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IChociaz od wielu lat potrafimy zmieniac
sekwencje nukleotydow w genach réznych organizmow, dopiero niedawno odkryto

wyjatkowo precyzyjne narzedzia, ktore przedefiniowaly to, co jest mozliwe w inzynierii
genetycznej.

Redagowanie genomu - czyli mozliwos¢ dowolnej modyfikacji sekwencji nukleotyddw, ich kolejnosci
i liczby, w dowolnym zywym organizmie w dowolny sposéb - jest Swietym Graalem biologii
molekularnej. Na poczatku modyfikacje DNA byty losowe. Wtedy, nie wiedzac jeszcze nawet, czym sa
geny, hodowcy zmieniali ich strukture w procesie sztucznej selekcji - na potrzeby rolnictwa tworzyli
nowe odmiany roslin i zwierzat. Odkrycie w potowie ubiegtego stulecia enzymoéw restrykcyjnych,
czyli biatek tngcych DNA o scisle okreslonej sekwencji, dostarczyto biologom narzedzi pozwalajacych
wprowadza¢ do organizméw nowe geny. Poczatkowo stosowanie tych enzymow byto ograniczone do
badan na mikroorganizmach; dzisiaj wykorzystuje sie je m.in. do tworzenia zwierzat transgenicznych
- takich jak np. stynne kozy, z ktorych mleka pozyskiwane sa biatka pajeczej nici.

Niemata role enzymy restrykcyjne petnia tez w terapiach genowych. Ten rodzaj terapii polega na
dostarczeniu do komdrek pacjenta dziatajacej wersji genu, ktéra u pacjenta jest wadliwa i prowadzi
do niedoboréw biatek niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu (wiecej na ten
temat: ,Czlowiek genetycznie zmodyfikowany”, ,WiZ” 6/2014). Opisane terapie maja swoje wady
i zalety. Najwiekszym ograniczeniem enzymow restrykcyjnych jako narzedzi biologii molekularnej
jest to, ze kazdy z nich tnie DNA tylko w Scisle zdefiniowanym miejscu, a ich liczba jest skonczona,
€O znaczaco zaweza mozliwosci wprowadzania zmian w DNA. Oczywiscie nie mozemy modyfikowac
DNA dowolnie - zazwyczaj tego typu interwencje polegaja na wprowadzeniu do organizmu nowego
genu (usuniecie wadliwej wersji genu jest juz znacznie trudniejsze).

Jesli wiec chcielibysmy zastosowac terapie genowa wykorzystujaca enzymy restrykcyjne do leczenia
choréb powodowanych nie przez brak jakiegos biatka, ale przez nadmiar jego patologicznej wersji
(tak jak to sie dzieje w wielu chorobach neurodegeneracyjnych), nasze mozliwosci sa raczej
niewielkie.

I tu z odsiecza przybywaja nowe narzedzia biologii molekularnej, ktére na scenie pojawity sie
w ciagu ostatniej dekady. Samo wprowadzenie nowej sekwencji DNA do genomu organizmu nie
stanowi juz problemu - problemem jest wprowadzenie jej doktadnie tam, gdzie chcemy. I wtasnie to
umozliwiaja dwa nowe biologiczne systemy: pierwszym jest pewien rodzaj enzymow z grupy tzw.
nukleaz (tnacych, jak nazwa wskazuje, kwasy nukleinowe). Drugim jest bakteryjny system
CRISPR/Cas, bedacy odpowiednikiem naszego uktadu odpornosciowego. I cho¢ zaréwno nowe
nukleazy, jak i system CRISPR/Cas znamy od jakiegos$ czasu, ich przydatnos¢ do redagowania
genomu zademonstrowano dopiero niedawno. Jednak juz pierwsze préby ich praktycznego
zastosowania zmienily catkowicie sposéb prowadzenia niektérych badan biomedycznych.



Nukleazy ,mix and match”

Na poczatku lat 90. Swiezo upieczony docent Johns Hopkins University, Srinivasan Chandrasegaran,
zastanawiat sie, jaki projekt bytby odpowiedni dla jego nowo powstatej grupy badawczej. Po rade
udat sie do swojego mentora, prof. Hamiltona Smitha. Smith zas, ktory zjadl zeby na enzymach
restrykcyjnych (za odkrycie jednego ich rodzaju zostat nagrodzony Nagroda Nobla), zaproponowat
stworzenie enzymow restrykcyjnych mogacych cia¢ DNA w miejscach, w ktérych dotychczas nie byto
to mozliwe.

Chandrasegaran rozpoczal badania od poszukiwania takiego typu nukleaz, w ktérych domena
odpowiedzialna za rozpoznawanie sekwencji DNA bytaby niezalezna od domeny odpowiedzialnej za
ciecie kwasu nukleinowego. Stusznie bowiem zakladatl, ze to pozwolitoby mu modyfikowac¢ jedna
czes$¢ enzymu, bez wplywania na inne jego funkcje. Wybdr ostatecznie padt na tzw. nukleazy
z motywem palca cynkowego (ZFN - Zinc-finger nucleases; ZFN-y). U ssakow wystepuja setki tego
typu nukleaz; ich cecha charakterystyczna jest to, ze wiaza sie z réznymi sekwencjami DNA
w sposdb zalezny od liczby oraz budowy domen z motywem palca cynkowego. Kazdy taki ,palec”
rozpoznaje sekwencje trzech nukleotydéw. Poniewaz jedna nukleaza moze mie¢ wiele takich
motywdéw, ich kombinacja pozwala enzymowi na rozpoznawanie dluzszych sekwencji
nukleotydowych.

Pierwszy specjalnie zaprojektowany enzym tnacy wybrana przez badacza sekwencje nukleotydow
grupa Chandrasegarana opisata w 1996 r. Przez kolejne 15 lat zaréwno on, jak i wielu innych
badaczy tworzyto kolejne nukleazy ZFN i stosowato je z powodzeniem do manipulowania genami
roslin (np. tytoniu i kukurydzy) oraz zwierzat (muszki owocowki, szczuréw, myszy, zab, krolikdw,
a nawet bydla). Pokazano tez ich dziatanie na komdérkach ludzkich i chociaz nie staly sie jeszcze
standardem w terapii genowej, to etap ten jest juz naprawde nieodlegty.

W miedzyczasie jednak odkryto inny rodzaj biatek wiazacych kwasy nukleinowe. Byty to tzw. efektory
TAL. Ich szczegdlna cecha jest domena istniejaca w kilku wersjach, potrafigcych rozpoznawac
poszczegolne nukleotydy. Rozumowanie badaczy, zamierzajacych wykorzystaé¢ te wtasciwos¢ do
zaprojektowania nowej klasy enzymow restrykcyjnych, byto podobne jak w przypadku nukleaz ZFN:
gdyby stworzy¢ biatko majace domene tnaca DNA oraz domene, w ktorej dowolnie mozna
podmienia¢ efektory TAL - w zaleznosci od tego, jaka sekwencje chcemy rozpoznawac - woéwczas
uzyskaliby$Smy niemal uniwersalny enzym restrykcyjny. Taki nowy rodzaj nukleaz - nukleazy TALE,
lub TALEN-y - opisano po raz pierwszy w 2011 r.

Zasady dzialania nukleaz ZFN i TALEN-6w sg bardzo podobne. Istnieja jednak pomiedzy nimi wazne
réznice. W ZFN-ach kazda domena rozpoznaje trojke nukleotydéw, w TALEN-ach - pojedynczy
nukleotyd. Co jednak wazniejsze, TALEN-y dzialaja bardziej precyzyjnie (myla sie duzo rzadziej) niz
nukleazy ZFN. TALEN-y sa tez nieco tatwiejsze do zaprojektowania i syntezy. Trzeba jednak
podkresli¢, ze obie klasy enzymdéw wciaz maja jedna podstawowa wade: chcac uzyskac¢ enzym tnacy
Scisle okreslona sekwencje nukleotydéw, za kazdym razem trzeba zaprojektowac i zsyntetyzowac
catkiem nowe biatko. Jest to proces kosztowny i czasochtonny, i to wtasnie jedno z najwiekszych
ograniczen powszechnego stosowania tych biatek w laboratoriach.

Badania nad opisanymi tu nukleazami byly jednak przelomem w mysleniu o tym, jak zabrac sie za
redagowanie DNA. Najwazniejsze byto udowodnienie, ze za funkcja tnaca oraz za rozpoznawanie
okreslonej sekwencji moga by¢ odpowiedzialne dwie zupeinie niezalezne czesci enzymu. A co by bytlo,
gdybysmy do rozpoznawania sekwencji DNA wykorzystali komplementarno$¢ nukleotydéw? Czyli
gdyby zamiast biatkowej domeny zastosowa¢ w tym celu odcinek DNA? Jesli wzia¢ pod uwage, ze
w porownaniu z synteza biatek synteza kwasow nukleinowych to butka z mastem, takie narzedzie
zmienitoby oblicze biologii molekularne;j.



Bakteryjny ,, uklad immunologiczny”

Organizmy prokariotyczne - bakterie i archebakterie - sg bardzo wrazliwe na atak wirusow
wbudowujacych sie w ich materiat genetyczny. Obecnos$¢ ,nadmiarowego” DNA jest oczywiscie
bakteriom zbedna - to w koncu dodatkowy fragment kwasu nukleinowego, ktéry bakteria w trakcie
swojego podziatu musi powieli¢, zuzywajac energie i budulce, ktére mogtaby lepiej zagospodarowac.
Nic wiec dziwnego, ze mikroorganizmy prébuja broni¢ sie przed takimi atakami. Robia to za$ za
pomoca systemu bedacego bakteryjnym odpowiednikiem naszego uktadu odpornosciowego. U
bakterii na ten system sktada sie rodzina biatek kodowanych przez geny Cas oraz fragment kwasu
nukleinowego o charakterystycznej sekwencji nazywany CRISPR.

Gdy wirusy zaatakuja bakterie, jedno z bialek Cas tnie wirusowe DNA na krotkie fragmenty dtugosci
okoto 30 nukleotyddw, a kolejne biatko wbhudowuje te fragmenty w sekwencje CRISPR. (Jeden
CRISPR przechowuje wiele takich wirusowych fragmentow). Gdy bakteria jest atakowana po raz
kolejny, CRISPR tworzy kompleks z kolejnym biatkiem Cas - kwas nukleinowy rozpoznaje wirusowe
DNA odpowiadajace temu zakodowanemu w odpowiednim odcinku CRISPR, biatko Cas za$ tnie
wirusowy kwas nukleinowy na kawatki, unieszkodliwiajac intruza.

Blisko pie¢ lat temu dwie grupy badaczy niezaleznie opisaly wykorzystanie tego systemu do
redagowania genomu.

Autor: Rafat Marszatek
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