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Ujabb Iépés a pontosabb DNS-szerkesztés
felé

A DNS mesterséges modositasara mar évtizedek éta vannak mddszereink, a modern génszerkesztés
Uj korszakat azonban a CRISPR-Cas rendszerek genom mddositasra torténd kifejlesztése hozta el. A
2010-es évek elejétdl ezek az eszkozok lehetdvé tették, hogy célzottan azonositsuk és médositsuk a
genom egy-egy szakaszat. Ennek ma mar szamos kutatasi és biotechnoldgiai alkalmazasa van:
betegségek genetikai okainak vizsgalatatdl és sejtek mddositasatél kezdve Uj terdpids lehetéségek
fejlesztéséig.

A DNS szerkesztése még sosem volt ilyen kdnny(: az Uj generaciés CRISPR-Cas rendszerekkel a
genom egyre nagyobb része valik elérhetévé, mikozben a beavatkozdsok pontossdga és sokfélesége
is folyamatosan né. A legprecizebb megkdzelitések egyike a prime editing, amely tervezett
bazismodositasokat tesz lehetévé. A mddszer sok esetben biztonsagosabb, mint a kettds szali DNS-
torésen alapulé hagyomanyos CRISPR-megoldasok.

A prime editing egyik korlatja azonban, hogy a szerkesztéshez hasznalt Cas-fehérjének a megfeleld
helyen kell felismernie a DNS-t. Ehhez nemcsak a célzott szekvencia, hanem egy kozvetlenul mellette
taldlhatd rovid DNS-motivum, az Ugynevezett PAM jelenléte is sziikséges. A Casl2a enzimek esetében
ez a felismerési kdvetelmény viszonylag szigoru, ezért szamos potencidlis célpont - példaul egy
betegséghez kapcsolddd mutdcié - kivil esik a szerkeszthetd tartomanyon.

A HUN-REN Természettudomanyi Kutatékdzpont Génregulacié Kutatdcsoport munkatarsai ezt a
korlatot igyekeztek feloldani. Tébb, mddositott Casl2a-valtozatot vizsgaltak, amelyek kozil a
flexiAsCas12a bizonyult a leghatékonyabbnak. A médositott fehérje a korabbinal rugalmasabban
ismeri fel a PAM-szekvencidkat, hasznalataval az ismert human patogén pontmutacidk kozel 96
szazaléka elérhetové valik - ez jelentds novekedés a vad tipusd AsCasl2a-alapu rendszerek mintegy
27 szazalékos lefedettségéhez képest.

A vilagon szamos kutatocsoport dolgozik azon, hogy a Casl2a-enzimek PAM-igénye a Cas9-éhez
hasonldéan rugalmassa valjon. Az elmult években tébb kutatécsoport is hozott létre lazitott PAM-
felismerés( Casl2a-variansokat, amelyek egymast kiegészitve mas-mas célpontokat tesznek
elérhetévé. A HUN-REN kutatoéi altal fejlesztett flexiAsCas12a tobb Casl2a-varians 6tvozésével jott
létre. A magyar kutatdok szamitasa szerint a ma elérhet6 variansok egylttesen mar a lehetséges
négybetls PAM-szekvenciak csaknem felét lefedik, ami kordbban elképzelhetetlen volt egyetlen
Casl2a-ortoldg esetében.

Varga Eva és munkatérsai azt is igazoltdk, hogy a kibdvitett target felismerés beépithetd miikédé
prime-editing rendszerekbe emlds sejtekben. Az eredmény igy nem csak egy Ujabb Cas-fehérje
varians, hanem a preciz génszerkesztés szamara elérhetd célpontok kérének bévitése. Ennek
gyakorlati jelent6ségét tobb tényez0 is noveli. A Casl2a-alapu rendszerek jellemzden kevesebb nem
kivant, célponton kivili médositast (Ugynevezett off-target hatast) okoznak, mint a leggyakrabban
hasznalt SpCas9 nukleaz, raadasul konnyebben alkalmazhatdk tobb célszekvencia egyidejl elérésére.
A kutatasi eredmények szerint a gyakorlati alkalmazhatdésag még célpontfliggd, és a varians
megvalasztdsat, valamint a rendszer paramétereit minden esetben hozza kell igazitani az adott
célszekvenciahoz.

A kovetkezd fontos kérdés annak meghatarozasa lesz, hogy az Uj valtozatok milyen hatékonysaggal
és pontossaggal alkalmazhaték kiilonb6zé sejttipusokban és a klinikumban.



A tanulmany a Genome Biology folydiratban jelent meg.
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