A GENETIKUSOK UJ ESZKOZE

A CRISPR/cas9

A bakteridlis genetika megalapozoja, Joshua Lederberg 1959-ben a Nobel-dij atveételekor tartott
elbadasaban mondta a kovetkezd szavakat: ,A genetikusok csaloka lidércfénye mindig is az volt,
hogy talaljanak egy specifikus mutagént, egy olyan reagenst, amely eljut egy adott génhez, felismeri
azt, és meghatarozott médon maodositja.” Ez a lidércfény mara valdsagga valt.

Az elmault évtized soran szamos j modszert dolgoz-
tak ki, amelyek képessé tették a kutatoékat arra, hogy
tervezetten és pontosan iranyitottan vigyenek be ki-
vant mutaciokat barmely génbe. E technikak koziil
a legsokoldaltibban, legegyszertibben és legolcséb-
ban alkalmazhaté a CRISPR/cas9, amely ,futétiiz-
ként" terjedt el a vilagon, és feltalaléinak, Emmanuel-
le Charpentiernek, Jennifer Doudndnak és Feng Zhang-
nak tobb mint két tucat tudomanyos dijat hozott az
elmult harom év soran.

A modszer 1ényege, hogy az atalakitando (mutageni-
zalando) sejtbe egy fehérje- és egy RNS-molekulat (pon-
tosabban: tobbnyire az e két molekulat ko6dolé6 DNS-t)
kell bejuttatni. A cas9 fehérje egy baktériumokbdl el6-
allithaté DNS-bont6é enzim, amely csak akkor bantja
a DNS-t, ha a vezet6-RNS-nek nevezett (tobbnyire mes-
terségesen szintetizalt) kb. 100 nukleotid hossziisagi
RNS-molekula odavezeti hozza. Ezt a vezet6-RNS-t Gigy
tervezik meg, hogy legyen benne egy kb. 20 nukleotid
hosszisagi szakasz, amely pontosan megfelel a DNS

modositandd részének, és ekkor ezen a szakaszon a
cas9 enzim elvagja a DNS-t. Ez a vagas voltaképpen meg-
0lné a sejtet, ha nem lépnének be ilyenkor az 6nvédel-
mi, javité mechanizmusok. A korrekciénak két lehetsé-
ges litja van: az egyik az, hogy a térés egyszerfien befol-
tozodik, azaz helyreall a vagas el6tti folyamatos lanc, ez
azonban t6bbnyire hibaval jar, azaz egy-két nukleotid
kiesik a lancbél vagy betoldodik. Ennek a kovetkezmé-
nye — ha a vagas egy m(ikod6 génben tortént — a gén
megbénitasa, Kiiitése". Olykor ez is lehet a beavatkozas
célja, de ennél fontosabb a masik lehet6ség. Enhez sziik-
séges az el6bbiekben emlitett ketté mellett egy harma-
dik molekula bejuttatasa is a célsejtbe: egy olyan révid
DNS-darabé, amely majdnem teljesen megegyezik a ve-
zetd-RNS altal determinalt kb. 20 nukleotid hosszisaga
modositandé DNS-szakasszal, de egy ponton eltér attol,
amennyiben tartalmazza a kivant mutaciét. Ekkor a
sejt sajat DNS-e és a bevitt DNS kozott 1étrejon egy kicse-
rélédés (szakszoval: homolég rekombinacié torténik),
és ezaltal a kivant mutaci6 bekeriil a sejt DNS-ébe.
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Az elmult harom évben szamos kutatécsoport dol-
gozott azon, hogy tokéletesitsék a technologiat, javit-
sak pontossagat és hatékonysagat. E fejlesztések koziil
talan a legérdekesebb az a médszer, amelyben a moé-
dositott cas9 enzim nem vagja el a célpont DNS-t, csak
odavisz hozza egy masik enzimet, amely a DNS gua-
nin-citozin (GC) bazisparjat adenin-timinné (AT) ala-
kitja, és ezaltal kdzvetleniil idézi el6 a kivant pontmu-
taciot [1]. (Magyar vonatkozas: e munka elsd szerzéje az
amerikai Alexis Komor, a szecesszi6 nagy magyar épité-
szének, Komor Marcellnek a dédunokaja.

A CRISPR/cas9 technolégiaval mar szamos kivant
mutacioval rendelkez6 (azaz potencialisan hasznos)
novényt, allatot, gombat, mikroorganizmust allitot-
tak els. irasomban azonban kizarélag a human al-
kalmazas lehetdségeirdl, illetve kezdeti eredményei-
161 lesz sz6. Ezen a téren a lekiizdend6 technikai ne-
hézségek, elkeriilendd és végzetes hibak mellett egy
alapvet6 etikai problémaval is szembe kell nézni. Az-
zal, hogy amikor — t6bb mint négy évtizede — a gén-
sebészeti technika felfedezésével el6szor tlint realis
lehet6ségnek a human génterapia, vagyis az Orok-
letes, betegségokoz6 mutaciok kijavitasa, vilagosan
meg kellett kiilonboztetni az tigynevezett ,szoma-
tikus" génterapiat a ,csiravonali” génterapiatol. Az
elébbi azt jelenti, hogy a beteg ember betegség altal
érintett szerveiben, szoveteiben kisérlik meg a mu-
tacié kikiiszobolését, és ezaltal a betegség részle-
ges vagy teljes gyogyitasat. Ez a hatas természetesen
nem 6roklédik. A ,csiravonali” terapia az ivarsejtek-
ben vagy a korai embriéban eléidézett és igy drokle-
tes megvaltoztatast jelent. Az akkori — és azo6ta is al-
talanosan érvényesnek tekintett — etikai allaspont
szerint ez a beavatkozas nem megengedhet6, mivel

A CRISPR/cas9 hése: Feng Zhang

A CRISPR/cas9 hései: Emanuelle Charpentier
és Jennifer Doudna

nemcsak az érintett egyénre, hanem a kovetkezd,
még meg nem sziiletett generacidkra is kihat. Nos, a
CRISPR/cas9 technoldgia megjelenése ezt a szigora-
an elutasito allaspontot kissé fellazitotta. Az USA Tu-
domanyos Akadémiaja és Orvosi Akadémiaja tavaly
nyaron attekintette a CRISPR/cas9 forradalom lehet-
séges human alkalmazasait, és nem zarkoézott el at-
tol, hogy a technologia fejlédésével és jelenleg még
meglévo hibainak kikiiszobolésével a jovoben lehet-
ségessé valhat a ,csiravonali” génterapia. Természe-
tesen hangsulyoztak, hogy csak terapiarél, az életet
veszélyeztetd mutaciok kikiiszobolésérdl lehet szo,
nem pedig ,designer” bébik eléallitasarol [2].

Az elmult két év soran a tudomanyos irodalom-
ban nyolc olyan kézlemény jelent meg, amely az 1j
technolégia lehetéségeit és buktat6it probalta fel-
tarni a ,csiravonali” human génterapia iranyaban.
Az els6 cikk egy kinai kutatécsoporttél szarmazott
[3], ami els6 1évén, elég nagy vihart kavart. Sokan vi-
tattak, hogy szabad-e emberi embridkon ilyen kisér-
letet végezni, noha a kinai kutatok eleve megsemmi-
sitésre itélt embridkkal dolgoztak, és természetesen
nem engedték azokat kifejlédni, tovabba az illetékes
hatésagoktél megkaptak minden engedélyt. A kisér-
letben egy stilyos 6rokletes hematolégiai betegséget,
a béta-talasszémiat okoz6 mutaciét probaltak meg
kijavitani. Az eredmény: 54 embri6b6él mindéssze
négyben talaltak meg a kivant mutaciot, és azok is
valamennyien mozaikok voltak, vagyis nem minden
sejtjiikben tortént meg a valtozas. Tovabba a kivant
mutacién kiviil minden megvizsgalt embriéban talal-
tak ,céltévesztést” is. Ez azt jelenti, hogy bar a CRISPR/
cas9 rendszer meglehetésen pontosan vagja el a ki-
vant helyen a DNS-t, ez a pontossag azért nem 1009%-0s.
Azaz, joval kisebb valészintiséggel ugyan, de a célszek-
venciahoz tobbé-kevésbé hasonlitdé mas helyeken is
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torténhet hasitas, és ezaltal Gj mutacio keletkezése mas
génekben. A sokat vitatott kisérlet tehat annyiban fon-
tosnak és negativ értelemben eredményesnek bizonyult,
hogy ravilagitott a modszer tokéletlenségére.

Ugyanettol a csoporttdl szarmazik a legfrissebb cikk
[4]is, amelyben radikalisan javitott modszerekkel értek
el sokkal jobb eredményt a béta-talasszémiat okoz6 mu-
tacié kijavitdsaban. A munka kiilénleges érdekessége,
hogy tigy keriilte meg az embriokon végzett kisérletek
etikai problémajat, hogy a beteg bdrszovetébdl vett sej-
tet klonoztdk, és a klénozott embridkon végezték el az
iranyitott mutagenezist az el6bbiekben ismertetett,
Komorék altal kidolgozott, guanint adeninre modosi-
t6 modszerrel. Az eredmény: 20 kezelt klonozott emb-
ri6 koziil nyolcat sikeriilt ,meggyogyitani”. Ez az ered-
mény természetesen még igen messze van attol, hogy
avalosagos orvosi alkalmazast megengedhet6vé tegye,
de a jov6 szempontjabol biztatéonak tekinthetd. Ova-
tossagra int az is, hogy a kezelt embriok t6bbsége eztit-
tal is ,mozaik”, vagyis nem minden sejtjiikben tértént
meg a mutacio korrekciéja. Az viszont pozitivum, hogy
ezlttal nem szamoltak be ,céltévesztés'-rél, bar nem is
zartak azt ki teljesen.

Egy masik — amerikai-koreai — kisérletben egy 6rok-
letes szivbetegséget (hipertrofias kardiomiopatia) oko-
z6 mutaciot probaltak kijavitani [5]. A betegséget okozo
mutacié a MYBPC3 nevii génben van és dominans, azaz
akkor is szivelégtelenséget okoz, ha csak az egyik kro-
moszémaban fordul elé (azaz heterozigota allapot-
ban). A kutatok egy ilyen heterozig6ta betegtdl kapott
férfi és egészséges homozigota ndi ivarsejtekkel mes-
terséges megtermékenyitést végeztek, és az igy nyert
embriékon végezték el a CRISPR/cas9 beavatkozast.
Elméletileg (beavatkozas nélkiil) egy ilyen kereszte-
zés fele-fele aranyban vezetne egészséges, illetve beteg
utédhoz. A beavatkozis eredményeként azonban 58
embriobol 42 (72,4%) lett egészséges a homolog rekom-
binacié kévetkeztében. A t6bbi 16 embriéban is volt
a megfelel6 helyen DNS-hasitas, de ott a helyreallitas
masik lehetésége kovetkezett be, azaz nem a megfe-
lel6 mutacio. Ez az eredmény (72,4% az 50% helyett)
biztat6é ugyan, de természetesen még nem Kkielégito.
Talan ennél fontosabb, hogy a kutaték nem talaltak
,Céltévesztést”, azaz a célszekvencian kiviili hasitast
és mutagenezist.

Az eddigiekben olyan, a ,csiravonali” génterapiara
iranyul6 kisérletekroél volt sz6, amelyek célja a techno-
l6gia hatasossaganak, illetve veszélyeinek felderitése
volt, és esetleges alkalmazasuk nyilvanvaléan csak sok
év mulva valhat lehetségessé. A ,szomatikus” géntera-
pias alkalmazas azonban sokkal el6bb megvalosulhat.

Az ilyen iranyt — nem laboratériumi, hanem klinikai,
betegeken végzett — kisérleteket természetesen csak
igen szigort etikai és szakmai el6zetes vizsgalatok
utan lehet elvégezni. Jelenleg vilagszerte 10 ilyen ki-
sérletrél tudunk, amelyek megkaptak a sziikséges
engedélyeket és el is kezdddtek. Eredmények termé-
szetesen még nincsenek. Erdekes tény, hogy a tiz ter-
vezett program koziil kilenc Kinaban folyik és csak
egy a vilag vezet6 tudomanyos hatalmaban, az USA-
ban. A tervezett eljarasok tobbsége a rak gyogyitasa-
ra iranyul. Ezek szakmai alapja az a nem tal régen
felfedezett tény, hogy az emberben van egy olyan
gén, ami a PD-1 (Programed Death = programmozott

A cas9 mukodése. Az abran kék a cas9 enzim,
fekete a DNS, sarga a vezetd-RNS és az ollo
mutatja a hasitas helyét

sejthalal-1) nevii fehérjét kodolja. Ez a fehérje arra szolgal,
hogy fékezze, korlatozza az immunrendszert, megakada-
lyozza annak talreagalasat. A rakos folyamatban a rak-
sejtek — sajat életiik védelmében — megnovelik az im-
munitasért felel6s T-sejtekben a PD-1 fehérje termelé-
sét, hogy ezzel csokkentsék a szervezet immunvalaszat
a rakra. Nos, a tervezett klinikai kisérletekben a bete-
gektol (egyes estekben idegen donoroktél) az immun-
reakcioért felel6s T-sejteket nyernek, majd szovettenyé-
szetben a CRISPR/cas9 technol6giaval ,kititik” a PD-1 fe-
hérjét kodolo gént, és a  Kiiitott” T-sejteket elszaporitva
visszajuttatjak a beteg vérébe. Kiilonbo6zd variadciokkal
ez az amerikai és hét kinai program lényege. Egy tovab-
bi kinai program a méhnyakrakért felel6s papillomavi-
rust veszi célba, egy pedig az AIDS-et okozé HIV virust.
A CRISPR/cas9 technol6gia lehetséges human (gyo6-
gyit6 céla) felhasznalasaval foglalkoz6 cikkben nem
hagyhatjuk emlités nélkiil azokat az allatkisérleteket
sem, amelyek célja egyértelmiien a majdani emberi al-
kalmazas. Szamos fontos emberi genetikai betegségnek
van olyan allati modellje, amelyen ezek az eljarasok
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kiprébalhatok. Az elmult két év soran megjelentek Kki-
sérleti eredmények a Huntington chorea (vitustanc), a
korabban emlitett béta-talasszémia, vagy egy orokletes
izomsorvadas (Duchenne-disztréfia) egérmodelljeinél a
CRISPR/cas9 tobbé-kevésbé sikeres terapias alkalmaza-
sarol. A ,tobbé-kevésbé” azt jelenti, hogy a kisérleti ege-
rekben némi allapotjavulast lehetett kimutatni, de nem
teljes gyogyulast. Modszertani szempontbodl ezen kisér-
letek koziil a legérdekesebb (és a legfrissebb) az izomsor-
vadasos egerek esete [6]. Itt ugyanis az eljarashoz sziiksé-
ges molekulak bevitelét tigy oldottdk meg, hogy azokat
arany nanorészecskék felszinére adszorbealtak, majd
ezeket a részecskéket injektaltak a beteg egerek izmaiba.
Az aranyrészecskéket még beburkoltak egy olyan mester-
séges polimermolekulaval is, amely a sejtekben endocit6-
zist indukal, azaz lehet6vé teszi, hogy a sejtek felvegyék a
részecskéket és ott kiszabaduljanak a sikeres mutagene-
zishez sziikséges molekulak. Az eredmény: egyetlen ilyen
aranyinjekcié hatasara két hét mulva megjelent az ép
disztrofin-molekula (ennek hianya okozza a betegséget)
az izomsejtek 54%-aban, és az egerek mozgékonysaga, iz-
mainak teljesitdképessége jelentésen javult.

Koriilbeliil itt tartunk most a technolégia human al-
kalmazasa teriiletén. Ismét hangstlyozni kell azonban a
bevezetésben emlitetteket, vagyis azt, hogy allatokban,
novényekben, gombakban és mikroorganizmusokban
mar igen sok, gyakorlatilag is hasznos és fontos ter-
vezett modositas tortént, ezek koziil tobb hamarosan
megjelenik majd a mez6gazdasagban, az iparban, s6t
a szupermarketek polcain is. Az alapkutatasban pedig
mar szinte forradalmi jelent6ségii eredményeket ko-
szonhetiink a modszernek.
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