EDITORIAL

Chemie jménem CRISPR

Tiskova zprava

Sedmého fFijna tohoto roku probéhla
médii kratka zprava: NobelGv vybor roz-
hodl o udéleni ceny za chemii v roce
2020. Spole¢né ji obdrzely Emmanuelle
Charpentier a Jennifer A. Doudna za svUj
objev metody editace genomu.

Klicovd prace ocenénych lauredtek
byla pfitom uvefejnéna v roce 2012.
K rozhodnuti o udéleni Nobelovy ceny
tedy uplynula v historickém kontextu
relativné kratkd doba. Co stoji za Uspé-
chem této metody a jak se m{ze dotykat
problematiky experimentalni a klinické
onkologie?

Genetické nuzky

Charpentier a Doudna objevily presny
nastroj genové technologie: genetické
ndzky CRISPR/Cas9. Jejich pouzitim Ize
zménit DNA mikroorganizmd, rostlin i zi-
vocichd s extrémné vysokou presnosti.
Tato technologie ma revolu¢ni vliv na
biologii, pfispiva k rozvoji novych pro-
tinddorovych terapii a mize konec¢né
uskutecnit sen o vyléceni dédi¢nych ne-
moci. Toto stoji ve zd{ivodnéni Kralovské
Svédské akademie véd.

Jak se casto ve védé stava, objev ge-
netickych nGzek byl neocekavany. Char-
pentier studovala Streptococus pyogenes
a objevila dfive nezndmou molekulu,
tracrRNA. Jeji prace ukazala, ze tracrRNA
je soucasti starého bakteridlniho imunit-
niho systému CRISPR/Cas, ktery nici viry
rozstépenim jejich DNA.V roce 2011 za-
hajila Charpentier spolupraci s Doudna.
Spole¢né se jim podafilo vytvofrit bak-
teridIni genetické ndzky ve zkumavce
a déle systém molekuldrnich kompo-
nent zjednodusit, aby byl sndze pouzi-
telny. V klicovém experimentu pak do-
kazaly genetické nlzky reprogramovat.
Ve své pfirozené podobé nlzky roz-
poznavaji DNA vir(, ale Charpentier
a Doudna dokézaly, Ze nlzky mohou
byt kontrolovény tak, aby rozstfihly ja-
koukoli molekulu DNA na pfedem sta-
noveném misté. Kdyz je DNA pfreru-
sena, pak je jiz relativné snadné prepsat
geneticky kod.

Od doby, kdy Charpentier a Doudna
objevily genetické niizky CRISPR/Cas9,
se jejich pouziti explozivné rozsifilo. Na-
stroj pfispél k mnoha objeviim v zaklad-
nim vyzkumu: byly geneticky modifi-
kovéany rostliny, které mohou odolavat
nepfiznivym vnéjsim vliviim, v mediciné
byly zahajeny klinické studie novych
metod |é¢by nadord a nyni se mUzeme
pokusit naplnit pfani o vyléceni dédic-
nych chorob.

Historie objevu

Prace, ktera vedla k objevu CRISPR/Cas9
systému pro editaci genomu, zacala ob-
jevem opakujicich se genomovych struk-
tur v bakteriich a mikroorganizmech fise
Archea.V roce 1987 vysla prace vsimajici
si opakovanych struktur genomu E. coli,
ktery obsahoval pét vysoce homolog-
nich sekvenci 29 parQ bazi, které byly
preruseny spacery o variabilnich sekven-
cich. O nékolik let pozdéji byly podobné
opakujici se sekvence objeveny v ge-
nomu Archea. Nasledné bylo prokazéno,
Ze tento typ sekvenci je bézny u proka-
ryot a vzdy obsahuje kratky palindro-
micky Usek opakujici se v clusterech od-
délenych sekvencemi konstantni délky.
Termin CRISPR proto oznacuje tzv. clus-
tered regularly interspaced short palin-
dromic repeats.

Dalsi krok k porozuméni funkci CRISPR
prisel s identifikaci tzv. CRISPR-associa-
ted gent (Cas). Tyto geny kédovaly pro-
teiny s motivy helikdzy a nukledzy, vy-
znamné v metabolizmu DNA. V roce
2005 bylo prokazano, Ze unikatni sek-
vence CRISPR pochdzi z pfenosnych ge-
netickych elementd, jakymi jsou bakte-
riofadgy. Prokaryota s témito sekvencemi
se jevila jako chranéna pred infekcemi.
CRISPR byly pfepisovany do dlouhé mo-
lekuly pre-crRNA, kterd byla nasledné
Stépena na malé molekuly crRNA. Na-
sledné bylo prokazano, Ze crRNA se
vaze na protein Cas a tento komplex se
zaméfuje na invazivni nukleové kyse-
liny. CRISPR-Cas systém tak funguje jako
adaptabilni obranny systém proti cizo-
rodé DNA: spacery v CRISPR vedly k roz-

stépeni DNA s odpovidajici sekvenci.
Pro¢ vsak CRISPR nes$tépi vlastni spa-
cery? Brani tomu kratkd sekvence nuk-
leotidi vedle sekvenci protospaceru,
kterd byla nazvana protospacer adjacent
motifs (PAM).

KdyzZ v roce 2011 Charpentier studo-
vala mechanizmus maturace crRNA,
identifikovala abundantni RNA transkri-
bované z regionu tzv. upstream CRISPR
locusu. Transkript byl nazvan trans-en-
coded small RNA (tracrRNA) s komple-
mentaritou k opakujicim se oblastem
CRISPR locusu. Charpentier dospéla
k zavéru, ze pfidani crRNA k vycisténé
Cas9 nebude stimulovat $tépeni DNA.
Pridani tracrRNA do in vitro reakce vsak
spustilo stépeni cilové DNA! Ke Stépeni
dochazi tfi pary bazi smérem tzv. upst-
ream sekvence PAM a k rozvinuti dvojité
DNA je pozadovan PAM motiv.

Na zékladé své in vitro biochemické
analyzy autorky predpovédeély, ze struk-
turdlni vlastnosti dvou RNA molekul by
mohly byt zachyceny do jediné RNA mo-
lekuly. RNA komponenty crRNA a tra-
crRNA bylo mozné fuzovat dohromady,
pricemz vytvofily jedinou aktivni chimé-
rickou molekulu, tzv. single-guide RNA
(sgRNA). Navic autorky prokazaly, Ze sek-
vence chimérické sgRNA m(ize byt zmé-
néna tak, ze CRISPR-Cas9 bude cilit na
zajmovou sekvenci DNA. Vytvotily tak
jednoduchou dvoukomponentni endo-
nukledzu skladajici se z sgRNA a Cas9,
kterou bylo mozné naprogramovat tak,
aby stépila sekvenci DNA podle pfani.

Aplikace CRISPR/Cas9

Editace genomu zavisi na existenci pfiro-
zenych pochodi opravy DNA a rekombi-
nace. Dvojité zlomy DNA typicky vedou
k nehomolognimu spojovani volnych
koncli (non-homologous end joining
- NHEJ) nebo k homologné zamérené
opravé (homology directed repair —
HDR). V pfipadé NHEJ jsou konce zlomU
pfimo svazany dohromady, coz obvykle
vede k malym inzercim nebo delecim
DNA, které maji ¢asto za nasledek ztratu
proteinové exprese. Cesta HDR naproti
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tomu pouzivd homologni DNA sekvenci
jako templat pro opravu zlomu. Poskyt-
nutim modifikované genetické sekvence
jako templétu pro HDR je mozné vlozit
do DNA definované genomové zmény.

Vyznamnym predchazejicim obje-
vem byl vyvoj tzv. zinc finger nukledz
(ZFN) a transkripcni aktivatorové efek-
torové nukledzy (transcription activa-
tor-like effector nuclease — TALEN). Oba
typy nukledz (ZFN i TALEN) jsou silnymi
nastroji pro editaci genomu, nicméné
jejich 3irsi pouziti je limitovano pro-
blémy v designu proteind, jejich syntéze
a validaci.

Charpentier a Doudna definovaly jed-
noduchy dvoukomponentni systém,
ktery mize byt rychle naprogramo-
van k sekvencné specifickému stiihu ci-
lové DNA. Prvni experimentdlni data
pochdzeji jiz z roku 2013 z praci na my-
Sich i lidskych bunkach. Systém byl pou-
Zit ke genovym modifikacim eukaryot(,
v¢. Saccharomyces cerevisiae, Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans
a dalsich organizmd. Také bylo navrzeno
mnoho homolognich Cas, které rozpo-
znavaji rozlicné sekvence PAM. Dalsim
obohacenim metody je fuze Cas9 nikazy
s reverzni transkriptdzou. V tomto pfi-
stupu sgRNA obsahuje navic tusek RNA,
ktery vytvari tzv. prime editing guide
RNA, jenz specifikuje cilové misto i edi-
tovanou sekvenci. Jakmile je vytvorena
reverzni transkriptdzou, syntetizovana
DNA je instalovana ve zlomu a nahrazuje
originalni DNA sekvenci.

Usvit genové terapie

Genetické nemoci byly povazovany za
nevylécitelné, takika vytesany do ka-
mene genomu téch nestastnikd, ktefi
je ,vyhrdli” v genové loterii Zivota. Nyni
tomu tak jiZz neni. Podivejme se zpét na
zacatky evoluce genové terapie z futu-
ristické myslenky do klinicky uchopi-
telné 1écby. V roce 1972 byla publiko-
vana prace Friedmanna a Roblina ,,Gene
therapy for human genetic disease?”,
kde autofi podtrhli potencidl inkorpo-
race sekvenci DNA uréenych k 1é¢bé ge-
netické nemoci do pacientovych bunék.
Zaroven nabddali k trpélivosti a opatr-
nosti, nebot nékteré klicové body ve vé-
deckém porozuméni problému dosud
nebyly objasnény.

Historie klinickych studii genové te-
rapie saha az do roku 1989, kdy Ro-
senberg et al pouzili retrovirus k zave-
deni genu rezistence na neomycin do
tumor infiltrujicich lymfocytl a tyto po-
dali péti pacientdm s melanomem. Od
té doby probéhlo a probiha nékolik
tisic studii zamérenych na genové te-
rapie; Uspésnych produktl je bohuzel
stale poskromnu. V prvnich fazich byly
jako vektory pouzivany plazmidy, retro-
viry i adenoviry. V roce 1990 podstou-
pila ¢tyrleta divka lécbu tézké kombino-
vané imunodeficience. Chybél ji enzym
adenosindeamindza, jehoz nedostatek
poskodil jeji imunitni systém natolik, ze
byla neustdle vystavena infekcim s po-
tencidlné fatalnim pribéhem. Virovy
vektor s kopii genu ADA zlepsil funkci je-
jiho imunitniho systému a dovolil ji Zit
normalni Zivot.

Nadseni pro genovou terapii vsak zahy
zchladila umrti prvnich pacientd. V roce
1999 osmnactilety mladik s deficitem or-
nitintranskarbamylazy zemfel ¢tyfi dny
poté, co byl Ié¢en adenovirovym vek-
torem, a to na katastrofickou imunitni
reakci na [é¢bu. Dalsim momentem byla
studie A. Fischera, ktery lIécil déti se syn-
dromem tézké imunodeficience SCID-
-X1 pomoci aplikace modifikovaného
retrovirového vektoru do hematopoetic-
kych kmenovych bunék. Vysledky byly
velmi nadéjné, ale v roce 2003 se u dvou
déti objevily pfiznaky leukemie a nabor
do studie byl pferusen. Kdyz se objevil
treti pfipad leukemie, studie byla v roce
2005 definitivné zastavena. Ukazalo se,
Ze pouzité vektory nemaji pfesnou kon-
trolu nad integraci do genomu a mohou
vést k zavaznym az infaustnim nezadou-
cim uc¢inkdim. Bezpecnost virovych vek-
torll se dostala pod drobnohled. Na ge-
novou terapii bylo nahlizeno tak, ze se
pfilis rychle dostala pfilis daleko. Bylo
potreba opatrnosti.

Vyzkum pres vSechny potize a do-
¢asné zastaveni studii genovych terapii
pokracoval a postupné bylo regula¢nimi
urady schvéleno nékolik pfipravkd ge-
nové terapie. V poslednich letech pocet
schvalenych genovych terapii rychle
stoupa. To je mozné vyvojem novych vi-
rovych vektor( odlisnych od retroviro-
vych vektor(l a vysoce imunogennich
adenovirovych vektor(, zejména tzv.

AAV (adeno-associated viruses). Genova
terapie prekonala velké zkousky, aby se
stala realitou mediciny, a jeji vyvoj zda-
leka neni u konce. Silnéj3i a elegantnéjsi
molekuldrni nastroje budou nadale roz-
Sitovat nasi schopnost |écit zavazné
nemoci.

CRISPR a nadory

Vyvoj klinickych studii s technologii
CRISPR postoupil neuvéfitelné rychle
kuptedu a dnes jiz mame pres 15 regis-
trovanych nebo béZicich klinickych stu-
dii vyuzivajicich tuto metodu u nado-
rovych onemocnéni. Kdyz se podivdme
podrobnéji na schvalené klinické stu-
die zabyvajici se technologii CRISPR, zjis-
time dvé skutecnosti: fada klinickych
studii byla schvélena v Ciné a vétsina kli-
nickych studii modifikuje signalni pro-
teiny v somatickych bunkéch ex vivo. PFi-
kladem studie schvélené v Ciné mGze byt
protokol modifikujici burky CART (chi-
meric antigen receptor T cells) vyfazenim
funkce genti pro PD-1 a endogenni T-bu-
nécny receptor (T cell receptor - TCR)
pomoci CRISPR technologie. Jiné ame-
rické studie modifikuji tumor infiltrujici
lymfocyty inhibici genu pro intracelu-
larni imunitni checkpoint pomoci CRISPR
u gastrointestinalnich malignit nebo stu-
duji CRISPR modifikované buriky CART
s CRISPR eliminovanym endogennim
TCR zaméfené proti rliznym cildim (B ma-
lignitdm, T malignitdm, mnohocetnému
myelomu a karcinomu ledviny).

Pojdme se podivat na zajimavé publi-
kované vysledky prvni ¢inské studie au-
torl Lu et al s CRISPR editovanymi T lym-
focyty s ablaci genu PD-1 u pacientld
s pokrocilymi stadii karcinomu plic. Cel-
kem 12 pacientd dostalo transfuze edi-
tovanych bunék a bylo monitorovano
po dobu 96 tydn(. Autofi elektroporaci
vlozili do mononuklearnich bunék pe-
riferni krve, které byly pacientliim ode-
brany, plazmidy obsahujici Cas9 a tzv.
guide RNA cilené na druhy exon genu
PD-1. Transfektované bunky byly ex-
pandovany ex vivo po dobu 17-40 dn(.
U¢innost editace a perzistence in vivo
byla monitorovana pomoci sekveno-
vani nové generace (next generation se-
quencing — NGS) mutaci v lokusu PD-1.
Autoti zjistili relativné nizkou miru edi-
tace v infundovanych bunkach, a to
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5,8 %. Editované bunky nezlistavaly
v téle pacientl po dlouhou dobu. Pouze
0,05 % mutaci bylo zjisténo v 18 poten-
cidlnich ,off-target” mistech. Infuze edi-
tovanych PD-1 T lymfocytl byly dobre
tolerovany. Tato studie poukdzala na
bezpecnost a proveditelnost celuldrni
terapie zalozené na CRISPR technologii,
nicméné odhalila také jeji nedostatky.
Soucasné protokoly produkujici CRISPR
editované pacientovy burky jsou stale
ponékud neefektivni. Tyto metody z0-
stavaji v ¢asném stadiu preklinického
vyvoje, nicméné lze ocekdvat, Ze vy-
sledky studie urychli pfipravu budou-
cich protokold zaloZenych na inovova-
nych technologiich.

V roce 2017 se objevila silna kritika
pfipravované studie faze | autolognich
T bunék produkujicich NY-ESO-1 TCR
a genoveé editovanych k eliminaci endo-
genniho TCR a PD-1. Stru¢né feceno, od
pacientl byly shromazdény T lymfocyty
periferni krve, které prosly transdukci
lentivirovym vektorem, aby exprimo-
valy vysoce afinitni TCR se specificitou
pro NY-ESO-1 peptid, coz je vysoce imu-
nogenni antigen lidskych nadorovych
bunék. Navic byly T lymfocyty genové
editovany technologii CRISPR, aby byly
vyfazeny geny pro endogenni TCR-q,
TCR-B a PD-1 protein (predpoklada
se, Zze genova editace predejde vycer-
pani T lymfocytl a udrzi jejich aktivitu).
Editované T lymfocyty byly expando-
vany ex vivo. Pacient podstoupi lymfo-
deple¢ni chemoterapii a poté dostane

déavku 1 x 10 autolognich editovanych
T lymfocytl nakg hmotnosti. Ukazala se
vsak fada pochybnosti. Pfedlozend data
vychdzela ze studie na SCID/NOD my-
Sich, avsak vyzkum byl proveden pouze
na 17 mysich a v terapeutickém rameni
bylo pouze 5 mysi. Navic byla v experi-
mentu pouzita bunécna linie karcinomu
plic, zatimco studie byla designovana
pro pacienty s melanomem, synovial-
nim sarkomem a mnohocetnym myelo-
mem. Kritika poukazala na mnohé dalsi
nedostatky predkladanych dat a efektd.
Po zafazeni tii pacientl byla tato stu-
die pfed¢asné ukoncena. Je vidét, ze po-
dobné odvazné designy mohou gene-
rovat skvélé vysledky, ale nedostatecna
pfiprava experimentalnich a preklinic-
kych dat je rizikova a mize vést k pred-
¢asnému ukonceni nevyzrélé studie.

Zavérem

V roce 2012 Charpentier a Doudna pro-
kazaly, ze Cas9 endonukledza miize byt
naprogramovana pomoci guide RNA,
aby rozstfihla libovolnou dvojitou DNA
sekvenci. Jejich objev vedl| k Sirokym
aplikacim CRISPR-Cas9 systému jakozto
silnému a flexibilnimu nastroji k editaci
genomu. Technika CRISPR predstavuje
elegantni vyuziti biologickych molekul
jednodussiho organizmu v organizmu
slozitéjsim a mUzZze byt pfirovnano k prin-
cipu pouziti Shimomurova zeleného flu-
orescen¢niho proteinu (green fluo-
rescent protein — GFP) pro fluorescentni
oznaceni bunék nebo k pouZiti Blinksova

aequorinu z meduzy A. victoria pro mé-
feni intraceluldrni koncentrace vapniku
v jinych bunkach. Diky vektoru, ktery ké-
duje Cas9 nukledzu a vyrobenou sgRNA,
jsme dnes schopni precizni vymény jed-
notlivych bazi nebo provedeni vétsich
inzerci. Spole¢né s uplatnénim znalosti
genovych sekvenci celych organizm(
technologie umozniuje zkoumat tyto
genomy a zjistovat funkce jednotlivych
genq, vytvaret mutace, které jsou spo-
jeny s nemocemi, nebo je naopak opra-
vovat. Technologie se nyni vyviji smérem
k 1é¢bé a vyléceni geneticky podminé-
nych nemoci, ale i jinych onemocnéni,
v¢. nddorovych.

Technologie CRISPR se velmi rychle
dostala do faze klinickych studii zamére-
nych na genovou terapii. V onkologii je
navazana prevazné na celularni terapii,
a to zejména na modifikaci bunék CART.
Velka sila nastroje CRISPR-Cas9 také vy-
volava vazné etické otazky. Pfinesou tyto
klinické studie pozitivni vysledky? Neni
pfiprava téchto klinickych studii uspé-
chand a nebude to technologii CRISPR
spise na Skodu? Zaradi se technolo-
gie CRISPR do pripravy celularni tera-
pie uplatnitelné v 1é¢bé nadord? Zvlad-
neme naddle pfipravovat klinické studie
podle platnych mezinarodnich etickych
norem?

Na odpovédi na tyto i dalsi otazky si
budeme muset jesté chvili pockat.

prof. MUDr. Martin Klabusay, Ph.D.
Onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc
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