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A gensebeszet Uy technikai

genetikai technika, amely a magyar

nyelvben a ,génsebészet” (angolul:
genetic engineering, azaz génmérndkség)
nevet kapta ¢és forradalmasitotta a biologi-
ai tudomanyok valamennyi agat, valamint
azok gyakorlati alkalmazasait, a biotech-
nologiat. Ezzel kapcsolatban talan érde-
mes felidézni — hiszen tudomanytorténe-
ti szempontbdl nagyon érdekes —, hogy
mi vezetett a génsebészeti technika fel-
fedezéséhez. E technologia kulcsa a gén-
sebész ,,mutéti eszkdze”, az a ,restrikci-
0s endonukleaz” nevii enzimtipus, amely
képes a DNS bizonyos szekvenciaelemeit
nagy pontossaggal felismerni, és azok-
nal elvagni a DNS-lancot. Ha a DNS
nukleotidsorrendjét szovegnek tekintjiik,
akkor azt mondhatjuk, hogy ezek az en-
zimek a szdveg bizonyos szavait ismerik
fel és ott vagjak el szovegfolyamot. A rest-
rikcids endonukleazok kizarolag baktériu-
mokban fordulnak el6, és bioldgiai szere-
piik az idegen DNS behatolésa, azaz a bak-
teriofagok (a baktériumokat megtamado
virusok) fertdzése elleni védekezés. Azt,
hogy ilyen védekezés 1étezik, a molekula-
ris biologia egyik alapitd atyja, Salvador
Luria fedezte fel 1952-ben. Luria figyelte
meg és irta le, hogy bizonyos esetekben,
bizonyos baktériumokon a fagfert6zés ha-
tékonysaga korlatozodik, visszaszorul (ezt
nevezte el ,restrikcio”-nak), bar magyara-
zatot a jelenségre nem tudott adni. Ezt a
magyarazatot egy ¢évtizeddel késobb Wer-
ner Arber szolgaltatta, aki elméletében
feltételezte a DNS-t specifikusan hasito
Lrestrikcios enzimek™ 1étét, majd Hamilton
Smith izolalta és jellemezte az elsd ilyen
enzimet. Arber és Smith ezért (a restrikci-
0s enzimek els6 hasznos gyakorlati alkal-
mazasat felfedez6 Dan Nathans-al egyiitt)
1978-ban Nobel-dijat kapott. Egy ilyen
restrikcids enzim felhasznéaldsaval valt le-
hetdvé kiilonbozo eredetli DNS-szakaszok
kémcsdben torténd vagasa-ragasztasa, 6sz-
szemontirozasa, ami a génsebészeti tech-
nika Iényege.

A tudomanytorténetnek ezt az epizodjat
azért volt érdemes felidézni, mert az utobbi
években a baktériumok fagfert6zés elleni veé-
dekezésének egy teljesen 1j modjat talaltak
meg, és ez ismét egy 11j — rendkiviil hasznos
és sokoldalu — miitéti eszkozt szolgaltatott a
génsebészek szamara. Az 0j védekezési me-

Immér negyvenéves az a biokémiai-
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chanizmus felfedezése — ez elég kivételes
jelenség a modern kisérleti bioldgia torténe-
tében — nem alapkutatasi mithelyben, hanem
ipari kutatohelyen tortént.

A tejiparban, a sajt- és a joghurtkészi-
tésben kulcsszerepe van a Streptococcus
thermophilus baktériumnak. E baktériu-
mok tenyészetei elég gyakran esnek al-
dozatul baktériofag-tamadasnak, ami si-
lyosan veszélyezteti a termelési folyamat
eredményességét ¢s mindségét. A DuPont
konszern egyik daniai élelmiszeripari la-
boratériumaban az ezzel a problémaval
kiizkod6 kutatok 2007-ben megfigyeltek
egy furcsa, a magasabb rendli él6lények
immunvalaszdhoz hasonlo jelenséget. Ha
fagfertézésnek tették ki a baktériumkultu-
rat, ezzel mintegy vakcinaltak azt, vagyis
a megmaradt baktériumok ellenalléva val-
tak a kovetkezd hasonld fertézéssel szem-

CRISPR elemekrdl 2005-ben kimutattak,
hogy az ismétlddé palindromok kozotti
DNS-szekvencidk eléfordulnak fagokban
is, és ezért feltételezték, hogy azok korab-
bi fagfertézések eredményeként keriiltek
be a baktériumok 6roklési anyagaba. E fel-
tételezés helyességét bizonyitottak be, és
hasznaltak ki a DuPont cég kutatdi, amikor
a veszélyes bakteriofagh6l szarmazé DNS
egy szakaszanak a CRISPR elembe vald
mesterséges bevitelével immunissa tették
a baktériumot az adott fag fertézésével
szemben. Vajon hogyan, milyen mecha-
nizmussal immunizal a CRISPR-elemben
1évé fag eredeti DNS-darab?

Erre a kérdésre egy évtizeddel korab-
ban minden bizonnyal lehetetlen lett volna
valaszolni. Ebben az évtizedben azonban a
biologusok valosaggal 1 vilagot fedeztek
fel: a kiilonb6z6 kisméretii — korabban is-
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1. abra. A CRISPR-elem miikodése. A felsé sor a baktérium-DNS CRISPR
régidjanak sematikus abraja. Feketék az ismétl6dé palindromok, sziirkék a
kozbeiktatott szekvencidk. A masodik sor kiilon mutatja a régié elejét és a
baktériumtorzs érzékenységét két faggal szemben. A harmadik sorban lathato,
hogy ha ebbe a szakaszba beiiltetnek két 1ij szakaszt a két bakteriofagbol (S13,
S14), a fagérzékenység nagysagrendekkel csokken

ben. A jelenség okat kutatva rajottek, hogy
a védekezésért a bakterialis DNS-nek egy
specialis szakasza a felel6s. Ezt a DNS-
elemet mar husz évvel korabban leirtak
sem volt, és akkoriban a kdzleményiik
nem keltett semmilyen feltiinést. A ko-
vetkezd években a megismert DNS-szek-
venciaju baktériumfajok 40%-aban és az
Archebaktériumok 90%-aban megtalaltak
ezt a furcsa szerkezetet és CRISPR-nek
nevezték el. A betliszo jelentése: Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (azaz: egyiittesen eléfordu-
16, szabalyos kozokkel elvalasztott ro-
vid palindromikus ismétlédések, ahol a
palindromikus azt jelenti, hogy a szek-
vencia eldIrél és hatulrdl olvasva ugyan-
az, mint példaul a ,kerek” szdban). A

meretlen — RNS-eknek a szabalyozasban
¢és a védekezésben jatszott, hallatlanul fon-
tos, egészen ujszeri szerepét. (Ezért ka-
pott Nobel-dijat 2006-ban Fire ¢s Mello,
1. a szerz6tél: A mikro-RNS. Uj fszerep-
16 a bioldgia szinpadan. Természet Vilaga,
139, 2008, 120-122.) Kidertilt tehat, hogy
a baktérium-DNS CRISPR elemérdl ké-
sziil egy RNS-masolat, amely tobb atala-
kulasi 1épés utan kapcsolodik egy Cas9
elnevezésti DNS-bonté enzimhez. Ez az
enzim viszont csak akkor mukodik, ha a
hozza kapcsolodott RNS odavezette és ko-
totte egy kiegészité (komplementer) szek-
venciaju DNS-hez, ekkor azt képes elvag-
ni. Minthogy a CRISPR-elemben ott volt
a veszélyes fag-DNS egy szakasza, igy az
ujra tamado fag DNS-ét lebontja a Cas9
enzim. Ezzel megolddodott egy fontos gya-
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2. abra. A vezeté (CRISPR-eredetii)
A nyilak mutatjak a DNS-hasitas helyét.
A vezeté RNS DNS-el komplementer
része sotétebb, a kozos jellegzetes
szerkezeti elem vilagosabb szini

korlati probléma, de az eredmény ennél
sokkal nagyobb jelentdségii.

Tavaly két kutatocsoport is kimutatta,
hogy megfeleld szerkezetre alakitott tetszés
szerinti szekvenciaji ,,vezetd” RNS-mole-
kuldkat kémcsOben Osszehozva a Cas9 en-
zimmel, barmilyen, a vezet6-RNS-el komp-
lementer szerkezetli DNS-t el lehet vagni.
Ezzel valésagos lavina indult el. George
Church laboratériumaban mesterséges ve-
zeté RNS-molekulak tizezreit készitették el,
amelyek képesek lehetnek az emberi gének
90%-anak specifikus elvagasat iranyitani —
egyelére csak kémesoben. Raszallt a tech-
nikara a kiszolgalo biotechnoldgiai ipar is,
egy cég mindossze 65 dollarért kinal rende-
lésre késziilt CRISPR-elemeket.

Miel6tt azonban az 1j technoldgia al-
kalmazasanak legujabb teriileteit és pers-
pektivait ismertetném, érdemes visszate-
kinteni néhany elézményre. A DNS ¢l6
sejtben torténd (in vivo) manipulalasanak a
CRISPR-technika felfedezése el6tt is volt
néhany — annal joval korlatozottabb hatas-
kort — lehetésége.

Ilyen a ZFN- (Zinc Finger Nuclease, az-
az cink-ujj nukledz) modszer. A cink-ujj
sok természetes fehérjében el6fordulod szer-
kezeti elem, amely lehetdvé teszi a szoban
forgod fehérje specifikus kotddését bizonyos
DNS-szekvencidkhoz. Szamos génmiiko-
dést szabalyozo természetes fehérje ilyen
cink-ujj segitségével kotddik a DNS meg-
hatarozott szakaszahoz, és ott egy adott gén
mikodésének gatlasat vagy fokozodasat
idézi el6. Ha egy ilyen cink-ujjat mestersé-
gesen egy DNS-t hasité enzimhez kotnek,
akkor a bontd enzim csak a megfeleld, a
cink-ujj altal meghatarozott DNS-szakasz-
hoz kotédve, kozvetleniil a kotdhely mellett
hasitja a DNS-t. Ezt a hasitast a sejt termé-
szetes DNS-javitd rendszerei igyekeznek
befoltozni és ez a javitds manipulalhato,
azaz kisebb DNS-szakaszok, vagy egyes
nukleotidok beépithetdk a hasitohelyre. Ez
lényegében annyit jelent, hogy megvaldsit-
haté iranyitott mutaciok létrehozasa.

A ZFN-technikanal modernebb, mind6sz-
sze kétéves, és annal hatékonyabb az ugyne-
vezett TALEN-ek (Transcription Activator-
Like Effector Nucleases, vagyis a génatirast
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aktivalo fehérjékhez hasonlé nukleazok) fel-
hasznalasa. A TALEN egy DNS-hasit6 en-
zimet kapcsol egy olyan 12-26 DNS-ko-
t6 modult tartalmazo fehérjéhez, amelynek
minden modulja egy bizonyos nukleotidot
képes felismerni. E modulok megfelelé meg-
valasztasaval elvileg tetszés szerinti 24 ba-
zisparos vagy még hosszabb felismer6 szek-
venciaji fehérjék tervezhetok és hozhatdk
létre, amelyek a szoban forgd szekvencia
mellett hasitjak a DNS-t. Ezeket a TALEN-
eket eddig elsdsorban névényi gének mani-
pulalasara hasznaltak.

Kérdés, ha eddig is voltak modszere-
ink a DNS ¢€I6 sejten beliili iranyitott mo-
dositasara, akkor miért keltett szenzaciot az
uj CRISPR-moédszer? Nos, a valasz igen
egyszeri. Fehérjék mesterséges modositasa
és flzionalasa, amely a ZFN- és TALEN-
technologia Iényege, meglehetsen koltsé-
ges, faradsagos ¢és olykor nehezen megjosol-
hat6 eredményt eljaras. Ezzel szemben adott
nukleotidsorrendti révid RNS-molekulak
szintézise, amely a CRISPR-modszerhez
sziikséges, rendkiviil olcson, egyszertien,
rutinszertien megvalosithatd, mint ezt a fen-
tebb idézett példak is bizonyitjak.

mazta, lényege, hogy egy fényérzékeny
fehérjét, tobbnyire egy ndvényi eredetil
fotoreceptort fuzionalnak egy jelatvitel-
ben vagy génszabalyozasban résztvevd
fehérjével ugy, hogy a fotoreceptor fény
hatasara torténd alakvéltozdsa a masik
fehérjére és ezaltal a jelatvitelre, vagy
az altala szabalyozott gén miikodésé-
re is hasson. Azaz: fénysugarral, a sejt-
be valo behatolas nélkiil lehet eléidézni
azonnali, pontosan kontrollalt mikdodés-
véltozast. A modszer azt is lehetdvé te-
szi, hogy kiilonb6z6 fotoreceptorok al-
kalmazasaval kiilonb6z6 szinti (hullam-
hosszt) fénysugarral, kiilonb6z6 meg-
valtozasokat idézzenek el ugyanabban a
sejtben, vagy ¢€l6lényben. Nos, a Nature
augusztus 22-1 szdmaban Konermann ¢és
munkatarsai beszamolnak arr6l, hogy a
TALEN-technologia és az optogenetika
kombinacidjaval ¢lo, ébren 1évo ege-
rek agyaban két gén aktivitasat percek
alatt 10-20-szorosra tudtak fokozni kék
fénysugarral. A CRISPR-technolégiaval
még konnyebben ¢€s sokoldaltibban lehet
ugyanezt az elvet alkalmazni. A perspek-
tivak belathatatlanok.
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3. abra. Az optogenetikus génszabalyozas. A CRY2 fotoreceptort hozzakapcsoljak
a DNS-felismeré TALE fehérjéhez, majd két kozvetito fehérjén (CIB1, VP64)
keresztiil a génatiré apparatushoz. Fény hatisara az adott génen az atiras
intenzitasa megvaltozik

A CRISPR-modszer felfedezése valosa-
gos lavinat inditott el, egyes kommentarorok
szerint minden idék leggyorsabban fejlodé
tudomanyteriilete e technologia alkalmaza-
sa. Kinai kutatok rizsben €s buzaban valo-
sitottak meg génmodositast ily modon, az
amerikaiak zebrahal-embrioknal, fonalfé-
regben alkalmaztak el6szor, de vannak mar
eredmények emldsben (egér, patkany) is. A
legfontosabb teriilet, az emberi génterapi-
as alkalmazas eldtt még tisztazandd, hogy
mennyire specifikus a modszer, azaz biz-
tosithato-e, hogy a vezetd RNS kizardlag a
tervezett egyetlen helyre vezesse a DNS-t
bontd enzimet.

Az elébbiekben bemutatott 4j génsebé-
szeti modszerek egyik legérdekesebb al-
kalmazasa egyesiti ezt a technikat korunk
egy masik korszakalkato felfedezésével,
az optogenetikaval (véleményem szerint
a kovetkez6 orvosi Nobel-dij egyik leg-
nagyobb esélyesei az optogenetika mod-
szerének kidolgozoi Deisseroth, Zhang
¢és Boyden!). Az optogenetika technikajat
eddig elsésorban a neurobioldgia alkal-
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