Narze¢dzia CRISPR do badania rozwoju zarodkowego danio pregowanego

Modele zwierzgce sg niezbedne w badaniach biomedycznych. Danio pregowany (Danio rerio) jest szeroko
stosowanym modelem badawczym, poniewaz ryby te maja wiele zalet, w tym zewngtrzne zaplodnienie, szybki
rozwoj zarodkowy i przejrzystos¢ organizmu. Ponadto, badania genetyczne u ryb moga dostarczy¢ informacji
na temat fizjologii cztowieka. Wiekszos$¢ ludzkich gendéw ma ortologi (geny tego samego ewolucyjnego
pochodzenia) u danio prggowanego, i odwrotnie. Pomimo kilkuset milion6w lat oddzielnej ewolucji funkcje
wielu gendéw sg nadal podobne tak u ludzi, jak i u ryb, a utrata genu ma podobne konsekwencje dla rozwoju
organizmu. Mozliwo$¢ przeniesienia istotnych pytah naukowych zwigzanych z rozwojem lub zdrowiem ludzi
na model rybi wydaje si¢ bardzo pozadana dla naukowcow.

W ciaggu ostatnich 20 lat stato si¢ jasne, ze bakterie majg nie tylko ogo6lng odpornos¢ na ich patogeny i sa
zabezpieczone przed inwazja obcego materiatu genetycznego, ale takze posiadaja forme odpornosci
adaptacyjnej. Odporno$¢ adaptacyjna opiera si¢ na zbudowaniu wiasnej "czarnej listy" niepozadanego
materiatu genetycznego. Ze wzgledu na sposob, w jaki zorganizowana jest czarna lista, jest ona prezentowana
jako CRISPR - biblioteka (zgrupowanie) regularnie rozproszonych kroétkich powtoérzen palindromowych
(ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Ponadto, bakterie wytwarzaja rowniez biatka
(Cas9, kompleksy Csm lub inne), ktéore degraduja obcy material genetyczny najezdzcy na podstawie
informacji z wtasnej czarnej listy.

Badania nad biatkami bakteryjnymi, ktore pobierajg czarng list¢ zlecen do niszczenia materiatu genetycznego
(DNA) najezdzcow, doprowadzity do rewolucji w inzynierii genomowej, poniewaz fatwo jest podmienié takg
czarng liste, aby kierowa¢ maszyng niszczaca dowolny kwas nukleinowy. Narzedzia CRISPR-Cas9 dzialaja
dobrze, jesli ich celem jest DNA jako no$nik informacji dziedzicznej. W przypadku matrycowego RNA
(mRNA), no$nika instrukcji do wytwarzania biatek, technologia ta nie jest tak zaawansowana. Niemniej
jednak, nasi koledzy, dr Gintautas Tamulaitis i prof. Virginijus Siksnys, wniesli kluczowy wktad w rozwoj
badan nad niszczeniem RNA przy uzyciu kompleksu typu IIIA CRISPR.

Niedawno przeprowadzili§my wstgpne eksperymenty u ryby, aby przetestowaé narz¢dzia w zarodkach danio
pregowanego. UzyskaliSmy zachecajace wyniki w nieco sztucznych warunkach majacych na celu
uproszczenie pilotazowych testow. Teraz chcemy wyprobowaé "prawdziwe" przypadki i poradzi¢ sobie z
niektorymi wadami naszego wdrazania pionierskiej metody. Ponadto, chcemy sprawdzi¢ czy mozna
rozszerzy¢ nasza metode¢ i uzy¢ jej w badaniach pilotazowych do degradacji wytypowanych mRNA. Ma to na
celu uzyskanie nowego spojrzenia na wczesny rozwo6j zarodkowy danio pr¢gowanego.



