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Kémiai Nobel-dijat €rt a mesterséges
nukledzok kutatdsa 2020-ban

genomszerkesztés egy modszerének kifejlesztéséért adoma-

nyozta a Svéd Kirdlyi Tudomédnyos Akadémia két néi kuta-
ténak a kémiai Nobel-dfjat 2020-ban (1. dbra). Emmanuelle
Charpentier, mikrobiolégus, genetikus és biokémikus, 1968. de-
cember 11-én sziiletett (Juvisy-sur-Orge, Franciaorszdg). Egyetemi
diplomét a pdrizsi Pierre és Marie Curie Egyetemen (1986-1992),
PhD-fokozatot pedig a périzsi Pasteur Intézetben (1992-1995) ka-
pott. Ezutdn szdmos kiilfoldi egyetem és kutatdintézet laboratd-
riumdban dolgozott (USA, Ausztria, Svédorszdg). Jelenlegi mun-
kahelye az éltala alapitott és vezetett Patogének Tudomdnydnak
Max Planck Egysége (Berlin, Németorszdg). Jennifer Anne Doud-
na, vegyész, biokémikus, biofizikus és szerkezeti biolégus, 1964.
februdr 19-én sziiletett (Washington, DC, USA). A Pomona Egye-
temen kapott diplomét 1985-ben, PhD-fokozatdt a Harvard Me-
dical School adomdnyozta 1989-ben. Tobb amerikai egyetem
utdn jelenlegi munkahelye a Kaliforniai Egyetem, Kémiai Kar
(Berkeley, CA, USA).

1. abra. A dijazottak: Emmanuelle Charpentier (balra)
és Jennifer Anne Doudna (jobbra)

Erdemes b&vebben kifejteni a Nobel-dij indokldsdt, hiszen a ge-
nomszerkesztést programozhaté mesterséges nukledzok segitsé-
gével mdr el6bb megvaldsitottdk, és ezeket az enzimeket ma is
tanulmdnyozzék/fejlesztik. Ezek a nukledzok olyan kimer fehér-
jék, melyeket egy DNS-felismerd domén (cinkujj- vagy transz-
kripcids aktivétor tipusi TALE fehérje) és egy nukledz domén
(a FokI restrikciés endonukledz katalitikus doménje) alkot. A
CRISPR/Cas9 rendszer felfedezése azonban forradalmasitotta ezt
a tudomdnyteriiletet. Vizsgéljuk meg, mi is a CRISPR/Cas9 rend-
szer. ElsGként a japdn Oszakai Egyetem kutatoi tették kozzé vé-
letlen megfigyelésiiket egy szokatlan ismétl6d6 DNS-szekvencid-
r6l az Escherichia coli baktérium genomjdnak nem kddol6 régi-
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6jdban 1987-ben [1]. Ot, egyenként 61 bédzispdrbdl 4ll6 egymds
utdni DNS-szakaszt azonositottak, melyek mindegyike tartalma-
zott egy szigordan megGrzott 29 bazisparbdl 4ll6, részlegesen pa-
lindrom szekvencidt. A palindrom kifejezés a DNS-terminolégidban
azt jelenti, hogy a szekvencia a DNS két szdldn az 5—3’ irdny-
ban olvasva ugyanaz. Bér ezen szekvencidk jelent§ségét akkor
nem ismerték fel, az ilyen DNS-szakaszok egyszdld formévd ala-
kulva 6nhibridizdcié révén hurkokat képesek kialakitani csakugy,
mint a réluk esetlegesen &tirddé RNS-molekuldk. A kovetkezg 15
év kutatdsai sordn szdmos mds baktérium DNS-ében is megfi-
gyeltek hasonlé titokzatos ismétl§ds szekvencidkat. 2002-ben
kaptdk ezek a szakaszok a Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats azaz CRISPR (csoportosan el§forduld, sza-
bélyos kozokkel elvélasztott rovid palindromikus ismétl§dések)
nevet [2]. 2005-ben t6bb kutatécsoport is kimutatta, hogy az is-
métlgds szakaszok nem megdrzott (nem palindrom) szekvenci-
di (protospacerek) valdjéban a baktériumsejtekbe behatold, de vé-
giil legy@zott fagokbdl vagy plazmidokbdl szdrmazhatnak [3-5].
A protospcer szekvencidkkal azonos nukleinsav-szekvencidkat
tartalmazé behatoldkkal szemben ugyanis a baktériumsejtek re-
zisztencidt mutattak. Azt is sikeriilt kimutatni, hogy egy tulélt
fert§zés utdn 4j ismétl§dé szakasz jelenik meg a CRISPR régid-
ban, mintegy megdrizve a tdmadé dgens emlékét, hogy amint az
a kovetkez§ alkalommal megjelenik, azonnal azonosithaté és
semlegesithetd legyen. 2006-ban Koonin és munkatdrsai felvetet-
ték [6], hogy a CRISPR-régiéhoz tdrsithat6 gének (Cas = CRISPR
associated) olyan fehérjéket kddolnak, melyek a CRISPR régié-
val egyiitt a bakteridlis immunitds egyik mechanizmusdt alkot-
jak, mely analdg az eukaridta RNS- interferenciarendszerrel.
2007-ben ezt a hipotézist Barrangou és munkatdrsainak kisérle-
ti dton is sikeriilt igazolniuk [7]. Ennek a felfedezésnek a gya-
korlati jelent§ségét akkor az adta, hogy olyan baktériumtérzse-
ket tudtak kifejleszteni, melyek szdmos virussal szemben ellen-
allova valtak; példdul a sajt- és a joghurtgydrtdsban ezt azéta is
alkalmazzdk.

A tovabbiakban szdmos kutatécsoport kapcsolddott be a
CRISPR és az asszocidlt fehérjék szisztematikus vizsgdlataiba. E
kisérleteket itt terjedelem hidnydban nem tudjuk részletesen be-
mutatni. Sikeriilt szdmos Cas-fehérjét azonositani, és szerepiiket
a CRISPR/Cas rendszerben megfejteni. Kimutattdk, hogy a me-
chanizmus a fert6z8 dgens DNS-ének a protospacer-szekvencia
dltal torténd felismerésével és ezt kovetd szekvenciaspecifikus ha-
sitdsdval kapcsolatos. Arra is fény deriilt, hogy a protospacer-
szekvencia melletti rovid motivum (PAM = protospacer adjacent
motif) jelenléte elengedhetetlen a DNS-hasitdshoz. A baktérium
DNS-ébe tjonnan beépiil§ CRISPR-egységek kivdlasztdsa a fer-
t6z8 dgensek DNS-ébdl egy ott megtaldlhaté PAM-szekvencia
alapjdn torténik. Azonban a PAM-szekvencia nem kertiil dt a bak-
teridlis genomba, igy a bakteridlis CRISPR-szekvencia nem ha-
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sithaté a CRISPR/Cas rendszerrel. Vildgossd vélt, hogy a Cas fe-
hérjék hdrom szinten szerepelnek a mechanizmusban: i) az 4j
protospacer-szekvencidk beépitése a bakteridlis genomba, ii) a
CRISPR RNS- (crRNS) molekuldk biogenezise (2.a dbra) és iii) a
behatold nukleinsavak semlegesitése. A kiraké darabjai egyre sza-
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2. abra.a) A crRNS érési folyamataban részt vevé komponensek.
b) A ll-es tipusu CRISPR/Cas rendszer aktiv komplexe:

a Cas9 endonukleaz két RNS-molekula (crRNS és tracRNS)
segitségével ismeri fel a cél-DNS-ben elhasitani kivant szekvenciat
([10] alapjan)

porodtak, és a kiillénbozd csoportok kiilénbozé médon prébaltdk
ezeket dsszeilleszteni. 2011-re a verseny annyira kiélez§détt, hogy
bdrmelyik pillanatban tobben is publikédlhattdk a rendszer pontos
leirdsét. Virginijus Siksnys, a litvdn Vilniusi Egyetem vegyész-
profeszordnak kutatécsoportja ekkor kozolte, hogy a DNS-hasi-
tdst a Cas9 fehérje végzi a HNH és az RuvC nukledz doménjei se-
gitségével [8]. Charpentier és Doudna, akiket szintén foglalkoz-
tatott a CRISPR/Cas rendszer, ebben az évben taldlkoztak az
Amerikai Mikrobioldgiai Tdrsasdg konferencidjdn, és itt osztot-
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tdk meg egymds kozott addigi eredményeiket. Tovdbbi kozosen
végzett részletes kisérleteik alapjdn jutottak arra a kovetkezte-
tésre, hogy a védekezd rendszer alapja egy dudlis RNS-dltal vezé-
relt programozhaté endonukledz. Sikeriilt kimutatniuk, hogy a
DNS-hasitdshoz in vitro koriilmények kozott a crRNS és a Cas9
fehérje mellett szitkséges még az addig hidnyzé ldncszem, az tn.
transz-aktivdlg RNS (tracRNS) is, melyet Charpentier a crRNS
érési folyamatdnak tanulmédnyozdsa sordn mutatott ki el§szor [9].
Ezt az 4ttord felfedezést tartalmazd, Nobel-dijat éré kéziratot
nyujtottdk be és publikdltdk is 2012 juniusdban a Science foly6-
iratban [10]. A DNS hasitdsét a 2.b dbra szemlélteti.

A tracRNS a crRNS konzervdlt szekvencidjdhoz hibridizdlédva
taldlhaté meg a Cas9 fehérjével képzett komplexében. A crRNS
protospacer-szekvencidja a cél-DNS komplementer szekvencidjd-
hoz hibridizédlédva hatdrozza meg a DNS-hasitds specifikussdgét.
A Cas9 nukledz HNH doménje a cél-DNS komplementer szdldt,
mig az RuvC doménje a protospacer-szekvencidval megegyezd
szekvencidju cél-DNS-szdlat hidrolizélja, kétszald hasitdst ered-
ményezve. Kimutattdk azt is, hogy a tracRNS és a crRNS egye-
sithetd egy kimer RNS-sé a rendszer hatékonysdgdnak csokkenése
nélkiil. Charpentier és Doudna felismerték a CRISPR/Cas9 rend-
szerben rejl§ lehetGséget, miszerint azzal tetsz8legesen kivélasz-
tott DNS-szekvencia egyszertien megcélozhaté akdr a humdn ge-
nomban is, a crRNS protospacer- szekvencidjanak megfelel§ ki-
alakitdsdval. Ez pedig 6ridsi el6ny az eddig alkalmazott cinkujj-
nukledzokkal szemben, melyekben a célszekvencia megvdltozta-
tdsdhoz a fehérje dttervezésére volt sziikség. Igy a CRISPR/Cas9
mesterséges nukledzrendszer alkalmas lehet génmddositdsi fel-
adatok tanulmdnyozdsdra, illetve végrehajtdsdra. Emiatt szinte
pillanatok alatt kutatcsoportok szdzai figyelmének kozéppont-
jaba kertiilt, és a CRISPR/Cas9 rendszerrel, f6ként annak alkal-
mazdsi lehetGségeivel kapcsolatos publikdciék szdma exponenci-
dlis novekedésnek indult. J6l ldtszik a 3.a dbrdn, hogy ez a no-
vekedési folyamat 2012-t6l kezddott el. Médr 2013-t6l szdmos
kozlemény jelent meg eukariGta sejtek mddositdsdrdl, 2015-ben
pedig életképtelen humdn embriondlis sejteket is médositottak
kinai kutatdk [11]. Ez a publikdcié meglehetdsen élénk vitdt vél-
tott ki a tudomdnyos kozvéleményben, és azéta nemzetkozi szak-
ért6k moratériumot fogadtak el a humédn genomban 6roklgdd
véltoztatdsok kialakitdsa kapcsdn [13].

[gy végiil Charpentier és Doudna felfedezései forradalmasi-
tottdk a génszerkesztés tudomdnyteriiletét, és utat nyitottak a

7000 a)
6000 -|
©
g 5000 CRISPR
o CRISPR/Cas9
~ 4000 -
0
8 3000
=
S 2000 1
[« N
1000 -
0 T T T T I =T =
N IBEBEIYZISLEYNRFTLOOrO RO
SRIQSSLISS8RIRIILIR]RIRRR

3. abra. a) A CRISPR, illetve a CRISPR/Cas9 rendszer jellem-
zésnek leirasa altal inspiralt publikaciok szama napjainkig.

A CRISPR-publikaciok szama magaban foglalja a CRISPR/Cas9
rendszerrel kapcsolatos publikaciok szamat is.
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3. abra. b) A két Nobel-dijas kutaténé publikacios tevékenysége.
A kozolt publikaciok szama alapjan nem tartoznak a vilag leg-
tobbet publikalo kutatoi kozé [12], azonban a minéség kiilonleges
érték kozlési szokasaikban: a Science és a Nature folyoiratokban
kozolt tudomanyos cikkeik aranya a teljes cikkszamhoz viszonyitva:
17/157 (E.Ch.), illetve 94/294 (J.A.D.)

génterdpia gyakorlati megvaldsitdsa felé. Ugyanakkor kiilonosen
értékelend§ az a tény, hogy 2013 utdn a gyakorlati alkalmazds mel-
lett (Charpentier a CRISPR Therapeutics és az ERS Genomics,
Doudna pedig a Mammouth Biosciences és a Scribe Therapeu-
tics cégek tdrsalapitdi) a rendszer tovdbbi fejlesztésére, a finom-
hangolds lehet§ségeinek jobb megértésére, azaz alapkutatdsi fel-
adatokra fékuszdltak, és szdmos magas szinvonald kozleményt
(tobbet koziilikk a Nature és Science folydiratokban) jelentettek
meg az elmult id§szakban (3.b dbra).

Meg kell emliteni, hogy Siksnys az emlitett Charpentier és Doud-
na-féle Science publikdciéndl [10] el6bb, még 2012 dpriliséban
benytjtotta kéziratdt a Cell folydiratba, ahonnan birdlat nélkiil
utasitottdk vissza, majd mdjusban a PNAS folyéiratba, ahol végiil
csak szeptemberben jelent meg [14]. Emiatt felmeriilt a kérdés,
hogy Siksnys miért maradt ki a dijazottak sordbdl. Ezt persze
mdsok esetében is megkérdezhetnénk, hiszen sok-sok kutaté
kemény munkdja vezetett el végiil a rendszer teljes leirdséhoz.
Ugyanakkor a miikod6képes rendszer jellemzését elséként Char-
pentier és Doudna publikdlta. Siksnys modelljében [14] nem sze-
repelt példdul a tracrRNS a nukledzkomplex részeként, holott
enélkiil nem torténik meg a DNS hasitdsa. Erdekességként jegy-
zem meg, hogy a mesterséges nukledzokkal kapcsolatos szegedi
kutatdsokrdl, illetve ezen enzimek alkalmazdsdnak lehetségei-
rél a genom szerkesztésében mdr a Magyar Kémikusok Lapja
egy 2009-es szamdban is beszdmoltunk [15]. E cikk szerzgje ab-
ban az évben egy parizsi kutatdsi osztondijat pdlydzott meg, mely-
nek kutatdsi tervében a 4. dbrdan bemutatott mesterséges nuk-
ledz elGdllitdsét javasolta. Az Gtlet hdrom teriilet eredményeit ot-
vozte: i) a Kyosuke Nagata, japdn egytittmiikodd partner, dltal
felfedezett Nukledris Faktor I (NFI) specifikus DNS-kotd fehérje
valészintleg egy hurkot alkoté részben palindrom szekvencidju
egyszdli DNS-hez kotddik [16]; ii) Carine Giovannangeli, poten-
cidlis pdrizsi fogaddkutatd triplexképzd oligonukleotidok segit-
ségével dllitott el DNS-t specifikusan hasité mesterséges nukled-
zokat [17]; iii) a szegedi kutatdsok alapjén a HNH motivum al-
kalmas lehet egy fuziés mesterséges nukledz kialakitdsdra [15].
Ekkor még nem volt ismert az RNS dltal vezérelt nukledzrend-
szer. A pdlydzat nem nyert.

A Nobel-dij elnyeréséhez azonban nem elég egy étlet, st an-
nak részleges megvaldsitdsa sem. Erdemes tanulmdnyozni Char-
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4. abra. A szerz6 altal 2009-ben javasolt mesterséges nukleaz.
DNA - cél-DNS-szekvencia, TFO - triplexképzé oligonukleotidok
a cél-DNS-szekvencia specifikus felismerésére, ssbS - a hurok-
képz6 részlegesen palindrom egyszali DNS, ssbD - az ssbS-t
felismerd és megkoto fehérje (NFI), N - a DNS hasitasat végzoé
nukleaz domén

pentier és Doudna életrajzédt. Ebb6l mindenki szdmdra nyilvén-
valévd vélik, hogy a sikerhez sziikséges a tehetség, elhivatottsdg,
céltudatossdg, a széles tudomanyos latékor kialakitdsa (nemzet-
kozi) tanulmédnyutak sordn, az eredmények bemutatdsa, vala-
mint a diszkusszidk sora a tudomdnyos konferencidkon, ming-
ségi publikdlds a legmagasabb szinvonalti tudomdnyos folydira-
tokban, a (nemzetkozi) egytittmiikodések és tudomdnyos kuta-
témthelyek kialakitdsa, az intézményi és pélydzati hdttértdmo-
gatds és nem utolsésorban egy kis szerencse is. Charpentier és
Doudna eredményei nagyban hozzdjdrultak a mesterséges nuk-
ledzok miikodési mechanizmusdnak molekuldris szintd megér-
téshez. Ezen eredmények tovdbbi olyan kutatdsokat is jelentGsen
elémozditottak, melyek révén a DNS meghibdsoddséhoz kothetd
betegségek gydgyitdsa vdlik majd lehetségessé. Mindezek alapjdn
vitathatatlan, hogy a 2020-as kémiai Nobel-dij a lehetd legjobb
kezekbe kertilt. Gratuldlunk!
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