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Pionierskie uzycie CRISPR-Cas9 wzgledem
RNA

Kod genetyczny przechowywany w DNA jest odpowiedzialny za wszystkie cechy, poczawszy
od koloru oczu a skonczywszy na podatnosci na zachorowania. Zmusilo to naukowcow do
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przeprowadzenia sekwencjonowania genomu ludzkiego oraz opracowania sposobow zmiany
kodu genetycznego, niemniej jednak wiele sposrod choréb pozostaje nierozlaczna z réznego
rodzaju czasteczkami podstawowymi RNA.

Podobnie jak w przypadku posredniczacego materiatu genetycznego, ktéry przenosi kod genetyczny
od jadra komoérkowego, naukowcy dos¢ dtugo starali sie opracowaé efektywna metode celowania
w RNA zywych komérek. Badacze z Akademii Medycznej w San Diego przy Uniwersytecie
Kalifornijskim uzyskali zadane wyniki na drodze zastosowania popularnej techniki edycji DNA
CRISPR-Cas9 wzgledem RNA.

Na zdjeciu przedstawiono komorke przenoszqcq systemCas9 wycelowany w RNA, ktory ukazuje
rozktad beta aktynow mRNA w cytoplazmie.

"O ile nam wiadomo, jest to pierwsza préoba wycelowania w RNA w zywych komoérkach
z wykorzystaniem CRISPR-Cas9," stwierdzit gtéwny autor publikacji dr Gene Yeo, adiunkt wydziatu
medycyny komoérkowej i molekularnej. "Nasze biezace prace skupiaja sie na sledzeniu ruchu RNA
wewnatrz komdrki, jednak w przysztosci mozliwe bedzie dokonywanie pomiaréw innych wtasciwosci
RNA lub ulepszanie podejscia terapeutycznego w celu wprowadzania korekty zachowan RNA
wywotujacych schorzenia."

Lokalizacja RNA w komorce - a takze sposob oraz czas jego przedostawania sie do jej wnetrza - moze
wywiera¢ wplyw na wtasciwa lokalizacje oraz stosowny czas wytwarzania biatek. Na przyktad, biatka
wazne dla potaczen neuronowych w mozgu, zwane synapsami, wytwarzane sa z RNA
zlokalizowanych na tych potaczeniach. Transport wadliwych RNA jest nieroztaczny z réznorodnymi
uwarunkowaniami od autyzmu az po nowotwory. Naukowcy prébuja opracowac sposoby na
prowadzenie pomiaréow wielkosci przesuniecia RNA w celu stworzenia metod leczenia opisanych
uwarunkowan.

Préby edycji oraz pomiaru DNA - w charakterze narzedzia wplywajacego na zmiane wielkosci
produkcji biatka, opracowanie podstawowych funkcji biologicznych oraz korygowanie wad podczas
leczenia schorzen - w ciagu ostatnich kilku lat ulegty przyspieszeniu. Wtasnie wtedy badacze odkryli,
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ze istnieje mozliwo$¢ pobrania CRISPR-Cas9, naturalnie wystepujacego mechanizmu obronnego,
ktory bakterie wykorzystuja do odpierania atakow innych bakterii, a nastepnie jego zastosowania do
edycji genow u ssakow.

Zazwyczaj CRISPR-Cas9 dziata w nastepujacy sposéb: badacze projektuja "przewodnik" RNA do
taczenia sekwencji okreslonego namierzonego genu. RNA zostaje wycelowane w enzym Cas9
w zadanym punkcie genomu, w ktérym dochodzi do przeciecia tancucha DNA. Komoérka w sposéb
niesprecyzowany powoduje naprawienie pekniecia w tancuchu DNA, tym samym prowadzac do
dezaktywacji genu albo badacze dokonuja wymiany przekroju przylegajacego do ciecia wraz
z wlasciwa wersja genu.

Az do chwili obecnej, CRISPR-Cas9 mozna byto wykorzystywac¢ wylacznie do manipulacji DNA. Yeo
oraz jego wspoélpracownicy z Uniwersytetu Kalifornijskiego w Berkeley zastosowali niniejsza
technike do opracowania elastycznych srodkéw do wycelowania RNA w zywych komoérkach, zwana
rowniez Cas9 wycelowany w RNA (RCas9).

Aby dokona¢ wycelowania w kierunku RNA zamiast DNA badacze dokonali zamiany kilkunastu cech
uktadu CRISPR-Cas9. Bazujac na podstawie wczesniejszych studiéw opracowanych przez dr Jennifer
Doudna z UC Berkeley zaprojektowano krotki kwas nukleinowy zwany PAMmer, ktory wraz
z przewodnikiem RNA, kieruje Cas9 na czasteczke RNA.

Aby dokona¢ proby uktadu, zesp6t Yeo dokonat wycelowania RNA, ktére szyfruje biatka ACTB, TFRC
oraz CCNA2. W dalszej kolejnosci obserwowano Cas9, potaczone z biatkiem fluorescencyjnym,
a takze odkryto ruch RNA w kierunku granuli stresu, czyli grupy biatek oraz RNA, ktére tworza sie
w cytozolu komorki (obszar poza jadrem), w warunkach, gdy komoérka poddawana jest obciazeniom.
Granule stresu pozostaja nieroztaczne z chorobami neurodegeneracyjnymi, na przyktad stwardnienie
zanikowe boczne (ALS). Niniejszy uktad umozliwia sledzenie RNA w jednostce czasu, w zywych
komdrkach bez potrzeby zastosowania sztucznych znacznikow zwyczajowo stosowanych w innych
technikach sledzenia RNA - technika, ktéra ingeruje w typowe procesy komorkowe.

Zrédto: http://www.nanowerk.com/news2/biotech/newsid=42896.php
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