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SOUHRN

Genova editace je povazovana za nejvetsi pokrok v molekularné genetickych metodach od objevu polymerazoveé rete-
zové reakce. Diky této technologii dnes mizeme provadét cilené zmény v nukleotidové sekvenci DNA s mnohem vétsi
presnosti a Uc¢innosti, nez bylo doposud mozné. Vyuziti nachazi genova editace témér ve vSech biotechnologickych
oborech, nebot vyrazné zjednodusuje studium funkce gent a biologickych procest. Nejpopularnéjsim nastrojem genové
editace je tzv. systém CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR Associated
Protein 9), ktery si diky své relativné snadné konstrukci a vysoké ucinnosti vydobyl vysadni postaveni v molekuldrnf
biologii a jeho ohromny potencial se jiz zacina uplatinovat i v transla¢ni mediciné. Cilem tohoto souhrnného ¢lanku je
predstaveni genové editace a shrnuti nejvyznamnéjsich aplikaci této unikatni technologie ve vyzkumu, diagnostice
a lécbé hematologickych onemocnéni.
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SUMMARY

Rackova M., Bakardjieva-Mihaylova V., Sldmova M., Boublikova L., Skvarova Kramarzova K.

Genome editing using the CRISPR/Cas9 system and its application in haematology

Genome editing is considered to be the biggest advance in molecular genetics since the discovery of the polymerase chain
reaction. This method enables the introduction of changes in a target DNA sequence with unprecedented accuracy and effi-
ciency. Since it greatly facilitates the study of genes and biological processes, it has been employed in basic research across
all biotechnology fields. The CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR Associated
Protein 9) system is the most widely used genome-editing platform. Due to its relatively easy construction and high efficiency,
this system has revolutionized the field of molecular biology and also holds enormous potential in translational medicine. The
aim of this review is to introduce genome-editing technigue and summarize the most important applications of this unique
technology in research, diagnostics and treatment of haematologic diseases.
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uvob

Jiz kratce po objevu molekuly DNA a odhaleni pod-
staty geneticky podminénych onemocnéni se védci
zacali zajimat o moznost provadét cilené zmény v geno-
mu a jim kédované genetické informaci. Prvni pokusy
o manipulaci bunécné DNA zaloZené na vkladani genti
do genomu pomoci virovych vektorti prokazaly tcin-
nost této strategie zejména v zakladnim vyzkumu [1].
Pfi snaze o aplikaci stejného pristupu v 16¢bé pacientti
s geneticky podminénymi onemocnénimi v ramci tzv.
genové terapie se vSak objevilo mnoho prekazek, je-
jichZ odstranéni si vyZzadalo desitky let vyzkumu, nez

byly dosazeny prvni klinicky relevantni vysledky [2, 3].
Navzdory tomu, Ze tato strategie nalezla rozsahlé uplat-
néni v zakladnim vyzkumu a byla Gispésné pouzita
i pro terapeutické ucely, jeji moznosti tipravy DNA
jsou velmi omezené a pro mnohé tucely nedostacujici.

Ve snaze vyvinout nastroj umoznujici provadét
$irsi spektrum zmeén v sekvenci DNA se védci inspiro-
vali pfimo v Zivych burikach, a to konkrétné v procesu
tzv. homologni rekombinace (,homology-directed repair”,
HDR), ktery burika vyuziva k opravé DNA s poskozenou
sekvenci. Béhem néj dochazi k opravé DNA vymeé-
nou poskozeného tseku za “zdravou” DNA sesterské
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chromatidy ¢i homologniho chromozomu [4]. Prvotni
pokusy o napodobeni tohoto procesu v laboratornim
prostfedi za ii¢elem vneseni pfesné zmény nukleotidové
sekvence do genomu bunky, vSak vykazovaly velmi
nizkou ucinnost. Vyrazné zlepSeni pfinesl aZ objev
technologie tzv. genové editace, kterd dokaze drama-
ticky zvysit (az 40 000 krat) frekvenci a ispéSnost HDR
atimi celého procesu [5]. Genova editace tak zptisobila
revoluci v molekuldrni biologii a své uplatnéni nachazi
v zakladnim i aplikovaném vyzkumu napfic¢ takika
vSemi biotechnologickymi obory.

Nejlakavéj$im vyuzitim genové editace je bezesporu
oprava kauzalnich mutaci u pacienti s geneticky podmi-
nénymi chorobami. Velkou ¢ast téchto chorob tvoti one-
mocnéni postihujici hematopoézu a imunitni systém,
pro néz je mnohdy jedinou definitivni 1écbou alogenni
transplantace krvetvornych kmenovych bunék (TKD).
ZkuSenosti s odbérem a manipulaci s krvetvornymi bur-
kami a také se samotnou lécbou téchto pacienti pomoci
TKD délaji z hematologickych onemocnéni v soucasné
stupli zaloZzenych na genové editaci. Sviij velky pfinos
pro hematologii vSak genova editace ukazuje i v zaklad-
nim vyzkumu pii studiu fyziologickych a patologickych
procesti v hematopoéze, a také v diagnostice atypickych
poruch hematopoetického vyvoje ¢i imunitniho systému.

GENOVA EDITACE

Technologie genové editace je dosud nejucinnéjsi
metodou pro provedeni cilené zmény sekvence DNA
v burice. Jeji tspéch tkvi ve schopnosti stimulovat
pomoci specidlnich molekularnich nastroji bunécné
mechanismy opravy DNA a donutit buriku je pouzit
k provedeni zmeény sekvence DNA. Témito nastrojijsou
tzv. mistné specifické nukledzy, které lze navrhnout
a vytvorit tak, aby dokazaly nalézt
v genomu vybranou oblast DNA
a v prfesné stanoveném misté ji
roz§tépit. Béhem nasledné opravy
dvoufetézcového zlomu DNA, ktery
je naprosto kli¢ovy pro cely proces
genové editace, dojde k pozadova-
né zmeéneé nukleotidové sekvence
[5]. Mezi mistné specifické nukle-
azy fadime tzv. meganukleazy [5],
JZinc-finger“ nukleazy (ZEN) [7], ,tran-
scription activator-like effector nucleases*
(TALENS) [8] a nukleazy systému
CRISPR/Cas9 (,clustered regularly
interspaced short palindromic repeats
(CRISPR)/CRISPR-associated protein 9*)
[9-11], které se vyznacuji vysokou

cilova DNA
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ucinnosti a zejména jednoduchosti konstrukce, coz je
hlavni dtivod pro¢ mezi ostatnimi edita¢nimi nastroji
jednoznac¢né dominuji.

CRISPR/Cas9

Systém CRISPR/Cas9 byl poprvé objeven u bakterii,
kde je soucasti jejich adaptivniho imunitniho systému
[9, 10, 12, 13]. Diky nukleazam CRISPR/Cas9, kdédovanym
bakteridlnim genomem, jsou bakterie schopny specific-
ky rozstépit a degradovat nukleovou kyselinu viru, ktery
burnku infikoval. Vzhledem k nutnosti bakterie adapto-
viry, je tento systém schopny rychle a jednoduse zménit
cil stépeni na sekvence nukleovych Kyselin jinych vira
[9]. Tyto unikatni vlastnosti systému CRISPR/Cas9 se
ukazaly byt velice vyhodné pro jeho ptenos do laborator-
niho prostfedi a vyuziti v genovém inZenyrstvi, nebot
umoznuji rychle a elegantné vytvotit nukleazy Stépici
nejrznéjsi oblasti DNA v eukaryotickych bunkach [11].

Nukleaza CRISPR/Cas9 je ribonukleoproteinovy
komplex (RNP) sloZzeny z proteinu Cas9 s endonuk-
ledzovou aktivitou a kratké molekuly RNA (u jedno-
slozkového systému se jednd o tzv. single guide RNA;
sgRNA) - obrazek 1 [9, 14]. Tato RNA se na zakladé
klasického Watson-Crickovského parovani navaze
na cilovou sekvenci genomické DNA, kde zprostfed-
kuje Stépeni nukledzou Cas9. Specificitu této vazby
urcuje tzv. ,guide” sekvence, coz je 20nukleotidovy
usek v sgRNA, ktery lze navrhnout tak, aby byl kom-
plementarni k cilové sekvenci v DNA, kterd ma byt
zmeéneéna. Podminkou pro tspésné navazani nukleazy
systému CRISPR/Cas9 na DNA je zaroven pritomnost
tzv. motivu PAM za cilovou sekvenci [9, 10]. Jedna se
o usek 2-6 nukleotidl, prficemzZ pro nejpouzivanéj-
§i nukledzu Cas9, ziskanou ze Streptococcus pyogenes

PAM

i .

’

Obr. 1. Struktura ribonukleoproteinového komplexu CRISPR/Cas9 a jeho vazba na cilovou
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odlisnost v sekvenci templatové
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oblasti (viz obr. 2) [19].
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Obr. 2. Zakladni mechanismy opravy dvouretézcovych zlom( DNA a jimi zprostfedkované

zmeény v nukleotidové sekvenci

(SpCas9), je timto motivem trojice nukleotidli NGG
(kdy N predstavuje jakykoliv nukleotid).

Kromé SpCas9, byly objeveny i dalsi nukleazy z ji-
nych bakteridlnich kmenft (SaCas9, Casl2a, Casl3, CasX
a dalsi), které se lisi svou strukturou i parametry urcu-
jicimi specificitu Stépeni (napi. motiv PAM). Spektrum
pouzitelnych nukledz, které se neustdle rozsifuje, tak
umoznuje v soucasné dobé zacilit takika jakoukoli
oblast v genomu [15, 16].

Editacni proces

Pfi opravé dvouretézcového zlomu DNA vytvore-
ného nukleazou CRISPR/Cas9 se uplatiiuji dva hlav-
ni DNA-reparacni mechanismy. Preferencné je DNA
opravena pomoci rychlého, ale nepfesného procesu
tzv. nehomologniho spojovani volnych konct (,non-ho-
mologous end joining“, NHEJ), kdy v misté zlomu vznika-
ji delece a inzerce rizného rozsahu. Cilem NHE]J je co
nejrychlejsi zaceleni DNA a zachovani jeji integrity na
ukor presnosti opravy [17]. Jako druhy, méné Casty repa-
ra¢ni mechanismus se uplatiiuje vySe zminiovana HDR,
jejimz vysledkem je pfesna oprava nukleotidové sekvence
podle sesterské chromatidy ¢i homologniho chromozomu
[18].

ODbé tyto reparac¢ni drahy lze vyuzit k docileni poza-
dované zmény v DNA. Zacilenim nukleazy CRISPR/Cas9
na zacatek kédujici oblasti genu mohou kratké inzerce
Ci delece vznikajici béhem nasledné opravy tohoto mis-
ta pomoci NHE] vést k posunu ¢teciho ramce a vzniku
predcasného stop kodénu. Vysledkem celého procesu je
Jknock-out“ (KO) daného genu (obr. 2). Pokud vak kromé
nukleazy CRISPR/Cas9 do buriky vlozime i isek DNA
(tzv. templat) se sekvenci podobnou editované oblasti,
je dvouretézcovy zlom v tomto misté opraven vyménou

Pfesnd zména
sekvence DNA

CRISPR/Cas9, které umoznuji vy-
tvofit napf. jen jednofetézcovy
zlom DNA (tzv. nikazy, které ak-
tivuji odliSné DNA-reparac¢ni me-
chanismy neZ NHE] a HDR) a také
varianty, jejichz nukledzova akti-
vita byla zcela inaktivovana [20]. Tyto tzv. ,dead“ Cas9
(dCas9) sizachovavaji schopnost vyhledat a navazat se
na konkrétni oblast DNA a Ize je spojit s jinymi funk¢-
nimi doménami. Vzniklé fazni proteiny pak umoznuji
napft. modifikaci exprese genti (tzv. CRISPR interferen-
ce), epigenetické modifikace, pfimou konverzi nukleo-
tidd (tzv. ,base” editory) ¢i znaceni a detekci konkrét-
nich oblasti v genomu (fze dCas9 s fluorescen¢nimi
proteiny) [21]. VSechny tyto varianty rozsituji jiz tak
obrovské spektrum aplikaci genové editace.

VYUZITi GENOVE EDITACE V HEMATOLOGII

Nedavné pokroky molekularni genetiky, zejména
rozvoj technologii sekvenovani nové generace (NGS),
do velké miry formovaly trendy soucasné moderni
mediciny. Diky tomu, Ze dnes lépe rozumime funkcim
jednotlivych gent a jejich roli v rozvoji onemocnénti,
miZeme jiz néktera tato onemocnéni 1é¢it kauzalné.
Zakladni vyzkum je proto v mnoha svych modifikacich
zasadni pro zefektivnéni diagnostiky a 1é¢by pacientd.
V hematologii nachazi genova editace uplatnéni ve
vSech téchto oblastech a velkou mérou se tak podili na
10zVvoji tohoto 1ékatského oboru [22].

Vyzkum

Metody genové editace vyznamné prispivaji k vyzku-
mu fyziologickych i patologickych procesti v hemato-
poéze a v naprosté vétsiné pripadd poskytuji presnéjsi
informaci o funkci jednotlivych gent nez doposud pou-
zivané metody. Systémem CRISPR/Cas9 1ze navic velice
snadno editovat nékolik genti najednou, coZ umoziuje
studovat komplexnéjsi interakce mezi jednotlivymi

geny [11]. Diky jednoduchosti a vysoké ti¢innosti genové
editace 1ze navic provadét veskeré tyto experimenty
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Obr. 3. Spektrum aplikaci genové editace v hematologii a jejich konkrétni priklady

nejen na urovni bunécnych linii, ale i ve zvifecich
modelech, coz nam poskytuje detailni pohled na danou
problematiku v kontextu celého organismu [23, 24].

Nejjednoduss$im zptisobem, jak studovat funkci
konkrétniho genu pomoci genové editace je vytvorit
jeho KO (viz vySe) a sledovat zménu fenotypu bunék.
Vyhodou oproti doposud pouzivané metodé RNA inter-
ference je fakt, Ze vznikla modifikace je trvald a vede ke
kompletni ztraté funkce daného genu. Navic 1ze timto
zptisobem studovat i jiné nez kédujici oblasti genomu
(promotory, enhancery atd.), cehoZ lze vyuzit napf.
ke studiu mistné i casové specifické regulace genové
exprese v pribéhu hematopoézy [25, 26]. KO vice genl
najednou lze vyuzit napt. pro studium vzniku hema-
tologickych malignit, nebot podobné jako u jinych
nadorovych onemocnéni i zde plati tzv. vicezasahova
teorie kancerogeneze [27].

Genova editace umoznuje vytvaret také chromozo-
malni translokace, které se vyskytuji u vice nez polo-
viny hematologickych malignit a jez jsou povazovany
za kli¢ové udalosti v procesu maligniho zvratu bunék.
Modelovani translokaci je zalozeno na simultannim
vytvoreni dvou dvoutetézcovych zlomi na poZadovanych
chromozomech a nasledné selekci bunék, u kterych do-
$lo k nespravnému spojeni chromozomu béhem opravy
a tedy ke vzniku translokace. Timto zptisobem jiZ byly
napt. ispésné modelovany rekurentni leukemické chro-
mozomalni translokace t(8;21), t(4,11) a t(11;19) [28, 29].

Velky vyznam maji také tzv. CRISPR ,screen” studie,
které umoznuji pomoci velkého mnozstvi riznych
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Modelové bunééné linie

(funkéni validace
genovych aberaci)

Rozsdhlé skrininky

sgRNA provést v bunécné popu-
laci KO az tisice gend v jediném
experimentu. Selekci bunék s po-
zadovanym fenotypem lze identi-
fikovat geny a regulac¢ni oblasti,
které maji pro konkrétni fenotyp
vyznam. Pomoci téchto studii by-
ly napfiklad identifikovany nové
terapeutické cile pro 1é¢bu akutni
myeloidni leukemie ¢i geny odpo-
védné za rezistenci leukemickych
bunék na cytarabin [30, 31].

2Zviteci modely

(studium funkce genti
v kontextu organismu)

Diagnostika

Kromé KO genfti ¢i chromozo-
malnich translokaci pomoci NHE]
1ze v bunkiach generovat Siroké
spektrum dalSich aberaci pomoci
HDR (napf. bodové mutace nebo
tzv. ,knock-in“ modely). Tato strate-
gie se uplatiiuje zejména pii mode-
lovani nové nalezenych mutaci, coz
ma velky vyznam pro diagnostiku pacientd s geneticky
podminénymi chorobami, jejichz velkou ¢ast tvoii one-
mocnéni postihujici hematopoézu a imunitni systém.
Veskeré nové identifikované aberace nalezené u téchto
pacienttl, které predstavuji potencidlni kauzalni gene-
tické 1éze, musi byt validovany funk¢énimi studiemi na
odpovidajicim bunééném ¢i zvifecim modelu. Genova
editace se ukazala byt idedlni metodou pro tvorbu
téchto modell1, nebot oproti pfedchozim pouzivanym
technikdm umoziuje studovat vSechny typy mutaci.
Kromeé toho také zachovava fyziologickou regulaci ex-
prese daného genu, takZze je stanoveni fenotypu mutace

mnohem presnéjsi, nez bylo doposud mozné.
Modelovani nové identifikovanych mutaci ma
vyznam nejen pro stanoveni diagnoézy pacienta, ale na
jejich zakladé miiZe byt i navrzena specificka kauzalni
1é¢ba. Diky ni je pacient efektivné lécen zacilenim kon-
krétni poSkozené bunécné drahy, a je tak uSetfen mnohdy
agresivni symptomatické 1é¢by. Zavéry takovych studii
maji ovSem c¢asto mnohem dalekosahlejsi dopad nez
pouze pro daného pacienta, nebot v jejich nidvaznosti
byvajiidentifikovani dalsi pacienti nesouci stejnou mu-
taci. Napfiklad ve skupiné primarnich imunodeficith
bylo vice nez 20 % dosud znamych rekurentnich mutaci
poprvé popsano praveé na studiich jediného pacienta [32].
Pro dané onemocnéni tak postupneé ziskavame spektrum
kauzalnich mutaci, které 1ze zafadit do tzv. sekvenacnich
panelti a zasadné tak snizit ¢as i cenu stanoveni diagnézy.
Diagnostické metody vyuzivajici genovou editaci
nejsou omezeny pouze na ¢asové i technicky narocné
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studie kauzality novych aberaci. V soucasné dobé jsou
vyvijeny rizné rychlé diagnostické testy zaloZené na
systému CRISPR/Cas, z nichZ mZeme jmenovat napft.
tzv. DETECTR a SHERLOCK (detekce virovych infekci)
[33, 34] nebo tzv. CRISPR-Chip (detekce kauzalnich
aberaci) [35]. V budoucnosti se o¢ekava jejich masivni
uplatnéni v rutinni diagnostice nejriznéjsich one-
mocnéni.

Lécba

TKD ziistava pro mnoha hematologicka onemocnéni
jedinou definitivni 1é¢bou. I pfes neustalé zlepSovani
je vsak alogenni TKD zatiZena mnoha limitacemi od
omezeného po¢tu HLA-shodnych darcti, reakce $tépu
proti hostiteli, aZ po infekéni komplikace v disled-
ku peritransplanta¢ni imunosuprese [36]. V piipadé
autologni TKD je naprosta vétSina téchto komplikaci
eliminovana, nicméné u geneticky podminénych he-
matologickych onemocnéni dosud nepfipadala v tva-
hu vzhledem Kk pfitomnosti kauzalni genové aberace
i v hematopoetickych kmenovych bunkach (HSCs,
,hematopoietic stem cells“). Prvni pokusy o kombinaci au-
tologni TKD a tradi¢niho pfistupu genové terapie za-
loZzeného na vlozeni “zdravé” formy genu do genomu
HSCs ukazaly velmi slibné vysledky, které byly potvr-
zeny v fadé klinickych studii. Z hematologickych one-
mocnéni byla tato strategie tispéSné aplikovana napt.
u pacientd s tézkymi kombinovanymi imunodeficity,
beta-talasemii, srpkovitou anémii ¢i hemofilii [37-40].
Pfesto existuje stale fada vyznamnych limitaci této
strategie, které souvisi bud s pouzitim virovych vek-
torl pro prenos genu do bunék (riziko imunotoxicity
a genotoxicity), nebo vychézi ze samotného principu
tohoto pristupu (absence terapeutického efektu u pa-
cientd s aktivacnimi mutacemi) [2]. LéCebné strategie
zaloZené na presné opravé poskozeného kauzalniho
genu exvivo v autolognich HSCs pomoci genové editace
eliminuji jak nedostatky spojené s tradi¢nim pfistupem
genové terapie, tak i komplikace spojené s alogenni
TKD a predstavuji velmi atraktivni 1écebny ptistup pro
geneticky podminénd hematologicka onemocnéni [41].

[ v pripadé 1écebné aplikace genové editace mlizeme
vyuzit jak HDR, tak i NHE]J zprostfedkované zmeény
v sekvenci DNA [22, 41]. V prvnim pfipadé provedeme
v HSCs pomoci HDR dokonalou opravu genové aberace
a obnovime funkci poS§kozeného genu. Uspésné byly
takto v preklinickych studiich opraveny mutace zpii-
sobujici beta-talasemii, srpkovitou anémii, Fanconiho
anémii, ribozomopatie a dalsi onemocnéni [2, 42-45].
V druhém pripadé dosahneme pozadovaného terapeu-
tického cile vyfazenim urcitého genu z funkce pomoci
NHE]. Timto zplsobem lze nékdy obejit dokonalou

opravu mutace, kterd je obecné méné efektivni a vy-
Zaduje design novych edita¢nich néstroji pro kazdou
mutaci. Krasnym ptikladem této strategie je 1écba
vyvinuta pro pacienty s beta-talasemii ¢i srpkovitou
anémii [46]. ODbé tato zadvazna onemocnéni jsou zpti-
sobena poruchou tvorby hemoglobinu diisledkem mu-
taci v beta-globinovém fetézci. PfestozZe byla u obou
onemocnéni prokdzana proveditelnost pfesné opravy
beta-globinového genu pomoci HDR, podstatné lepsich
vysledkli bylo dosaZeno narusenim erytroidné-specific-
kého aktivatoru genu BCLIIA v HSCs cestou NHE] [47].
Tento gen je zodpovédny za utlumeni exprese fetalniho
gamma-globinového fetézce u dospélého clovéka. Jeho
inaktivace zptisobi opétovné uvolnéni exprese gama-
-globinu v erytrocytech pacienta, ktery nahradi muto-
vany beta-globin v molekule hemoglobinu. V soucasné
dobé je tato strategie testovana ve viibec prvni klinické
studii vyuzivajici technologii CRISPR/Cas9 v zapadnim
svété [48, 49].

Spektrum chorob, které jsou potencialné vylécitelné
genovou editaci, se véak neomezuje pouze na hemato-
logicka onemocnéni, ale da se rozsifit o dalsi geneticky
podminéné choroby, u kterych ma alogenni TKD ve své
klasické podobé klinicky benefit. Jedna se pfedevsim
o rizné metabolické vady z velké skupiny lyzozomal-
nich stfddavych onemocnéni [50]. V tomto pripadé
je efekt terapie zprostfedkovan zejména monocyty
pochazejicimi z HSCs, u kterych byla pomoci CRISPR/
Cas9 bud opravena kauzalni mutace, nebo vlozena
zdrava kopie genu za silny endogenni promotor zpro-
stfedkovavajici jeho expresi (tzv. cilené vloZeni genu)
[51]. Editované monocyty migruji témér do vSech tkani
organismu vcéetné CNS, kde diferencuji v makrofagy
a produkuji chybéjici enzym.

Kromé HSCs lze editovat i diferencovanéjsi hema-
topoetické burky, a to v pripadé, kdy neni primarné
nutné zajistit celozivotni pritomnost editovanych bu-
nék v téle pacienta. Pfikladem jsou tzv. CAR-T buriky,
coz jsou geneticky modifikované cytotoxické T lymfo-
cyty, které exprimuji tzv. CAR (chiméricky antigenni
receptor) specificky detekujici nadorové antigeny [52].
Vazbou na tento antigen se CAR-T butika aktivuje, a do-
jde tak k destrukci cilové bunécné populace. Obrovsky
potencial CAR-T lymfocytdi eliminovat nadorové bunky
byl prokazan u détskych i dospélych pacientti s refrak-
terni B bunécnou malignitou [53]. A¢ pro samotnou
vyrobu CAR-T bunék neni tfeba genové editace, 1ze
tuto technologii vyuzit k vyznamnému zlepSeni jejich
vlastnosti (napf. KO inhibi¢nich receptorc (PD-1, TIM-
3, LAG-3, CTLA-4), které zabrani imunitnimu vycerpa-
ni a dalsi) [54, 55]. Za nejvétsi pfinos genové editace
pro oblast nadorové imunoterapie je vS§ak povazovana

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 25, 2019

295



RACKOVA M. et al.

296

moznost vyroby tzv. univerzalnich CAR-T bunék pro
pacienty, u nichz nelze modifikovat jejich vlastni T
lymfocyty (napft. z divodu progredujiciho onemocnéni
¢i lymfopenie). V téchto pfipadech se vytvoii CAR-T
buniky z T lymfocytl darcli, u nichz je proveden KO
jejich vlastnich genti TCR (T-cell receptor) i B2M (beta2
mikroglobulin), ¢imz se zajisti jejich aktivace pouze
a specificky pfes CAR (eliminace rizika GvHD) a zabrani
se jejich odstranéni imunitnim systémem piijemce
[54]. Genova editace tak ma potencidl vyznamneé zvysit
uspésnost 1é¢by pomoci CAR-T lymfocytd.

CAR-T bunky nicméné nejsou prvni lécebnou strate-
gii zalozenou na editovanych T lymfocytech. Jako velmi
pfinosny se tento piistup ukazal pfi vyvoji nové 1é¢by
pro pacienty infikované virem HIV. Pomoci ZFN byl
v autolognich CD4+ burikach téchto pacientii proveden
exvivo KO genu CCRS, jehoz produktem je membranovy
receptor na povrchu T lymfocyth, pfes ktery HIV vstu-
puje do bunék [56]. Kromé vyznamného vzestupu poctu
lymfocytd u vSech 1écenych pacientii podminéného
noveé ziskanou rezistenci k HIV, prokazala tato studie
ucinnost a bezpecnost 1é¢ebnych produkti na bazi
genové editace. Vyznamné tak pfispéla k urychleni
pfechodu dalSich podobné koncipovanych studii do
klinické praxe.

Z terapeutického hlediska je jisté lakava moznost
editovat buriky pomoci CRISPR/Cas9 pifimo v téle pa-
cienta (invivo). S touto strategii je vSak v soucasné do-
bé spjata fada jesté stile nedoreSenych otazek (mimo
jiné vybér vhodného transportniho systému, ¢i riziko
imunitni reakce). Vzhledem k témto limitacim a také
diky relativné snadnému ziskadni hematopoetickych
kmenovych bunék v porovnani s burikami jinych tkani,
predstavuje pristup exvivo i do budoucna preferovanou
strategii pro 1é¢bu geneticky podminénych hematolo-
gickych onemocnéni.

USKALI A LIMITACE GENOVE EDITACE

Hlavni limitaci klinického vyuziti genové editace
v hematologii zlistava prozatim relativné nizka ucin-
nost HDR v nejprimitivnéjsich HSCs. Nedostatek opra-
venych dlouhodobych HSCs v transplantované bunécné
populaci mizZe ve svém konecném dlisledku zapficinit
selhani Stépu. Momentdlné je proto velké asili véno-
vano optimalizaci celého procesu tak, aby byla editace
aspésna jak v kratkodobych, tak v dlouhodobych HSCs,
jelikoz obé tyto populace jsou nezbytné pro rychlé a za-
rovenl trvalé prihojeni $tépu. Jednou z moznosti, jak
ziskat vétsi pocet editovanych buneék, je jejich selekce
a exvivo expanze nebo stimulace HDR na tkor NHE] [57].

Z hlediska bezpecnosti genové editace z{istava nej-
vét$i obavou riziko nespecifického Stépeni nukleazy
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v jiném nez poZzadovaném misté genomu. Vysledkem
této tzv. ,off-target” aktivity m@ze byt naruseni i néko-
lika dalSich genti, coZ miize mit pro buriku dramatické
nasledky véetné rizika maligniho zvratu [58]. V soucas-
né dobé jiz existujiinsilico predikéni nastroje a specialni
molekularné genetické metody, které umoznuji detekci
nespecifického §tépeni primo v testovanych butikach
(GUIDE-Seq, DISCOVER-Seq a dalsi [59, 60]). Tyto ana-
lyzy tak umoznuji vytipovat nukledzy s minimem ¢i
zcela bez ,off-target” aktivity. Jisté riziko predstavuje
i recentné popsana aktivace p53 drahy v priibéhu edi-
tacniho procesu jako odpovédi buriky na pritomnost
zlom® v DNA [61]. Jejim hlavnim tikolem je kontro-
lovat integritu DNA a v krajnim pfipadé mtiZe vést az
k zastaveni bunécného cyklu. Hrozi tak, Ze by selekce
uspésné editovanych HSCs mohla zvyhodniovat buriky
s defektni p53 drahou. Toto riziko lze ovSem mini-
malizovat vybérem kvalitnich nukleaz bez ,off-target”
aktivity, které kromé poZadovaného mista negeneruji
zadné dalsi zlomy v DNA, pfipadné lze v burice navodit
kratkodobou supresi p53 [62].

Dal$im vyznamnym uskalim terapeutickych pfi-
stupl zalozenych na genové editaci je jejich financ¢ni
i technicka naro¢nost. Cena doposud uvedenych vy-
robkli na bazi tradicni genové terapie dosahovala az
1 milionu USD a ocekava se, Ze podobné tomu bude
i v pripadé genové editace. Takto vysoka cena je pod-
minéna z velké ¢asti tim, Ze je tento typ 1é¢by vyvijen
pro velmi vzacna onemocnéni a v nékterych piipadech
dokonce pro jednoho konkrétniho pacienta a jeho mu-
taci. Do jisté miry se na tom podili také fakt, Ze se jedna
o jednorazovou lécbu, kterd by méla pacienta vylécit
do konce Zivota, bez nutnosti uzivani mnohdy velmi
drahé symptomatické 1é¢by. I pfesto jiz nyni predsta-
vuje tato 1éCebna strategie vyhodnou alternativu pro
pacienty s onemocnénimi, jejichZ 1écba predstavuje
velkou zatéZ pro zdravotni systém (napt. HIV-pozitivni
pacienti ¢i hemofilici). S dals$im vyvojem této technolo-
gie a zkuSenostmi z klinickych studii se navic ocekava
pokles ceny terapeutické genové editace, diky cemuz
se stane financ¢né atraktivni variantou 1é¢by i pro dalsi
onemocnéni.

Veskeré usili, které je v soucasné dobé vénovano vy-
voji terapeutickych pfistupiti s vyuZitim genové editace,
se zaméfuje na zmeénu genetické informace v somatic-
kych burnikach pacienta. Nabizi se v§ak otdzka, zda by
nebylo vhodnéjsi provést genovou editaci jiz vembryu
¢i dokonce v zarode¢nych bunkach rodi¢ti. Jedinec by
se tak vyvijel jiZ s opravenou DNA a vzhledem k tomu,
Ze by pfedal opravenou DNA i svym potomktim, do-
chézelo by teoreticky k sniZeni vyskytu patologickych
variant v populaci. V roce 2015 publikovali ¢insti védci
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prvni Gspésnou editaci lidského embrya (konkrétné
opravu mutace v beta-globinovém fetézci), které bylo
poté nasledovano dal$imi podobnymi studiemi [63, 64].
Tyto experimenty vzbudily velmi silnou reakci odborné
i laické vefejnosti, nebot poprvé redlné poukazaly na
rizika, kterd genova editace miize predstavovat jak pro
jedince, tak i pro cely lidsky genofond. Jesté vice alarmu-
jici je po¢indni éinského védce Che Tien Kchueje (v an-
glické transkripci He Jiankui), ktery v roce 2018 provedl
genovou editaci lidskych embryi a jejich implantaci
v ramci asistované reprodukce [65]. Po technické strance
byl experiment nejspiSe proveden spravné, nebot DNA
editovanych déti, které se takto jiz narodily, nevyka-
zuje jiné zmény nez cilenou editaci genu CCRS. Tato
studie vSak predstavuje zavazné porusSeni mezinarodné
uznavanych pravidel o genetické manipulaci lidského
embrya. Naprosta vétSina védecké komunity po celém
svété vCetné univerzity, na které tento védec ptisobil,
incident odsoudila a vnavaznosti na néj zah4jila diskuse
vedouci ke stanoveni etickych ramcti pro pouziti této
technologie. Cilem téchto opatfeni je zabranit zneuziti
genové editace napft. za icelem eugeniky [66].

ZAVER

Genova editace systémem CRISPR/Cas9 pfedstavuje
revolucni technologii, ktera se stala fenoménem v mo-
lekularni biologii, genetice i mediciné. Jsme svédky
fascinujici éry navazujici na predchozi masivni rozvoj
technologii NGS, které ndm umoznily detailné poznat
genom Clovéka i jinych organismt vcetné bakterii,
u nichz byl systém CRISPR/Cas9 objeven. Diky jedno-
duchosti, G¢innosti a Sirokému spektru vyuziti tohoto
systému se stala manipulace s nukleotidovou sekvenci
DNA takfka rutinni zalezitosti v molekularné genetic-
kych laboratotich. Tyto vlastnosti se ukazaly byt velmi
atraktivni i pro terapeutické tcely, nebot nam davaji
unikatni moznost 1é¢it pacienty s geneticky podmineé-
nymi chorobami zacilenim pri¢iny daného onemocnéni
ane jen jeho symptomui. Hematologie je diky snadné
dostupnosti bunék hematopoetického systému a ne-
narocnosti jejich ex vivo manipulace jednim z oborti,
ve kterych se tato technologie s oblibou uplatnuje jiz
od pocatku svého objevu. Diikazem budiz nepieberné
mnozstvi publikaci véetné fady preklinickych studii
prokazujicich opravu mutaci odpovédnych za vznik
geneticky podminénych hematologickych onemocné-
ni. Potencial genové editace v 1é¢bé téchto chorob jisté
musi byt potvrzen v navazujicich klinickych studiich,
enormni rychlost vyvoje této technologie nam nicméné
davanadéji, ze jiz v relativné blizké budoucnosti bude-
me schopni vylécit pacienty se zavaznymi onemocnéni-
mi, u kterych prostfedky soucasné mediciny selhavaji.
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