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CRISPR/CAS SISTEMOS - NUO BAKTERIJU IMUNITETO
IKI GENOMU REDAGAVIMO

Klastingi virusai puola visus — tiek Zmones, tiek ir bakterijas. Visi zino ne, kad Zmonés turi imuniteta,
padedantj kovoti organizmu! su parazitais, tarp juy — ir virusais, taCiau visai neseniai atrasta ir bakteriju
imuniné sistema. Ji labai skiriasi nuo Zmoniy imuninés sistemos, taciau jos abi atlieka ta pacia funkcija —
apsaugo organizma nuo nedraugisky ir pavojingy svetimkiniy.

Bakterijos apsaugai nuo virusy naudoja CRISPR/Cas (angl. Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR-associated) sistema. Ji yra sudaryta i§ specifinés DNR sekos, vadinamos
CRISPR lokusu, ir Cas geny, nuo kuriy sintetinami Cas baltymai. CRISPR lokusas — tai ne jprasta bakteriné
DNR — jame tarp bakterinés DNR aptinkama ir viruso DNR gabaliuky. [do 1 tai, kad ju i$sidéstymas néra
atsitiktinis — virusinés DNR gabaliukai déliojami pakaitomis su bakterine DNR, tarsi karoliai i§ didesniy ir
mazesniy karoliuky. Dél to sistema taip ir pavadinta — taisyklingai pertraukti trumpi susitelke pasikartojimai.
Virusiné DNR vadinama skituku, o bakteriné — pasikartojimu (1 pav.) Kiekvienas viruso DNR fragmentas
yra skirtingas — i§ skirtingy sakterija infekavusiy virusy. Si apsaugos sistema tuo ir ypatinga, jog sukaupia
informacija apie bakterija atakavusius virusus tam tikroje DNR sekoje ir véliau, tam padiam virusui
nusitaikius | bakterija antra karta, §i informacija yra panaudojama virusui sunaikinti ir bakterijai apsaugoti.
Atrodyty, kad taip turéty prisidauginti tiikstanciai virusams atspariy bakterijy, taciau taip néra. Virusy
gvardijai uzpuolus bakterijas, didZioji dalis ju ztsta nespéjus suveikti CRISPR/Cas sistemai, o nauja viruso
DNR fragmentg isistatyti | genoma pavyksta tik vienai i§ tukstancio bakterij 1. CRISPR/Cas sistema — jgyto
bakterijuy imuniteto pavyzdys, nes su kiekviena viruso ataka jgyjamas naujas atsparumas.
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1 pav. CRISPR/Cas sistemos sandara (A) ir jos panaSumas su karoliais (B).

Kaip igyjama apsauga nuo virusy? Kai virusas atakuoja bakterijos lastelg, | ja patenka viruso
nukleortigstis, t.y. virusiné DNR. Svetimoje viruso DNR yra speciali seka, kuria bakterijos baltymai atpazjsta
ir i8kerpa. Taip gaunamas skirtukas. Tada tam tikroje bakterinés DNR vietoje, po paskutinio pasikartojimo,
iSkirptas skirtukas yra jstatomas (2 pav. A). Tai vyksta pirmakart virusui infzkuojant bakterija. Jei bakterija
iSgyvena viruso ataka, ji igauna apsauga nuo $io viruso visam savo gyvenimui, t.y. igyja imuniteta. Kai
virusas bando antrakart uzvaldyti tokia bakterija, jos lasteléje isijungia mechanizmai, kuriy déka nuo DNR
nukopijuojama skirtuky ir pasikartojimy seka — gaunama ilga viengrandiné RNR. Tada ta ilga RNR seka
bakteriniy baltymy sukarpoma iki mazy gabaliuky, kuriy sekos atitinka skirtu <y, t.y. infekavusiy virusy DNR
gabaliuky, sekas. Jos vadinamos crRNR (angl. CRISPR-derived RNA). Ir pas cutiniame etape Sios skirtukams
atitinkamos sekos — crRNR — jungiasi su specifiniais Cas baltymais. Susidar¢ baltymy-RNR kompleksai
atpazista sekas virusinéje DNR ir ja suskaido — taip virusas inaktyvuojamas nepadargs bakterijai Zalos
(2 pav. B).

Skirtingos bakterijos gali turéti keliy skirtingy tipy CRISPR/Cas sistemas, kurios skiriasi Cas baltymais ir
ju funkcijomis, tagiau placiau patyrinékime Streptococcus thermophilus bakteriju CRISPR/Cas sistema. Sios
bakterijos itin placiai naudojamos pieno pramonéje gaminant jogurtus ar mocarela siri ir Zmonéms yra
visiS§kai nepavojingos. Pagrindinis ju CRISPR/Cas sistemos apsaugos nuo virusy dalyvis — baltymas Cas9. Jis
sudaro kompleksus su RNR dupleksu — dviem trumpomis RNR (crRNR ir tracrRNR, 3 pav.). Toks baltymo-
RNR kompleksas dalyvauja auk$éiau aprasytame virusinés DNR naikinimo procese. Cas9-RNR kompleksa
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2 pav. A. Apsaugos nuo viruso igijimas — skirtuko, t.y. viruso DNR fragmento, istatymas | bakterijos genoma. B.
Apsaugos mechanizmas virusui pakartotinai bandant infekuoti bakterija: susidary Cas baltymy ir jvairiu crRNR
kompleksai, jie atpazista atitinkama skirtuko seka ir virusiné DNR suskaidoma, o virusas Zlsta.

galima jsivaizduoti kaip kiing ir smegenis — kaip smegenys valdo kiina ir nurodo, ka jam daryti, taip ir ¢ia —
crRNR — smegenys nukreipia Cas9 baltyma, t.y. kiina, prie atitinkamos DNR sekos — taikinio — ir tada Cas9
tarsi zirklés ja perkerpa. Kaip jau buvo minéta, crRNR yra labai jvairios — priklausomai nuo to, kokie virusai
atakavo bakterija anks¢iau. Todél Cas9-RNR kompleksai susidaro labai jvairiis ir gali kirpti skirtinga
atitinkama DNR, t.y. gali turéti daugybe skirtingy taikiniy. Si Cas9 savybé pavadinta programuojamu kirpimu
— panaudojant specifing crRNR galima uzprogramuoti Cas9 kirpti DNR no-imoje vietoje. Atlikus daugiau
tyrimy nustatyta, kad tokios programuojamos molekulinés zirklés gali karpyti taikinio DNR ne tik bakteriju
lastelése, bet ir mégintuvélyje. O tada pagalvota — galbiit jos gali veikti ir kituose organizmuose? Pirmiausia
Cas9-RNR kompleksy veiki nas buvo iSbandytas kitose bakterijose, o pamacius, kad tai veikia — nutarta
pereiti ir prie sudétingesniy objektu, pvz., zinduoliy lasteliy.
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3 pav. S. thermophilus Cas9-RNR komplekso sandara ir jo, kaip molekuliniy zirkliy, veikimo mechanizmas. Cas9-
RNR kompleksas pagal crRNR atpazjsta taikinj, kuriame jveda trukj. Jo uztaisymo metu galima specifiskai redaguoti
ivairiy organizmy genomus. Donoriné DNR gali biiti, pvz., veikiantis genas vietoje neveikiancio.

Kaip buvo atliekami §ie tyrimai? Kadangi Zzmogaus genomo DNR seka jau yra nustatyta, pasirinkta tam tikra
vieta genome. Pagal jos seka susintetinama ja atitinkanti ctrRNR ir mégintuvélyje surenkamos molekulinés
zirklés i§ Cas9 baltymo, crRNR bei tractRNR. Toks kompleksas iterpiamas _zinduoliy lasteles. Ten crRNR
nukreipia Cas9 prie atitinkamos DNR sekos ir Cas9 ja perkerpa — {vyksta uzprogramuotas genomo kirpimas,
t.y. DNR nutriiksta tarsi perkirpus virvute pusiau. Zinduoliy lastelés yra labai protingos ir iskart pajunta, kad
DNR kazkas nutiko — isijungia DNR taisymo mechanizmai. Vieno i$ ju metu galima lastelei pateikti nauja
DNR seka (donoriné DNR, 3 pav.), ir ji bus istatyta trikio vietoje. Parodyti, jog modelinése sistemose §is
mechanizmas veikia, tad tikimasi, kad ateityje tai bus galima panaudoti ,blogiems* genams taisyti ir
genetinéms ligoms, pvz., pjautuvinei anemijai, gydyti. Vietoje geno su mutacijomis, dél kurio iSsivysto liga, {
lasteles ivedus Cas9-RNR kompleksg ir sveika geno kopija, Sis turéty atsirasti genome vietoje mutuoto, ir
zmogus turéty pasveikti. Kol kas gydymui Cas9-RNR kompleksai dar néra taikomi, nes reikalinga daugybé
tyrimy, pvz., nustatyti kompleksuy specifiSkumui (ar nekerpa DNR ten, kur nereikia) ar efektyviausiam
pristatymui | lasteles.

Siuo metu Cas9-RNR kompleksai labai pladiai taikomi jvairiuose moksliniuose tyrimuose, pvz., vaisiniy
museliy, zebrazuviy, javy genomo modifikavimuose — o tai panaudojama vézio ir kamieniniy lasteliy
tyrinéjimuose, vystymosi biologijoje bei neurobiologijoje. Kitas potencialus ir itin naudingas CRISPR/Cas
sistemy pritaikymas — kovai su antibiotikui meticilinui atspariomis Staphylococcus aureus bakterijomis.
Panaudojant Cas9-RNR kompleksus, specifinius atsparuma antibiotikams sateikianc¢iai DNR, buty galima
sunaikinti ta DNR, o kartu sunaikinti ir infekcijas sukeliancias bakterijas.

Paprasta, greita ir pigu — tai pagrindinés savybés, dél kuriy Cas9-RNR pritaikymas per pastaruosius metus
labai paplito ivairiausiose mokslinése bei praktinése srityse. Galbit ate tyje sugebésime CRISPR/Cas
sistemas pritaikyti net AIDS gydymui.

Lietuvoje CRISPR/Cas sistemy tyrimai vykdomi Vilniaus universitzto Biotechnologijos instituto
Baltymu-nukleoriigi¢iy saveikos tyrimy skyriuje (vad. prof. dr. V. Sik$nys). Siame straipsnyje aprasyti Cas9-
RNR kompleksy tyrimai zinduoliy lastelése atlikti Thermo Fisher Scientific Baltics Moksliniy tyrimy ir
eksperimentinés plétros centre (vad. dr. A. Lubys), Lastelés biologijos grupéje (vad. dr. L. Zaliauskiené).
Bendrové kuria ir gamina molekulinés biologijos produktus gyvybés moksly (angl. life sciences) tyrimams ir
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diagnostikai. Vilniuje kuriami ir gaminami produktai pladiai naudojami visame pasaulyje, tiriant genuy
sandara, raiska ir ivairove, kuriant naujus jgimty, paveldimy ir uzkre¢iamy ligy diagnostikos metodus.
»Thermo Fisher Scientific* yra didziausia pasaulio kompanija, sitilanti produktus ir paslaugas mokslui.
Kompanijos misija — padéti klientams kurti sveikesnj, $varesnj ir saugesni pasauli. | Lietuva kompanija
izengé 2010 m., kada isigijo UAB ,,Fermentas®. ,,Thermo Fisher Scientific Baltics* veikian¢iame Moksliniy
tyrimy ir eksperimentinés plétros centre Siandien dirba apie 90 mokslininky ir tyréju. Misu duomenimis, tai
yra vienas didZiausiy privaciy mokslo centry visame regione. 2013 m. kompanija Vilniaus padaliniui suteiké
pasaulinio Molekulinés biologijos kompetencijy centro varda.
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