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GENOM CZEOWIEKA
I SPOSOBY JEGO REDAGOWANIA

WtrobpziMIERZ KRZYZOSIAK

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Zaklad Biomedycyny Molekularnej

WPROWADZENIE

Przystepujac do rozwazan na temat korzysci i zagrozen zwia-
zanych z inzynierig genetyczng czlowieka, dobrze jest spojrze¢ na
ten temat w kontekscie innych probleméw oraz wyzwan wspol-
czesnej biologii i medycyny. Spoleczenstwo niemal codziennie
informowane jest o nowych odkryciach w biologii i kolejnych
sukcesach medycyny. Jednak sami naukowcy wiedza dobrze, ze
sa to najczesciej mate kroki na drodze do poznania molekularnych
podstaw funkcjonowania réznych organizméw i wykorzystania
tej wiedzy w praktyce medycznej. Bardziej znaczace odkrycia
i przelomowe technologie pojawiaja sie¢ rzadziej, raz na kilka lat
lub dekad, i jesli dotycza bezposrednio czlowieka, budza wiele
emodji i niekiedy obaw. W przypadku edycji ludzkiego genomu
obawy sa wyrazane z podobna moca jak entuzjazm, poniewaz
nowa technologia moze by¢ w latwy sposéb wykorzystana do
wprowadzania zmian w genomie komoérek rozrodczych, co moze
mie¢ powazne konsekwencje dla przysztych pokoler, dla dalszego
rozwoju calego gatunku.
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Esej ten sklada sie z dwoch czesci. Pierwsza przedstawia
w ujeciu historycznym stan naszej wiedzy o ludzkim genomie,
czyli obiekcie, na ktérym rozwazane jest dokonywanie modyfika-
gji genetycznych. W tej czeéci opisane s pokrétce zwigzki mie-
dzy mutacjami w genach i chorobami, realizowany w ostatniej
dekadzie minionego wieku Projekt Poznania Genomu Czlowieka,
kolejne wielkie projekty genomiki, a takze wiedza o wplywie
genéw na takie cechy, jak kolor oczu, ksztalt twarzy, wzrost czy
dlugos¢ zycia czlowieka. Pojawia sie tez pytanie, czy informacja
zawarta w DNA pozwoli nam odtworzy¢ dokladny wizerunek
naszych odleglych przodkéw? Druga czes¢ dotyczy juz samych
metod edycji genomu, ich aktualnego stanu oraz kierunkéw zasto-
sowan w biologii i medycynie. Na koniec przedstawione zostaty
opinie przedstawicieli §wiata nauki na temat mozliwosci podej-
mowania juz w niedalekiej przysztosci badarh nad redagowaniem
genomu ludzkich komérek rozrodczych oraz etycznych aspektow
tego zagadnienia.

CHOROBY GENETYCZNE U LUDZI
- PRZYKEAD CHOROBY HUNTINGTONA

W komorkach cztowieka, podobnie jak u innych organizmoéw,
DNA ulega ciggtym mutacjom, co w ewolucyjnej skali czasu jest
korzystne, stwarzajac genetyczne zréznicowanie populacji. Jednak
mutacje w komoérkach rozrodczych, dziedziczone po rodzicach,
jesli dotycza genéw kluczowych dla rozwoju i funkcjonowania
organizmu, moga prowadzi¢ do wielu choréb genetycznych. Muta-
cje w komorkach somatycznych, nabywane w czasie trwania zycia
czlowieka, pojawiaja sie podczas podziatu komoérek i duplikacji
materialu genetycznego lub wywotywane sg czynnikami srodowi-
skowymi, takimi jak promieniowanie UV, infekcje wirusowe lub
czynniki chemiczne. Gdy nie zostaja skorygowane przez komor-
kowe systemy naprawy, moga prowadzi¢ do powszechnych choréb
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cywilizacyjnych, takich jak nowotwory wywolywane zwykle
kumulacja mutacji w kilku kluczowych genach. Drastycznymi
przykladami choréb i wad genetycznych sa nerwiakowlékniako-
watos¢ typu 1, dawniej zwana choroba von Recklinghausena, cechu-
jaca sie obecnoscig licznych podskérnych guzkéw pochodzenia
nerwowego, hipertrihoza, zwana niekiedy potocznie zespolem
wilkotaka, cechujaca sie¢ nadmiernym zarostem na catym ciele,
progeria, czyli przyspieszone starzenie sie, znane jako zespél
Huthinsona-Gilforda ze érednim czasem przezycia 13 lat, i polidak-
tylia wyrazajaca si¢ nadmierng liczba palcéw u koriczyn gérnych
lub dolnych.

Choroba Huntingtona, ktorag badamy w Zakladzie Biomedy-
cyny Molekularnej IChB PAN w aspekcie mechanizméw pato-
genezy i podejs¢ terapeutycznych, wywolywana jest dziedziczna
mutacja w jednym tylko genie. Historia badari nad ta choroba
jest dobrym przykladem, aby uzmystowic sobie, jak wiele czasu
wymagata w latach 80. i 90. minionego wieku identyfikacja genu,
ktérego mutacja powoduje chorobe koniczaca sie nieunikniona
$miercig pacjenta po 15-20 latach od wystapienia pierwszych
objawéw klinicznych. Ta choroba zwana byla dawniej plasa-
wica od greckiego stowa chorea okreslajacego rodzaj tarica. Nazy-
wano ja tez tanicem Swietego Wita, patrona tancerzy. Chorobe te
w 1872 r. opisal w literaturze medycznej mtody lekarz amerykan-
ski George Huntington jako progresywna degeneracje moézgu.
Po ponad stu latach, chcac znalez¢ wadliwy gen, badano wiele
dotknietych nig rodzin pod katem wspotwystepowania choroby
z markerami genetycznymi, rozlokowanymi w réznych regionach
chromosomoéw. Stwierdzono, ze choroba dziedziczona jest wraz
z markerem wystepujacym w krétkim ramieniu chromosomu 4.
We wskazanym obszarze chromosomu 4 wystepuje jednak wiele
genow i znalezienie tego jednego sprawczego, w ktérym zaszla
mutacja, zajelo badaczom az 10 lat.
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PROJEKT POZNANIA GENOMU CZEOWIEKA

Aby przyspieszy¢ proces znajdowania genéw zwigzanych
z chorobami, na przetomie lat 80. i 90. XX w. Kongres USA podjal
decyzje o sfinansowaniu Projektu Poznania Genomu Czlowieka.
Tworcy projektu postanowili jednym ogromnym, skoordynowa-
nym wysitkiem poznaé¢ wszystkie geny czlowieka, okresli¢ ich
funkcje oraz sposoby regulacji. Uznali, Ze poznanie catego genomu
powinno umozliwi¢ stworzenie wielu testéw genetycznych ujaw-
niajacych sktonnosci ludzi do réznych choréb oraz da¢ podstawy
do bardziej skutecznego niz dotad zwalczania choréb.

Terminu genom uzywamy do okre$lenia materialu genetycz-
nego zawartego w podstawowym zestawie chromosoméw danego
organizmu. Genom czlowieka stanowia 3 mld par zasad DNA,
podzielone na 23 chromosomy, zlokalizowane w jadrze komo-
rek haploidalnych. Jeszcze przed podjeciem realizacji Projektu
Poznania Genomu Czlowieka uwazano, ze ludzki genom zawiera
ok. 100 tys. genoéw. Prace rozpoczete w 1990 r. miaty trwac 15 lat
i pociggnac za soba koszty wysokosci 3 mld dolaréw. W projekcie
uczestniczyly setki naukowcéw z najlepszych osrodkéw badaw-
czych krajow wysoko rozwinietych. Pierwszym szefem projektu
zostal wspoétodkrywca struktury DNA James Watson. Na pot-
metku badan liczbe przewidywanych genéw zrewidowano do
80 tys. Prace nad projektem zakonczyly sie kilka lat wczes$niej,
niz przewidywano, poniewaz pojawil sie silny konkurent dla
rzadowego konsorcjum w postaci prywatnej firmy Celera (nazwa
pochodzi od stowa celerity - szybkos¢). W potowie lutego 2001 r.
ukazaly sie réwnoczesnie publikacje w najbardziej prestizowych
czasopismach Nature i Science, przedstawiajace na otwarcie trze-
ciego milenium sekwencje ludzkiego genomu [1,2]. W Nature
swoje wyniki przedstawilo miedzynarodowe konsorcjum, kto-
rego pracami po rezygnacji Watsona zarzadzal Francis Collins,
a w Science swoja sekwencje przedstawita Celera, ktérej dziata-
niami kierowat jej zatozyciel Creig Venter. Podejscie konsorcjum
Collinsa mozna okresli¢ w uproszczeniu stopniowym, systema-
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tycznym, a podejscie Ventera droga na skroty. Wyniki uzyskane
przez obie grupy byly jednak podobne. Okazalo sig, ze w ludzkim
genomie jest tylko ok. 30-40 tys. genéw kodujacych biatka, czyli
zaledwie potowa wczeéniej szacowanej liczby. Kiedy niemal 20 lat
temu PWN wydalo nasza ksigzke pt. Genom cztowieka - najwigksze
wyzwanie wspotczesnej biologii i medycyny [3], byl to jeszcze etap
szacowanych 80 tys. genéw w genomie.

GENOM I TRANSKRYPTOM CZEOWIEKA W LICZBACH

W 2003 r. prace nad Projektem Poznania Genomu Czlowieka
uznano oficjalnie za zakonczone. Jednak sekwencja ludzkiego
genomu jest ciggle analizowana i poprawiana przez bioinforma-
tykéw oraz aktualizowana pod wzgledem liczby genéw i ré6znego
typu transkryptéw. Liczba genéw kodujacych biatka w wyniku
kolejnych weryfikacji spadta do ponizej 20 tys. i wynosi obecnie
19 815 (baza GENCODE v24, sierpiefi 2015). Liczba pseudoge-
noéw, czyli sekwencji, ktore byty kiedys genami kodujacymi biatka,
lecz p6zniej w ewolucyjnej skali czasu te zdolnos¢ stracity, wynosi
14 505. Natomiast liczba genéw kodujacych regulatorowe RNA
systematycznie ro$nie. Dwie przelomowe prace podajace pierwsze
sekwencje ludzkiego genomu w lutym 2001 r. nie informowaty
jeszcze ani stowem o prawie 10 tys. genéw kodujacych mate regu-
latorowe RNA (gtéwnie mikroRNA). O wielkiej skali transkrypcji
genomu, o tym, ze niemal caly genom ulega transkrypcji (bio-
rac pod uwage rézne typy komorek i etapy rozwoju organizmu),
wiadomo jest od niedawna. Liczba znanych obecnie dtugich nie-
kodujagcych RNA wynosi 15 941, a liczba kolistych RNA siega
14 000. Liczba wszystkich znanych obecnie transkryptéw wynosi
199 169 i przewyzsza ponadtrzykrotnie liczbe 60 554 wszystkich
znanych ludzkich genéw. Jedna z atrakcyjnych hipotez zaklada, ze
rézne transkrypty, kodujace i niekodujace biatek, komunikuja sie
ze sobg w komorkach poprzez wigzanie i uwalnianie czgsteczek
mikroRNA, regulujac w ten spos6b poziomy biatek w komorkach [4].
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ERA MEGAPROJEKTOW
SEKWENCJONOWANIA GENOMOW

Przez pierwsze pie¢ lat minionej dekady poznano kolejne
genomy, miedzy innymi myszy [5] i szympansa [6]. Stwier-
dzono, ze zgodnos$¢ sekwencji ludzkiego genomu z sekwencja
genomu szympansa wynosi 96%, a z sekwencja genomu myszy
82%. Nastapit tez przelom w zakresie metod sekwencjonowania
DNA, ktéry doprowadzit do znacznego obnizenia jego kosztow do
1000 dol. za genom. Mozna bylo podja¢ wielkie projekty, takie jak
1000 Genomes Project [7], majacy na celu poznanie zré6znicowania
sekwencji genoméw w réznych swiatowych populacjach ludzkich,
czy The Cancer Genome Atlas [8], ktérego zadaniem bylo zna-
lezienie mutacji genowych w 30 gtéwnych typach nowotworéw.
Stwierdzono, ze populacje $§wiatowe réznig sie 88 min warian-
tow w genomie, z czego 85 mln to zamiany typu SNP pojedyn-
czych liter sekwencji DNA. Znaleziono tez ponad 10 mIn mutacji
w genach odpowiedzialnych za procesy nowotworowe.

Ogloszone juz projekty, a takze te przewidziane do realiza-
¢ji w najblizszych latach, sa bardzo ambitne - dotycza 100 tys.,
miliona, a nawet wielu milionéw genoméw. Prezydent USA
Barack Obama oglosit inicjatywe medycyny precyzyjnej (The Pre-
cision Medicine Initiative), ktérej waznym elementem ma by¢
poznanie genoméw miliona Amerykanéw. Pracami tego projektu
pokieruje Francis Collins. Na poziomie miliona genoméw zanosi
sie¢ znowu na naukowa potyczke z Craigiem Venterem, ktérego
nowa firma Human Longevity Inc postawila sobie nie mniej
ambitny cel zmierzajacy do poprawy zdrowia i jakosci zycia spole-
czenstwa. W Korei Potudniowej planuje si¢ poznanie zapisu DNA
wszystkich jej mieszkancéw, a szef tego projektu moéwil nawet
o sekwencjonowaniu miliarda genoméw. George Church, inicja-
tor projektu personalnych genoméw Personal Genome Project,
uwaza, ze genomy wszystkich ludzi zyjacych na Ziemi powinny
by¢ zsekwencjonowane. Inne projekty dotycza poznania genoméw
wielu przedstawicieli innych gatunkéw. Przykladowo, wszystkich
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organizméw zyjacych na malowniczej wyspie Mo’orea na Pacy-
fiku, nalezacej do Francuskiej Polinezji. Pojawilo sie tez pojecie
genomu planetarnego, czyli genomoéw wszystkich gatunkéw zyja-
cych na naszej planecie. Nowe wyzwanie technologiczne to genom
za 100 dol. Osiggniecie tego celu moze spowodowac zalew baz
danych miliardami sekwencji genoméw w nastepnej dekadzie.

JUN WANG - BIOINFORMATYK I WIZJONER

Zmienila sie tez mapa najwiekszych osrodkéw badar genomo-
wych w swiecie. Chiriski Beijing Genomics Institute (BGI), zloka-
lizowany w Schinzan w poblizu Hongkongu, ma, jak sie szacuje,
30-50% udzial w ogodlnoswiatowej rocznej produkcji sekwencji
genomowych. Pracuja w nim prawie 3 tys. badaczy, ktérzy maja
do dyspozycji ponad 200 nowoczesnych sekwenatoréw DNA.
Instytut zastynal wcze$niej z okreSlenia sekwencji DNA pierw-
szego Azjaty, pandy, ryzu i genoméw wielu gatunkéw ptakéw.
Poznano w nim réwniez sekwencje genoméw ponad 100 tys. ludzi.
Celem, jaki postawil przed soba wspottworca i dyrektor BGI,
bioinformatyk i wizjoner Jun Wang, jest stworzenie dla potrzeb
ochrony zdrowia i medycyny klinicznej nowego, cyfrowego sys-
temu monitorowania zdrowia [9]. Bedzie to ogromna baza danych,
w ktorej obok sekwencji milionéow genomoéw, transkryptomow,
proteoméw, metaboloméw i lipidoméw zawarte beda informacje
o stylu zycia kazdej z 0s6b objetych badaniem i wplywie srodowi-
ska (1 terabajt na osobe). W ramach tego systemu udzielane beda
uczestnikom porady dotyczace sposobu odzywiania i ¢wiczen
fizycznych, aby mogli zy¢ dtuzej w dobrym zdrowiu. Uczestnicy
beda tez informowani o potencjalnych i zblizajacych sie zagro-
zeniach dla zdrowia, aby mogli im w pore zapobiegac. Czescia
systemu beda tez lekarze, naukowcy oraz firmy farmaceutyczne.
Jun Wang traktuje to przedsiewziecie jako projekt swojego zycia
i daje sobie 20 lat na jego realizacje. Jest przekonany, ze zmierza
we wlasciwym kierunku, a ryzyka nie boi si¢ podejmowac.
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MOZAIKOWATOSC GENOMU

Organizm czlowieka zbudowany jest z ok. 30 trylionéw komo-
rek, ktére nie posiadaja identycznych genoméw. Rozwéj organi-
zmu z pojedynczej zaplodnionej komorki wymaga wielu podziatow
komérkowych, podczas ktérych material genetyczny jest wielo-
krotnie replikowany. Rézne populacje komoérek ulegaja mutacjom
w réznych stadiach rozwoju organizmu. Dotyczy to zaréwno komo-
rek macierzystych, jak i komoérek zréznicowanych. Niektére muta-
cje prowadza do eliminagji takich komorek, czyli do ich negatywnej
selekgji. Inne komoérki z mutacjami nie sg eliminowane i maja swoj
udzial w tworzeniu mozaikowatosci genetycznej organizmu [10].
Rozne tkanki i organy moga wykazywaé mozaikowato$¢ genomu
w réznym stopniu, nie wspominajgc juz o znacznie zmienionym
genomie tkanki nowotworowej. Z tych powodéw nie dziwi fakt, iz
moéwi sie o rynku sekwencjonowania ludzkich genoméw wielko-
sci kilku dziesigtek miliardow genomoéw, podczas gdy liczba ludzi
zamieszkujacych nasza planete nie osiagneta jeszcze 10 mld.

ODDZIALYWANIE GENOMU Z MIKROBIOMEM

Liczba mikroorganizméw zasiedlajacych organizm czlowieka
jest kilkukrotnie wieksza od liczby komorek, ktére tworza ludzki
organizm. Oznacza to, ze niecale 20 tys. genéw czlowieka ma bli-
skie sgsiedztwo w postaci skumulowanej liczby kilku milionéw
réznych genéw pochodzacych od mikroorganizméw. Ta symbioza
mikrobéw ze zwierzetami doprowadzila w ewolucyjnej skali czasu
do wielu przypadkéw integracji DNA mikrobéw réwniez z ludz-
kim genomem. Zatem nie wszystkie geny czlowieka pochodza od
naszych naczelnych przodkéw, a pewna ich czes¢ wnikneta do
naszego genomu ha drodze tzw. horyzontalnego transferu, ktéry
jest znanym mechanizmem wymiany genéw u bakterii i prostych
organizmoéw eukariotycznych. Dobrze poznany jest przykiad przej-
mowania bakteryjnych genéw przez insekty, co pomaga im trawié
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niektére typy pozywienia. Badacze z Uniwersytetu w Cambridge
analizowali niedawno sekwencje genoméw 40 réznych organi-
zméw zwierzecych, m.in. nicienia, muszki owocowej oraz naczel-
nych, wilaczajac czlowieka. Poréwnywali ich sekwencje DNA
z sekwencjami genoméw drobnoustrojow. W genomie czlowieka
znalezli 145 fragmentéw DNA wskazujacych na ich pochodzenie od
bakterii, innych jednokomoérkowych organizméw i wiruséw [11].
Geny te pelnig obecnie funkcje w metabolizmie ludzkiej komorki,
odpowiedzi immunologicznej i podstawowych procesach bioche-
micznych. Nalezy do nich m.in. gen ABO, okreélajacy grupe krwi.
Autorzy tej pracy nie wyjasniaja jednak, jak i dokladnie kiedy do
tej integracji materialu genetycznego doszlo. U czlowieka i innych
naczelnych do takiego transferu dochodzitlo prawdopodobnie dos¢
dawno u ich ostatnich wspélnych przodkéw, natomiast u nicienia
i muszki owocowej wydarzenia te nastepowaly takze znacznie p6z-
niej. Transfer gendéw z prostego organizmu do zlozonego wymaga
pokonania wielu barier. Na pytanie, jak bakterie wprowadzity swoj
DNA do komoérek jajowych, plemnikéw czy wczesnych zarodkéw
czlowieka, aby na dobre zadomowi¢ sie¢ w ludzkim genomie, nie
ma jeszcze konkretnych odpowiedzi.

GENY OKRESLAJACE
CECHY MORFOLOGICZNE CZEOWIEKA

Przez kilka tysiecy pokolen istnienia gatunku Homo sapiens
nastgpilo wiele zmian w genomie wplywajacych na znaczne zréz-
nicowanie ludzkich fenotypéw. W okresie ostatnich dziesigtek
tysiecy lat doszly ponadto zmiany adaptacyjne zwigzane z zasie-
dlaniem przez nasz gatunek réznych stref klimatycznych na kuli
ziemskiej, a w ostatnich tysigcach lat kolejne adaptacje spowo-
dowane zmiang trybu zycia z lowiecko-zbierackiego na osiadtly,
zwiazany z rozwojem rolnictwa i urbanizacja. Sekwencjonowanie
setek tysiecy i milionéw ludzkich genoméw przyspieszy nie tylko
rozwigzywanie probleméw dotyczacych poprawy zdrowia i diu-

19



www.czasopisma.pan.pl P@N www_journals.pan.pl
~—_"

gosci zycia. Pozwoli takze na lepsze poznanie zwigzku pomie-
dzy sekwencja genomu i nasza aparycjy, jezeli sekwencja DNA
bedzie zestawiona z takimi cechami morfologicznymi, jak kolor
oczu, wlosow czy skory, wokalizacja, a takze ksztalt twarzy czy
wzrost. Idea rekonstrukcji ksztattu twarzy czlowieka na podsta-
wie jego DNA jest bardzo chwytliwa. Mozna sobie na przykiad
wyobrazi¢ sytuacje, ze zamaskowany przestepca pozostawil na
miejscu przestepstwa Slady swojego DNA. Czy mozna bedzie na
tej podstawie zrekonstruowac jego posture i wyglad twarzy z foto-
graficzng niemal precyzjg? Czy mozna bedzie takze zrekonstru-
owac wyglad odlegtego przodka na podstawie DNA izolowanego
z zebow lub kosci? Czy mozna bedzie na podstawie DNA izo-
lowanego z ptynu owodniowego kobiety przewidzie¢ dokladny
wyglad nienarodzonego jeszcze dziecka, gdy bedzie miato 20 lat?
Przy przewidywaniu cech na podstawie DNA wazne sa dwa czyn-
niki: jaki jest udzial genéw w determinowaniu danej cechy i jak
duza liczba genéw te ceche okresla. Jak dotad badania zmierzajace
w tym kierunku prowadzone s3a na stosunkowo niewielka skale.
Grupy badane obejmuja kilkaset do kilku tysiecy os6b. Takie bada-
nia odnosza sukces wtedy, gdy za ceche odpowiada niewielka
liczba polimorficznych réznic w kilku lub najwyzej kilkudziesieciu
genach. Gdy genéw zwigzanych z cecha jest kilkaset lub kilka
tysiecy i kazdy z nich wnosi niewielki wkiad w jej tworzenie,
grupa badana musi by¢ znacznie wieksza.

KOLOR OCZU I WEOSOW

Okreélanie koloru oczu, wloséw i skéry oraz etnicznego pocho-
dzenia na podstawie DNA nalezy do mniej skomplikowanych pro-
bleméw, z ktérymi genetyka juz sobie w duzej mierze poradzita
[12]. Analiza jedynie szesciu wariantéow polimorficznych w szesciu
genach pozwala na okreslenie niebieskiego lub brazowego koloru
oczu, z ponad 90-procentowq precyzja. Podobnie jest z kolorem
wlosow, do ktérego okreslenia analizuje si¢ 24 warianty polimor-
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ficzne 12 genéw i poprawnosé¢ przypisania wynosi od 80 do nawet
90% w przypadku rudych wloséw. Podobnie jest z okreslaniem
koloru skéry. Jednak kolory oczu inne niz niebieski lub brazowy sa
trudniejsze do przewidzenia, podobnie jak kolor wloséw dorostych
blondynéw i brunetéw, ktérzy byli w dziecinstwie blondynami.

Niedawno odnaleziono pod parkingiem miejskim w Leice-
ster miejsce pochowku Ryszarda III kréla Anglii, ktéry polegl na
polu bitwy pod Bosworth w 1485 r. i ktérego $mier¢ zakoriczyla
w Anglii rzady dynastii Plantagenetéw, a rozpoczeta panowa-
nie Tudoréw. Kréla pochowano na terenie klasztoru Franciszka-
néw, zburzonego kilkadziesigt lat pdZniej, gdzie spoczywal przez
527 lat. Badania DNA potwierdzily jednoznacznie, Ze s to szczatki
krola Ryszarda I1I, a uszkodzenia czaszki wskazaty, iz zmart on od
rany glowy zadanej najprawdopodobniej halabarda. Badania DNA
pozwolily ponadto stwierdzi¢, ze byt on niebieskookim blondy-
nem, a jego wyglad dobrze oddawat tylko jeden z kilku zacho-
wanych portretéw z epoki [13]. William Shakespeare w tragedii
Krol Ryszard IIl mylnie opisywat kréla jako dotknietego garbem,
podczas gdy jego szkielet ukazal jednoznacznie boczng skolioze,
czyli kregostup zgiety w ksztalcie dobrze wyprofilowanego znaku
zapytania. Siegajac jeszcze dalej w przeszlosé, badania DNA
dowiodty, ze odnaleziony na terenie dzisiejszej Hiszpanii, dato-
wany na 7 tys. lat, szkielet nalezal do niebieskookiego mezolitycz-
nego Europejczyka o ciemnobrazowych wlosach, jednak o ciemnej
jeszcze karnacji skoéry [14], na ktéra wskazuja ,stare” warianty
genow MCIR, TYR, KITLG oraz genoéw TYRPI, ASIP i IRF4.

GENY ODPOWIEDZIALNE ZA KSZTALT TWARZY

Jezeli chodzi o ksztalt twarzy, to bliZznieta jednojajowe sa bardziej
podobne do siebie od dwujajowych, a rodzenstwo bardziej od osob
niespokrewnionych, wskazujac na silny genetyczny komponent
w determinacji morfologii twarzy. W opublikowanych w 2012 r.
wynikach badan poréwnywano odpowiednio sparametryzowany
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ksztatt twarzy (48 cech jej budowy) niemal 10 tys. os6b, uzyskany
za pomoca obrazowania metoda tréjwymiarowego magnetycznego
rezonansu i fotografii portretowych z wynikami asocjacji poszcze-
golnych parametréw budowy twarzy z duza liczba ponad 2,5 min
wariantéw sekwencji genomu [15]. Szukano niewielkich réznic poli-
morficznych w sekwencjach DNA, ktére wystepuja czesciej u ludzi
z okreslong cecha. Zidentyfikowano warianty polimorficzne pieciu
genow: PRDM16, PAX3, TP63, C50rf50 i COL17A1, jako zwiazane ze
zréznicowaniem ksztattu twarzy. Trzy pierwsze geny juz wczedniej
byly wigzane z zaburzeniami rozwoju twarzoczaszki. Zidentyfiko-
wane warianty stanowia jednak tylko wierzchotek gory lodowe;j,
poniewaz liczbe takich miejsc w genomie okreélajacych ksztatt twa-
rzy szacuje sie na kilkaset lub nawet kilka tysiecy. Ich identyfikacja
wydaje sie by¢ tylko kwestia czasu w dobie milionéw poznawanych
genomow. Tematyka ta zafascynowat sie réwniez Creig Venter,
ktory za cel postawil sobie nie tylko rekonstrukcje ludzkiej twa-
rzy na podstawie znajomosci genomu, lecz takze okreSlanie tem-
bru ludzkiego glosu. Nawet to wydaje si¢ by¢ celem osiggalnym
wobec znacznego postepu wiedzy o genach zwigzanych z woka-
lizacja w $wiecie zwierzat. Ta sama grupa ok. 80 genoéw ulega
bowiem aktywacji w odpowiadajacych sobie regionach moézgu
ludzi i ptakéw $piewajacych [16]. Badania dotyczace zwiazku
genéw z morfologia twarzy, prowadzone na mysich embrionach
z wykorzystaniem obrazowania twarzoczaszki metodg tomografii
komputerowej i analiz genetycznych, doprowadzity do identyfikacji
w genomie ponad 4 tys. fragmentéw sekwengji, ktére nie koduja
bialek, a pelnia funkcje wzmacniaczy enhancerow genéw aktyw-
nych w okresie embrionalnego rozwoju mysiej twarzoczaszki [17].
Natomiast badania kierowane przez Polke Joanne Wysocka na
Uniwersytecie Stanforda, poréwnujace na modelach komérkowych
aktywnos¢ genéw zwigzanych z budowa twarzoczaszki czlowieka
i szympansa, pozwolily na identyfikacje ponad tysigca takich regu-
latoré6w genéw réznigcych sie aktywnoscia u obu gatunkow [18].
Genetyka potrafi tez wyttumaczy¢ réznice w budowie twarzo-
czaszki cztowieka wspoélczesnego i Neandertalczyka [19].
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GENY ODPOWIEDZIALNE ZA WZROST CZEOWIEKA

Wzrost cztowieka jest cecha bardzo zréznicowana zaréwno
w obrebie, jak i pomiedzy populacjami. Udzial czynnikéw gene-
tycznych w dziedziczeniu tej cechy okresla si¢ na ok. 80%. Za
mieszczacy si¢ w normie uwaza si¢, przykltadowo, wzrost 150 cm
do 200 cm u mezczyzn. Zréznicowanie wzrostu w jego normalnym
zakresie jest takze cecha wielogenowa, okreslang przez niewielkie
udzialy kazdego z wielu zaangazowanych genéw. Niepelne jesz-
cze wyniki badann 250 tys. genoméw wskazujg, ze ze wzrostem
czlowieka zwigzanych jest ok. 700 wariantow genéw w 400 regio-
nach genomu [20]. Sa to najwieksze opisane badania asocjacji
jakiej$ cechy fenotypowej z genami, laczace ze soba i sumujace
wyniki prawie osiemdziesieciu wczeéniejszych badan tego typu. Te
700 wariantéw ttumaczy jednak zaledwie 16% catkowitego zrézni-
cowania wzrostu. Wariant wywierajacy najwiekszy efekt wptywa
na zaledwie kilkumilimetrowa réznice we wzroécie. Poprzednia
najwieksza analiza doprowadzita do znalezienia 180 wariantéw
genéw majacych udzial w okredlaniu wzrostu u ludzi. Liczba
badanych o0s6b, czyli wielko$¢ préby badanej metoda calogeno-
mowej analizy asocjacji wariantow genetycznych z okreslong cechg
(metoda znana jako GIWAS) ma krytyczne znaczenie, poniewaz im
jest ona wieksza, tym wieksza jest moc statystyczna przypisywania
wplywu wariantu na dana ceche, w tym przypadku na wzrost.
Zaburzenia w pojedynczych genach odpowiadaja natomiast za
skrajne zréznicowanie wzrostu, gigantyzm i kartowatos¢, ktore sa
traktowane inaczej, jako przypadki medyczne. Najwyzszy czlowiek
w zapisanej historii miat 272 cm, a najnizszy 55 cm. Giganci zwy-
kle zyja krocej i umieraja z powodu niewydolnosci krazeniowych.
Natomiast ludzie bardzo niskiej postury cechuja si¢ czesto diugo-
wiecznoécia. Przyktadem moze by¢ znany w osiemnastowiecznej
Europie liczacy niespeina 80 cm wzrostu polski karzet, wyréznia-
jacy sie wszechstronnym wyksztalceniem oraz intelektem Jozef
Borustawski, znany szerzej jako hrabia Joseph Boruwlaski, ktéry
przezyt w dobrym zdrowiu 98 lat.
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GENY DLUGOWIECZNOSCI

Wiek, jakiego czlowiek dozywa, ma réwniez swoje uwa-
runkowania genetyczne, sa one jednak znacznie mniejsze niz
w przypadku omawianych wyzej cech morfologicznych. Nasz
prehistoryczny przodek zyl, jak sie sadzi, dwukrotnie krécej niz
czlowiek wspolczesny. Wplyw gendéw na proces normalnego sta-
rzenia sie siega 25%, lecz zwieksza sie¢ znacznie w przypadku stu-
latkow i superstulatkéw, czyli os6b zyjacych dluzej niz 110 lat.
Takie wiasnie grupy osob najdiuzej zyjacych (stulatek pojawiat
sie raz na sze$¢ tysiecy os6b w badanej populacji amerykanskiej)
poddawano analizie typu GWAS, aby stwierdzi¢, jakie warianty
jakich genéw pojawiaja sie u nich czesciej niz w catej popula-
cji. W badaniach 300 tys. wariantéw genowych u prawie tysiaca
stulatkow z Nowej Anglii zidentyfikowano 33 geny zwigzane ze
skrajng dlugowiecznosécia [21]. Badani stulatkowie mieli natomiast
taka samq czestoé¢ wariantéw predysponujacych do choréb wieku
starczego jak populacja kontrolna. Wyciggnieto na tej podstawie
wniosek, ze aby dozy¢ stu lat, nie trzeba by¢ wolnym od warian-
tow genéw grozacych pojawieniem sie takich choréb, a wystarczy
mie¢ inne warianty, ktére sprzyjaja dlugiemu zyciu. Czes¢ bada-
czy kwestionuje jednak znaczenie tych wynikéw ze wzgledu na
zbyt mala grupe badanych oséb. W innej pracy [22] opisano bada-
nia przeprowadzone z uzyciem zmodyfikowanej metody GIWAS,
w ktorej zidentyfikowano z duza pewnoscia warianty czterech
genow zwigzane z dlugowiecznoscia: APOE/TOMM40 zasocjo-
wany réwniez z choroba Alzheimera, CDKN2B/ANRIL zwigzany
z regulacja cyklu komorkowego, ABO okreélajacy grupe krwi
i SH2B3/ATXN2 zwiazany z rzadka chorobg neurodegeneracyjna
ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 2.
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PODSUMOWANIE STANU WIEDZY O GENOMIE

Przedstawione powyzej w duzym skrécie informacje o stanie
badant nad ludzkim genomem pokazuja, ze wiemy o nim coraz
wiecej. Z drugiej jednak strony odslaniaja znacznie wieksze obszary
naszej niewiedzy, szczegélnie dotyczacej sposobu wykorzystywania
przez komorke informacji zawartej w genomie. Zbyt mato wiemy
o tym, jakie sa funkcje wielu genéw, jak ich aktywnos¢ jest regulo-
wana i jakie czasteczki w tej regulacji uczestnicza. Podobna liczba
genoéw kodujacych biatka u czlowieka i prostszych organizmoéw,
a znacznie wieksza liczba regulatorowych czasteczek RNA $wiad-
czy o tym, ze za stopien zlozonosci organizmu odpowiadaja przede
wszystkim jego mniej lub bardziej rozbudowane systemy regulujace
ekspresje genomu. Zeby lepiej poznac i zrozumieé¢ wszystkie procesy
zachodzgce na poziomie komoérek, tkanek i calych organizméw, nie
wystarcza wiedza o ich genomie. Potrzebna jest wiedza o wszystkich
sktadnikach komoérki uzyskiwana na poziomie pojedynczych komoérek
oraz wiedza o interakcjach pomiedzy tymi skladnikami. Do zgroma-
dzenia tej wiedzy potrzeba jeszcze wiele czasu. Zatem na pytanie, czy
wiemy juz wystarczajaco duzo o funkcjonowaniu komoérki wedtug
instrukcji zapisanej w jej genomie, aby w sposéb w pelni bezpieczny
w genom ingerowaé, odpowiedZ narzuca si¢ sama i brzmi nie.

STRATEGIE TERAPEUTYCZNE

Petne poznanie przyczyn choréb i ich mechanizméw nie jest jed-
nak warunkiem koniecznym dla podejmowania préb leczenia. Jest
natomiast sprawa oczywistg, ze im szersza jest wiedza o podiozu
choroby, tym wigksza jest szansa na skuteczne leczenie chorego.

Kierunek przekazywania informacji genetycznej z DNA, poprzez
RNA, do biatka znany jest od kilkudziesieciu juz lat. Dotyczy
on réwniez, w pewnym uproszczeniu, sposobu przekazywania
informacji wadliwej przez zmutowane geny, z ktérych powstaja
czasteczki RNA zawierajace mutacje, a z nich zmutowane biatka
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niezdolne do pelnienia normalnych funkcji w komorce. Efekt dzia-
lania zmutowanego genu mozna jednak prébowac¢ powstrzymac
na réznych etapach przekazywania tej informacji.

hamowanie hamowanie

transkrypcji translaciji

genu mRNA
DNA — RNA — Biatko
naprawianie zdegradowanie zablokowanie
wadliwego DNA wadliwego RNA aktywnosci

wadliwego biatka

Ryc. 1. Strategie terapeutyczne wykorzystywane do hamowania ekspresji zmutowanego
genu u pacjentéw z chorobami genetycznymi. Efekt dzialania zmutowanego genu moze by¢
zatrzymywany na poziomie DNA, RNA lub biatka

Mozna blokowaé toksyczne dziatanie konicowego produktu
genu, czyli zmutowanego biatka. Mozna obnizy¢ produkcje zmuto-
wanego biatka w komoérce, indukujac degradacje RNA lub blokujac
jego translacje. Taka strategie stosujemy w Zakladzie Biomedycyny
Molekularnej w eksperymentalnej terapii dla choroby Huntingtona
[23]. Mozna tez dziala¢ bezposrednio na wadliwy DNA, nie dopusz-
czajac do tworzenia si¢ zmutowanego transkryptu lub wymieniajgc
zmutowany gen na prawidlowy. Rozwoju i zastosowan tej wtasnie
strategii dotyczy¢ bedzie dalsza czes¢ tego artykutu.

MECHANIZMY NAPRAWY PEKNIEC DNA

Jak juz wczeéniej wspomniano, w komorkach czlowieka,
w wyniku zachodzacych proceséw metabolicznych i dziatania
czynnikéw zewnetrznych, dochodzi czesto do mutacji w DNA.
Jednym z efektéw mutacji sa pekniecia DNA, ktére w komorkach
naprawiane sg przez rozne systemy. Najwazniejsze z nich to tacze-
nie niehomologicznych koncéw DNA (NHE]) i naprawa kiero-
wana homologia sekwencji (HDR), ktére funkcjonuja u wszystkich
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organizméw. NHE], ktéry dominuje nad HDR w wiekszosci typow
komoérek i organizméw, uzywa wielu enzymoéw, aby bezposrednio
zwigza¢ korice DNA w miejscu pekniecia, jednak popetnia przy
tym bledy. Jego zadzialanie moze by¢ wykorzystane przez bada-
cza zajmujacego sie edycja genomu jako sposéb na wprowadzenie
do DNA mutacji, w tym niewielkich insercji lub delecji.

ZFN, TALEN, CRISPR-Cas9
pekniecie dwoch nici DNA indukowane nukleazg

X
naprawa DNA naprawa DNA
mechanizm NHEJ mechanizm HDR
matryca donorowa
insercja lub delecja precyzyjna insercja sekwencji

Ryc. 2. Mechanizmy naprawy peknie¢ DNA wykorzystywane do edycji genomu wykorzy-
stujace $ciezki Iaczenia niehomologicznych konicéw DNA (NHE]) i naprawy kierowanej ho-
mologia sekwencji (HDR)

W HDR naturalna naprawa DNA nastepuje na drodze wymiany
jego fragmentu zawierajacego uszkodzenie na prawidlowsa
sekwencje z chromatydy siostrzanej. Ten system naprawy dziata
jednak tylko w poznej fazie S i G2 cyklu komoérkowego, kiedy sio-
strzana chromatyda jest dostepna. Badacz moze uzy¢ tzw. matrycy
donorowej jako zamiennika dla siostrzanej chromatydy, a taka
matryca moze by¢ prawidlowy gen lub nawet catkiem inny gen,
pod warunkiem ze otoczony jest sekwencjami homologicznymi
do miejsca wstawiania. Pozadany udzial HDR w naprawie DNA
zwiekszono kilkukrotnie poprzez hamowanie aktywnoséci NHE]
za pomoca wyciszania jego kluczowych elementéw, m.in. ligazy
IV DNA, lub poprzez synchronizacje cyklu komérkowego.
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NUKLEAZY ZF I TALE

W starszych technologiach redagowania genoméw miejsca
wprowadzania nienaturalnych mutacji lub wymiany fragmentéw
DNA indukowane byly przez specjalnie przygotowywane w tym
celu enzymy wywolujace pekniecia DNA w $ciSle zaplanowanych
miejscach genomu. Pierwsza generacje takich enzymoéw stanowity
meganukleazy rozpoznajace diugie, sktadajace sie kilkunastu par
zasad sekwencje DNA, ale nie odniosty one sukcesu. Postep
nastapil w potowie lat 90., kiedy stworzono sztuczne nukleazy
wykorzystujace do rozpoznawania specyficznej sekwencji DNA
motywy palcow cynkowych tzw. Zinc Finger Nucleases (ZFN) [24].
Nukleaza ZFN ma budowe hybrydowa. Obok czeéci rozpoznaja-
cej okreslong sekwencje DNA, wykorzystujacej w tym celu palce
cynkowe (rézne sekwencje aminokwaséw w takich palcach rozpo-
znaja rézne kombinacje trzech nukleotydéw), posiada ona domene
Fokl, czyli cze$¢ niespecyficznie przecinajgca DNA. Czesci te
zespolone s peptydowym Igcznikiem. Pracochtonnoé¢ i bardzo
wysokie koszty konstruowania ZFN oraz nie w pelni zadowa-
lajaca selektywnos¢ spowodowatly, ze dalej poszukiwano prost-
szych i tanszych systeméw. Stworzono nukleazy TALE, zwane
tez TALENAMI [25]. Motywy peptydowe TALE, wystepujace
u roslinnego patogena Xanthomonas, rozpoznaja nie tréjki zasad
jak palce cynkowe, a pojedyncze zasady. Domena rozpoznajaca
zadana sekwencje DNA zbudowana z polaczonych tandemowo
motywéw TALE zespolona jest z domenga tnagcag DNA, ktéra jest
Fokl, podobnie jak w ZFN. Sekwencje DNA kodujace nukleazy
TALE i ZFN dostarczane sa do komérek w odpowiednich wek-
torach. Edycja genomu z uzyciem TALEN zostala uznana przez
czasopismo Nature Methods Metoda Roku 2011, jednak nie zda-
zyla szerzej pokaza¢ swoich zalet, bo na horyzoncie pojawila sie
juz kolejna uznana za tak rewolucyjna, jaka 30 lat temu byla PCR,
stuzaca do enzymatycznego powielania fragmentéw DNA.

28



www.czasopisma.pan.pl P@N www_journals.pan.pl
~—_"

METODA EDYCJI GENOMU CRISPR-CAS9

Tenowa metode nazwano CRISPR-Cas9 od nazwy uktadu nabytej
opornosci na obcy, wirusowy lub plazmidowy DNA wystepujacego
u niemal polowy bakterii i wiekszosci archeonéw [26]. Akronim
CRISPR oznacza Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic
Repeats, co w polskim tlumaczeniu znaczy Zgrupowane, Regularnie
Przerywane Krotkie Powtérzenia Palindromowe. System ten uwa-
zany jest za odlegly bakteryjny analog dobrze poznanego zjawiska
interferencji RNA wystepujacego u Eukariota. Niektérzy badacze
probowali te strukturalng nazwe zmieni¢ na prostsza i bardziej
funkcjonalng, RGN (RNA-Guided Nucleases), czyli nukleazy napro-
wadzane przez RNA - jednak bez wiekszego powodzenia.

Sekwencje CRISPR odkryli u bakterii E. coli badacze japoriscy
w 1987 r., a w kolejnych latach wykryto je u wielu innych bak-
terii i archeonéw. Jednak dopiero w 2007 r. dowiedziono ich roli
w ukladzie opornosciowym bakterii, petnionej wspdlnie z biatkami
rodziny Cas (ta nazwa pochodzi od CRISPR-associated) [26]. Jaki to
byt dowo6d? Stwierdzono, ze bakterie Streptococcus thermophilus nabie-
raja opornoéci na wirusy bakteryjne (bakteriofagi) po wbudowaniu
kroétkich fragmentow ich sekwencji DNA do locus CRISPR, pomie-
dzy znajdujace sie tam sekwencje tandemowo powtérzone. Fragment
DNA ,intruza” tzw. Protospacer z sekwencja rozpoznawang PAM
- Protospacer Adjacent Motif zostaje wyciety przez biatka Casl i Cas2
i wprowadzony do sekwencji liderowej CRISPR przed pierwsza
sekwencje powtorzong. W ten sposéb informacja o intruzie zostaje
zapisana w DNA zaatakowanej bakterii. W wyniku transkrypcji DNA
CRISPR powstaje pre-crRNA, majacy zapisanych w swojej sekwencji
(»pamieci”) wszystkich wczesniejszych intruzéw. Dalej nastepuje doj-
rzewanie tego pierwotnego transkryptu (z udziatem Cas9 i RNazy III),
czyli takie jego docinanie, aby kazda z sekwengji , pamietajacych”
wczedniejszego najezdzce wraz z innym fragmentem czeSciowo do
niej komplementarnym, zwanym tracrRNA, znalazfa si¢ w obrebie
kompleksu z biatkiem Cas9. Kompleks ten jest w stanie zniszczy¢
takiego intruza, jesli zaatakuje bakterie ponownie.
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ADAPTACJA SYSTEMU CRISPR-CAS9
DO EDYCJI GENOMOW

Aby kompleksu RNA-biatko rodem z bakterii (organizméw bez
jadra komoérkowego) uzy¢ do edycji genoméw eukariotycznych,
nalezalo go odpowiednio zaadaptowaé, wprowadzi¢ do biatka
Cas9 sygnal lokalizacji jadrowej i zoptymalizowac¢ uzycie kodo-
néw do jego translacji w ludzkich komérkach. Polgczono tez dwie
czasteczki RNA w jedna i powstala hybryde tracrRNA i crRNA
nazwano gRNA (guide RNA).

bakteryjny CRISPR-Cas9 technologia CRISPR-Cas9
docelowy DNA docelowy DNA
™ PAM T TITTTN PAM
R JURURt s HE A oy

TTTTTT T T T T T T T T TTTTTy TTTTTT T T T T T T T T oo oo

crRNA
E 3 tracrRNA gRNA

Ryc. 3. System redagowania genomu wykorzystujacy biatko Cas9. Z lewej strony przedsta-
wione jest dzialanie naturalnego systemu bakteryjnego, na ktérego podstawie stworzona
zostala technologia CRISPR-Cas9 przedstawiona z prawej strony. W technologii tej dwie cza-
steczki crRNA oraz tractRNA polaczone zostaly w jedna gRNA.

Zakodowano te zmiany w sekwencji DNA, ktéra umieszczono
w odpowiednich wektorach, aby caly system gRNA-Cas9 ulegt
ekspresji w komoérkach. Dokonano tego we wspétpracujacych ze
sobg laboratoriach Emmanuelle Charpentier, pracujacej wtedy na
Uniwersytecie w Wiedniu oraz Umea w Szwecji, i Jennifer Doudny
na Uniwersytecie w Berkeley w Kalifornii. Wéréd wspottwoércow
systemu CRISPR-Cas9 jest Polak dr Krzysztof Chyliniski, 6wczesny
doktorant E. Charpentier. Otwierajaca liste jego publikacji praca
z 2011 r., opublikowana w Nature [27], opisuje odkrycie tracrRNA,
a kolejna praca, opublikowana rok pézniej w Science, opisuje uni-
wersalng metode edycji genomow [28].
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Jak taki system redagowania genomu dziata? Biatko Cas9 roz-
plata dwuniciowy DNA, a gRNA swoja sekwencja naprowadzajaca
poszukuje w nim sekwencji komplementarnej. Po jej odnalezieniu
i rozpoznaniu sekwencji PAM (NGG) przez Cas9 biatko to wiaze
sie do DNA i dwie domeny DNazowe Cas9 (RuvC i HNH) go
przecinaja. Wkraczaja nastepnie do akcji systemy naprawy DNA
NHE] lub HDR wraz z matryca donorowa, dokonujac edycji DNA.
Po trzech latach od stworzenia systemu CRISPR-Cas9 pokazano
na licznych przyktadach, ze ten bakteryjny uklad funkcjonuje bar-
dzo dobrze u wszystkich badanych organizmoéw.

AMERYKANSKA KONKURENCJA

Majacy obecnie 34 lata Feng Zhang, ktory jako pierwszy opisat
zastosowanie CRISPR-Cas9 do edycji DNA w komoérkach ludz-
kich, usilnie dazy do wykazania swojego prymatu w tej dziedzinie.
Od kilku juz lat prowadzi swoje laboratorium w Broad Institute
w Cambridge, Massachusetts, powigzanym z dwoma najlepszymi
uniwersytetami amerykariskimi - Harvardem i MIT. Badacze,
ktorzy go dobrze znaja, méwig o nim The Midas of Methods,
bo mityczny Krél Midas znany jest potocznie z tego, ze czego
sie dotknal, zamienialo sie w zloto. W pazdzierniku 2015 r. Feng
Zhang opublikowal prace, w ktorej opisal inny system redago-
wania genomu, wykorzystujacy zamiast biatka Cas9 inne biatko
Cpfl z bakterii Francisella i Privotella [29]. Cpfl jest mniejsze od
Cas9, zatem jego gen mozna latwiej dostarczy¢ do komorek lub
tkanek. Tworzy ono kompleks z jednym tylko RNA i tnie DNA,
zostawiajac lepkie konce bardziej oddalone od miejsca rozpozna-
wania PAM niz w przypadku Cas9.

Poniewaz kompleks RNA z biatkiem Cpfl wymaga sekwen-
¢ji PAM innej niz Cas9, pozwala to znajdowaé inne sekwencje
docelowe, rozszerzajac mozliwosci zastosowan tego typu metod
edytowania DNA. A mozliwodci te sg szerokie, szczegodlnie
w powigzaniu z technologia indukowanych pluripotencjalnych
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komoérek macierzystych (iPSC). Komoérki somatyczne izolowane
od pacjenta moga by¢ odréznicowane do komoérek iPS, te poddane
redagowaniu i nastepnie réznicowaniu. Zredagowane i zréznico-
wane komoérki moga by¢ wykorzystane jako komérkowe modele
choréb do testowania potencjalnych lekéw i do tzw. terapii komor-
kowej w medycynie regeneracyjnej. W ostatnich latach opisano juz
liczne przyklady takich zastosowari.

Cpft

docelowy DNA

PAM 7

el e

m crRNA

Ryc. 4. System redagowania genomu wykorzystujacy biatko Cpf1

PODAWANIE, EFEKTYWNOSC I SPECYFICZNOSC

Chociaz uznana za przelomowgq, metoda CRISPR-Cas9 nie jest
wolna od problemoéw, jakich doswiadczyly wczeéniej inne metody
terapii celowane w DNA i RNA, czyli od trudnoéci zwigzanych
z efektywnym dostarczaniem czynnikéw terapeutycznych do komo-
rek i tkanek oraz niezadowalajaca selektywnoscia ich dziatania.

Specyficznos¢ edycji genomu zalezy w duzym stopniu od
postaci, w jakiej molekularne ,nozyce” sa dostarczane do komoérek,
poniewaz postac¢ ta okresla czas ekspozycji genomu na aktywny
reagent. Im ten czas jest dluzszy, tym specyficznoé¢ redagowania
genomu jest nizsza, poniewaz obok wybranej sekwencji celowa-
nej réwniez inne, nieco mniej preferowane, ulegaja edycji. Z tego
punktu widzenia najmniej korzystne jest dostarczanie reagentéw
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CRISPR-Cas9 w postaci plazmidéw, gdyz wymagaja one zar6wno
transkrypcji, jak i translacji w komoérkach, na co potrzeba diuz-
szego czasu i procesy te nie sa fatwe do kontrolowania. Podawanie
do komérek mRNA jest lepszym rozwigzaniem, bo wymaga tylko
zajécia jego translacji. Obecnie sadzi sie, ze najlepiej jest podawac
komoérkom na specjalnym noéniku oczyszczone kompleksy RNA
i biatka, ktére rozpoczynaja dzialanie natychmiast po dostarcze-
niu i szybko ulegaja degradacji, nie wywotujac znacznych efektow
ubocznych. Efekty takie znane jako off-target udato sie niedawno
zredukowa¢ do niewykrywalnego niemal poziomu. Dokonat tego
znowu Feng Zhang ze swoja grupa [30], korzystajac z rozwiaza-
nej wczeéniej struktury krystalograficznej biatka Cas9. Efekt ten
zostal osiggniety przez zmiane zaledwie trzech kluczowych ami-
nokwasow w domenie DNazowej biatka Cas9, ktérego sekwen-
gja liczy niemal 1400 aminokwaséw. Autorzy tego usprawnienia
uwazaja, ze podobny efekt poprawy specyficznosci mozna bedzie
uzyskaé dla enzyméw Cpfl, C2C1 i C2C. Obok transfekcji komo-
rek z uzyciem dedykowanych nos$nikéw, do dostarczania DNA,
RNA i biatka do komoérek szeroko stosowana jest takze nukleo-
fekcja. W jakikolwiek jednak sposéb reagenty do edycji DNA
podawane sa komérkom, zawsze nalezy precyzyjnie oceni¢ skutki
ich dziatania na genom. W tym celu stosowane jest sekwencjono-
wanie nowej generacji lub metoda Droplet Digital PCR (ddPCR),
ktéra umozliwia wykrywanie bardzo rzadkich zmian w DNA lub
RNA z wielka precyzja. Zatem zaréwno w zakresie skutecznego
podawania reagentéw edycji DNA do komérek, efektywnosci ich
dziatania na wybrane miejsce w genomie (on-target), jak i redukcji
efektow off-target uzyskano znaczny postep. Jest to jednak nadal
etap badan pionierskich i jeszcze nie wiadomo, ktére z propo-
nowanych rozwigzan metodycznych okaze sie najskuteczniejsze,
najbezpieczniejsze i utoruje droge do kliniki.
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TESTOWANIE CRISPR-CAS9
W KOMORKACH SOMATYCZNYCH

Metoda CRISPR-Cas9 i jej warianty funkcjonujace na podob-
nej zasadzie moga by¢ uzyte do edycji genomu komoérek i tka-
nek dotknietych roznymi chorobami, zaréwno jednogenowymi,
jak i wielogenowymi, a takze infekcjami wirusowymi. Metoda
ta stwarza mozliwos¢ inaktywacji wadliwego genu, jego korekty
lub wprowadzania nowych mutacji o wlaéciwoéciach ochronnych.
Chordéb jednogenowych o znanym podiozu genetycznym sa ponad
trzy tysiace i do tej grupy nalezy wczeéniej przedstawiona choroba
Huntingtona. Dla niektérych z tych choréb podjeto juz testowanie
podejs¢ terapeutycznych z wykorzystaniem mysich modeli ludz-
kich choréb [31]. Naprawiane byly defekty w genach warunku-
jace przykladowo mukowiscydoze, dystrofie miesniowa Duchena
i anemie sierpowaty. Potencjalne zastosowania terapeutyczne
CRISPR-Cas9 dotyczg réwniez choréb nowotworowych, choréb
serca i ukladu krazenia oraz powszechnych choréb neurodege-
neracyjnych, takich jak choroba Alzheimera. Ponadto technologia
CRISPR-Cas9 zostata juz uzyta do inaktywacji wirusow HIV, HPV,
HSV, HBV, HCV oraz czynnikéw, ktére promuja ich replikacje
[32]. W prowadzeniu takich badani bardzo pomocne sa zwierzeta
transgeniczne. Z ich uzyciem badana jest funkcja genéw, procesy
rozwoju organizmu i modelowane sg choroby czlowieka. Przed
pojawieniem sie technologii CRISPR-Cas9 tworzenie takich orga-
nizméw bylo zadaniem bardzo pracochtonnym.

Obecnie iniekcja mRNA Cas9 i gRNA do zygoty lub zarodka
myszy, lub malpy, w jego wczesnym stadium rozwoju pozwala na
stworzenie zmutowanych organizméw w jednym prostym kroku.
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Ryc. 5. Schemat przedstawia tworzenie modeli zwierzecych o zmienionym genomie z wyko-
rzystaniem technologii CRISPR-Cas9. U gory pokazane jest tworzenie myszy typu knock-out
(KO), pozbawionej obu kopii wybranego genu. U dotu pokazane jest tworzenie myszy typu
knock-in (KI), do ktérej genomu wprowadzone zostalty dwie kopie obcego genu.

EDYCJA LUDZKICH EMBRIONOW
DLA CELOW MEDYCZNYCH

Zasadnos$¢ prowadzenia badani nad edycja genomu komoérek
somatycznych u pacjentéw dotknietych chorobami nie budzi
wiekszych kontrowersji, kiedy sama technologia jest bezpieczna,
bo konsekwencje jej stosowania dotycza tylko danego pacjenta.
Zupelnie inaczej przedstawia si¢ sprawa edycji DNA linii zarod-
kowych i wczesnych embrionéw, poniewaz prowadzi to do trwa-
tych zmian genetycznych w przyszlych pokoleniach. Sprawa stata
sie na tyle powazna, ze nawet naukowcy, ktérzy stworzyli metode
CRISPR-Cas9, zaapelowali o wstrzymanie sie z jej stosowaniem na
ludzkich embrionach, a agencje rzadowe USA finansujace badania
naukowe postanowily takich badar nie wspiera¢ do czasu pelniej-
szego przedyskutowania ich implikacji zaréwno biomedycznych,
jak i etycznych z ekspertami i spoteczeristwem. W kwietniu 2015 r.
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ukazala sie jednak publikacja badaczy chiniskich [33], ktéra opisy-
wala edycje embrionéw, co prawda wadliwych i niezdolnych do
przezycia, jednak sprawa niezastosowania sie do zalecen wywo-
lala duze poruszenie. W zwigzku z tym zwolano kilka miedzy-
narodowych konferencji, podczas ktérych eksperci w zakresie tej
technologii, etycy, prawnicy i zainteresowani przedstawiciele spo-
teczenristwa przedstawiali swoje rézne stanowiska w sprawie regu-
lacji badan nad edycja ludzkich embrionéw. Przykitadowo, Eric
Lander, dyrektor Broad Institute w Cambridge USA, ktéry ode-
gral kluczowa role w poznawaniu sekwencji ludzkiego genomu,
wyrazil opinig, Ze edycja genomu nie musi stanowié¢ pierwszej
opcji na drodze do eliminacji choroby genetycznej z populacji,
poniewaz istnieja alternatywne, prostsze sposoby. Jego zdaniem
lepszym, mniej inwazyjnym rozwigzaniem jest stosowana juz dosc¢
szeroko diagnostyka preimplantacyjna i selekcja komoérek nieza-
wierajacych wady genetycznej do zaplodnienia in vitro. George
Church z Harvardu wskazatl jednak na sytuacje, w ktérych takie
podejscie nie da efektu i pozostanie opcja edycji genomu zarodka.
Jest tak w przypadku oséb posiadajacych dwie kopie wadliwego
genu z mutacja dominujaca, a takze w przypadku potencjalnych
rodzicéw, kiedy oboje sa nosicielami dwéch kopii genu z muta-
cja recesywna. Takie sytuacje nie sa odosobnione, a stanowia
powazny problem dla znacznej czeéci Swiatowej populacji (Indie,
Pakistan), w ktérej malzenistwa miedzy bliskimi krewnymi sa gle-
boko zakorzenione w tradycji. George Church uwaza ponadto, ze
wprowadzanie zakazu edycji genomu zarodka dla celéw medycz-
nych nie ma wiekszego sensu, poniewaz juz obecnie obowiazujace
zasady dobrej praktyki medycznej nie zezwalaja na stosowanie
u pacjentow technologii medycznych, ktére nie zostaly wczesniej
uznane za bezpieczne w wyniku badan na zwierzetach. Jennifer
Doudna uwaza, ze wprowadzenie obecnie catkowitego zakazu
eksperymentow z edycja ludzkich embrionéw mogtoby znacznie
spowolni¢ rozw6j przysztych terapii, co wydaje sie tez nieprak-
tyczne ze wzgledu na powszechny dostep do technologii i tatwosé
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jej stosowania. W wydanych po konferencji rekomendacjach przy-
jeto dos¢ elastyczne, kompromisowe stanowisko. Dopuszczono
prowadzenie badan naukowych nad edycja DNA w embrionach,
nie zezwalajac jednak na uzywanie zredagowanych embrionéw
do inicjowania cigzy.

GENETYCZNIE MODYFIKOWANI LUDZIE

Przed nauka widnieje zatem w najblizszych latach perspektywa
prowadzenia bardzo ostroznego i niezwykle odpowiedzialnego
rozpoznania korzysci i zagrozenn wynikajacych z pojawienia sie
nowej technologii genetycznej. Czy jednak w przypadku powo-
dzenia takich badani i zapalenia si¢ zielonego $wiatta dla uwal-
niania przysztych pokolent od ryzyka choréb genetycznych, np.
choroby Huntingtona, nie przyjdzie komus do glowy pomyst, aby
przy tej okazji zapewni¢ potomkowi niebieski kolor oczu, wlosy
koloru blond czy stuszny wzrost, skoro bedzie to technicznie moz-
liwe i bezpieczne? Aktualny rekord, jezeli chodzi o liczbe réz-
nych zmian wprowadzanych jednoczesnie do genomu z uzyciem
systemu CRISPR-Cas9, wynosi 62, bo tyle réznych gRNA uzyto
z powodzeniem po to, aby pochodzacy od zwierzecia organ nie
zostal odrzucony przez organizm czlowieka, co dobrze rokuje
transplantologii [34]. Jednak takie cechy czlowieka, jak inteligen-
cja, ksztalt twarzy czy wzrost sa cechami wielogenowymi, dla
ktérych ,,wzmocnienia” nawet aktualny rekord multipleksowego
dziatania systemu CRISPR-Cas9 nie bylby wystarczajacy. Na takie
genetyczne wzmacnianie ludzi nie ma jednak przyzwolenia, takze
ze strony $wiata nauki, chociaz sprawa przestaje juz by¢ domeng
jedynie literatury science fiction.
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