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Ma mar sziikséges, hogy egyes géneket célzottan meg tudjunk
valtoztatni - ebben segitenek a genomszerkesztési technikak.
Ezekben vagy egy génszakaszt mozgatunk vagy tavolitunk el,
vagy pedig célzott mutaciot visziink be a sejtbe. [rasunkban
a CRISPR-Cas? genomszerkeszt6 rendszert részletesen
is bemutatjuk. A modszer alapja egy olyan mechanizmus,
amelyet baktériumok hasznalnak visszatérd virusfert6zések
kivédésére. Megfeleld mdédositasoknak hala, ma eukaridta
sejtekben célzottan is tudjuk alkalmazni. A mddszer harom
f6 lépéshdl all: az elsd a rendszer tervezése és felépitése,
a masodik a transzfekciod, vagyis a létrehozott konstrukcié
bejuttatasa a célsejtekbe, és végiil az elért hatast funkcio-
nalis tesztekkel kell igazolni. A mddszer megbizhatdsaga
lehetdvé teszi, hogy onkoldgiai kutatdsokban onkogéneket,
tumorszuppresszor géneket, transzlokaciokat, valamint to-
vabbi molekuldris eltéréseket részletesen is megvizsgaljunk.
Ajelenleg elérhet6 CRISPR-Cas9 protokollok in vitro és in vivo
alkalmazast is lehetdvé tesznek. Mindezek alapjan a CRISPR-
Cas9 a jové onkoldgiai kutatasainak egyik alapmddszere lehet.
Magy Onkol 62:119-127, 2018

Kulcsszavak: mutacid, génbevitel, génvesztés, genomszer-
kesztés, transzfekcio, in vitro modellek

Today, we have to investigate the effects of selected mu-
tations and molecular alterations - this is made possible
by the new genome editing technologies. In these, either
a section of the DNA is deleted or moved, or a targeted mu-
tation is introduced into the cell. Here, we describe in detail
the CRISPR-Cas9 genome editing method. The technology
is based on a feature used by bacteria to combat recurrent
viral infections. At present, commencing a set of modifica-
tions, the method is functional and can be applied in eukary-
otic cells as well. The method has three major steps: first,
the system has to be carefully designed and constructed,
then the construct has to be introduced into the target cells
by transfection, and finally, the achieved effect has to be
functionally validated. The reliability of the method enables
multiple applications in oncology, including the detailed
and efficient investigation of oncogenes, tumor suppressor
genes, chromosomal translocations and other molecular
changes. At the moment, available CRISPR-Cas9 protocols
enable both in vitro and in vivo application. All these already
made CRISPR-Cas? one of the basic methods required for
future-proof oncology research.

Hudacsek V, Gyérffy B. Genome engineering using the
CRISPR-Cas?9 system and applications in cancer research.
Magy Onkol 62:119-127, 2018

Keywords: mutations, gene knock-in, gene knock-out, ge-

nome editing, transfection, in vitro models
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Ahuman genom kozel 25000 gént tartalmaz, melyekben mar
tobb mint 3700 megvaltozott fenotipust eredményezé mutaciot
azonositottak'. Ahuman genom projektnek és a szekvenalasi
technikak fejlédésének kdszonhetben folyamatosan novekszik
azoknak a szama, akiknél a teljes genomot meghataroztuk.
Ezaltal egyre pontosabban felderithetévé valik a genetika sze-
repe az emberi egészségben. A meglévé DNS-szekvenciakat
osszehasonlitva felderithet6k az egy nukleotidra vonatkozo
eltérések, a torlddések (delécidk], beszarddott szakaszok
(inszercidk), és kromoszémavaltozatok. A mutaciék azono-
sitasaval és elemzésével be tudjuk azonositani a tumoros
folyamatok kialakulasaért felelds mutaciokat, melyek célzott
terapiak célpontjaiva valhatnak (1). A mutécié lehet csendes,
amely nem okozza a gén funkcidjanak megvaltozasat; lehet

modellek létrehozasat is, amelyek alkalmasak a raktipusok
és azok mutacidinak tanulmanyozasara. A technoldgia a prog-
ramozhato nukledzokon alapul, ilyen a cink-ujj nukleazokkal,
a TALEN nukleazokkal, valamint a CRISPR-Cas9 rendszerrel
végrehajtott szerkesztés (2. dbra). A nukledzok olyan enzi-
mek, amelyek képesek hasitani a DNS-t. Az alabbiakban az
elérhetd genomszerkesztési technikak révid ismertetése utan
a CRISPR-Cas? rendszert részletesen is bemutatjuk, majd
kitérlink a mddszer onkoldgiai alkalmazasaira is.

A genomszerkesztés megvaldsitasara vonatkozo elsé pro-
balkozasokban rovid oligonukleotidokkal és keresztkotd
agensekkel (bleomicin, pszoralen] probaltak létrehozni
adott genomi helyre specifikus kromoszémamadositasokat
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1. ABRA. A DNS-ben létrejsvé mutacié hatasa a képz6dd fehérjére. A DNS-ben kiilénbéz8 mutaciok
alakulhatnak ki - szakaszok eshetnek ki, beékelédések keletkezhetnek, nukleotidok valtozhatnak
meg -, amelyeket a képzddd fehérjékben torténd valtozas alapjan csoportosithatunk. Ha a fehérje
funkcidjaban nem szenved karosodast, akkor egy csendes mutacio tortént, pl. médosult egy nukle-
otid, de az aminosav nem valtozott. Aktivalé mutacié hatdsara a fehérje mikodése fokozodik, mely-
nek oka lehet egy prométer régidban tortén6é mutacié is. A fehérje elvesztheti funkciéjat, ha a kodold
régidjabol szakaszok esnek ki, vagy nukleotidcsere kovetkeztében STOP kodon jelenik meg

funkciovesztéssel jaré mutacid, amely kikapcsolja a gént;
és lehet funkcidnyeréses mutacid, amikor a gén aktivalddik
vagy az expresszibja novekszik (1. dbra). Attételesen, ezek
eredményeképpen az azonos jelatviteli Gtvonalban szerepet
jatszd gének expresszidja is megvaltozhat.

A genomszerkesztési technikak lehet6vé teszik a mu-
taciok tipusanak beazonositasat, de olyan in vitro és in vivo

'https://www.omim.org/statistics/geneMap
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emléssejtekben (2). Az RNS-ben szekvenciai médositasra
énmagukat hasito oligonukleotiddarabokkal prébalkoztak
(3). Azonban ezek a technikdk nem voltak megbizhatéak és
konnyen ismételhetdk, ezért mara teljesen eltlintek.

A korai probalkozasokhoz viszonyitva mar egy specifiku-
sabb DNS-mddositast tudtak létrehozni a mesterségesen
osszeallitott, cink-ujj nukledzokkal megvalésitott genomszer-
kesztéssel. A DNS-k&t6 cink-ujj doméneket (funkcionalisan
aktiv egységeket] kotottek 6ssze a Fokl endonukledzzal - az
endonukledzok olyan nukleazok, amelyek a DNS-szal kozepén
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2. ABRA. Genomszerkesztési modszerek. a) Cink-ujj nukleazok dsszekapcsolasa a Fok1 enzimmel; b)
Tal nukleotidfelismerd effektorok Fok1 enzimmel fuzionaltatva; c) Cas9 fehérje és a vezeté RNS-szal

tudnak hasitani. A cink-ujjak harom nukleotidot ismernek fel,
amely utan a Fokl elhasitja a DNS-t. A technika hatranyai kozé
tartozik, hogy az egyedi szubsztitucios nukleotidok miatt nagy
valdszinlséggel rossz helyen vagja a DNS-t, a fehérjekonst-
rukcié draga és koltséges, kevés a felismerési szekvencia,
és sokszor az aktiv egységek kozott nem alakul ki megfeleld
kolcsonhatds (4) - ezért tovabb folytatédott a keresés Uj
moédszerek utan.

A TALEN genomszerkeszt6 rendszerben a Xantomonas
baktérium altal termelt TAL DNS-koté fehérjedoméneket
kapcsoltak ossze a Fokl endonukledzzal, amely mar hosz-
szabb felismerési szekvenciat tartalmazott, igy pontosabb és
olcsdbb volt, mint a cink-ujj nukledzokkal miikodd rendszer.
Ekozben azonban a fehérjetervezés nehézségei megmaradtak
a szintézisben (5).

Ezt a hatranyt képes kikliszébélni a CRISPR-Cas9 rendszer,
amely egy RNS-szal altal programozott genomszerkesztési
technika, amely mar nem igényel proteintervezési feladatokat,
illetve nagyon specifikussa tehetd. A Cas9 egy endonukledz,
amely egy .vezeté” gRNS-szekvenciaval a komplementer
(nem kédold, a kédold szal tiikérképe) DNS-szalhoz képes
kotédni, azzal bazisparosodni, majd kettds szali DNS-torést
tud létrehozni a cél-DNS-en. A vezeté gRNS-szekvencia 5’
vége képes 20 bazis hosszl szakaszon bazisparosodni a cél-
szekvenciaval, a 3’ vége pedig a Cas? fehérjéhez tud kétddni.

A hasitas az Ggynevezett PAM (protospace adjacent motif,
protospacer melletti motivum) szekvencia utan torténik.
A keletkezett kettGs szalu DNS-torés javitasa kétféle modon
torténhet: egyrészt a NHEJ (nem homoldg végkapcsold)
mechanizmussal, masrészt a homoldg rekombinacié (HR)
altal. Abban az esetben, ha a NHEJ mechanizmus javitja ki
a hibat, a génekben torlédések keletkeznek, melynek kovet-
keztében a gén elveszitheti funkciéjat. Ha pedig a homoldg
rekombinaciéval torténik a javitas, akkor génszakaszokat
cserélhetiink ki, igy be tudunk vinni specifikus mutaciokat
is egy adott genomszakaszra (6).

Prokaridtak védekez6 mechanizmusa

1987-ben rovid ismétlédé szekvenciakat fedeztek fel E. co-
li-torzsek orokitéanyagaban, amelyeknek a funkcidjat még
nem ismerték (7). Az elkovetkezd évtizedben szamos mas
baktérium és §sbaktérium (archea) térzs genomjaban talaltak
ilyen révid, ismétlédd, egymast kovetd szekvenciakat (8). Ezeket
a szekvenciakat késébb ,.halmozottan el6forduld, szabalyos ko-
z6kkel elvalasztott palindromikus ismétlédéseknek” (CRISPR:
clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
nevezték el (9). Azdta kiderdilt, hogy ezek a rovid, valtozékony,
20-50 bazisparnyi beékelédstt (spacer) szekvenciak viralis
eredetliek. Ez a felfedezés vezetett ahhoz a hipotézishez, hogy

MAGYAR ONKOLOGIA 62:119-127, 2018
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3. ABRA. Baktériumok virusok elleni védekezé mechanizmusa. a) Immunizalas fazisa: a virusere-
detl DNS bekeril a baktériumsejtbe, a Cas komplex a PAM szekvencianal elhasitja a viralis DNS-t,
a keletkezd spacer szekvencia beéplil a baktérium CRISPR lokuszaba az ismétléds szakaszok kozé. b)
Immunitas, idegen DNS lebontasa: A CRISPR l6kuszrol egy pre-transzkriptum keletkezik, amelyhez
a tracrRNS-ek és a Cas9 fehérjék hozzakapcsolddnak, majd a Polimeraz Il kilonalldé RNS-fehér-
je komplexekre hasitja, amelyek képesek felismerni a bekerild virdlis eredetli DNS-t. A felismerés
soran a spacer szekvencia bazisparosodik a viralis eredetli DNS-sel, amit a Cas9 elhasit, igy inak-
tivalva az idegen DNS-t
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a beékelddott szekvenciak genetikai memaériaelemek lehetnek
a baktériumok immunitasaban (10). A CRISPR szekvenciak
mellett Cas (CRISPR-asszocialt] géneket talaltak, melyek ki
tudjak tekerni a DNS-t és el tudjak hasitani (11).

A baktériumokban harom kiilonb6zé mechanizmusu
CRISPR-Cas rendszer fejlédott ki, amelyek kozdl a Il. ti-
pus hasznalhatd eukaridta genomszerkesztésre, ezért ezt
a mechanizmust részletezziik a tovabbiakban. Az els6, im-
munizacids fazisban a baktérium elészor taldlkozik az adott
bakteriofag DNS-ével, ilyenkor a baktériumgenomba kédolt
Cas2 és Cas fehérje elvagja a viralis DNS-t a PAM szekvencia
eldtt és utan. A keletkez6 darab beépiil a baktérium CRISPR
l6kuszaba (amely régidban a viralis eredet(i beékelédott
szekvenciak tomarilnek] egy "ismétlédé szekvencia - be-
ékel8dott viralis szekvencia - ismétlddd szekvencia' (crRNS)
strukturat létrehozva (3.a dbra) (12). Az ismétlddé szekvencia
egy CRISPR lokuszban konzervalt, de tobb CRISPR lokuszt
osszehasonlitva az ismétlédés eltérést mutat a szekvencia
nukleotid-osszetételében és hosszadban. Az 'ismétlédés -
beékeldddtt szakaszok’ szdma organizmusfiiggé (13).

Ha a baktérium masodszorra is talalkozik ugyanazzal
avirussal, akkor a CRISPR lokuszrol megtorténik az atiras, és

GENOMSZERKESZTES ES ONKOLOGIAI VONATKOZASOK 123

egy pre-crRNS transzkriptum keletkezik. Az ismétlédé szaka-
szokhoz hibridizalnak a transzaktivator RNS-ek (tracrRNS).
A Cas9 fehérje a transzaktivator RNS-strukturajat ismeri fel,
majd az RNaz Ill (RNS-polimeraz Ill]) kiilonallé fehérje-RNS
komplexszé vagja a keletkezett Cas9 és vezeté RNS szekven-
cidkat. A vezeté RNS Watson-Crick-bazisparosodik a viralis
DNS-sel és a Cas9 fehérje RuvC és HNH egysége elvagja
a célszekvenciat a PAM szekvencia utan (3.b gbra). Ezaltal
a baktérium képes arra, hogy a virust hatastalanitsa (14).

Felismerték, hogy a 20 nukleotidos felismerd szekvencia ki-
cserélhet6, igy alkalmas lehet eukariota DNS-szekvencia
felismerésére is. Mivel a rendszer prokariéta eredetd volt,
szamos madositast kellett végezni rajta, hogy eukariétakban is
hasznalni lehessen. Bizonyitottak, hogy a rendszer mikddésére
a Cas fehérjék kozil csak a Cas9-re van sziikségiik. A fehérje
kodonfelhasznalasat az eukaridtakra jellemzé kodonokra moé-
dositottak. A tracrRNS-t és crRNS-t sszekapcsoltak egy loop
motivumon keresztiil, igy a rendszer iranyithato egy RNS-mo-
lekulaval, amely az adott célszekvenciara tervezhetd. A teljes
rendszert még ellattdk egy nuklearis lokalizacids szignallal,

gRNS tervezése a célgénre
1
1

\

gRNS-t sokszorozo
vektor létrehozéasa

\/

Transzformalas
baktériumban,
felszaporitas

\ /

Bevitel human {
sejtekbe

\

Vad tipus

Heterozigéta
mutans

Homozigota
mutans

izolalasa, funkcionalis

Klonok felszaporitasa, (
tesztelés

szekvenalas, PCR, nukledz alapu vizsgalat )

4. ABRA. Génkiiités létrehozasa emberi sejtvonalban. A médszer elsd lépéseként megtervezziik
a vezets RNS-t (gRNS), amely a célgént fogja felismerni és kiltni, majd a tervezett gRNS-bél egy
vektorkonstrukciét hozunk létre, amelyben a Cas9 és egy szelekciét biztosité marker is kifejezédik
- lehetnek kilon vektorokban is. A vektort baktériumokba transzformaljuk és felszaporitjuk, majd
a konstrukciot human sejtekbe transzfektaljuk. Felszaporitjuk a klénokat és szekvenalassal, PCR-rel

MAGYAR ONKOLOGIA 62:119-127, 2018
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1. TABLAZAT. A CRISPR-Cas9 klinikai vizsgalatokban

Betegség

Metasztatikus nem kissejtes tlidérak

Izominvaziv higyhodlyagrak 4-es stadium

Hormonrezisztens prosztatarak

Metasztatikus vesekarcindma

Elérehaladott nyelécsérak

Gyomor-, orrgarati tumorok 4-es stadiumban, T-sejtes
limfoma, felnéttkori Hodgkin-limféma és diffuz nagy
B-sejtes limfoma 4-es stadiumban

HIV-fert6zés

B-sejtes leukémia, B-sejtes limféma

B-sejtes leukémia, B-sejtes limfoma

*Mieléma multiplex, melanéma, szinovialis szarkoma,

mixoid/kereksejtes liposzarkoma

Human papillémavirus-asszocialt malignus elvalto-
zasok

Alkalmazott kezelés Fazis Tipus
Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel PD-1-kiitctt autolég T-sejtek 1 ex vivo
Gydgyszer: ciklofoszfamid, interleukin-2

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel PD-1-kiiitott autolég T-sejtek ex vivo
Gyogyszer: ciklofoszfamid, interleukin-2

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel PD-1-kiiitott autolog T-sejtek ex vivo
Gydgyszer: ciklofoszfamid, interleukin-2

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel PD-1-kiiitstt autolég T-sejtek ex vivo
Gydgyszer: ciklofoszfamid, interleukin-2

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel PD-1-kiiitott autolég T-sejtek /11 ex vivo
Gyodgyszer: ciklofoszfamid, interleukin-2

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel PD-1-kiitctt autolog T-sejtek 1711 ex vivo
Gydgyszer: fludarabin, ciklofoszfamid, interleukin-2

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel mddositott CCR5 gént tartalmazé CD34+ ex vivo
autolég hemopoetikus dssejek/progenitorsejtek

Gydgyszer: anti-retrovirus terapia

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel modositott TCR és B2M gént tartalmazo, I/1 ex vivo
CD19, CD20, CD22 antigént felismerd univerzalis CAR-T-sejtek

Bioldgiai: CRISPR-Cas9-cel mddositott TCR és B2M gént tartalmazé, I/1 ex vivo
CD19 antigént felismerd univerzalis CAR-T-sejtek

Bioldgiai: NY-ESO-1-specifikus autolog T-sejtek CRISPR-Cas9-cel ex vivo
modositott TCR és PD-1 génekkel

Bioldgiai: CRISPR-Cas9 és TALEN mddszerek HPV E6/E7 célzéasara in vivo

A Clinicaltrials.gov oldalon szereplé klinikai vizsgalatok listaja, melyekben a CRISPR-Cas9 genomszerkeszté moédszert felhasznaljak. A *-gal jelolt

vizsgalatot Amerikaban a Pennsylvaniai Egyetemen végzik, de a tébbi klinikai vizsgalat mind Kinaban zajlik. A kezelések soran féleg CRISPR-Cas9
mddszerrel modositott T-sejteket hoznak létre ex vivo, melyeket visszajuttatnak a betegekbe. 2018 januarjatol pedig elindult egy in vivo kisérlet is

a HPV-asszocialt tumorok esetében

ami altal az be tud jutni az eukaridtak sejtmagjaba, és ezaltal
lehetdvé valik a DNS mddositasa (15).

Ha egy emberi sejtvonalon szeretnénk létrehozni gén-
kititést, akkor a tervezési fazissal indul a folyamat, majd
létrehozzuk a konstrukciot, amelyet bejuttatunk a kivalasz-
tott sejtkultiraba. A transzfektalt sejteket analizaljuk és
megvizsgaljuk, hogy tartalmazzak-e az altalunk létrehozott
mutéciét, majd a megfeleld sejteket felszaporitjuk (4. dbra).
A kovetkez6kben e fazisokat ismertetjlik részletesen.

Elsé fazis: tervezés

A CRISPR-es génkiiitésnek tobbféle lehetséges madja érhetd
el. Megtervezhetjiik sajat magunk azokat az oligékat, ame-
lyek a kilitni kivant szakaszt ismerik fel, és elkészithetjik
a szamunkra megfelelé vektorkonstrukciot. Napjainkban
mar létezik olyan nonprofit vektoradatbazis (https://www.
addgene.org), ahonnan meg is rendelhetjiik a kivalasztott
génre tervezett gRNS-t. A sajat konstrukcié létrehozasanal
fontos, hogy a kivalasztott 20 nukleotid és a hozza tartozo
PAM szekvencia exonban legyen, és az utdbbi szekvenci-
ajat felismerje az altalunk hasznalt Cas?9, illetve a pontos
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illeszkedés miatt SNP (egy nukleotidnyi eltérés) ne legyen
a célzott szakaszon, valamint a mas génekre gyakorolt ha-
tdsa is minimalis legyen. A célszekvencia megtalalasaban
nyUjtanak segitséget az online CRISPR tervezdszoftverek
(http://crispr.mit.edu/).

A tervezett oligdkat tartalmazé vektor elkészitése tobb
maodon is lehetséges. Az egyszalu oligokbdl kettds szali DNS-t
hozunk létre, majd 6sszekapcsoljuk egy kiegyenesitett plaz-
middal (pl. egy Gibson Gsszeszerelési kittel - ebben az esetben
a mddszer korlatja, hogy a célszekvencianak G nukleotiddal
kell kezdédnie). A vektort kompetens baktériumba transzfor-
malva (kémiai transzformalas, elektroporacid) felszaporithaté
a konstrukcid (16). Az elkésziilt vektorkonstrukciéhoz hozza-
adjuk a Cas9-et és a szelekciot biztositd markert, amely lehet
fluoreszcens fehérjét (GFP) vagy antibiotikum- (pl. puromicin,
higromicin, geneticin) rezisztenciagént kifejez6 plazmid, és az
elkésziilt eleggyel transzfektaljuk a human sejteket. Létrehoz-
hatd olyan vektorkonstrukcid is, amely egy plazmidot tartalmaz,
és errél fejezédik ki a célszekvencia, a Cas9 és a szelekcidt
biztosité gén is. Ebben az esetben a tervezett szekvencia elé
egy restrikcios enzim hasité helyét tesszik, ugyanezzel az
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enzimmel a beillesztendd darabot és a plazmidot is elhasitjuk,
majd dsszekapcsoljuk. A konstrukciot baktériumban felsza-
poritjuk, és transzfektaljuk emberi sejtekbe (17).

Masodik fazis: transzfekcio

A konstrukcié transzfektalasa torténhet kationos liposzéma-
készitmény felhasznalasaval (pl. lipofektamin, oligofektamin,
FuGene), ezek hatranya, hogy jelentés toxikus hatasuk lehet.
Egyes gyartok nem toxikus sejtfehérjét és kis mennyiségd
poliamint tartalmazé reagenseket kinalnak transzfekcidhoz
(pl. GeneJuice), amelyek toxikus hatasa joval kisebb, azonban
a hatékonysag csak bizonyos sejtvonalakra korlatozédik. Az
emberi sejteken elektromos hullamok hatasara porusok nyilnak,
amelyen keresztiil bejuttathato idegen DNS, ezen a médszeren
alapul a sejtek elektroporaciéja. Ha a plazmid GFP-t expresz-
szal, akkor e tulajdonsag alapjan fluoreszcens mikroszképpal
megklonboztethetSk a pozitiv és negativ klonok (17).

Harmadik fazis: funkcionalis igazolas
A teszteléshez egy sejtbél indulunk ki, amelyet elészor fel-
szaporitunk. A hosszabb DNS-szakaszok kititése mar PCR
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segitségével is kimutathaté. Ha rovidebb médositast végez-
tiink, vagy egy nukleotidot valtoztattunk meg a genomban,
akkor szekvenaldssal meghatarozhaté a mutans gén szek-
vencidja, és 0sszevethet6 a vad tipussal. Egy nukleotidnyi
eltérés Surveyor-teszttel is kimutathatd. Ebben a mutéans
DNS-t hibridizaljak a vad tipussal, és ha nem megfeleld ba-
zisok allnak egymassal szemben, akkor a Cell enzim hasitja
a szalakat, igy gélképen futtatva megallapithaté, hogy van-e
eltérés a két DNS-szakasz kozott (18).

In vitro alkalmazas

A tumorsejtek genetikai allomanyat megvizsgalva szdmos
génmutaciot és epigenetikai valtozast talaltak, amelyek
hozzajarulnak a tumorok kialakuladsdhoz és tovabbfejlédé-
séhez. A mutaciok hatasara onkogének bekapcsolddhatnak,
tumorszuppresszor gének kieshetnek, jelatviteli Utvonalak
aktivalodhatnak - ezek altal a sejtek osztddasa gyorsul,
rezisztenssé valhatnak a programozott sejthalalra, és kont-
rollalatlanul osztddo, halhatatlan sejtekké alakulhatnak,
tovabba indukalhatjak az érképzddést és az attétképzést.

A CRISPR-Cas? technikaval azonosithaték a rosszindulatu
daganatok kialakulasaért felelés gének, valamint azon véletlen-
szer(ien megvaltozott gének, amelyek mutacidja nem vesz részt
a tumor kialakuldsaban (19). A technikaval tanulmanyozhaték
a mutaci6 hatasa kovetkeztében inaktivalt tumorszuppresszo-
rok. E gének kdzé tartozik a TP53, amely a human tumorokat
tekintve az esetek tébb mint 50%-aban szenved mutaciot.
A PTEN tumorszuppresszor inaktivalasa a glioblasztémaban,
prosztatatumorban és az endometridlis karcinémakban je-
lent6s. A BRCA-1 és BRCA-2 gének funkcidvesztése a mell-,
illetve a petefészekrakban szamottevé. A CRISPR-Cas9 mdd-
szerrel létre tudjuk hozni e tumorszuppresszorok specifikus
inaktivacidjat emberi sejtvonalakban (20). Az onkogénekben
torténd, funkcionyeréssel jaré mutacidk hatasara e gének ak-
tivalddnak, és fokozottan kifejez6dnek egyes tumortipusokban.
Ebbe a csoportba tartozik az epidermalis novekedési faktor
receptor (EGFR), az 6sztrogénreceptor (ER), a G-proteinek
csaladjaba tartozé RAS fehérjék és az intracellularis RAF kinaz
stb. ACRISPR-Cas9 technikaval bevihet6k azon pontmutaciok,
melyek az onkogének aktivaciéjaért felelések (21). A gének
expressziojat poszttranszkripcionalisan és poszttranszlacidsan
a mikroRNS-ek (miRNS-ek] is befolyasoljak, amelyek a gének
3" végéhez hibridizalnak, és aktivacids vagy gatlé hatasuk van
a célgénen. A CRISPR maddszerrel ezek a miRNS-hatasok is
vizsgalhatok, kituthetdk (22).

A neoplazia megjelenéséért felelések lehetnek kromo-
szdématranszlokaciok is, amikor egy kromoszomarol lesza-
kadt szakaszok egy masik kromoszémara helyezédnek at.
A transzlokacié kovetkeztében fuzids fehérjék alakulnak
ki, amelyek elindithatjak a neoplaziat (23). Torres és kuta-
tdcsoportja CRISPR-Cas technikaval in vitro létrehoztak az
akut mieloid leukémia és a Ewing-szarkdma kialakulasaért
felelds transzlokaciokat (24).
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A tumorok kialakuldsanak és progresszidjanak mo-
dellezése mellett azonosithatdéva valnak a gyogyszer-re-
zisztencidban szerepet jatszd gének mutdcidi is. Joung és
munkatarsai a CRISPR-Cas? technikaval melandma-sejtvo-
nalban olyan gének aktivaciojat és funkciovesztését fedezték
fel, amelyek felelések a vemurafenib- (BRAF-inhibitor)
rezisztenciaért (25).

In vivo alkalmazas

Lehetdség nyilt Uj egérmodellek létrehozasara, mert
a technoldgia alkalmas feln6tt egyedekben szomatikus
sejtek genommodositasara. Tyler Jack laboratéoriumaban
vad tipusl egerek majaban PTEN és TP53 tumorszupp-
pontmutaciot vittek be a B-katenin génbe, elséként de-
monstralva az Uj technolégia alkalmazhatésagat maj-
rakmodellek létrehozasaban (26). A genomszerkesztési
maddszert felhasznalva egerekbe olyan vektorkonstrukciot
injektaltak, amelyben a tiidérak 3 leggyakoribb mutaciot
szenvedd maddositott génjeit (TP53, LKB1, KRAS) helyezték,
melynek kovetkeztében tumorok jelentek meg az egerek
tiddszovetében (27).

A CRISPR-Cas9 mddszer genetikai térképezésre is hasz-
nalhatd, hiszen in vivo azonosithatova valnak azon gének és
mutacioik, amelyek a tumor novekedésében és/vagy attét-
képzésében jatszanak szerepet (28).

Kromoszémaatrendezddések is kivalthaték a CRISPR
madszerrel in vivo. A nem kissejtes tid6rak kialakulasat
el6idézé fuzios fehérjét sikeresen létrehoztak egérmodellben.
A megalkotott preklinikai tumormodell alkalmas a gyogy-
szer-rezisztencia mechanizmusanak tanulmanyozasara és
(j terapiak tesztelésére is (29).

A CRISPR genomszerkeszté médszer felhasznalhatd a tu-
augusztusaban indult, amelyben metasztatikus nem kis-
sejtes tiidérakban hasznaltak CRISPR mdédszeren alapuld
eljarast. A ClinicalTrials.gov oldalon 12 olyan klinikai ki-
sérlet (2018. 02. 05-ig) szerepel, amelyben a CRISPR-Cas?
genomszerkeszt6 modszer szerepet jatszik (1. tablazat).
A kisérletek dont6 tobbségében CRISPR médszerrel mé-
dositott T-sejteket adnak tid6-, hugyholyag-, prosztata-,
vese-, gyomor-, nyelécsétumoros betegeknek. A betegek
vérébél T-sejteket izolalnak, majd ex vivo kilitik a prog-
ramozott sejthalalt okozd fehérjét (PD-1-et), igy fokozva
a T-sejtek aktivitdsat. A moddositott T-sejteket beadjak
a betegeknek, hogy felszamoljak a raksejteket. Vannak
olyan antitestek (nivolumab, pembrolizumab), amelyek
neutralizaljdk a PD-1-et, és sikeresen alkalmaztak a tu-
kititott PD-1 varhatéan nagyobb biztonsaggal akadalyozza
meg a PD-1 miikodését, igy nagyobb T-sejt-aktivacid érhetd
el a médszerrel.
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A kovetkez6 generacidos kiméra antigénreceptort
(CAR]) kifejez8 T-sejtek létrehozédsaban is nagy szerepe
lehet a CRISPR modszernek (NCT03166878). A receptorok
egy extracelluldris, egyszalu, antigénspecifikus variabilis
fragmentummal kapcsolédnak a rosszindulatu B-sejtes
tumorok felszinén kifejez6dé CD19 antigénhez. A kapcso-
l6dds hatasara az intracellularis, kimérikus, szignalizaciés
egység aktivalja a T-sejt toxikus hatasat, igy elpusztitja
a tumorsejteket (31). A kiméra antigénreceptorokat tar-
talmazo T-sejtekkel kiemelkedd eredményeket értek el
az akut limfoid leukémia kezelésében (32). 2017-ben az
FDA két CAR-T-sejt terapiat engedélyezett, a Novartis altal
A kezelés viszont nagyon draga, mert egyedi CAR-T-sejtek
létrehozasat igényli, igy keriilhet6 el a graft versus host
jelenség. A megoldast a CRISPR-Cas9 mddszerrel modo-
sitott univerzalis CAR-T-sejtek jelentenék, melyekben az
endogén T-sejt-receptort (TCR) és a béta-2 mikroglobulin
(B2M] géneket médositjak, hogy minimalisra csokkentsék
az allotranszplantacidval kapcsolatos immunogenitast.
A terapiak masik hatranya, hogy rezisztencia alakulhat ki
elleniik. Atumorsejtek egyik védekezé mechanizmusa, hogy
a sejtfelsziniikon PD-L1 ligandumok talalhatéok, melyek
a T-sejtek felszini PD-1 receptorahoz két6dve megsziintetik
a T-sejtek toxicitasat, igy rezisztenssé valnak a kezelésre
(33). A T-sejtek aktivitdsa is megsz(inhet a CTLA-4 recep-
torok sejtfelszinre kerllésével (34). A CRISPR mdédszer
hasznalataval az emlitett PD-1 és CTLA-4 gének kilithet6k,
igy fokozva a CAR-T-sejtek hatékonysagat. Szolid tumorok
esetében a meglévé tumor-mikrokdrnyezet és a bonyolult
gatlo utvonalak miatt nehezebb a CAR-T-sejtek fejlesztése,
de mar szdmos szolid tumorban el6forduld célgénre torténik
receptorfejlesztés (35).

A CCR5 gén kilitése a T-sejteken megakadalyozza, hogy
a sejt megfert6zédjon a HIV-virussal, igy nem fog elpusztulni,
hanem tovabbra is ellatja szerepét. A CRISPR médszerrel
létrehozhatok olyan T-sejtek, amelyek nem tartalmaznak
CCR5 receptort (NCT03164135).

A mddszert 2018 januarjatol (NCT03057912) in vivo is
alkalmazni fogjak Kindban a human papillémavirus altal
okozott tumoros elvaltozasokban, ahol az E6 és E7 onko-
proteineket célozzak genomszerkeszté modszerekkel, bar
a mddszer még nem elég specifikus, ezért tovabbi kutatast
és fejlesztést igényel. A kdvetkezbkben par specificitast javitd
maddszert ismertetiink.

A modszer alkalmazasat lassitja, hogy viszonylag nagy az
off-target hatdsa (nem a célgénen torténg hasitds, 6 darab
pozicidban torténd eltérés esetén is képes a bazisparosodas-
ra), bar mar szdmos biztaté megoldas létezik a problémara.
Az egyik lehetdség a vezetd RNS tervezésében és a j6l meg-
valasztott célpont megtalalasaban rejlik, melyre mar kifej-
lesztettek olyan prediktiv algoritmusokat, amelyek képesek



olyan szekvencidkat talalni, amelyek kevéshé egyeznek a tobbi
szekvenciaval, igy csokkentve az off-target hatast (36). Ave-
zet6 RNS-ek lehetnek csonkolt RNS-ek, 20 bazispar helyett
17 bazis hosszlak, amelyek érzékenyebbek a mismatchekre
(egy nukleotid eltérésekre), igy névelhetd a szelektivitas (37).
Néhany tanulmany bemutatja, hogy a CRISPR reagensek
csokkentésével is redukalhato az off-target hatas, bar igy
az on-target hatadsban is csokkenés tapasztalhaté (38). Egy
masik megkodzelitésben a Streptococcus pyogenes Cas9

kovetkeztében a fehérje nagyobb hatékonysaggal kotédott
a célszekvencidhoz, mig ismert off-target helyekhez valo ko-
tédése jelentds mértékben csékkent (39). Feltehetéleg az ilyen
nagy hatékonysagu és szelektivitasu Cas? fehérjék létreho-
zasa jelentheti a kulcsot a jovébeli klinikai alkalmazasokban.
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