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CRISPR przeksztalca komorki w rejestratory
danych

Naukowcy wykorzystali popularne narzedzie do edycji gené6w CRISPR-Cas9, aby
przeksztalci¢ DNA w czule urzadzenie rejestrujace, ktore moze dokumentowac czas trwania

i kolejnos¢ zdarzen w komorkach — a nawet wymazywac i ponownie zapisywa¢ informacje
w tym samym genomie.
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Czgsteczki kolistego DNA, zwane plazmidami, zostaty przeksztalcone w systemy, ktére moga
rejestrowac dane komorkowe / Zdjecie: Gopal Murti/SPL

Praca ta dotaczy do grupy innych rejestratoréw komérkowych opartych na CRISPR, ktére w ciagu
ostatnich kilku lat opracowano w laboratoriach badawczych. Istnieje nadzieja, ze takie rejestratory
beda mogly Sledzi¢ zmiany w ekspresji gendw, sledzi¢ indywidualng linie komérkowa komorki lub
monitorowa¢ zmiany w warunkach srodowiskowych.

"To oczywiste, ze genom ma tak olbrzymia zdolnos$¢ zapisu" - méwi Jan Philipp Junker, biolog
ukladéw w Centrum Medycyny Molekularnej im. Maxa Delbriicka w Berlinie. ,Dzieki CRISPR,
w koncu dysponujemy narzedziami do wykorzystania jej.

Jest to jeden z wielu sposobéw, w jaki naukowcy dokonuja przerdbek aparatu CRISPR-Cas9, tworzac
nowe typy narzedzi molekularnych.

Inspiracja dla rejestratorow komoérkowych byt rejestrator danych lotu, ktéry mozna znalez¢ w wielu
samolotach”, méwi biolog chemii David Liu z Broad Institute of MIT i Harvard w Cambridge w stanie
Massachusetts. "Podobnie jak rejestrator danych lotu rejestruje zdarzenia, ktére maja miejsce
w samolocie, rejestratory danych komoérkowych moga by¢ wykorzystywane do monitorowania
bodzcow, na ktére wystawiana jest komoérka, lub zmian w sygnalizacji komdérkowej".

Szatkowanie

Naukowcy zazwyczaj uzywaja CRISPR-Cas9 do zmiany sekwencji DNA przez kierowanie enzymu
Cas9 w celu ciecia DNA w miejscu dyktowanym przez sekwencje krotkiego fragmentu RNA, zwanego
przewodnikiem RNA. W wielu organizmach pekniecia DNA sa nastepnie naprawiane przez komérke
w sposob, ktory moze zmieni¢ oryginalna sekwencje DNA.

Liu i jego wspoétpracowniczka, chemik Weixin Tang, rowniez z Broad Institute, wykorzystali
zdolno$¢A Cas9 do ciecia DNA, aby zaprojektowaé rejestrator komérkowy za pomoca kolistych
czasteczek DNA zwanych plazmidami. Plazmidy replikuja sie wewnatrz komorek bakteryjnych,
czasami wytwarzajac setki kopii w pojedynczej komorce.
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Liu i Tang zmienili trzy litery (nukleotydy) DNA w jednym z takich plazmidow, tak aby zawierat
sekwencje obierana za cel przez przez przewodnik RNA. Naukowcy opracowali takze bakterie do
ekspresji Cas9 tylko w obecnosci okreslonego antybiotyku i nazwali caty system CAMERAL.

Bakterie nie maja niektorych mechanizmow naprawy DNA wykorzystywanych przez komorki ssakéw,
aby naprawic¢ szkody wyrzadzone przez Cas9 — zamiast tego, kiedy plazmid jest celem Cas9, ulega
degradacji. Kolejny plazmid replikuje sie, aby zaja¢ miejsce utraconego.

Liu i Tang umiescili zmienione i zwykle plazmidy w komoérkach i zmierzyli wzgledny stosunek tych
dwdch. Proporcja zmienionego plazmidu spadta w komoérkach, ktore byty traktowane antybiotykiem,
poniewaz komorki zaczely degradowac¢ zmienione plazmidy.

Rezultatem byl niezwykle czuly rejestrator: Liu i Tang mogli odczyta¢ informacje z zaledwie
dziesieciu komoérek bakterii. Wielko$¢ zmiany odzwierciedlata ilo$¢ obecnego antybiotyku i czas
trwania ekspozycji. Liu i Tang opracowali réwniez metody resetowania stosunku zmienionego do
niezmienionego plazmidu, usuwania pierwszego zapisu i przygotowania komorki do
udokumentowania nastepnego zdarzenia z uzyciem tego samego zestawu plazmidow.

Obserwacja

Naukowcy stworzyli nastepnie wiecej rejestratorow. Jeden z nich, nazwany CAMERA2, opiera sie na
zmodyfikowanych systemach CRISPR zwanych "edytorami zasad", opracowanych przez laboratorium
Liu w 2016 r. Moga one zmienia¢ pojedyncze litery DNA bez zrywania obu nici genomu. Liu i Tang
wykorzystali CAMERA2 do zarejestrowania do czterech réznych bodzcéw w komdérkach bakteryjnych,
w tym ekspozycji na Swiatto i wirusy oraz kolejnosci, w jakiej wystapity.

Badacze zmodyfikowali takze CAMERA2, aby narzedzie dziatalo w komorkach ssakow, rejestrujac
zmiany bezposrednio w genomie, a nie w plazmidach. Tang i jej koledzy majq nadzieje, ze uzyja
systemu, by odpowiedzie¢ na pytania jak komoérki przyjmuja okreslone tozsamosci.

Rejestratory CAMERA dotacza do wielu innych opracowywanych rejestratorow komérkowych. Biolog
syntetyczny Harris Wang z Columbia University Medical Center w Nowym Jorku zajmowat sie
rozwojem systemow, ktore ma zamiar wykorzysta¢ do badania drobnoustrojow w jelitach.

Z kolei laboratorium Junkera pracuje nad rejestratorem, ktérego zamierza uzy¢ do przesledzenia
drogi rozwojowej pojedynczych komoérek u danio pregowanego. Jak mowi po raz pierwszy pomyslat
o tym podejsciu nieco ponad dwa lata temu. "Myslalem, ze mdj pomyst byt egzotyczny" - méwi Junker.
"A jednak nagle wszyscy robia to samo."

Zrédto: www.nature.com/articles/d41586-018-02068-0
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