A baktériumok az éldvilag talan legvaltozatosabb csoportjat képezik, a kérnyezethez valé alkal-
mazkodasuk olyan nagyfoku, hogy szamos extrém életteret meghaditottak. Feltételezhet6, hogy
az alkalmazkodoképességiik mellett egy aktiv védekezérendszer is szerepet jatszott ebben. A
magasabb rendii organizmusokhoz hasonléan a baktériumokban is - eubaktériumokban és dshak-
tériumokban egyarant - megtalalhaté egy védekezé mechanizmus, amely leginkabb a genetikai

genomban  talalha-
té6 rovid, palindrom,
ismétldds  szekven-

cidkbol (Clustered Regularly
[nterspaced Short Palindromic
Repeats) és cas- (CRISPR
associated) fehérjékbdl fel-
épllé rendszer a baktérium
adaptiv immunrendszerének
tekinthetd. Az adaptiv immu-
nitds {6 jellemz&je a memoria,
amely képessé teszi az adott
élélényt egy Gjbdli fertézés ese-
tén gyorsabb és sokkal specifi-
kusabb valasz kialakitasira.

Az utébbi években a
CRISPR /cas-rendszer  ku-
tatdsa egyre inkabb elStérbe
kertlt, ugyanis a mechaniz-
mus pontos feltardsival le-
hetévé valt annak biologiai
alkalmazisa. A folyamat so-
ran a baktériumba bejutott
bakteriofaghdl vagy ide-
gen extrakromoszémalis elembdl
szarmazd DNS beéptl a baktéri-
um genomyjaba, tehat a baktérium
az 6t megtimad6 virusrdl egy
lenyomatot készit az erre alkal-
mas genomrégidjaban. Az ebbdl
atir6dé rendszer lehetdvé teszi,
hogy a baktérium mar immunis
legyen a kovetkez$ azonos virus-
fertézésre, azaz célzottan tudjon
védekezni, a beépitett szekvenci-
at felhasznalva.

A bakteridlis adaptiv immun-
rendszer alapjit a genomban ta-
lalhaté CRISPR DNS-elemek
jelentik, leforditva: csoportos, sza-
balyosan megszakitott rovid pa-

parazitak ellen nyujt védelmet.
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A bakterialis adaptiv immunrendszerben az exogén

DNS a bakteridlis genomba beinszertalva, mintaként
szolgal a késbbbi specifikus DNS-hasitas, és ezaltal
a kérokozo (virus, plazmid) megsemmisitéséhez

A CRISPR /cas-rend-
szernek hirom funkcionalis
tipusa van, melyek koziil
gyakorlati  alkalmazasra

lindrom ismétlések. Ezek 20-50
bazisparnyi 1smétléds szekven-
cidkat és kozéjik beépils spacer
szekvencidkat tartalmaznak. A
cas-fehérjék génjei ugyancsak a
baktérium genomjiban kédolod-
nak, koztuk vannak a DNS felis-
meréséért, kotéséért és hasitasaért
felelés (nukledz) enzimek. A cas-
gének és a repetitiv szekvenciik
kozott a  szabalyozasért felelSs
leader szekvenciak talalhatok.
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a [l-es tipust hasznaljak
fel. Ennek 6 jellemz&je, hogy csak
eubaktériumokban talalhaté meg, és
a CRISPR-szekvenciarél keletke-
zett RINS-en kivil még transzakti-
vacids RINS 1s sziikséges a folyamat
lejatsz6dasahoz. A folyamat hirom
nagyobb szakaszra bonthatd: adap-
tacio, a ctRINS bioszintése és az ide-
gen DINS hasitdsa.

Az adapticid sordn a baktéri-
um a kromoszémajiban talilha-
t6 CRISPR  repetitiv régidjaba
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CRISPR/cas-rendszer elhelyezkedése
a genomban
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amely in vivo és in vitro
génmanipuliciéra is fel-
hasznialhaté. A célgént mi
valasztjuk ki, igy a rend-
szer konnyen tervezhetd

a fagbdl szdrmaz6, Ggynevezett
protospacer  DNS-szekvenciakat
épit be. A protospacerek valtoza-
tosak lehetnek, de a szekvencia
kivilasztdsa a protospacer mel-
letti felismerdszekvenciak (PAM:
protospacer adjacent motif) azo-
nositdsa alapjin torténik, a ge-
nomba beéptilés pedig orientalt. A
CRISPR-be beépiilt idegen DINS-
szakaszok mostant6l annak részét
képezik, igy ezek tanulminyoza-
saval vissza lehet tekinteni az adott
baktérium ,elétorténetébe”. A
transzkripcid sordn errdl crRINS-
molekula képz&dik, amia transzak-
tivald RINS-sel (tracrRINS) Ossze-
kapcsolodva iranyitja a cas9-nukledzt
a hasitds helyéhez. A felismerés a
crRINS-szekvencia alapjan specifi-
kusan torténik. A cas9-nukledz és a
crRINS/tractRINS hibrid komplexe
végzi a protospacer szekvencidban a
blunt vég torés kialakitasat.

A kétszalad RINS irdnyitott cas-
nukledz haszndlatival a DNS-

ben célzott duplaszalG toréseket
idézhettink el8, amelyek javitdsa
mutagenezis vagy génszerkesz-

A duplaszalti crRNS: tracrRNS hibrid RNS-
strukttra aktivélja a cas9-nukleaz enzimet,
vezetoként a crRNS funkcional

célspecifikus crRNS
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és a felismerési szekven-
cia Qjraprogramozhaté. A DNS
hasitisihoz ez esetben tokéletes
baziskomplementaritds sziikséges
a célszekvencia és a crRINS ko-
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tés eszkoze lehet. Az eddig al-
kalmazott eljarasokkal ellentét-

ben ez egy sokkal specifikusabb

és 1ranyithatdbb rendszer,
A CRISPR/cas-rendszer miikodése
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z0tt, igy ezzel elkeriilhet$ a nem ki-
vant célpontok hasitisa. A rendszer
mikodtetéséhez sziikséges harom
Osszetevs szekvencidja — processzalt
crRINS, tractRINS és cas9 — akar
egyetlen vektoron is bejuttathat6 a
célsejtbe. [gy a génszerkesztés és ge-
netikai analizis egyszer(ibben meg-
val6sithaté baktériumokban, illetve
eukaridta sejtekben egyarant.
KORSOS MARIETTA MARGARETA

A szerkesztd kiegészitése

Jennifer Doudna és kollégai
felfedezésének jelent8sége a
modern biotechnolégia  esz-
koztaraban csak a polimeraz
lancreakci6éhoz (PCR) hason-
lithato.

A CRISPR fcas-ejaras a hely-
specifikus DNS-moédositas és a
molekularis klénozas eddig
megvaldsithatatlan  feladatait
oldja meg — Falus Andvas.
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