8.2 CRISPR-Cas: Od podstaw biologii do narzedzia

Slajd 1.

CRISPR-Cas jest postrzegany jako jeden z najwiekszych przetomoéw w biologii molekularnej od czasu
opracowania PCR. W tej prezentacji opowiem, jak ten bakteryjny adaptacyjny uktad immunologiczny
stat sie podstawg do rozwoju nowego, poteznego narzedzia do edycji, regulacji i celowanej modyfikacji
genomow. Technologia CRISPR ma obecnie zastosowanie na wszystkich polach inzynierii genomowe;j.
Za sukcesem tej technologii stoi jej prostota, skutecznosc i uniwersalnosé.

Slajd 2.

Technologia CRISPR jest oparta na kierowanych przez RNA nukleazach, ktére specyficznie przecinajg
DNA rozpoznajgc sekwencje. Model dziatania obejmuje trzy odrebne kroki. W pierwszym etapie —
adaptacji — obce kwasy nukleinowe s3 integrowane jako nowe ,spacery” do macierzy CRISPR,
oddzielonej sekwencjami powtdrzonymi. W nastepnym kroku, ekspresji, generowane sg dojrzate
crRNA, zawierajgce cze$¢ sekwencji ,spacer’a” potaczong z czescig sekwencji powtdrzonej.
Dodatkowo, zachodzi ekspresja komplementarnego do regionéw powtdrzonych transkryptu crRNA
tracrRNA oraz biatek Cas. W ostatnim etapie, interferencji, poprzez wigzanie sie komplementarnych
regiondw powtdrzonych powstaje hybryda crRNA-tracrRNA. Ta hybryda RNA kieruje nukleaze Cas do
komplementarnych sekwencji DNA, co prowadzi do przeciecia elementu genetycznego dokonujgcego

inwazji.
Slajd 3.

Wiasnie potgczenie crRNA i tracrRNA w jedng czasteczke sgRNA stanowito kluczowy krok, ktory
pozwolit na rozwdj technologii CRISPR. Najpowszechniej uzywany w inzynierii genomowej jest obecnie
system CRISPR/Cas typu Il pochodzgcy od Streptococcus pyogenes Podobnie jak inne systemu typu I,
do ciecia docelowego DNA potrzebuje on pojedynczej endonukleazy, Cas9.

Slajd 4.

CRISPR-Cas9 jest obecnie uzywany do modyfikowania genomoéw rdznych komodrek i organizmoéw,
w tym bakterii, pasozytéw, danio pregowanego, myszy i komérek ludzkich. Jednoczesna ekspresja
nukleazy Cas9 z sgRNA zawierajgcym sekwencje komplementarng skutkuje dwuniciowymi peknieciami
DNA, ktére sg nastepnie naprawiane na drodze niehomologicznego tgczenia koncéw lub homologicznej
rekombinacji.

W przypadku niehomologicznego faczenia koricéw, dochodzi do insercji lub delecji losowych par zasad,
co skutkuje dysrupcjg (rozbiciem) gendw czyli ich ,knock-out’em”. Natomiast homologiczng
rekombinacje z wykorzystaniem donorowego DNA mozna wykorzysta¢ do precyzyjnej modyfikacji
genu poprzez wprowadzenie okreslonej mutacji lub do wprowadzenia do genomu zupetnie nowego
genu.

Slajd 5.

Mozliwos¢ zaprogramowania Cas9 do wigzania dowolnej wybranej sekwencji stwarza potencjat do
wielu zastosowan, takich jak kontrolowanie transkrypcji, modyfikowanie epigenoméw czy
obrazowanie chromosomoéw.



Zmodyfikowane biatko Cas9, okreslane jako dCas9, zostato skonstruowane w celu obrazowania w
zywych komérkach. Domena nukleazowa tego biatka zostata dezaktywowana, dzieki czemu uzyskano
biatko specyficznie wigzgce DNA o okreslonej sekwencji. Zmodyfikowane biatko jest biatkiem fuzyjnym,
potgczonym z fluorescencyjnym znacznikiem — np. eGFP — i razem z odpowiednio zaprojektowanym
sgRNA jest uzywane do wizualizacji genomu pojedynczej komérki. Pozwala to udoskonali¢ wspétczesne
technologie stosowane w badaniach dynamiki konformacyjnej natywnych chromosoméw w zywych
komarkach.

Z drugiej strony, zmodyfikowane biatko dCas9 moze by¢ réwniez uzyte w celu regulacji gendw w skali
catego genomu. W procesie okreslanym jako CRISPRi dCas9 blokuje dostep polimerazy RNA do DNA,
co skutkuje represjg transkrypcji. Co wiecej, poprzez wygenerowanie chimerycznych wersji dCas9
sprzezonych zdomenami regulatorowymi, jak np. podjednostka w polimerazy RNA, mozna efektywnie
aktywowac ekspresje genow.

Slajd 6.

Odkrycie i rozwdj technologii CRISPR jest zastugg wielu naukowcow z catego swiara. Chociaz jest to
stosunkowo niedawne odkrycie, pierwsze doniesienia siegajg 1987 roku. Naukowcy z jednego z
japonskich uniwersytetéw odkryli nietypowy segment DNA, ktdry sktadat sie z krétkich, bezposrednich
powtdrzen, flankowanych przez krétkie, niepowtarzalne sekwencje. Odnotowali oni, ze ,biologiczne
znaczenie tych sekwencji jest nieznane”. Prawie trzy dekady pdzniej, w 2002 roku, powtdrzenia te
zostaty okreslone mianem CRISPR, a powigzane z nimi biatka — Cas. W 2005 roku ,,spacery” CRISPR
zostaty dopasowane do obcego DNA.

Slajd 7.

W ciggu kolejnych dwéch lat ustalono, ze CRISPR jest adaptacyjnym systemem odpornosciowym
bakterii, ktory umozliwia unikniecie infekcji fagowej. W 2011 roku naukowcy stwierdzili, ze ten
mechanizm opornosci na fagi wymaga powstania dwdch czagsteczek RNA, nazwanych crRNA i tracrRNA.
Do 2012 roku biochemiczna charakterystyka systemu CRISPR pokazata, ze Cas9 mozie by¢
ukierunkowana przez crRNA, zeby specyficznie cigé¢ docelowe DNA in vitro. Co wiecej, fuzja crRNA i
tracrRNA i tym samym stworzenie sgRNA pozwolita na zredukowanie systemu z trzech do zaledwie
dwodch sktadnikédw. Ten moment zapoczatkowat wykorzystanie CRISPR/Cas9 jako nowego narzedzia
edycji genow.

Slajd 8.

W kolejnych latach wiele badan ukazato potencjat tej nowej techniki precyzyjnej inzynierii genomowe;j.
W 2013 r. system CRISPR/Cas9 zostat uzyty do ukierunkowanej edycji gendéw w komorkach ludzkich i
mysich z wykorzystaniem zaprojektowanych crRNA. Rok pdzniej naukowcy z Chin poinformowali o
pierwszych specyficznych mutacjach u zmodyfikowanych matp. Byt to duzy krok w kierunku stworzenia
bardziej precyzyjnych modeli badawczych w badaniach nad chorobami ludzi. Przeprowadzono réwniez
pierwsze proby edycji genomu zarodkdow ludzkich w celu wyeliminowania choréb genetycznych, jednak
naukowcom nie udato sie skutecznie naprawi¢ wad genetycznych; obserwowano wiele
niespecyficznych ciec.

Slajd 9.

W 2016 roku pierwsze badania kliniczne u ludzi wykorzystujgce edytowanie gendéw oparte na CRISPR
zostaty zatwierdzone w USA. Skala tych pierwszych testéw jest niewielka, poniewaz ich celem jest
sprawdzenie, czy stosowanie CRISPR u ludzi jest bezpieczne. Pdziniej technologia ta moze byc
wykorzystywana do leczenia nowotworéw.



Jak widad z osi czasu, CRISPR jest przetomowa technologig dla biologii molekularnej i mozna oczekiwag,
ze wiele nowych badan i zastosowan pojawi sie jeszcze w nastepnych latach.

Slajd 10.

Wszystkie odniesienia literaturowe wykorzystane w tej prezentacji znajdziecie na ponizszej liscie.



