss som saknar GPR43 blir feta,
medan moss som overuttrycker GPR43 forblir magra ocksa med en fettrik diet. Nar
korta fettsyror binder till GPR43-receptorn hammas insulinsignalering i fettvav, vilket i
sin tur hAmmar fettinlagring dar och stimulerar metabolismen av fetter och glukos i
andra vavnader. Tarmbakteriernas produktion av korta fettsyror paverkar pa detta satt
vardens energimetabolism. Transplantation av mikrobiota fran magra personer till
patienter med metaboliskt syndrom (dar bl.a. insulinresistens ingar) visade sig forbattra
patienternas insulinkdnslighet, parallellt med att halten smoérsyraproducerande
bakterier i tarmen 6kade.?8 Orsakssambanden har ar inte kdnda, men det ar 1att att
misstianka GP43 som delansvarig. En annan mdéjlig vdg tarmbakterier skulle kunna
paverka signalering i nervsystemet dr via serotonin, en neurotransmittor som
syntetiseras fran kynurenin via tryptofan. Halten tryptofan och kynureninsyra har setts
oka hos rattor som tillforts mjolksyrabakterien Bifidobacteria infantis.2°

Det ar ocksa val kant numera att tarmbakterier kan modulera immunforsvaret,
men mekanismerna ar fortfarande daligt kdnda.3° GF-mdss, liksom
antibiotikabehandlade mdss, har farre lymfocyter an SPF-mdoss. Hos dessa bakteriefria
moss ar det ocksa andra T-celler som dominerar dan hos SPF-méss. En specifik
komponent fran en specifik bakterie - polysackarid A (PSA) fran Bacteroides fragilis -
kunde aterstalla T-cellsbalansen i GF-mdss. Glykosfingolipider fran samma bakterie
paverkar andra komponenter i det ospecifika immunforsvaret. PSA-effekten kraver
antigen-presenterande celler, vilka troligen ar de som aktiverar T-cellsprolifiering. Korta
fettsyror kan stimulera prolifiering av regulatoriska T-celler, genom att hAmma
histondeacetylaser och dirmed stimulera expression av regulatorn Foxp3.

24 Ezenwa m.fl. (2012) Science 338:198; Varaldi (2013) Microbe 8:161

25 Diaz Heijtz m.fl. (2011) Proc Natl Avad Sci USA 108:3047

26 Bravo m.fl. (2011) Proc Natl Acad Sci USA 108:16050

27 Kimura m.fl. (2013) Nature Communications 4:1829 doi: 10.1038/ncomms2852
28 Vrieze m.fl. (2012) Gastroenteroolgy 143:913

29 Desbonnet m.fl. (2009) Jf Psychiatri Res 43:164

30 Surana och Kasper (2014) J Clin Invest doi: 10.1172/JC172332



Hur pdverkar kosten tarmfloran? Det har varit kant lange att alla manniskor inte har
samma sammansattning av tarmfloran, och att detta delvis ar forknippat med olika kost
(se exempelvis uppdateringen 2012). Exakta samband har dock varit svara att fastlagga.
Schnorr och medarbetare har studerat tarmfloran hos personer som tillhor ett av
varldens sista jagar- och samlarfolk, Hadzafolket.3! [ dag finns bara omkring 300
personer kvar av detta samlarfolk. De lever bl.a. i viastra Tanzania i sma grupper om ett
30-tal personer. De personer som deltagit i studien lever av féda som de sjdlva samlat in
och deras livsstil anses vara mycket lik stendlderskulturens. Hadzagruppen har liten
kontakt med varden och lider mindre av infektionssjukdomar och metaboliska
sjukdomar an vasterlanningar.

Hadzafolket har aldrig idkat jordbruk eller haft tamdjur, och de dter heller inte
jordbruksprodukter. Sedan tidigare ar det kint att tarmfloran hos personer fran
jordbruksomraden jamfort med industriomraden ar mera varierad och innehdller mera
bakteriodeter och aktinobakterier. Forskarna har genom sekvenseringsstudier jamfort
tarmflorans sammansattning hos en grupp av Hadzafolket med den hos en vasterlandsk
befolkning, den italienska. Hadzafolkets diet bestar av kott, honung, baobabfrukt, bar
och rotknoélar. Den italienska gruppen dter mest jordbruksprodukter och s.k.
Medelhavskost.

[ bade Hadzagruppen och den italienska gruppen dominerade firmikuter och
bakteriodeter. Firmikuter utgjorde en storre andel av tarmfloran i den italienska
gruppen medan mangden bakteriodeter var hogre i Hadzagruppen. | Hadzagruppen
utgjorde spiroketer cirka 3 % och proteobakterier 6 % medan de senare var mycket
sdllsynta i den italienska gruppen. Bifidobacterium saknas helt hos Hadzafolket. Detta ar
anmdarkningsvart eftersom det aldrig tidigare observerats avsaknad av sddana bakterier
i tarmfloran hos ndgon folkgrupp. Forskarna observerade stora skillnader mellan
tarmfloran beroende pa kon i Hadzagruppen, vilket inte kunde observeras i den
italienska gruppen. Detta menade de berodde pa att kvinnor och man arbetar med olika
saker och dter olika sorts mat. Férekomst av bl.a. olika sorters klostridier och hogre
andel bakteriodeter kan bero pa Hadzafolkets hoga konsumtion av vaxtfibrer.

Den har studien visar tydligt hur skillnader i levnadsforhadllanden paverkar
tarmflorans sammansattning. Kan Hadzafolkets tarmflora vara en orsak till deras
genomgaende goda hilsa och ldga sjuklighet? Forsok med
tarmbakterietransplantationer skulle kunna adressera den fragan.

Kroniska sjukdomar. Storningar av interaktioner mellan mikrobiotan och kroppens
vavnader och immunférsvaret kan leda till inflammationer och pa sikt dven kronisk
sjukdom. Foérutom gallande de tarmsjukdomar som behandlas nedan finns vixande
insikt om mikrobiotans betydelse for utveckling av fetma32 och autoimmuna33
sjukdomar.

(i) Inflammatoriska tarmsjukdomar. Det finns en genetiskt betingad mottaglighet for
inflammatoriska tarmsjukdomar (IBD), men miljofaktorer (diet) bidrar till risken att
utveckla IBD; sjukdomarna ar vanligast i vastvarlden. Dessa miljofaktorer tros dven
paverka balansen i mikrobiotan i tarmen. Data tyder pa att IBD orsakas av storningar i
immunsvaret mot normalfloran i tarmen hos individer med en arftlig kdnslighet for

31 Schnorr m.fl. (2013) Nature Communications doi:10.1038/ncomms4654

32 Kotzampassi m.fl. (2014), ISRN Obesity doi.org/10.1155/2014/651895; Ridaura m.fl. (2013) Science
341:1079 och 1241214; Everard m.fl. (2013) Proc Natl Acad Sci USA 110:9066,

33 Proal m.fl. (2013) Curr Op Rheumatol 25:234; Markle m.fl. (2013) Science 339:1084



sadana storningar.34 Det finns inga beldgg for att inflammationen uppstar till féljd av en
infektion med ndgon patogen mikroorganism, inte heller att den skulle vara en féljd av
att immunforsvaret angriper den kroppsegna vdavnaden (autoimmunitet). Ett antal
studier har daremot pavisat att tarmmikrobiotan har en annan sammanséattning hos
patienter som lider av IBD jamf6rt med friska individer. Denna "stérning” av
mikrobiotan har betecknats dysbios. Normalfloran i tarmen bestar till 6vervagande del
av obligat anaeroba bakteroideter och firmikuter (sid 164). En av dessa ar
Faecalibacterium prausnitzii, vars butyratproduktion har valdokumenterad
antiinflammatorisk verkan.3* Hos patienter med IBD ar andelen bakteroideter och
firmikuter lagre. I stillet forekommer fler fakultativt respiratoriska bakterier, vilkas
tillvaxt stimuleras av att tarmepitelcellernas inflammatoriska respons resulterar i
produktion av nitrat35, som ju kan fungera som elektronmottagare vid anaerob
respiration.

Det ar dnnu inte helt klarlagt om dysbiosen orsakar IBD eller snarare ar en foljd av
IBD, men studier av méss tyder pa att mikrobiotan ar dtminstone en del av orsaken:
Bakteriefria moss drabbas inte av kroniska tarminflammationer34, och nar normala
maoss tillfors tarmbakterier fran moss med sddana inflammationer, eller vistas i samma
burar som dessa, drabbas de ocksa3¢. Lanken mellan genotyp, mikrobiota och kronisk
tarminflammation har tydliggjorts av Bloom m.fl. 37, som visade att
antibiotikabehandlade mdoss utvecklade kronisk tarminflammation efter tillférsel av
tarmbakterier fran moss med sddan inflammation bara om de hade defekter i tva av
immunforsvarets signalvagar (IL-10 och TGFp).

Cancer. Tarmcancer (kolorektalt carcinom, CRC) ar en vanlig cancerform i Sverige.
Tarminflammation, IBD, ar en kind riskfaktor for CRC, och det som sagts ovan om
mikrobiotan och IBD kan alltsa i forlangningen ocksa gélla CRC. Saval Fusobacterium
nucleatum, som hor till normalfloran i munhalan och tidigare associerats med
tandlossning, och en typ av invasiv E. coli (AIEC) ar 6verrepresenterade i
tarmkarcinomvavnad jamfort med frisk tarmvavnad; bagge bakterierna ar ocksa
overrepresenterade vid IBD.38 .39 Dessa bakterier dr vanligare hos manniskor med en
vasterlandsk diet, vilket tyder pa att dieten kan vara en delfaktor vid uppkomsten av
denna cancerform. Ocksa i fraga om CRC ar orsakssambanden oklara, men musfoérsok
tyder pa att bagge bakteriearterna faktiskt kan stimulera tumortillvaxt genom att
rekrytera en viss typ av celler till tuméren. AIEC visade sig kunna inducera utveckling av
CRC i moss som saknade IL-10 (en immunsignalsubstans, se ovan).3? Ocksa for
uppkomsten av andra cancerformer verkar mikrobiellt orsakad inflammation kunna
vara en delfaktor. Har har framfor allt Helicobacters roll studerats.40

Mikrobiotan kan emellertid ocksa ha effekter som ar positiva for patienten! Tva
nya arbeten visar att cancerlikemedel som cyklofosfamid4! och platinaféreningar4? inte
far lika bra effekt i bakteriefria moss (antibiotikabehandlade eller uppfédda utan
bakterier) som i méss med normal tarmmikrobiota. Hur detta paverkas av de

34 Koboziev m.fl. (2014) Free Rad Biol Med 68:122

35 Winter m.fl. (2013) Science 339:708

36 Garrett m.fl. (2010) Cell Host & Microbe 8:292

37 Bloom m.fl. (2011) Cell Host & Microbe 9:390

38 Castellarin m.fl. (2012) Genome Res 22:299

39 Allen-Vercoe m.fl. (2014) Immunol Letters doi: 10.1016/j.imlet.2014.05.014
40 Kipanyula m.fl. (2013) Cell Signal 2:403

41 Viaud m.fl. (2013) Science 342:971

42 Jlida m.fl. (2013) Science 342:967
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forandringar i tarmmikrobiotan som ar associerade till IBD och CRC ar dock inte
undersokt an.

Sambandet mellan bakterier och kroniska sjukdomar ar uppenbart mycket komplext. En
gladjande nyhet ar att fekal transplantation, d.v.s. 6verforing av tarmmikrobiotan fran
en frisk donator till en patient, verkar kunna ge bra resultat i flera fall.#3 Metoden har
haft storst framgang nar det giller att reducera mangden Clostridium difficile exempelvis
efter antibiotikabehandling, men studier pagar ocksa avseende andra sjukdomar dar
tarmfloran ar stord.44

Kapitel 9 Persisterande celler

Som namns i uppdateringen till kapitel 4 ar biofilm ett mycket stort problem inom
varden och dar ar det de persisterande bakterierna (sid 191) som ar det storsta
problemet. For att kunna bekdmpa persisterande bakterier maste det finnas kunskap
om deras egenskaper och hur de bildas.

Persisterande celler finns i 1ag koncentration i exponentiellt vixande
bakteriekulturer men mest i stationara kulturer, daribland da i biofilm. Det ar
fortfarande delvis en 0ppen fraga huruvida persistens ska betraktas som ett specifikt
stadium hos bakterier, eller om det dr en variant av vila [dormancy] under
tillvixtogynnsamma forhallanden, och ocksa om persistens som uppkommer under
exponentiell tillvaxt skiljer sig fran persistens som uppkommer i stationarfas. De flesta
studier verkar dock nu konvergera mot att persistens kan induceras pa olika satt av
faktorer som menligt paverkar cellernas mojligheter till tillvaxt.

Goneau m.fl#> fann att frekvensen antibiotikaokdnsliga (persisterande) celler
okade vid ldgdosbehandling av saval E. coli som Staphylococcus saprophyticus med
antibiotika riktade mot saval DNA-syntes (ciprofloxacin) som peptidoglykansyntes
(ampicillin) och proteinsyntes (gentamicin). De persisterande cellerna var i olika
utstrackning korstoleranta, d.v.s. okdnsliga ocksa for andra antibiotika dn de som
anvants for att selektera persistens. Antibiotikatolerans hos persisterande celler kravde
ett intakt SOS-system, vilket tyder pa att persistensen har var ett vilstadium inducerat
av stress.

Toxin/antitoxinsystem (TA-system) bestar av ett stabilt toxin som kan hdmma en
viktig cellular funktion, exempelvis translation, och ett labilt antitoxin som motverkar
toxiciteten. Overproduktion av nistan vilket toxin som helst resulterar i 6kad forekomst
av persisterande celler.4¢ Det handlar da rimligtvis inte om specifika effekter av just det
aktuella toxinet, utan att cellens centrala metabolism hindras. Manga TA-system
induceras via ppGpp (guanosintetrafosfat), ett alarmon bast kant for sin roll i stringent
respons (avstangning av translationen vid brist pa aminosyror). Induktion av persistens
kan da ses som en stressrespons fran cellen som mdojliggoér 6verlevnad av en liten
cellpopulation nar betingelserna ar skadliga for aktivt vaxande celler.46

Ocksa faktorer som direkt paverkar tillvixtmojligheterna kan resultera i 6kad
persistens. Girgis m.fl.47 utsatte kolibakterier for transposonmutagenes, behandlade
dem med letala doser ampicillin och undersokte vad for gener som inaktiverats hos

43 de Vrieze (2013) Science 342:954

44 Merenstein m.fl. (2014) J Pediatr Gastroenterol Nutr. 59:157

45 Goneau m.fl. (2014) Antimicrob. Agents Chemother. 58:2089

46 Wood m.fl. (2013) Applied and Environmental Microbiology 79:7116
47 Girgis m.fl. (2012) Proc Natl Acad Sci USA 12:12740
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overlevare som visade 6kad frekvens av persistens. De fann ett 50-tal olika mutationer i
olika gener. Bland annat upptacktes att avsaknad av den C-terminala delen av ett
metionyl-tRNA-syntetas ledde till en 10 000-faldig 6kning av frekvensen persisterande
bakterier. Mutationen leder till lagre affinitet for substratet tRNAMet, vilket kan vara
orsaken till en lagre tillvaxthastighet och 6kad frekvens persisterande celler. De
patraffade ocksa mutationer som pdverkade glykolytiska enzym sa att halten
metylglyoxal 6kade. Metylglyoxal ar kiant som hammare av tillvaxt hos bakterier. De
mutationer som Girgis m.fl. studerade var irreversibla, vilket innebar att de celler i
populationen som inte var persisterande vaxte langsammare an vildtypen.

Det finns alltsa manga olika faktorer som kan orsaka persistens, och manga involverade
gener. [ manga fall verkar dock fenomenet vara en stressrespons som mojliggér
overlevnad under ogynnsamma forhallanden. Detta innebar att hAmning av
stressresponsmekanismerna i biofilm, om det it sig goras, borde kunna 6ka
biofilmbakteriernas antibiotikakanslighet. Av ovanstaende framgar ocksa att behandling
med antibiotika i Iag koncentration ar ett effektivt satt att inducera persistens och
antibiotikatolerans - att tdnka pa i samband med antibiotikabehandling av infektioner,
och framfor allt kanske vid den antibiotikaprofylax som ofta ges till patienter med
aterkommande urinvagsinfektioner, vilket Goneau m.fl.#> menar ar olampligt.

Kapitel 10 Bakterier i mdnniskans tjanst

Syntetisk biologi. Syntetisk biologi kan beskrivas som framstallning av organismer med
en serie onskade egenskaper via genteknik. Konstruktionerna férutsatter att de 6nskade
egenskaperna kodas fran latt tillgangliga och latt modifierbara "moduler”, vilka
kombineras for att uppna varianter som inte existerar i naturen. Ett vanligt mal ar
effektiv bioteknisk produktion.

Forra drets uppdatering beskrev bioenergi fran fototrofa organismer och
forsoksverksamhet med elektrisk strom som elektronkalla for koldioxidassimilering.
Emellertid har fa fototrofer val utvecklade system for genetisk modifiering, ett stort
antal gener ar inblandade i fotosyntesen, och de bakterier som kan formas assimilera
koldioxid med elstrém som elektronkalla (acetogena bakterier48) ger daligt utbyte (se
forra arets uppdatering till detta kapitel). For introduktion av protonpumpande
rodopsiner (PPR, se bakterierodopsin sid 234) som alternativ ljusberoende energikalla
kravs oftast bara en gen, kodande for det protonpumpande pigmentet: ibland kravs
ocksa en gen kodande for ett antennpigment.#? Dessa system blir darfor attraktivare i
samband med syntetisk biologi. PPR beskrevs forst hos haloarkéer, men har visat sig
vanliga ocksa hos marina bakterier; den rodopsinproducerande Pelagibacter ubique
anses vara en av de talrikaste marina organismerna 6éverhuvudtaget.

Det ar alltsa relativt latt att flytta PPR-system till bakterier med valkdnd genetik
dar gentekniska mojligheter ar storre. PPR-systemet har inforts i E. coli, dar det inte ger
sarskilt stort energitillskott till celler som vaxer aerobt med glukos som obegransad
naringskalla.4? Situationen kan vara en annan i system med stort ATP-behov. Exempelvis
har gener for koldioxidassimilering via RUBISCO (sid 75) ocksa inforts i E. coli. En
kombination med PPR och RUBISCO i E. coli skulle mojliggora ljusberoende autotrofi i en
bakterie med synnerligen goda mojligheter for genteknisk modifiering. Om det sedan
ocksa lyckas att infora gener vars produkter moéjliggér utnyttjandet av elektricitet fran

48 Lovley och Nevin (2013) Curr Op Biotechnol 24:385
49 Claassens m.fl. (2013) Trends Biotechnol 31:633
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en elektrod som elektrongivare, skulle ett effektivt system for produktion av biobrénsle
kunna utvecklas.#?

Medicinsk diagnostik. Traditionellt dr det inom livsmedelsindustri, bioteknik och
energiproduktion som manniskor har utnyttjat bakterier. I ett nytt arbete foreslar
Kotula m.fl. att bakterier ska kunna anvandas for att mata halten av specifika @mnen in
situ i tarmen.>? Forfattarna anvande en modul fran fag lambda (sid 265) som i sin
naturliga miljo reglerar valet mellan lysogent eller lytiskt forlopp efter faginfektionen.
Denna "redigerades" med hjilp av genteknik sa att mangden tetracyklin i tarmen styrde
huruvida modulen uttryckte cl-proteinet eller Cro-proteinet. Detta uttryck var sedan
stabilt 6ver manga generationer. Modulen testades i moss, vilka tillférdes en kdnd
mangd tetracyklin. Bakterierna isolerades sedan fran mossen, och forhallandet mellan cl
och Cro utgjorde ett stabilt matt pa mangden tetracyklin mdssen erhallit. Systemet
fungerade, och kan i princip modifieras for att svara pa andra kemikalier och
metaboliter dn tetracyklin. Det skulle dirmed kunna anvdandas som diagnostiskt
hjalpmedel, for att mata koncentrationen av kritiska metaboliter direkt i tarmen. Det
aterstdr forstas att se om det enkelt later sig anpassas sa att detta blir praktiskt mojligt
inom medicinen.

Ytterligare exempel pa "bakterier i manniskans tjanst" ges av CRISPR-Cas
(uppdateringen till kapitel 5): ett nytt verktyg for genmodifiering.

Kapitel 11 Vilstadium hos arkéer

Halofila arkéer uppvisar extrem féormaga att 6verleva vid 1ag vattenaktivitet (aw, sid 67).
Flera forskargrupper har isolerat haloarkéer fran mycket gamla saltlager runtom i
varlden.5! Har forekommer stavar och ocksa sfariska celler, vilka formatts vaxa ut och
prolifiera till stavar.

Det ursprungliga fyndet av sfariska haloarkéer gjordes i 22 000-34 000 ar gamla
saltlager. Sjdlva arkéerna kan inte dldersbestimmas, men omgivande bergsalt kan
aldersbestimmas genom radioaktivitetsmatning, stratigrafiska studier (man undersoker
lagerfoljden i berget) eller pollenanalys. Ett problem ar forstas att vid isolering av
arkéerna finns risk for kontaminering sa att de isolerade cellerna inte kommer fran
bergsaltets inlagringar. Schubert m.fl. redogor fér denna diskussion, och beskriver hur
de observerat arkéceller in situ (pa plats) i dessa gamla saltkristaller>2, men
diskussionen tystas sdkert inte av detta. De sfariska cellerna ar dock intressanta
oberoende av om de ar antika eller moderna.

Samma forskargrupp har undersokt egenskaperna hos de sfariska partiklarna och
betingelserna for deras bildande.>3 Forskarna fargade arkéerna in situ (i de gamla
saltkristallerna) med ett gront fargimne (SYTO 9) som bara tas upp av celler med intakt
membranpotential och ett rott fairgdimne (propidiumjodid) som binder till alla celler4.
Levande celler fargas da grona medan doda celler, som saknar membranpotential, fargas
roda.>> Fendrihan m.fl. fann att saltkristallerna, nirmare bestamt sfariska partiklar inne
i dem, da fargades grona, vilket innebar att de hade en intakt membranpotential.>3 Sfarer

50 Kotula m.fl. (2014) Proc Natl Acad Sci USA 111:4838

51 Manzella (2014) Microbe 9:180

52 Schubert m.fl. (2010) Environm Microbiol 12:440

53 Fendrihan m.fl. (2012) Geobiology 10:424

54 Blandningen kallas LIVE/DEAD BacLight och ar kommersiellt tillganglig.
55 Leuko m.fl. (2004) Applied and Environmental Microbiology 70:6884
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som isolerats efter att saltkristallerna l6sts upp lag ofta i grupper om tre, och hade en
diameter pa 0,4 um, medan stavar av Halobacterium salinarum hade en diameter pa 0,65
um. De utsatte sedan en laboratoriestam av Halobacterum salinarum, som ar en
stavformad arké, for mycket 1ag vattenaktivitet, aw < 0,75. Harvid bildades sfariska
partiklar, Sfarbildningen skedde langsamt i 4M NaCl (aw< 0,75), men i 4 M LiCl (aw<
0,73) bildas 3-4 sfarer fran varje stav pa bara nagra sekunder. Forskarna kunde ocksa se
att forutom de stavformade Halobacterium salinarum (tva olika stammar) och H.
noricense kunde ocksa den pleiomorfa arkén Haloferax mediterranei bilda sfarer i 4M
LiCl.>3

Forutom att stavar och sfarer av Halobacterium salinarum skilde sig i form, skilde
de sig ocksa genom att mangden ATP (ng ATP/mg protein) var 50 ganger lagre i
sfarerna dn i stavarna. Lag mangd ATP karakteriserar ocksa bakteriers endosporer.
Sfarerna inneholl ocksa mindre mangd proteiner fran S-lagret (sid 231) dn stavarna och
deras cellvaggar totalt mindre madngd protein dn stavarnas cellviaggar. Bade sfarer och
stavar lyserade i destillerat vatten. Dessa egenskaper skiljer dem fran saval endosporer
som exosporer hos bakterier. Nar forskarna odlade sfarer i naringslésning omvandlades
dessa till stavar efter en lagfas som var langre (10-12 dagar) dn nar kulturen startades
med stavar (1-2 dagar). For ovrigt hade stavar och sfarer lika egenskaper. Eftersom
sfarerna kunde ge upphov till vixande stavar innehaller de uppenbart fullstiandiga
genom.>3 [ vaxande Halobacterium salinarum-celler finns 15-25 genomkopior>é sa
troligtvis innehaller varje sfar flera genomkopior.

Det forefaller troligt att sfarerna ar ett vilstadium av arkéerna och kan ateraktiveras nar
levnadsbetingelserna forbattras. Dessa resultat visar pa en helt ny 6verlevnadsform som
inte liknar bakteriers exosporer eller endosporer.

Kapitel 12 Svampsymbios

Svampar etablerar manga olika sorters symbioser framfor allt med fototrofa partner.
Har beskrivs ndgra nya ron om hur mutualistiska symbioser kan uppkomma, och hur ett
och samma vaxthormon har motsatt effekt pa olika mykorrhizabildning.

Utveckling av mutualistisk symbios. Mutualistiska symbioser har skapat dagens
eukaryota organismer; utan sina energigivande mitokondrier (och for en del
kloroplaster) skulle de ratt och slitt inte kunna existera. Kunskapen om hur sddana
symbioser etableras ar dock ofullstdndig. Ofta verkar det vara ett ursprungligt
parasitiskt forhallande som utvecklats till 6msesidig nytta; nagra sddana symbioser
beskrivs i laroboken (sid 153-154). [ andra fall kan det handla om tilltankt féda som
undslipper en fodovakuol och kan etablera sig i vardcellens cytoplasma. Den allmédnna
uppfattningen har varit att det krdvs en hel del anpassningar for att tva ursprungligen
frilevande organismer ska etablera en obligat mutualistisk symbios. Ett nytt arbete av
Hom m.fl. visar att sa inte behdver vara fallet.57

Forfattarna anvande jasten Saccharomyces cerevisiae och gronalgen
Chlamydomonas reinhardtii, vilka bagge har vilkanda genetiska system som gjorde det
latt att genomfora genetiska undersékningar. Organismerna odlades tillsammans i ett
belyst medium med glukos som enda kolkalla, nitrit som enda kvavekalla, och ingen
koldioxid tillganglig. Algen ar obligat autotrof, och kan inte vdxa utan tillgang till

56 Breuert m.fl. (2006) PLoS One 1:€92 doi:10.1371/journal.pone.0000092
57 Hom m.fl. (2014) Science 345:94
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koldioxid, och jdstsvampen kan inte utnyttja nitrit som kvavekalla, sa ingen av dem
kunde vdxa ensam i detta medium. Nar de sammanfordes etablerade de inom en dag en
symbios dar algen reducerade nitrit till ammoniak som jasten kunde utnyttja som
kvavekalla, och jasten oxiderade glukos till koldioxid som algen kunde utnyttja. Denna
etablering kravde ingen genetisk modifiering av de ursprungliga stammarna, och heller
inte nagon specifik ratio mellan organismer av varje slag vid starten eller ndgon specifik
koncentration av ndringsamnena sa lange nitrithalten 6versteg 0,3 mM och glukoshalten
1,7 mM. Symbiosen etablerades snabbare om kulturerna skakades, vilket tyder pa att
cell-cell-kontakt var nédvandig. Forfattarna upprepade sina forsok med flera andra
askomyceter oféormogna att utnyttja nitrit och andra arter av Chlamydomonas, med
samma resultat. Med en filamenterande svampsymbiont (Aspergillus nidulans)
observerades intim kontakt mellan svamphyfer och algceller liknande den i lavar, och
algens cellvaggar var tunnare dn hos frilevande algceller troligen beroende pa
cellvaggspaverkande dmnen utsondrade av svampen.

Under dessa betingelser kunde vare sig svamp eller alg prolifiera ensam, sa symbiosen
var bade mutualistisk och obligat. Resultaten visar att etablerandet av sddan symbios
kan ske snabbt och latt, utan omfattande genetisk anpassning eller samevolution, och
ocksa snabbt resultera i morfologiska forandringar.

Mykorrhiza. Ektomykorrhiza (sid 252) mellan basidiomyceter och olika vaxter ar inte
obligat, men mutualistisk. Plett och medarbetare har nyligen studerat hur svamphyferna
kan omkransa rottradar utan att stétas bort av vaxtens forsvarsmekanismer.58 Svampen
Laccaria bicolor (tvafargad laxskivling) etablerar ektomykorrhiza med popplar (Populus
sp.). Ett protein kallat MiSSP7 utsondrat av svampen togs upp av rotcellkdrnor, dir det
interagerade med ett vaxtprotein PtJAZ6 som represserar jasmonsyrasignalering.
Jasmonsyra ar ett vaixthormon som ar inblandat saval i reglering av vaxtens utveckling
som dess stressforsvar.>? Plett m.f1.>8 kunde visa att MiSSP7 hindrade nedbrytning av
PtJAZ6 i rotcellkarnan, vilket ledde till nedreglering av jasmonsyrasignaleringen. De
flesta gener som da nedreglerades via MiSSP7-Pt]JAZ6-interaktionen verkade dock
paverka rotcellvaggarnas uppbyggnad snarare dn forsvarsmekanismer.
Cellvaggsmodifieringarna skulle kunna underlatta bildandet av mycelnat runt
rottradarna.

Svampar som bildar vesikuldr-arbuskuldr endomykorrhiza (sid 251) orsakar i
stallet hogre produktion av jasmonsyra och darmed uppreglering av
jasmonsyrasignaleringen®? . Detta verkar leda till 6kad transport av kolhydrater
(naringskalla féor svampen) i rétternass.

Det ar fascinerande att ett och samma hormon kan ha diametralt motsatt effekt pa tva sa
lika symbiosforhallanden som har, vilka huvudsakligen skiljer sig i om symbionten lever
intracellulart eller extracellulart!

Kapitel 13 Jattevirus

Megavirus (sid 258) har en arvsmassa pa upp till 1,2 Mb. Dessa virus infekterar amébor.

58 Plett m.fl. (2014) Proc Natl Acad Sci USA 111:8299
59 Wasternack (2014) Biotechnol Adv 3:31
60 Lopez-Raez m.fl. (2010) J Exp Bot 61:2589
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Under de senaste dren har dnnu fler jattevirus upptackts.6! Philippe och medarbetare®2
har studerat tva jattevirus, Pandoravirus dulcis fran kusten i centrala Chile och
Pandoravirus salinus fran Melbourne i Australien. Namnet kommer av de
amforaliknande virionerna och de 6éverraskningar som forskarna vantade sig att finna
nar de studerades nirmare, eftersom de verkar vara sa olika andra virus. Bada dessa
virus infekterar frilevande amdébor av slaktet Acantamoeba. P. salinus har en
genomstorlek pa 2,5 Mb och P. salinus pa 1,9 Mb. Bagge genomen dar alltsa storre dn de
tidigare upptackta megavirusens och de minsta frilevande bakteriernas (sid 19), och
t.o.m. storre dn de minsta parasitiska eukaryoternas. Vid sekvensering av DNA fran
dessa pandoravirus fann Philippe och medarbetare 2556 sekvenser som de tror ar
proteinkodande hos P. salinus och 1502 hos P. dulcis.

Pandoravirionerna ar ocksa sa stora (omkring 1 pm) att de syns bra i
ljusmikroskop. Genom studier av hur de replikerade kunde Philippe m.fl.62 visa att de ar
virus och inte celluldra organismer. Replikationscykeln varar 10-15 timmar i améban
och startar genom att partiklar tas upp i en vakuol. Det membran som omger
viruspartikeln sammansmalter med vakuolens membran och innehallet i viruskapsiden
overfors till cytoplasman via en por som bildas i de sammansmalta membranen. Har
bildas sd smaningom nya viruspartiklar i en process som involverar cellkarnan.
Infektionsforloppet avslutas med att amoban lyseras och slapper ut omkring 100 nya
viruspartiklar.

DNA-sekvenserna fran de tva pandoravirusen ar mycket lika varandra féorutom att
det storre viruset innehaller stora gensegment som saknas i det mindre viruset. En
jamforelse med kdnda sekvenser fran bakterier och andra virus visade dock att 93 % av
pandoravirusgenerna inte liknar ndgonting som tidigare sekvenserats. Dessa virus
verkar alltsd inte vara sarskilt nara slakt med vare sig celluldra organismer eller andra
virus. Analys av nagra gener som forekommer ocksa annorstades gav olika resultat.
Sekvenser som kodar for DNA-polymeras i B-familjen®3 grupperade alla jattevirus
(pandoravirus, mimivirus, megavirus) tillsammans, skilda fran alla tre doméanerna,
medan tva andra gensekvenser grupperade pandoravoirus ndrmast tillsammans med
Acanthamoeba. Pandoravirusgenomen innehaller inga (kdnda) gener som har med
translation att gora, inga som har med bildning av ATP och heller inga gener som kodar
for ribosomkomponenter.62

Ett annat jattevirus ar Pithovirus sibericum som isolerats fran 30 000 ar gammal
permafrost i Sibirien.6# Det isolerade materialet kunde sedan férokas i amdobor.
Viruspartiklarna hade samma amfora-form som pandoraviruspartiklar och var 1,5 pym i
diameter. Genomet omfattade dock "bara” 0,6 Mb. Om forfattarna lyckats ateruppliva ett
permafrostvirus leder detta givetvis till en oro att smaltande permafrost, eventuellt
beroende pa vaxthuseffekten, kan leda till att "nya” infektiva virus, som ocksa skulle
kunna tankas smitta manniskor, reaktiveras vid upptiningen. Tyvadrr diskuteras inte
mojligheten att viruset ar en kontaminering av materialet eller att det kontaminerats vid
odlingen i amébor. Om viruset verkligen kommer fran inlagringen ar detta troligen det
aldsta virus som ndgonsin kunnat reaktiveras. Av sekvenseringsanalysen framgar att
Pithovirus sibericum inte ar slakt med Pandoravirus; alla analyser inklusive en av dess B-

61 Pennisi (2013) Science 341:226

62 Philippe m.fl. (2013) Science 341:281

63 Hos bakterier hor DNA-polymeras I, ett enzym inblandat i DNA-reparation, hit; hos eukaryoter bl.a.
DNA-polymeras o som dr inblandat i DNA-replikation i kdrnan.

64 Legendre m.fl. (2014) Proc Natl Acad Sci USA 111:4274
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familj-DNA-polymeras placerade Pithovirus tillsammans med stora ikosahedrala DNA-
virus.

Olika jattevirus ar alltsa inte nodvandigtvis slakt med varandra utan kan ha olika
evolutiondr utvecklingshistoria. Huruvida de forskare som hdvdar att jattevirusen utgor
en egen, fjarde livsdoman har ratt, som antyds av Philippe och hans kollegors analys
ovan®?, dterstar att se.

Kapitel 13 Prioner och cancer

Det forst beskrivna prionproteinet, som ocksa fatt namnet "prionprotein” (PrP, sid 288-
289) bildas genom att ett normalt nervprotein far forandrad struktur och ackumuleras i
nervcellerna som sa smaningom dddas. Den har egenskapen, att ett protein omlagrar
normala proteiner till samma konformation som det sjilv har, finns ocksa hos proteiner
som orsakar neurologiska sjukdomar som Parkinsons sjukdom, Alzheimers sjukdom,
Huntingtons sjukdom och amyotrofisk lateralskleros (ALS). Mutanta varianter av
tumorsuppressorproteinet p53 kan uppvisa liknande egenskaper.65 66 Detta skulle
betyda att prionbildning ocksa kan ha samband med cancersjukdom.

p53, som kodas fran genen TP53, ar ett regulatoriskt protein som deltar i en mangd
cellulara processer som apoptos, DNA-reparation och cellcykelkontroll. Det normala p53
spelar en mycket viktig roll i att skydda celler fran cancer (det dr som sagt en
tumorsuppressor). TP53 dr den gen som oftast 4r muterad i cancerceller; mutationer i
TP53 finns i mer dn 50 % av alla maligna tumorer och innebar ofta att cancern kan
utvecklas snabbare och dottertumorer (metastaser) bildas.

Normalt ar p53 en tetramer av fyra likadana peptider. Mutationer i TP53 kan leda
till en forandrad struktur i proteinet, och till att p53 binder till andra proteiner dn vad
det normala proteinet gor. Mutant p53 kan aggregera och bilda amyloida aggregat
liknande dem vid Alzheimers sjukdom, och ocksa propagera sadan aggregering till
normala p53-proteiner. Detta giller i synnerhet mutanter med defekter i den C-
terminala, DNA-bindande delen av proteinet, dar ocksa de flesta mutationer som
patraffats i cancertumorer finns. Mutanta p53 kan alltsd upptrada som prioner. Hur
detta ar relaterat till sjdlva tumorens uppkomst och propagering ar oklart. Med tanke pa
att en viktig funktion hos normalt p53 ar att undertrycka och hindra uppkomst av
tumorer genom att hindra cellprolifiering ar det dock uppenbart att en mutant som
saknar denna funktion, och dessutom kan sprida dysfunktionaliteten till normala kopior
av proteinet, kan bidra till uppkomst och spridning av tumorer. Silva m.f1.65 diskuterar
nadgra olika modeller for hur detta skulle kunna ga till.

De har beskrivna egenskaperna visar pa att det finns en likhet i mekanismen for
uppkomst av neurologiska sjukdomar och cancer. Méjligheter att forhindra p53-
prionbildning skulle kunna vara en vag for att bekdampa vissa typer av cancer. Nyare
studier av jastprioner (sid 288) visar att det ocksa finns patogena sadana. Eftersom
jastprionerna har samma typ av struktur som manskliga prioner skulle de kunna utgora
ett bra modellsystem for studier av prionbildning och hur sddan skulle kunna hammas®?,

65 Silva m.fl. (2014) Trends Biochem Sci 39:260
66 Stone (2012) Microbe 7:551
67 Chernova (2014) FEMS Microbiol Rev 38:326
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daven om jast och flercelliga eukaryoter verkar ha delvis olika system for disaggregering
av amyloida proteinkomplex®8.

68 Torrente och Shorter (2014) Prion 7:457



