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Uvod

Molekula DNA je nositelkou dédi¢né informace a kazda jeji iprava v sobé nese
potencialni riziko ohroZujici zakladni Zivotni funkce. Poskozeni nukleové kyseliny
miiZe byt zplisobeno piisobenim prirozenych intracelularnich faktort, jakymi jsou
nukledzy nebo reaktivni formy kysliku. DalSimi mutageny mohou byt i vnéjsi faktory
v podobé ionizujiciho zareni a ultrafialového svétla (Cortez, 2015). Tato prace se
ale zabyva umeéle vyvolanymi zménami genetické informace, mezi néZ patii i ipravy
vytvorené CRISPR/Cas. Tato metoda umoZiuje vytvaret takové zmeény v DNA,
které jsou oproti tém prirozené vzniklym piesnéjsi, specifi¢téjsi a bezpecnéjsi.
Ackoliv se prvni zminky o zahadnych sekvencich CRISPR v genomu bakterii
objevily teprve na konci minulého stoleti a dlouhou dobu se nevédélo, co se
za témito pravidelné se opakujicimi repeticemi ukryva, v sou¢asné dobé uz vime,
Ze se nejedna pouze o nahodné useky. Vramci vyzkumii se nékolikrat potvrdila
informace, jeZ tyto sekvence vysvétluje jako diisledek prirozeného imunitniho
systému zastupcli domén Bacteria a Archea. Princip fungovani metody CRISPR/Cas

lze po urcité modifikaci vyuzit jako nastroj v bézné Slechtitelské i medicinské praxi.

Cilem mé prace je zachytit zakladni informace o této pokrokové metodé
genového inZenyrstvi, seznamit Ctenare sjednotlivymi funk¢nimi a stavebnimi
prvky samotného komplexu CRISPR/Cas, ale i s jeho principem fungovani. Spolu
s tim bych chtéla poukazat na Siroké spektrum aplikaci napii¢ celou Zivou fisi,
od bakterii a dalSich jednoduchych organismli, pies houby a rostliny
az k zivoc¢ichim a lidem. Ackoliv se zda tato metoda z pohledu odborné verejnosti
velmi pokrokova a revolu¢ni, nikdo nevi, jaky je jeji potencidl, co vS§e ndm muze
do budoucna prinést a co naopak jeji pouzivani miiZe zptsobit. At uz se tedy tato
technologie v pozitivnim svétle ukaze jako uCinny nastroj pro diagnostiku a 1é¢bu
chorob nebo reSeni sudrZitelnym hospodarstvim, nesmime nikdy zapominat

na negativa v podobé etické otazky a jinych rizik.
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1. Systém CRISPR/Cas

1.1 Soucasti CRISPR/Cas systému

CRISPR/Cas predstavuje adaptivni imunitni systém prokaryotickych organismi
zaloZeny na schopnosti zachytit fragmenty cizorodé DNA (napf. viru) a uloZit si je
do organizovaného lokusu ve svém genomu. Tento tzv. CRISPR lokus (Obr. 1) byl
jiZz prokazan u priblizné 40 % osekvenovanych bakterii a 90 % archei (Makarova et
al, 2015). Jeho hlavni ¢asti je rada CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromatic Repeats), v prekladu seskupené pravidelné rozmisténé kratké
palindromické® repetice, predstavujici useky prokaryotické DNA (23-74 bp),
které jsou pravidelné oddéleny segmenty exogenni DNA (30-40 bp), tzv. mezerniky

(spacers).

CRISPR-asociované (cas) geny CRISPR fada

v ' y }

’ [ I lidr opakovani spacer opakovani spacer opakovani

Obr. 1: Schéma CRISPR lokusu (prevzato a upraveno z Barman et al., 2020)

Dalsi dilezitou soucasti CRISPR lokusu jsou tzv. CRIPSR-asociované (cas)
geny, které obklopuji repetice s mezerniky. Existuje mnozstvi rozmanitych cas genf,
které zastavaji riznou funkci a kdduji proteiny patiici do nejméné 45 proteinovych
rodin (Haft et al, 2005). Tyto proteiny mohou ptisobit jako nukleazy, helikazy a RNA
vazici proteiny (Makarova et al., 2002). Funguji bud’ samostatné, nebo jsou soucasti
velkych vicepodjednotkovych proteinovych komplext. To predstavuje jeden
z hlavnich znakd, podle kterého se CRISPR/Cas systémy klasifikuji (Obr. 2). Nékteré
Cas proteiny, jako napriklad Cas1 a Cas2 jsou vysoce konzervované a vyskytuji se
ve vSech typech CRISPR/Cas systému (Mojica et al, 2009; Makarova et al., 2020).

Cas9 je v soucasnosti nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi nukleazou v experimentech

! palindrom — sekvence, kterda ma pii ¢teni z obou stran stejné pofadi nukleotidd (Moravkova, 2017)
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Trida 1

Trida 2

CRISPR. Konkrétné varianta Cas9 izolovana z bakterie Streptococcus pyogenes
(SpyCas9) disponuje nejen nukleazovou aktivitou, ktera slouzi k rozstépeni vazby
mezi nukleotidy, ale zaroven i schopnosti helikdzovou a to nezavisle na zdroji

energie (ATP) (Jiang et al., 2016).
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Obr. 2: Funk¢ni Kklasifikace Cas proteint (pievzato a upraveno z Makarova et al.,

2020)

Klicovou slozkou CRISPR/Cas systémti je i specificka sekvence tzv. navadéci
RNA (guide RNA, gRNA,), kterad rozpoznava oblast zajmu v cilové DNA (Obr. 3).]Jedna
se o chimérickou RNA skladajici se z CRISPR RNA (crRNA) a trans-aktiva¢ni CRISPR
RNA (tracrRNA). Kazda gRNA obsahuje navadéjici spacer sekvenci (20 bp)
na 5'-konci, ktera je komplementarni k sekvenci DNA cilového mista (protospacer).
Na 3'-konci obsahuje specialni smycku (linker loop), ktera vaze Cas protein (Ding et
al, 2016). Diky vzajemné komplementarité spacerové oblasti na crRNA
a protospacerové oblasti vsamotné DNA je tak mozné ,vystfihnout” cileny kus
genetické informace. AvSak k zahajeni této vazby crRNA-DNA jsou absolutné
nezbytné kratké nukleotidové sekvence PAM (Protospacer Adjacent Motif) dlouhé
2-5 bp nachazejici se v bezprostredni blizkosti sekvence protospaceru. Diky PAM je
pak CRISPR/Cas komplex schopen spravné rozpoznat cizorodou nukleovou
kyselinu (Amitai et Sorek, 2016). NejcastéjsSi PAM sekvenci odvozenou
od S. pyogenes je 5'-NGG-3' (kde ,N“ mize byt jakakoli nukleotidova baze), ktera se
béZné pouziva pro Cas9 nukleazu (Ding et al., 2016). Vyzkumy ukazaly, Ze SpyCas9
mize také slabé rozpoznavat motivy 5'-NGA-3', 5'-NNGG-3' a dalsi sekvence,
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coz odrazi obecnou preferenci purinti a také urcitou flexibilitu v oblasti PAM (Collias

et Beisel, 2021).

linker loop —

3l
’
— tracrRNA

Cas? crRNA—
protospacer— Q
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UL

Obr. 3: Schéma CRISPR/Cas9 systému s gRNA (prevzato z https://eu.idtdna.com
/pages/technology/crispr/crispr-genome-editing)

1.2 Klasifikace CRISPR/Cas systému

Pocet a rozmanitost znamych systémii CRISPR/Cas se v poslednich letech podstatné
zvysily. Nejnovéjsi klasifikace zahrnuje 2 tridy, 6 typd a 33 podtypt (Makarova et
al, 2020). VSechny proteiny Cas lze rozdélit do ctyr odliSnych, i kdyZ c¢astecné se
prekryvajicich funkénich modult (Obr. 2). Adaptacni modul je spole¢ny pro vétSinu
zndmych CRISPR/Cas systémi a obsahuje geny kédujici nejvice uplatiiované
proteiny Cas1 a Cas2 podilejici se na inzerci spacerti do CRISPR lokust. Zjistilo se, Ze
do této funkce se u velké ¢asti CRISPR/Cas systémi zapojuje i dalsi protein Cas4,

ackoliv zlstava jeho mechanismus nejasny (Lee et al, 2019).

1.2.1 CRISPR/Cas systémy tridy 1

Do této tridy fadime tri zakladni typy: typ I, typ Il a typ IV. Jedna se o rozsirené;jsi
tiidu, jez ma za efektorovy komplex vétsi pocet Cas proteinii — jmenovité Cas3
(nékdy fuzované s Cas2), Cas5-Cas8, Cas10 a Cas11, v rizné kombinaci v zavislosti
na typu a podtypu (Makarova et al., 2020). Zaklad téchto efektorovych komplexi
ve vSech trech typech tridy 1 tvofi proteiny z nadrodiny RAMP (Repeat Associated
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Mpysterious Protein), kam patfti napriklad Cas5 a Cas7, které jsou obvykle pritomny
ve vice kopiich. Ve vétSiné systémti CRISPR/Cas tiidy 1 je pritomen i treti RAMP
protein - Cas6, ktery predstavuje RNazu zodpovédnou za zpracovani prekurzorové
crRNA (pre-crRNA) a miiZze nebo nemusi byt fyzicky spojen s efektorovym
komplexem (Makarova et al, 2020). CRISPR systémem tiidy 1 disponuje velké

mnozstvi zastupcti Archaea (hypertermofilové) a bakterii (Barman et al., 2020).

CRISPR/Cas systémy typu [ obsahuji ve vSech lokusech charakteristicky gen
cas3, nebo jeho varianty cas3’, jez kéduji velky protein s aktivitou ATP-dependentni
ssDNA translokazy/helikdzy. V mnoha CRISPR/Cas systémech je fdzovan
s HD-nukledzovou doménou a degraduje cizorodou DNA tim, Ze ji redukuje
na fragmenty o délce 10 bp. Tim dojde k znefunk¢énéni exogenni DNA v ramci

procest nazyvanych ,interference CRISPR“ (He et al., 2020).

CRISPR/Cas systémy typu IlI jsou charakteristické vyskytem genu kédujiciho
protein Cas10, ktery kromé aktivity DNazy (fuze s HD nukledzovou doménou)
vykazuje i katalytickou aktivitu pti prevadéni ATP na cyklické oligoadenylaty (cOA).
Tyto signalni molekuly nasledné aktivuji dalSi RNazy (z proteinovych domén CARF
(Csm6, Csx1) a HEPN) pro nespecifickou degradaci RNA, v pripadech kdy je cil
lokalizovan v pozdé exprimovanych genech nebo pokud obsahuje neshody se

spacerem (Wang et al., 2019; Makarova et al., 2020).

Typ IV CRISPR/Cas systémii postrada adapta¢ni moduly i nukleazy potrebné
pro CRISPR interferenci. Identifikované byly pouze RAMP proteiny Cas5 a Cas7 a to
na zakladé jejich sekvencni podobnosti sjejich protéjsky v jinych typech
CRISPR/Cas systému. Srovnavaci studie efektorovych komplexdi naznacuje,
ze systémy typu IV by mohly byt vysoce odliSné derivaty typu I nebo typu III
(Makarova et al., 2020).

1.2.2 CRISPR/Cas systémy tridy 2

Obdobné jako u prvni tfidy systémi se i zde vyskytuji 3 typy: typ I, typ V a typ VL
Na rozdil od tridy 1 se vSak systémy vyznacuji efektorovymi moduly, které se
skladaji jen z jednoho multidoménového proteinu, jako naptiklad Cas9, Cas12 nebo

Cas13. Tento systém se prirozené vyskytuje u bakterii, ale ne u hypertermofili

(Barman et al., 2020).
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Typ I CRISPR/Cas systémt je vyznacny piitomnosti genu cas9, ktery kdduje
vicedoménovy protein s endonukledazovou aktivitou. Cas9 je v soucasnosti
nejbéznéjSim a nejlépe prostudovanym efektorovym Cas proteinem. Jak jiZ bylo
zminéno, je zodpovédny za lokalizaci a Stépeni cilové DNA jak v ptirozenych, tak
v umélych CRISPR/Cas systémech. Cas9 prostorové tvori dva laloky: rozpoznavaci
(REC - recognition) a nukleazovy (NUC - nuclease), které celkové zahrnuji Sest
domén (Obr. 4). REC lalok zahrnuje domény REC1, REC2 a bridge helix. NUC lalok
se sklada zdomén RuvC, HNH a PAM-interagujici (Jinek et al., 2014; Nishimasu et al.,
2014). RuvC a HNH domény slouZi ke generovani dvouretézcového zlomu (DSB)

v cilovém misté v pritomnosti PAM sekvence (Singh, 2020).

komplex Cas9 (neaktivni)

komplex Cas9 (aktivni)

TITITIINIT I IT ‘ I'TT] ’ ~
cilova o /
komplementarni 1!

oblast il

gRNA

Obr. 4: Schéma struktury proteinu Cas9 a jeho aktivace s gRNA (pievzato a upraveno

z Cavanagh et Garrity, 2014)

Systémy typu V se lisi od typu Il doménovou architekturou. Efektory typu II
obsahuji dvé nukledzové domény (RuVC a HNH), kdeZto efektory typu V (Cas12)
obsahuji pouze jednu doménu podobnou RuvC (Makarova et al., 2020). Dalsi rozdily
(Obr. 5) spocivaji vtom, Ze systém CRISPR/Cas9 rozpoznava motiv 5'-NGG-3'
a vytvari dvouretézcové zlomy s tupym zakoncenim blizko mista PAM, zatimco

systém CRISPR/Cas12arozpoznava motiv 5'-TTTV-3' (kde ,V* miize byt zastoupeno
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A, C nebo G) a vytvari stupnovité zlomy vzdalené od oblasti PAM (Svitashev et al,,
2015; Kim et al.,, 2017). Tyto dva proteiny jsou tak pouzitelné pro editaci geni
v riiznych genomickych kontextech. Cas9 lze pouzit pro editaci oblasti bohatych
na guanin a cytosin a naopak Casl2a lze pouzit pro editaci oblasti bohatych

na adenin a thymin (Tang et Fu, 2018).

Cas9 Casl2a

gRNA
5 3 5
9 5 20 nt L 3’

cilova DNA cilova DNA

: l
l tracrRNA

$ IO e I T

Obr. 5: Rozdily systémi CRISPR/Cas9 a CRISPR/Casl2a (prevzato a upraveno
z Ouedraogo et Tsang, 2020)

Systémy typu VI jsou charakteristické zejména proteinem Cas13, ale od typi
II a Vse navic odliSuji i pfitomnosti dvou domén HEPN (Makarova et al., 2020).
Proteiny Cas13 funguji podobné jako Cas9. AvSak kromé programovatelné aktivity
RNazy vykazuji také kolateralni, nespecifickou aktivitu, ktera je spouSténa
rozpoznanim cile a indukuje dormanci u bakterii infikovanych virem (Meeske et al.,
2019). RNazova aktivita umoznuje navazani na RNA i DNA. Diky tomu byl tento typ
vyuzit kvyvoji citlivé diagnostické metody pro detekci bakterii, viri a mutaci

v genech zpusobujicich rakovinné bujeni (Singh, 2020).

1.3 Mechanismus CRISPR/Cas systému

Zakladni mechanismus CRIPSR/Cas systému lze rozdélit do tri fazi: adaptace,

maturace a interference (Obr. 6).

Prvni faze - faze adaptace nebo akvizice, je komplexni, vicestupniovy proces.
Dochazi tu k rozeznavani cizorodé DNA, kde klicovou roli sehrava vétsinou PAM

sekvence, ktera pomaha rozliSit cizorodou DNA od vlastni. Nasleduje vystriZeni
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sekvence prekurzoru mezerniku z této DNA, tzv. extrakce protospaceru (30-40 bp)
a nasledné jeho uloZeni do CRISPR fady jako spaceru (Barrangou et al, 2007).
sekvence a prvni CRISPR repetice (Makarova et al., 2015). Cas1 a Cas2 jsou obvykle
koédovany ve stejném operonu a tvori strukturné stabilni proteinovy komplex. Avsak
pro ziskavani spacerl je nezbytnd predevSim endonukleazova aktivita proteinu
Casl. Protein Cas2 vykazuje rlizné aktivity Stépeni DNA a RNA, ale neni
pro spravnou funkci CRISPR adaptace nezbytné nutny (Amitai et Sorek, 2016).

Adaptace

7N\

Cas1-Cas2 itegrace
protospaceru

cas operon CRISPR fada
crRNA maturace l
5 Q u 3
pre-crRNA

zpracovani Cas
pre-crRNA protein
crRNA
5 =

Interference

Obr. 6: Obecny mechanismus CRISPR/Cas (prevzato a upraveno z Hille et al, 2018)
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Faze maturace, také oznacCovana jako faze exprese nebo biogeneze crRNA,
zahrnuje proces prepisu CRISPR oblasti do dlouhé prekurzorové CRISPR RNA,
ktera je dale v CRISPR/Cas systémech typu I a IIl zpracovavdna proteinem Cas6
(utypu I-C i proteinem Cas5d). Maturaci crRNA v systémech typu II zabezpecuje
tracrRNA, RNaza III a protein Cas9, zatimco v systémech typu V-A staci pro zrani

crRNA samotny efektorovy protein Cpfl (Obr. 7; Hille et Charpentier, 2016).

protospacer

@ B
(o)

Cas1-Cas2 komplex

integrace do CRISPR rady

cas operon l

\/\/ \_’ \_~ transkripce pre-crRNA

Cas6 nebo Cas5d tracrRNA

RNase 111

/\\
” )"a Q==

crRNA maturace / \

L ascade B
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Csm nebo Cmr komplex " Cas9

<> 1 | Il

_& ; R
' o O R 5 I
%':e «ﬁ% interference @“& _/r—'/—x“*\y
= @ — Se——
cilovy transkript
typ | typ Il typ Il typ V
tiida 1 trida 2

Obr. 7: Funk¢ni slozky mechanismu CRISPR/Cas systému tridy 1 a 2 (prevzato a
upraveno z Hille et Charpentier, 2016)

Vinterferenc¢ni fazi u CRISPR/Cas systémi typu I je proteinovy komplex
,Cascade” veden crRNA knavazani cizi DNA sekvencné specifickym zplisobem

a nasledné rekrutuje protein Cas3, ktery degraduje cilovy transkript
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prostrednictvim své exonukleolytické aktivity. Systémy CRISPR/Cas typu III-A
a III-B vyuzivaji pro Stépeni komplexy Csm a Cmr, systém typu Il zase
ribonukleoproteinovy komplex sestavajici z proteinu Cas9 a tracrRNA:crRNA
duplexu. V systémech typu V je za degradaci cile zodpovédny efektorovy protein
Cpf1 (Obr. 7; Hille et Charpentier, 2016).

2. Historie CRISPR/Cas technologie

Prvni zminka o existenci CRISPR podobnych struktur se objevila v roce 1987. Béhem
vyzkumu profesora Yoshizumiho Ishina byla objevena prvni sekvence repetic
u bakterie Escherichia coli. Pti analyzach genli zahrnutych v metabolismu fosfatu
bylo zjiSténo, Ze gen iap, zodpovédny za izoenzymovou konverzi alkalické fosfatazy,
nese na 3” konci neobvyklou strukturu. Jednalo se o pét vysoce konzervativnich
sekvenci s 29 nukleotidy opakujicimi se v piimych repeticich s mezerniky o délce 32

nukleotidt (Ishino et al,, 1987).

V té dobé trvalo sekvenovani nékolik mésicli a nikdo nevédél, k cemu tyto
opakujici se sekvence v bakteriadlni burice slouZi. Ackoli biologicka funkce systému
CRISPR nebyla jesté objasnéna, védci nasli zplisob, jak vyuzit informace zakédované
vlokusech CRISPR pro genotypizaci riznych kmend bakterii: zpocatku
pro Mycobacterium tuberculosis (Groenen et al, 1993) a pozdéji pro Streptococcus
pyogenes (Hoe et al, 1999). Jak se ukazalo, lokusy CRISPR mély vysoky stupen
polymorfismu u rdznych kmena stejného druhu bakterii a to umoznilo jejich

identifikaci v klinickych podminkach.

Vyznamny prilom v chapani biologické funkce CRISPR sekvenci nastal
azZ s objevem podobné struktury v archedlnim genomu Haloferax mediterranei
(Mojica et al., 1993). Jejich pritomnost ve dvou evolu¢né vzdalenych doménach
naznacil velky funkéni vyznam a poslouzil jako impuls pro dalsi vyzkum. Mojica si
vSiml podobnosti prvki, které popsal v Archaea, s drive nalezenymi repeticemi DNA
v bakterialnich genomech a byl jednim z prvnich védct, ktefi vyslovili hypotézu,
Ze tyto neobvyklé sekvence zahrnuji fragmenty cizi DNA a jsou ve skutecnosti

soucasti imunitniho systému bakterii a archei (Mojica et al., 1995).
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V diisledku rozmachu genomické éry se tyto struktury potvrzovaly ve stale
vétSim poctu bakteridlnich a archedlnich genomu. Popsany vSak byly nékolika
riznymi nazvy: Long Tandemly Repeated Repetitive (LTRR) (Masepohl et al., 1996),
Long Cluster of Tandem Repeats (LCTR) (Nelson et al., 1999), Spacer Interspaced
Direct Repeats (SPIDR) (Jansen et al., 2002a), Tandem Repeats (TREP) (Mojica et al.,
1995), Direct Variable Repeats (DVR) (Aranaz et al, 2004), nebo Short Regularly
Spaced Repeats (SRSR) (Mojica et al., 2000). Prvni, kdo pouZil termin Clustered
Regularly Interspaced Palindromic Repeats (CRISPR), byl molekularni biolog Ruud
Jansen (2002b). Jak sam uvadi, z divodu vétstho mnoZstvi objevitelli téchto
repetitivnich sekvenci, vznikly matouci odliSné nazvy. Proto, aby se ustanovila
jednotna nomenklatura, domluvila se skupina okolo Jansena a Mojicy na pouZzivani

pojmu CRISPR ve vSech budoucich pracich (Jansen et al., 2002b).

Stejna publikace (Jansen et al.,, 2002b) byla prvni, kterd popsala pfritomnost
genl asociovanych s repeticemi CRISPR (cas1-4). Tyto geny byly nalezeny v tésné
blizkosti CRISPR lokust ridznych prokaryot a dva z nich obsahovaly motivy
charakteristické pro helikdzu a nukleazu, coZ podpoftilo hypotézu o cilené asociaci
genl cas s CRISPR oblasti a jejich zapojeni do reparacnich systémt DNA. Funk¢ni
spolupraci CRISPR/Cas komplexu neodmyslitelné spojil Barrangou et al. (2007),
ktery zjistil, Ze sice mezerniky obsaZené v CRISPR oblasti zodpovidaji za rozeznani
cizorodé DNA, ale vyslednou rezistenci zajiStuji Cas proteiny. Pri inaktivaci genu
koédujictho protein Cas9 (v praci oznaCovan jesté jako cas5 ne cas9) totiz doSlo
ke ztraté rezistence i presto, Ze genom stale obsahoval dany mezernik. Garneau et al.
(2010) pokus inaktivace genl zopakoval a potvrdil, Ze protein Cas9 je v ramci
proteint asociovanych s CRISPR typu II jako jediny zodpovédny za Stépeni cilové

DNA.

JelikoZ cely systém CRISPR/Cas9 pripominal eukaryoticky mechanismus
umlcovani genli pomoci RNAi (Makarova et al, 2006), zacala se vénovat velka
pozornost myslence, Ze by se CRISPR/Cas9 mohl vyuzivat pro upravu
eukaryotickych genomi. Roku 2012 se védciim podaftilo cely systém zdokonalit
a vyuzit. CRISPR z bakterialni buriky byl tak preménén na nastroj pro dpravu geni
(Mittal, 2019). Jen o rok pozdéji, roku 2013, byly publikovany prvni dva vyznamné

clanky, které se staly skutecnym prilomem v technologii Upravy genomu.
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CRISPR/Cas9 byl pouZit pro cilené upravy u savcich bunék (Mali et al., 2013; Cong
et al, 2013). Nasledovala cela fada studii a pokrokt, které vyznamné prispéli

k transformaci CRISPR/Cas systému jako nastroje genového inZenyrstvi (Obr. 8).

Vyvoj metody pro editaci genomu zaloZené na technologii CRISPR/Cas9 byl
ocenén Nobelovou cenou za chemii v roce 2020, méné neZ deset let po objevu vSech
hlavnich molekuldrnich sloZzek systému. Hlavni uUlohu zde sehraly zejména
Emmanuelle Charpentier a Jennifer Doudna, které ucinily klicové objevy v oblasti
manipulace DNA systémem CRISPR/Cas. Slo ptfedevsim o upravy endonukleazy
Cas9, které umoznily pouZiti CRISPR/Cas9 v praxi jako tzv. ,genetické niizky“
(Gostimskaya, 2022).
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Obr. 8: Hlavni milniky vyvoje CRISPR/Cas9 systému (pievzato a upraveno z Chavez-Granados et al., 2022)
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3. Vyuziti metod CRISPR/Cas

3.1 Metody genového inZenyrstvi

Genové inZenyrstvi je obor, ktery svymi nastroji umoznil prozkoumat slozité genové
interakce, ale i budovat a tvorit cesty nové za pomoci syntetické biologie. Svého
nejvétsSiho rozmachu se tato oblast védy dockala na konci 70. let minulého stoleti.
Zprvu se jednalo pouze o zakladni pokusy, pfi nichZ se exogenni DNA nahodné
integrovala do genomu bakterii a kvasinek. Avsak pozdéjsi vyzkumy ukazaly, Ze by

mohl tento postup po urcité modifikaci probihat i cilené (Gearing, 2015).

Milnikem v rozvoji metod editace genomt byl predevSim objev nukleaz.
NejpouzivanéjSimi technikami byly metody, zaloZené na nukleazach s motivem
zinkovych prstii (Zinc-Finger Nucleases, ZFNs, Obr. 9) a nukledzdch s motivem
podobnym transkripénimu aktivatoru (Trancription Activator-like Effector
Nucleases, TALENs, Obr. 10), pricemz metoda TALEN byla uprednostiiovdna
pred ZFN. Jednim z dlvodi bylo snazsi vytvoreni proteinu, ktery spojuje DNA
vazajici opakujici se domény TALE s jednotlivymi bazemi v upravovaném genomu
(Joung et Sander, 2013), ale i vytvoreni konvenc¢nich webovych nastroji a protokolti

pro vektorovy design a konstrukci TALE (Luo, 2019).

Vyznamné k tvorbé téchto protokolli a postuptli prispél i vyzkum Daniela
F. Voyta (Luo, 2019). S americkym védcem A. ]. Bogdanove sepsali jednu z prvnich
reSersSnich praci popisujici dosavadni ziskané informace a vyuziti metody TALENs
(Bogdanove et Voytas, 2011). Ve stejném roce vysla i védecka studie zamérena
na efektivni navrhovani a tvorbu specifickych TALENs pro presné cileni na DNA
(Cermak et al, 2011). Pozdéji se podilel na vyzkumech zamétrenych na vyuZiti
metody TALENSs. Spolu se Zhang et al. (2013) a Shan et al. (2013) se pokousel 1épe
prozkoumat vyuZiti této metody genového inZenyrstvi u rostlin tabaku (Zhang et al.
2013), ryzZe a traviny Brachypodium (Shan et al, 2013). Do té doby se predevsSim
aplikovala a zkoumala metoda TALENs u zvirat. Mimo jiné se Voyta podilel
i na vyzkumu D. F. Carlsona zabyvajiciho se vyuZitim TALENs pri modifikaci genomu
hospodarskych zvirat (Carlson et al., 2012), genové korekci nemoci motylich kridel

(epidermolysis bullosa) (Osborn et al., 2013), ipravy chromosomu Y u mysi (Wang
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et al., 2013) nebo u zkoumani a porovnani ucinnosti metod ZFNs a TALENs

pfi upravé genomu organismu Drosophila melanogaster (Sander et al., 2010).

Vyzkum v oblasti genového inZenyrstvi zaznamenal celkové ohromné
zrychleni, které dalo moznost vzniku moderni éie editace genomi s lepsi presnosti
a specificnosti. Jako nejnovéjsi alternativa pro editaci genomi pribyla technika
odvozena od CRISPR/Cas systémii a jeji riizné modifikace (Khan, 2019). Ackoli tato
platforma ziskala velkou pozornost a uplatnéni, metody ZFNs a TALENs ziistavaji

svym zplsobem stdle jedinecné a ¢asto aplikované.

Linker (spojka)

Fokd / F3 L 2 JL F1 )
R D ) | .
A1 i
”
_F1 JL F2 ]l F3 Fokl
| |
Zinkové prsty LSMTJ

Obr. 9: Obecné schéma ZFN komplexu navazaného na DNA. V mistech oznacenych
Sipkou dochdzi ke stépeni a tvorbé DSB. Jednotlivé Fok1 restrikcni domény jsou od sebe
vzddleny 4 bp. Zinkové ,prsty”“ jsou v tomto pripadé Cislovany od N konce (prevzato

a upraveno z Carroll et al., 2011)

FokI
N-koncova C-koncova nl(lilf)l:lééZI:):é
doména TALE opakujici se domény doména
—L—
A)
B)

Obr. 10: Stavba komplexu TALEN. A) TALEN domény B) TALEN dimér (prevzato

a upraveno z Joung et Sander, 2013)
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Oproti dimernim metodam ZFNs a TALENs, ma monomerni CRISPR/Cas
systém rozdilny mechanismus plsobeni. Prvni dvé zminéné technologie jsou
zaloZené na dimerizaci restrikéni endonukleazy Fokl a dvou ZF resp. TALE proteinij,
které rozpoznavaji cilovou sekvenci prostrednictvim interakce protein-DNA.
Specifickd rozpoznavaci aktivita tak zavisi pouze na proteinové strukture
samotného endonukleazového dimeru ZFN resp. TALEN (Sergeeva et al., 2019).
Oproti tomu CRISPR/Cas rozpoznava cilové sekvence prostiednictvim parovani
bazi RNA-DNA. Stépici protein Cas9 zfistavd pii opakovaném pouZiti stejny
a pro zacileni zvoleného genu staci pripravit pouze novou syntetickou gRNA.
CRISPR/Cas tak miZe byt navrZen pro jakékoli genomové cile, a dokonce
i multiplexovan pridanim vice gRNA (Wang et al., 2013). Oproti metodam TALENs
a ZFNs tak neni potfeba prepracovavat Stépici proteiny pokazdé, kdyz je chceme
zacilit na novou sekvenci (Horvath et Barrangou, 2013). Hlavni vyhodou
CRISPR/Cas systému je tak jeho ¢asové nenaroc¢na a zaroven i méné financné
nakladna priprava (Sergeeva et al., 2019). Systém CRISPR/Cas9 je nepopiratelné
jednodussi, levnéjsi a efektivnéjsi, avSak vSechny tii techniky maji sva uskali Ci
omezeni (Tab. 1). Jejich implementace je proto Casto ponechavana na uvaZeni

vyzkumnika.

Tab. 1: Srovnani metod genového inZenyrstvi (prevzato a upraveno z Rahim et al,

2021)

Narocnost Rozpoznavaci ]
Specifita | . ., . | Enzymy pozn doruceni do
InZenyrstvi soucast buiiky
, mala velikost
maly vzor umoziuje
pocet proteinové Fok1 : .
ZFNs pozi¢nich | inZenyrstvi | nukledza kaOVXCh .vstu,p .
neshod prsti virovymi
vektory
oblast TALE
maly klonovaci proteinu problematicky
TALENS pocet metody Fok1 obsahujici rozmérny
pozicnich | komplexnich | nukledza RVD komplex
neshod molekul tandemové komponentid
repetice
pozicni ¢i | oligosyntéza objemna
po sobé | astandardni Cas9 jednovlaknova SpCas9,
R as jdouci klonovaci nukleaza gRNA problematické
neshody metody baleni (AVV)




3.2 Principy opravy DNA

Zakladnim principem editace genomu je schopnost navodit v DNA dvouvlaknové
zlomy (DSB), které pozdéji indukuji rtzné zplsoby opravy, diky cemuz lze
genetickou informaci editovat na predem specifikovaném misté. Dvouretézcové
zlomy DNA jsou nejnebezpecnéjSim typem poskozeni DNA, protoZe mohou vést
ke ztraté velkych chromozomalnich oblasti, ndsledné chromozomalni prestavbé,
genomové nestabilité a bunécéné smrti (Chang et al, 2017). DSB jsou casto
zplsobeny ndhodnymi udalostmi na ndhodnych mistech. Existuji ale diikazy o tom,
ze nékteré oblasti v genomu jsou k témto zlomim DNA nachylnéjsi. Témto oblastem
se fika rekombinacni hotspoty. U eukaryot pak také nékteré bunky umi samy DSB
indukovat za tcelem genetické rozmanitosti (Currall et al., 2013). Zlomy v DNA se
u somatickych bunék savcli vyskytuji spontanné az padesatkrat denné, nejcastéji
kvili reaktivnim formam kysliku nebo ionizujicimu zareni. V téchto pripadech se

vSak Casto tvoii pouze SSB - jednovlaknové zlomy (Stinson et Loparo, 2021).

Privytvoreni DSB, zahajuje bunka okamZitou reparaci své genetické
informace. Opravny systém DSB je vSudypritomnou soucasti vSech Zivych bunék
(Ding et al, 2016) a probiha prostfednictvim dvou odliSnych signalnich drah,
nehomolognim spojovanim Kkonci (Non-Homologous End-Joining, NHE])
nebo homologné fizenou opravou (Homology-Directed Repair, HDR) resp.

homologni rekombinaci (Homologous Recombination, HR).

3.2.1 Nehomologni spojovani konct (NHE])

U nehomologického spojovani konci DNA dochéazi nejprve k rozpoznani DSB Ku
heterodimerem (Ku70/Ku80), jeZ funguje jako ,nakladaci protein“. Diky nému se
na dané misto mohou vazat dal$i NHE] proteiny podle pottreby, slouZi tedy jako
podpiirna struktura ke spojovani koncii. Na obnové vlakna DNA se ucastni komplexy
polymeraz, nukledz a ligdz. Tyto proteinové enzymy mohou piisobit na DSB
v jakémkoliv poradi, aby resekovaly ¢i pridavaly nové nukleotidy. Aktivita
polymeraz a nukledz na kazdém ze dvou koncti DNA by méla byt dle vyzkumi

nezavisla (Chang et al,, 2017).

Cely proces je vSak nachylny k chybam, nebot NHE] systém opravy neni vzdy

schopny spojit dva konce DNA bez ztraty nukleotidu, ¢i bez adice nového paru bazi
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(Chang et al, 2017). Tato nedokonala oprava tak vede k mutacim jako: delece,
inzerce, inverze nebo translokace (Svitashev et al., 2015). Chyby InDel generované
v pribéhu oprav jsou typicky malé (1-10 bp), ale extrémné heterogenni. V dlisledku
toho existuje asi dvoutretinova Sance, Ze bude po vysledné opraveé zptisoben posun
cteciho ramce. Na druhou stranu NHE] dokaZe dokoncit opravu vétSiny zlomt v fadu
desitek minut. V porovnani s HDR se jedna o fadové rychlejsi opravu (McDade et al.,

2015).

Nehomologické spojovani koncli NHE] k opravé DSB vyuZzivaji predevsim
organismy z domény Eukaryota. Prakticka aplikace systému CRISPR/Cas pro editaci
genomu eukaryotickych bunék se proto ve svété védy ujala velmi rychle (Ishino et
al, 2018). Diky metodé CRISPR/Cas9 bylo umozZnéno vloZeni az 5 kbp dlouhého
plazmidu do genomu pravé prostrednictvim NHE] (Singh et al, 2017). Podobné
pokusy byly provadény u savéich HEK293 bunék nebo u CHO bunék (Bachu et al,
2015). KNHE] zprostredkované inzerci pak mize napomahat i Stépeni DNA
za pomoci Cpfl (Kim et al, 2017; Zetsche et al., 2015). CRISPR by se tak jednou mohl
stat kvalitnim a spolehlivym nastrojem inzerce velké cizi DNA do cilenych
genomovych mist v savcich bunkach a byt tak jednou ze stabilnéjsich a i€innéjsich
platforem pro produkci poZadovanych rekombinantnich proteint (Singh et al.,

2017).

3.2.2 Homologné rizena oprava (HDR/HR)

P1i této cesté opravy miize vést vytvoireni DSB na DNA specifickou nukleazou k vyssi
ucinnosti inzerce exogenniho donorového DNA tuseku. Pokud vSak neni fragment
pritomen, aktivuji se endogenni drahy NHE]. Ty sice opravi zlom, ale jak bylo vySe
zminéno, c¢asto zavedou chybné mutace narusujici produkci funkéniho produktu
(Pattanayak et al, 2014). Nicméné pokud fragment donorové DNA homologni
s lemujici sekvenci piitomen je, dochazi k opravné cesté HDR (Ding et al., 2016).
Diky pozadavku na presnéjsi sekvencni homologie mezi poSkozenym a intaktnim
Fetézcem DNA miZeme opravu HDR povazovat za preciznéjsi mechanismus oprav
DSB (Cortez, 2015). Nevyhodou této opravy je ale omezenost na S a G2 faze
bunécného cyklu, zatimco NHE] mize nastat béhem kterékoli faze (Heyer et al.,

2010).
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Cely proces opravy je rozdélen do tri krokli. V prvnim dochazi k vytvoreni
zlomu v fetézci DNA. Na 3’-konci vlakna se ponechava kratky presah, ktery slouZzi
jako primer a také jako misto k navazani proteini potiebnych pro reparaci. Dalsi
krok zacina vytésnénim jednoho retézce homologniho duplexu DNA jinym
invazivnim vldknem. Vznikla hybridni DNA (ptivodni a uméle dodané vldkno DNA)
se oznacuje jako vytésnovaci smycka (D loop - displacement loop). V poslednim
kroku jsou vzniklé rekombina¢ni produkty rozdéleny a proces opravy DNA je
dokoncen. VySe popsany postup je pouze obecny, podle specifickych mechanismi
ve druhém a tietim kroku miiZeme totiZ rozlisit ¢tyti rizné cesty: SSA, DSBR, SDSA

nebo BIR (Obr. 11) (Cortez, 2015).

A SDSA, BIR, DSBR B SSA
DSB
A 4
et — DSB
— ‘___-*-___
!
_. D e N (O, —
= .y ‘
1 BIR l l |
. e !
| l |

Obr. 11: Cesty homologni rekombinace: (A) Oprava dvouretézcového zlomu (DSB)
Zihanim retézce zavislym na syntéze (SDSA), replikaci indukovanou zlomem (BIR)
a opravou dvouretézcového zlomu (DSBR); (B) drahou jednoretézcového Zihani

(SSA) (prevzato z Qi et al., 2023)
3.2.3 Oprava DSB pomoci metod genového inZenyrstvi

Drive pouZzivané metody TALENs a ZFNs dokazaly po vytvoreni zlomu aktivovat
HDR, nicméné konkurenc¢ni reparace pomoci NHE] stale prevaZovala a vedla
k nechténym mutacim v ptivodnim vlakné DNA. Bylo tak dtleZzité vytvorit obecnou
metodu, jezZ by smeérovala spiSe kopravé cestou HDR. Pokusy snikdzami
odvozenymi od ZFN, jeZ dokazali Stépit pouze jeden fetézec namisto obou, dokazaly

tuto rovnovahu posunout smérem k HDR (Joung et Sander, 2013). Proto se pozdé;jsi
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vyzkum zaméril na zformovani takové metody, kterou by bylo mozné Stépit jen

jedno vlakno DNA, nebo by ke tvorbé zlomii nedochazelo viibec.

Vytvoreni komplexu a vazba
gRNA na cilovou sekvenci

+

— ’

spacer (crRNA) / cilova sekvence + PAM

Cilove stépeni (tvorba DSB)

AL AUl

Homologicky Fizena oprava
Nehomologické spojovani konca (HDR)
(NHEJ)
ML auy
U
Divoky typ ALY
AARRARRRRRRRRRRRRRLS
Inzerce L el Opravna Sablona s homolognimi rameny DNA
potiebna pro genetickou editaci a mutaci PAM
Delece (RRRIRRRRINT]
Zména Precizni
Beslio (FTTTYRRLEREREREREEEE ] — editovani LU AL UL

ramce

Obr. 12: CRISPR/Cas9 opravy DSBs pomoci NHE] nebo HDR (prevzato a upraveno
z Adhikari et Poude, 2020)

Editace genomu na bazi CRISPR/Cas umoZiiuje ucinnou a presnou
manipulaci s genomem. Je vSak dilezité si uvédomit, Ze tato ucinnost a presnost
zavisi také primarné na vybéru opravné drahy DSB. Oprava provadéna cestou NHE]
obvykle vede k inzer¢nim/dele¢nim mutacim (InDel) ¢i posunu ¢teciho ramce (Obr.
12). To mize nasledné zplisobit vyrazeni geng, ¢i problémy s proteosyntézou. Proto
se béhem vyvoje metod editace genomu vynaklada rozsahlé usili ke kontrole
regula¢nich mechanismi jednotlivych drah. Cilem je upfednostnéni piresné editace
pomoci HDR nebo specifickych indelt pomoci MME] (Microhomology-Mediated End
Joining). Chauhan et al. (2023) ve své publikaci uvadi prehledné shrnuti nékolika

pristupt, kterymi se védci snazili zvysit efektivitu ve prospéch piesnych uprav DSB.

Jednalo se o zmény v navrhu, stabilizaci nebo lokalizaci templatu, inhibici
NHE] malou molekulou, synchronizaci bunék v bunécnych cyklech a modulaci

regulacnich faktort, které potlacuji HDR a MME] (Chauhan et al.,, 2023).
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3.3 Vyuziti metody CRISPR/Cas u bakterii, hub a ras

3.3.1 Prokaryotické organismy

U prokaryotickych organismil nebyla metoda CRISPR/Cas natolik revolucni jako
u eukaryotickych. Rozvoj aplikaci u prokaryot byl pomalejsi, ale presto se rychle
prizplisobil zejména nékolika druhlim bakterii priimyslového a biomedicinského
vyznamu. Pro tyto bakterialni druhy byla primarné k editaci genomu vyvinuta rada
klasickych genetickych metod, jako sebevrazedné plazmidy, A-Red system, nebo
metoda ClosTron. Tyto metody jsou vSak vysoce pracné a casto vykazuji
nekonzistentni ucinnost. V tomto ohledu se proto soufasnym nejmodernéjSim
pristupem v editaci genomu bakterii stala kombinace homologni rekombinace
templatu DNA s cilenim DNA pomoci programovatelnych nukledz ze systému

CRISPR/Cas (Arroyo-Olarte et al., 2021).

Nejcastéji se editace bakteridlntho genomu provadi za udcelem
antibakterialnich strategii, jako je vyroba novych antibiotik, fagova terapie,
diagnostika nebo vyroba vakcin. UZitecnost téchto nastrojii spociva i v pomoci
pii zacileni a Upravé patogennich bakteridlnich genomi pro pochopeni a zmirnéni
jejich mechanismi virulence, patogenity a rezistence vici 1ékiim (Krishnamurthy et
al., 2016). Naopak u uZite¢nych bakterii, neboli téch co maji pozitivni vliv na lidskou
populaci, se cilené zasahuje do jejich genomu kvili dosaZeni vys$si odolnosti
k okolnimu prostifedi, snazSimu a produktivnéjSimu primyslovému vyuziti

nebo rychlejSimu rastu (Singh, 2017).

Oproti asi 40 % bakterii jsou CRISPR/Cas systémy prirozené obsaZeny u asi
85 % archealnich genomd. Pro organismy z této domény bylo vSak vyvinuto pouze
nékolik genetickych nastroji a CRISPR/Cas byl doposud zaveden a aplikovan jen
u druht: Sulfolobus solfataricus (Zebec et al., 2014), Sulfolobus islandicus (Li et al.,
2015; Peng et al, 2015), Haloferax volcanii (Stachler et Marchfelder, 2016)
a Methanosarcina acetivorans (Nayak et Metcalf, 2017; Gophna et al.,, 2017). Archaea
vyznamné prispivaji ke globalnimu kolobéhu Zivin amaji také obrovsky
ekonomicky potencial, ktery byl dosud plné realizovan pouze pfrivyrobé
termostabilnich polymeraz (Jarrel et al., 2011). Methanogenni archaea hraje zase
ustredni roli v globalnim uhlikovém cyklu s hlubokymi diisledky pro zménu klimatu

(Nayak et Metcalf, 2017).
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3.3.2 Houby

Shoubami, jakoZto surovinou vyuzivanou ke konzumaci ¢i pripravé
fermentovanych jidel a napojt, je lidstvo spjato jiz nékolik stoleti. Mimo to jsou
houby zdrojem mnohych enzymt, proteinii a bioaktivnich sekundarnich metabolitg,
které maji Siroké uplatnéni v mnoha oborech, vcetné lékarstvi a zemédélstvi
(Ouedraogo et Tsang, 2020; Wang et al, 2023). Mezi tyto industridlné
i farmaceuticky vyuzivané slouceniny patii napriklad alkaloidy, polysacharidy,
steroidy a terpeny. Nékteré latky mohou mit i antibakteridlni a protinadorové
ucinky (Satish et al., 2020). Vyvoj nastrojii pro Upravu gend, jako je CRISPR/Cas,

tak urychluje zakladni vyzkum a vyuZiti hub v mnoha smérech.

Prvnim geneticky upravenym organismem za pomoci metody CRISPR/Cas9
z této skupiny byl modelovy organismus Saccharomyces cerevisiae (Ouedraogo et
Tsang, 2020). Poprvé se o editaci pokusili védci DiCarlo et al. (2013) a o par mésict
pozdéji i Ryan et al (2014). Zhang et al. (2014) pak béhem svého vyzkumu
konstruovali mutanty polyploidniho kmene S. cerevisiae, kdy se jim podarilo
prokazat u vytvoreného auxotrofického kmene ATCC 4124 mnohem vy$si odolnost
vlci inhibitortim kvaseni a vysoké teploté. Mezi dalsi dtilezité aplikace CRISPR/Cas9
pak patrila editace stejného druhu kvasinek, kdy se za pomoci funkéniho knock-in
zasahu podarilo vytvorit kmen produkujici kyselinu mlé¢nou (Stovicek et al., 2015).
Technologie CRISPR/Cas9 byla nasledné implementovana u mnoha dal$ich druhti
kvasinek a vlaknitych hub, jako: Candida, Pichia, Trichoderma, Aspergillus,
Myceliophthora, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Cryptococcus (Ouedraogo et

Tsang, 2020).

Pro genomové inZenyrstvi hub se mize vyuziti editace za pomoci dalsich Cas
proteind, napt. Cas12a, jehoz vyhodou je jednodussi zpracovani crRNA (nevyzaduje
tracrRNA) a méné specifickd rozpoznavaci sekvence PAM (Ouedraogo et Tsang,
2020). Prakticka aplikace tohoto jiného typu CRSIPRu byla pouzita napriklad
u druht S. cerevisisae (Verwaal et al., 2018) nebo Aspergillus nidulans (Vanegas et

al,, 2019).

Systémy CRISPR/Cas lze také pouZit pro editaci RNA. Tyto nastroje na bazi
systémt typu Il (Cas9), Il (Cmr/Csm) a VI (Cas13), jiZz byly vyuzity pro endogenni

knockdown RNA, mistné specifickou ipravu RNA nebo sledovani RNA v mnoha
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organismech vcetné hub. U kvasinek se fada proteinii Casl3 pouziva
pro knockdown genu prostrednictvim spusSténi degradace mRNA (Casl3a
z Leptotrichia shahii, L. wadei, Cas13d z Ruminococcus flavefaciens, Nme1lCas9
z Neisseria meningitis), nebo pro upravu specifickych nukleotidovych zbytki
(geneticky upraveny fizni protein dCas13-RNA modifikujici domény) (Wang et al,,
2023).

Jedlé houby jsou taktéz cenéné pro sviij bohaty nutri¢ni obsah a lé¢ivé ucinky,
ale potreba vysoce kvalitnich a vynosnych kmeni rychle nartlista a tradi¢ni metoda
Slechténi je neefektivni, asové narocna a pracnd. V disledku toho se techniky
molekularniho Slechténi, jako je editace genomu pomoci CRISPR/Cas, ukazaly
i vtomto ohledu jako slibna alternativa (Zhang et al.,, 2023).

Mimo jiné je CRISPR/Cas ucinnym nastrojem pri reSeni Siroké Skaly
zemeédélskych problémt, véetné rezistence rostlin k houbovym chorobam. Védci se
také domnivaji, Ze by se za pomoci upravenych hub CRISPR/Cas metodou mohla

provadét bioremediace (Satish et al., 2020).

3.3.3 Rasy a mikrorasy

Mikrorasy jsou mikroskopické fotosyntetické organismy, jeZ se vyznacuji vysokou
rychlosti riistu a schopnosti se prizplisobovat okolnimu prostiedi, z ¢cehoz plyne
ijejich vysoka rozmanitost voblasti genetickych vlastnosti. Maji potencial
produkovat biomolekuly s vyuzZitim v potravinach, krmivech, kosmetice,
nutraceutikach, palivech a dalSich aplikacich (Tanwar et Kumar, 2020; Dhokane et
al, 2023; Gupta et al, 2024). Navic mikrofasy pii vyrobé téchto biomolekul
zachycuji a vyuZzivaji oxid uhlic¢ity (CO2) z atmosféry, coZ pomahda sniZovat emise
sklenikovych plynti (Onyeaka et al, 2021). Diky jejich vlastnostem se jedna
i o potencialni zdroj biopaliva, ktery je oproti nafté a ropé Setrnéjsi k Zivotnimu

prostredi.

Pii tucelné produkci fras, jakoZzto organisml schopnych poskytnout
alternativni zdroj energie, je tak duleZzité, aby se v ramci genetického inZenyrstvi
kladl diiraz na tri faktory. Prvnim z nich je zvySeni mnozstvi produkovanych lipidt
(zvysenim exprese klicovych genti zapojenych do drahy jejich biosyntézy), druhym

je zvySeni celkové produktivity tj. zvysSeni rychlosti riistu a vytézku na objem
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(apravou gent kédujicich faktory podilejici se na fotosyntéze) a poslednim tretim
bodem je naruSeni konkurencnich metabolickych drah (Upravou gent koédujicich
enzymy metabolismu glukézy, nebo katabolickych drah metabolismu lipidii)

(Tanwar et Kumar, 2020).

Mezi uspésné aplikace CRISPR/Cas9 u ras patii naptiklad editace genti
u Chlamydomonas reinhardtii, Nannochloropsis sp., Thalassiosira pseudinana,

Phaeodactylum tricornutum nebo Coccomyxa sp. (Tanwar et Kumar, 2020).

3.4 Vyuziti metody CRISPR/Cas u rostlin

Y

tak mozZnost vytvaret nové, lepsi a odolnéjsi kultivary plodin. Pfed objevem uc¢inné
technologie pro Upravu genomu byla tato schopnost presné modifikovat rostlinné
genomy velmi omezena, ale diky CRISPR/Cas technologii a sekvencné specifickym
nukledzadm navrzenym k zacileni zvolenych mist v genomu je provedeni Uprav
snaz$i (Ding et al., 2016). Technologie a metody umoziujici tvorbu DSB jako
CRISPR/Cas maji u rostlin vzasadé tii hlavni aplikace. Prvni z nich je genova
mutageneze, jeZ vede k umlcovani geni (tzv. genovym knockoutiim). Dal${ moZnosti
je editace genti umoznujici modifikaci genového produktu nebo metabolické drahy
pozadovanym zpiisobem. Posledni tieti vyznamnou aplikaci jsou mistné specifické
inzerce, které napomahaji pri Slechténi rostlin (Svitashev et al, 2015). AvSak
ve srovnani s genovym Kknockoutem, je pravé inzerce novych genti mnohem

vivs

metodu, jeZ by vedla k vys$si ac¢innosti (Zhang et al., 2021).

Editace genomu rostlin je zacilena predevSim na jejich toleranci vici
biotickym faktortim (bakterie, plisné, viry, hmyz). Ackoliv je snaha o zisk
transgennich rostlin odolnych vic¢i patogentim a Skiidclim vysoka, koneCna
uspésnost zlistava zatim nizka. Pricinou je predevSim skutecnost, Ze na reakci
rostlin k okolnimu prostredi a chorobam nema vliv pouze jeden gen. VétSinou se
jedna o ptlisobeni vice genlG (Zhang et al, 2021). Pokusy, které se zabyvaly
umlcovanim gentl ve snaze zabranit rozvoji rtiznych houbovych onemocnéni, se
ispésSné provedly u pSenice (Wang et al, 2014), rajcat (Nekrasov et al, 2017),
vodniho melounu (Zhang et al.,, 2020), ryze (Wang et al., 2016a) €i bavlny (Zhang et
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al, 2018). U modelového organismu Arabidopsis doSlo k vypnuti genu elF(iso)4E
¢imz u transgennich jedinct doslo k zisku odolnosti vii¢i viru tufinové mozaiky
(TuMV) (Zhang et al., 2021). NaruSenim stejného genu byl upraven i genom okurky
(Cucumis sativus L.) za vzniku imunitnich jedinct viici ipomiviru a dalSim chorobam

(Chandrasekaran et al., 2016).

Abiotické stresy, kterymi jsou napriklad sucho, obsah soli v ptidé, extrémni
teploty nebo i znecisténé Zivotni prostredi, maji na rostliny také vyznamny vliv.
Nejen Ze mohou ovliviiovat mnozZstvi biomasy a vynos, ale i kvalitu. BEhem dpravy
genetické informace rostlin tak odbornici cili na strukturni a regula¢ni geny, stejné
jako na nekodujici RNA, které se podileji na reakci rostlin na riizné environmentalni
faktory. Avsak z diivodu toho, Ze s jednim stresovym faktorem muzZe byt spojeno
vice gent, bez vyrazné dominance jednoho jediného, neni vtomto sméru zatim
dosazeno Zadného vétsiho pokroku (Zhang et al,, 2021). MlZeme ale najit prace,
jeZ se touto problematikou zabyvaji. Védecké vyzkumy se zajimaly napiiklad
o zvySeni tolerance kukurice vici suchu (Shi et al., 2017), o zlepSeni vyuziti vody
v rajcatech za ucelem zvladnuti stresu ze zasoleni a osmotického stresu (Bouzroud

et al., 2020) nebo o rezistenci ryze vii¢i herbicidnim pripravkim (Sun et al., 2016).

CRISPR/Cas se mize vyuZit i pfi snaze o navySeni vynosu plodin. Opét je zde,
jako u abiotickych stresti, nevyhoda polygenniho ptisobeni na jeden znak. Bylo vSak
zjiSténo, Ze exprese urcitych genii ma na vynos plodin negativni vliv. Tim padem,
pokud by se podarilo tento negativné ptisobici gen inhibovat, mohlo by dojit
k navySeni produkce. Nejcastéji jsou tyto pokusy provadény na obilninach, jako je
ryZe, pSenice a kukurice. Genetickou upravou uz bylo docileno vétsi hmotnosti

a velikosti zrn nebo hustSich a vzprimenéjsich klast (Zhang et al., 2021).

U hospodarskych plodin je dilezity i obsah nutri¢nich a jinak biologicky
hodnotnych latek jako napft. proteinti, sacharidi, olejli a sekundarnich metabolitt.
Proto se CRISPR/Cas vyuZil k vytvoreni napf. pSenice sniZ$im obsahem lepku,
nebo ryZe s vy$$im obsahem amyldézy (Zhang et al,, 2021). Zhai et al. (2020) se
snazili u druhu Brassica napus za pomoci CRISPR/Cas metody docilit jedinci se
zlutymi semeny. Oproti prirozené se vyskytujicim jedincim s ¢ernymi semeny, maji
totiZ zlutosemenné rostliny plody bohatsi na oleje a bilkoviny. Kvalitou bavinéného

vlakna a semen se zase v roce 2023 zabyval Khan et al., (2023).
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CRISPR/Cas technologie umoziiuje generovat geneticky upravené rostliny
ibez tzv. transgent (Wada et al, 2020) a nachdazi své uplatnéni i v oblasti tzv.
molekularnich markert. Pravé diky tomuto funk¢nimu spojeni se zlepSuji standardy
v oborech zabyvajicich se Slechténim, embryologii nebo taxonomii rostlin (Dheer et

al.,, 2020).

3.5 Vyuziti metody CRISPR/Cas u Zivoc¢ichu

Se stale se zvysujici lidskou populaci se ¢im dal castéji objevuje otazka, jakym
zplsobem zajistit lidské populaci kvalitni a dostatecnou produkci obZivy. At uz se
jedna o rostlinnou ¢i Zivoc¢iSnou produkci, zdaji se byt sou¢asné metody pro pristi
generace nedostatecné. CRISPR/Cas tak pfrinesl zcela novy pfristup, jez by
do budoucna mohl voblasti Zivoc¢iSné produkce pomoci KkvyfreSeni tohoto
problému. Genetické inZenyrstvi na bazi CRISPR/Cas se vyuziva predevSim
pro zlepSeni uzitkovosti (riist a vyvoj kosterniho svalstva pro vyssi zisk masa),
odolnosti hospodarskych zvifat vii¢i chorobdm (napt. tuberkul6za, reprodukéni
arespirani syndrom prasat (PRRS), prionovd onemocnéni) nebo ke zlepSeni

produkce biologickych produkti (Kumar et Kues, 2023).

Dale se tato technologie uplatniuje na poli biomediciny pfi vytvareni
piresnéjsich modelli zvirat pro zkoumani lidskych onemocnéni (Kumar et Kues,
2023). CRISPR/Cas umoZnuje generovani a studium mutaci specifickych
pro pacienta v modelovych systémech jako Drosophila melanogaster, ktera je
vyuzivana ke studiu neurodegenetrativnich onemocnéni (Lambrechts et al.,, 2017).
Tropicka sladkovodni ryba Danio rerio se pak uplatiuje pfi studiu rakoviny,
objevovani lékii nebo pii studiu jejich regeneracnich schopnosti (Singh et al., 2017).
mysi (Rydell-Térméanen et Johnson, 2019). Védci dosud dspésné vytvorili mnoho
geneticky modifikovanych mysich modeld pro onemocnéni jako rakovina,
kardiomyopatie, Huntingtonova choroba, albinismus, hluchota, hemofilie B, obezita,
porucha cyklu mocoviny a svalova dystrofie (shrnuto vXu et Li, 2020). Diky
anatomické a fyziologické podobnosti s lidmi se ve velké mire vyuzivaji i prasata.
Pro tvorbu novych metod terapeutické 1éCby tak byla zamérné vytvorena prasata
s Huntingtonovou chorobou (Yan et al., 2018), aterosklerézou (Huang et al., 2017)

¢i Parkinsonovou chorobou (Wang et al., 2016b). Z hlediska genetického zakladu,
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ve srovnani s jinymi zvifecimi modely, jsou nejvhodnéjsi nehumanni primati (NHP),
kteri vykazuji az 93% homologii s lidskym genomem (Liang et al., 2022). Proto jsou
NHP hlavni volbou pro studium lidskych onemocnéni jako srdec¢ni vady, diabetes,
infekeni, jaterni a neurodegenerativni onemocnéni. Podobnost s lidmi ve struktuie
a funkci mozku déla z NHP jedine¢ny model také pro vyzkum jeho poruch u lidi. Mezi
tri hlavni NHP nejcastéji pouzivané jako model lidskych onemocnéni patii Macaca
fascicularis (makak javsky), Macaca mulatta (makak rhesus) a Callithrix jacchus

(kosman bélovousy) (Kang et al., 2019).

S pokrokem ve svété védy souvisi i stdle se zlepSujici podminky
ve zdravotnictvi. V dlsledku toho se tak zvysuje Sance na delsi dobu Zivota. Obcas
se ale setkavame s problematikou darcovstvi organi. [ pfes mnohé snahy se stale
Cislo vhodnych darci nerovna poctu potiebnych prijemci. Védci se tak proto
zabyvaji moZnostmi, jak vytvorit chimérického ZzivoCicha pomoci techniky
CRISPR/Cas, ktery by v sobé mohl potenciadlné ,nosit“ organ kompatibilni s lidskym
télem (Jamil et al., 2023).

Technologie CRISPR/Cas nachazi své uplatnéni i v oblasti environmentalnich
aplikaci. At uZ se jedna o obnovu ekosystémii, problematiku ohrozenych druhti nebo
monitoring prostiedi, poskytuje tato ¢im dal castéji pouzivand metoda potencialni
FeSeni. MoZnym uplatnénim je studium genetické diverzity ohroZenych druh,
kdy po analyze genomu a nasledném vyhodnoceni mohou vyzkumnici 1épe
porozumét strukture populaci. Dale se pak na zakladé dat mohou i lépe stanovit
podminky ochrany téchto druhti. Nékdy se téz uvadi, ze by se diky CRISPR/Cas
mohlo docilit ,znovuzrozeni“ jiz vyhynulych druhli, nebo naopak zabranit
invazivnim druhiim jejich nekontrolovatelnému rozmachu. V neposledni fadé své
uplatnéni nachazi tato revolucni technologie i v modifikaci gent kultivovanych
bunék ohrozenych druht, kdy potencidlné napomaha asistované reprodukci

a zachovani genetické rozmanitosti (Deepak, 2023).

3.6 Vyuziti metody CRISPR/Cas u lidi

Po mnoha uspésné provedenych upravach DNA metodou CRISPR/Cas napric¢
Sirokym spektrem organismi, se dal$i pomyslnou metou na poli genetického

inZenyrstvi stala editace lidského genomu. Vramci intenzivniho vyzkumu se
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tak mimo vysSe zminéné tvorby zvifecich a bunéénych modell lidskych nemoci
zaCaly ¢im dal castéji objevovat védecké prace vyuzivajici tento nastroj jako
detektor chybnych sekvenci v samotné lidské DNA, nebo prostredek k porozuméni
genovych dysfunkci vedoucich k onemocnéni, nebo jako cestu k samotné lécbé

téchto chorob.

CRISPR/Cas lze mimo editace genomu vyuzit jako biomolekularni senzor
pro samotnou diagnostiku onemocnéni, a to zejména pro detekci biomarkert
na bazi nukleovych Kkyselin u plivodct infekénich a neinfekénich onemocnéni
a pro detekci mutaci a deleci indikujicich genetickd onemocnéni. Technologie byla
navic prizplisobena i pro snimani proteinti a malych molekul (Kaminski et al., 2021).
Jako UCinny nastroj tak milZe poslouZit pfi snimani patogennich infekci,
mutagennich defektli nebo pro vfasnou diagnézu rakoviny (Masi et al., 2023).
Diagnostické metody zaloZené na CRISPR lze rozdélit dle pouzitého typu
CRISPR/Cas: (1) vyuzivajici typ Il - Cas9 (napt. NASBACC, CRISDA, FLASH), (2) typ
V - Cas12 (napt. DETECTR, HOLMES, E-CRISPR), Cas14 (Cas14-DETECTR), a (3) typ
VI - Cas13 (napt. SHERLOCK, SHINE, CARMEN) (Kaminski et al., 2021). Mezi
uspésné detekované patogeny pomoci CRISPR patfi: virusy (napft. zastupci Celedi
Filoviridae, Flaviviridae, Coronaviridae, Herpesviridae, Polyomaviridae,
Papillomavirida), bakterie (napf. Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa a Salmonella enteritidis).
CRISPR byl také upraven tak, aby detekoval parazity rodu Plasmodium odpovédné
za malarii (Kaminski et al., 2021). V soucCasné dobé se také mnoho biomedicinskych
spolecnosti snazi vyvinout diagnostické soupravy na bazi CRISPR/Cas pro ,doméaci”

pouZiti, napt. pro detekci HIV, vztekliny, Toxoplasma gondi apod. (Xu et Li, 2020).

Systém CRISPR/Cas naSel své uplatnéni i v oblasti funk¢ni genomiky, ktera se
pokousi porozumét tomu, jak genova dysfunkce vede k onemocnéni. Funkéni
genomicky screening zaloZeny na CRISPR/Cas9 nabizi ucinny pristup k urceni
funkce genu vysoce vykonnym zpisobem. V soucasné dobé se v takovych
screeninzich vyuzivaji tfi typy zasahu na bazi CRISPR: (1) CRISPR knockout
(CRISPRn), ktery vyuziva nukledzu Cas9 k naruseni cilového genu zavedenim indelti
a posunu cteciho ramce, (2) CRISPR interference (CRISPRi), kterda vyuziva

katalyticky mrtvy Cas9 (dCas9) fuzovany s doménou transkripcniho represoru
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k umlcenti transkripce cilového genu, a (3) CRISPR aktivace (CRISPRa), ktera vyuziva
dCas9 fuzovany s doménami aktivatoru transkripce k aktivaci transkripce cilového
genu (Li et al., 2023). Praktickou aplikaci mtze byt naptiklad tvorba in vitro funk¢ni
genomické platformy na bazi CRISPR/Cas9, jeZ umoZnuje lépe charakterizovat nové
funkéni cile pro budouci zacileni pri 1é¢bé rakoviny napt. akutni myeloidni leukémie
(Corbel et al, 2023). Dalsi moZnou aplikaci je i screening zaloZeny na preZiti
Ci proliferaci bunék, diky kterému se identifikuji esencidlni geny modifikujici
citlivost kl1écivim (Li et al, 2023). Screeningy se také vyuZivaji pro vyhledani
esencidlnich genli pro preziti rakovinnych bunék nebo také k zlepSeni imunitni
funkce T lymfocytl v souvislosti pravé s rakovinou (Zhou et al,, 2023). V soucasné

dobé také existuje nékolik databazi, ve kterych jsou shromazdéné vysledky

ale jejich datovy obsah je jiZ zastaraly. Portal DepMap zahrnujici tfi projekty
(Achilles (DepMap 20Q2), Sanger CRISPR a GeCKO) je nejvétsi sbirka CRISPR
screeningti. Databaze Open Repository of CRISPR Screens (ORCS) je nejnové;jsi volné
dostupny zdroj vyvinuty Biological General Repository for Interaction Datasets
(BioGRID) (shrnuto v Choi et al., 2020). Momentalné ORCS zastreSuje 336 publikaci
a 93 209 gen(, ke shromazdéni 1 850 CRISPR screeningii z 5 hlavnich druhi
modelovych organismd, 777 bunécnych linii a 132 bunécnych typi (BioGRID, 2024).

Nastup technologie CRISPR v klinickych studiich vytvoril cestu pro vznik
nové éry i v oblasti genové terapie (Obr. 13). Stale vsak existuje nékolik dtilezitych
technickych a etickych aspektti, které je treba resit pri zvazovani jeji aplikace
u pacientl (Uddin et al., 2020). Genova terapie spociva v zavedeni cizich geni
do cilovych bunék, které se déli do dvou kategorii: somatické buiiky a bunky
zarodecné linie. JelikoZ je vSak genova terapie zarodecnych linii technicky
komplikovana a zahrnuje také etické a bezpecnostni otazky, je dnes omezena
na somatické bunky (Steffin et al,, 2019). Mezi hlavni oblasti dle Ruikar et al. (2024),
kde se genova terapie vyuZziva, patii korekce genovych mutaci, modulace genové
exprese, posileni imunitnich reakci nebo k jinym terapeutickym ticeltim jako je vyse
zminéné umlcovani gent, tvorba zvirecich modell ¢i editace kmenovych bunék.
Vsoucasné dobé jsou systémy CRISPR/Cas Siroce pouZivany v genové terapii
pro monogenni choroby (napi. B-talasemie a srpkovitd anémie, hemofilie B,

Duchennova svalova dystrofie, pigmentova retinopatie, Hutchinsontiv-Gilfordtv
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syndrom), virové infek¢ni choroby (napt. HIV, HPV) nebo rakovinu (shrnuto v Xu et
Li, 2020). V reSersni praci Keshavan et al. (2024) jsou shrnuty dosavadni informace
o pouziti genové terapie u primarnich mitochondrialnich chorob, kam se radi

napriklad Leberova dédi¢na opticka neuropatie.

2017 - prvni klinicka studie pro

1999 - smrt Jessie Gelsinger 2005 - identifikace Cas9 2012 - vytvoieni sgRNA 1é¢bu HIV-1 diky CRISPR
kviili imunotoxicité genové jako jednoefektorové pro usnadnéni aplikace (Cina)
terapie endonukleazy
SR 2013 - genova editace
1989 - prvni aplikace : o W= ks CRISPR/Cas9 u 2017 - prvni CRISPR klinicka
, ; 2002 - vytvofeni | CRISPR/Cas9 jako adaptivniho
genovych transferti u ‘mu CRISPR - - J P savcich bunék studie pro imunoterapii rakoviny
lidi BOJEU imunitniho systému prokaryot
— ¥ 4
radi¢ni genova terapie Vyvoj CRISPR/Cas9 CRISPR genova terapie
t
1990 - prvni dodani 2000 - vyvolani leukémie 2011 - identifikace 2019 - prvni klinicka
genu pro terapeuticky genovou terapii u tRNA pro tvorbu 2017 - prvni Gprava zarodecné o gie pro 1é¢bu slepoty
zameér u pacientl s pacienti s ADA-SCID duplexu s crRNA linie v implantovanych za pomoci CRISPR
ADA-SCID w7 k navadéni Cas9 lidskych embryich diky
1993 - popsani CRISPR
CRISPR lokusu 2008 - identifikovani
spacert transkribujicich
crRNA

Obr. 13: Casové osa zdfiraziiujici hlavni udélosti a vyvoj genové terapie. Cerveny text
oznaCuje udalosti, které vyvolaly vyznamné etické obavy (pfevzato a upraveno

z Uddin et al., 2020)

Vyhodami a prinosem CRISPR/Cas technologie v oblasti 1é¢by a prevence se
zabyva i prace vyzkumného tymu Chavez-Granados et al. (2022). Ten se se svymi
kolegy zaméril na vyuZiti této technologie v oblasti zubniho 1ékarstvi, kdy by bylo
moZné vyuzit CRISPR/Cas metodu jako nadéjny nastroj pro zubni 1ékare k prevenci
tvorby zubniho plaku a v kone¢ném dtsledku i k uspésSnému snizeni pripadi

paradont6z a dalSich onemocnéni dutiny uUstni (Chavez-Granados et al.,, 2022).

4. Rizika metody CRISPR/Cas a jejich potencialni
reseni

Jakakoliv uprava genetické informace v sobé ukryva potencialni riziko. BEhem
védeckych experimentt je tedy nutné provadét pouze dostatecné ovéiené metody,

nebot i malé mutace v genech mohou vést k vyznamnym zménam. Jako priklad nam

mohou poslouZit vySe uvedena genetickd onemocnéni, jez vznikaji nasledkem
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drobné mutace (Singh et al, 2017). Ackoliv tedy CRISPR/Cas technologie
predstavuje revolu¢ni nastroj v oblasti ipravy genomu, nesmime zapominat na jeho

potencialni rizika.

4.1 Tvorba DBS

Dvoutetézcové zlomy jsou, jak jiz bylo zminéno, jednim z hlavnich krokt
pri editaci genomu za pomoci metod genového inzenyrstvi, v€etné CRISPR/Cas.
Jejich  vytvareni vSak prinasi wurcité riziko v podobé nestabilnich
a nepredvidatelnych zmén (Wada et al., 2020). Jakmile dojde k vytvoreni a opraveni
prvniho zlomu v DNA, stépici aktivita komplexu CRISPR/Cas stale pokracuje. Cas9
pokracuje v tvorbé zlomi do té doby, dokud cilové misto, gRNA nebo PAM sekvence
zlstavaji neporusené. Tim padem bude stile dochazet k opravé téchto zlomi
cestami NHE] nebo HDR. To miZe byt problematické pirevazné tehdy, pokud se
chystadme zavést pouze jednu velmi specifickou sekvenci ¢i mutaci. Proto, aby se
opakovanému Stépeni zabranilo, je moZnosti vytvorit takovy fragment DNA,
ktery zablokuje dalsi aktivitu Cas9 hned, jakmile bude prvni zlom opraven (Cortez,
2015). Vyzkumy se ale zabyvaly i vytvorenim postupti a metod, pti nichz by k témto

opakujicim se zlomlm viibec nedochazelo.

Jednou z moZnosti je naptiklad pouziti proteinu dCas9 (dead Cas9). Upraveny
protein sice nedokaze vlakno DNA rozstépit, ale stale si zachovava schopnost se
vazat na cilovou sekvenci. Z toho divodu musi byt dCas9 protein vzdy spojen

v jeden komplex s jinym efektorovym proteinem (Wada et al., 2020).

Dals$i moZnosti je tzv. ,prime editing“. Tato metoda byla zatim aplikovana
predevsim v bunkach kvasinek a savcl. Za editaci genetické informace je tu
zodpovédna Cas9 nikaza (Cas9n) fdzovana s reverzni transkriptazou a upravenou
gRNA - tzv. pegRNA (prime editing guide RNA). Ackoliv by vyuZiti této metody mélo
ve srovnani sjinymi edita¢nimi technologiemi mnoho pozitiv, neni moZné ji
aplikovat u vSech bunék. Napiiklad u rostlin zatim pouZita nebyla, nebot ma nizkou
ucinnost HDR oprav a vloZit nové fragmenty DNA do genomu by bylo obtiZzné (Wada
etal., 2020). Docilit vzniku proteinu Cas9n miizeme napiiklad inaktivaci HNH (napf-.
N891A) nebo RuvC (napr. D10A) nukledazové domény. Takto vytvorena nikaza

dokaze Stépit cilovou DNA pouze na jednom misté a vytvaret jednovlaknovy zlom
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(SSB), ktery je nasledné opraven cestou BER (base excision repair) (Barman et al.,

2020).

4.2 Mozaicismus

Geneticka mozaika znamena pritomnost vice nez jednoho genotypu u jednoho
jedince. Mozaicismus miiZe byt vysledkem mnoha prirozenych mechanismt jako
non-disjunkce chromozomt, anafazové zpozdéni, endoreplikace a mutace vznikajici
béhem vyvoje (Taylor et al., 2014), ale i manipulativnich technik jako je editace
genomu. To je zejména pripad editace pomoci CRISPR/Cas9 na embryonalnich
zvirecich modelech. Pro i¢inné sniZeni nebo odstranéni téchto mutaci vyplyvajicich
ze systému CRISPR/Cas9 vSak existuje nékolik moZnych strategii. Jednd se
o zavedeni komponenti CRISPR/Cas9 do zygot ve velmi raném stadiu, zkraceni
Zivotnosti proteinu Cas9, modifikace zarodecné linie nebo tzv. strategii Easi-CRISPR
(Efficient Additions with ssDNA inserts-CRISPR) (Mehravar et al.,, 2019). Easi-CRISPR
je strategie cileni, ve které jsou darctim dlouhé ssDNA do zygot injikovany predem
sestavené komplexy ctRNP (crRNA + tracrRNA + Cas9 ribonukleoprotein). Pristup je
robustni, univerzalni a generuje alely podminéné i cilené inzerce. Je vysoce ucinny,
protoZe 1écba primérné pouze 50 zygot je dostatecna k produkci spravné zacilené

alely az u 100 % Zzivych potomkii (Quadros et al., 2017).

4.3 Off-target Stépeni DNA

vvvvvv

mimocilova $tépici aktivita, tzv. ,off-target” aktivita. Castéji se sni setkdvame

u zivocichll neZ u rostlin (Zhang et al., 2021).

Existuje vSak nékolik moZnosti, jak tento efekt minimalizovat. V roce 2014
Lin et al. zjistili, Ze mnozZstvi nechténych zmén v genomu by $lo omezit zaménou
kratkého useku nukleotidli na 5" konci sgRNA. Misto nékolika ribonukleotidi by zde
byly umistény baze DNA. Potencialni vyhoda této zamény spociva v tom, Ze vazba
DNA-DNA ma mnohem mensi nachylnost k nespravnému parovani oproti vazbé
DNA-RNA. Dal$im mozZnym reSenim je uprava délky sgRNA (idealné 18 bp),
nebo obsahu guaninovych a cytosinovych bazi v sgRNA (idealné kolem 50-60 %)
(Hajiahmadi et al., 2019). Mezi dal$i metody patfi pouziti jiZ zminénych nikaz

nebo tzv. ,parovych nikaz“ (napr. 2xsgRNA-Cas9n, FokI-dCas9) a jinych specialné
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upravenych nukleaz (napr. eSpCas9, Cas9-HF1, HypaCas9). Dale také k zabranéni
mimocilové aktivity slouZi inaktivace Cas9 bezprostfedné po rozstépeni cilového
mista napft. vyuzitim anti-CRIPSR proteind z bakteriofagtli, jeZ jsou odolné vici

adaptivni imunité bakterii (Barman et al., 2020).

S ohledem na provedené studie se jako nejefektivnéjsi metodu snizujici
mimocilové Upravy ukazalo pouziti ligand dependentnich ribozymi, tzv. aptazymi
(Hajiahmadi et al., 2019). He et al. (2017) vytvorili metodu, jejimZ principem je
zkonstruovani takové sgRNA, jeZ je lemovana ribozymem se schopnosti se pozdéji
samokatalyzovat. Tim padem dochazi i k naruSeni a rozpadu samotné sgRNA. Tato
chiméricka jednotka je oznacovana jako RGR (ribozym-gRNA-ribozym) (He et al.,

2017).

4.4 Gene drive

Rizikem pfi praci snastroji CRISPR je i tzv. ,gene drive“. Jednd se o pojem,
ktery popisuje schopnost genetické modifikace se prostifednictvim pohlavné
nechténé uniknuti mimo pokusnou laboratof, naptiklad skrze geneticky upravené
mouchy nebo komary. MoZnosti jak tomuto piedejit by mohlo byt mimo zvySenych
bezpecnostnich opatireni danych laboratoii i nepouzivani DNA vektort obsahujicich
zaroven geny jak pro Cas9 tak i gRNA (Gearing, 2016). Mezi dals$i opatieni pak patii
i ekologicka a reproduk¢ni omezeni. V praxi to tedy znamena, Ze experimenty je
lepsi provadét na mistech, kde by po pripadném tniku nenasSel organismus vhodné

podminky pro preziti nebo by se nemohl dale rozmnoZovat (Esvelt, 2015).

4.5 Doprava komplexu CRISPR/Cas do bunky

Aby mohlo dojit k i€inné editaci genomu za pomoci CRISPR/Cas metody, je nejprve
nutné dostat tento komplex proteini a RNA do bunéén¢ho jadra, pticemzZ spravné
nacasovani transportu a davkovani komponenti CRISPR/Cas komplexu je vyznamnym
faktorem, co ovliviiuje mimocilové §tépeni. V soucasné dob¢ existuji tfi hlavni moznosti,
jak 1ze komplex CRISPR/Cas do jadra bunék dostat (Xue et Greene, 2021). Dle typu
nosie dé€lime mechanismy bunétného vstupu na biologické (napt. AAVS, AdVSs,
lentivirus), chemické (napf. lipidové, zlaté, polymerni nanocastice) a fyzikalni (napf.

elektroporace, sonoporace, mikroinjekce) (Huang et al., 2022; Taha et al., 2022).
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Casto vyuzivané virové plazmidy jsou b&Znou a rychlou metodou, ale ¢asto
dochazi k jejich integraci do hostitelského genomu, nasledné imunitni reakci a naruseni
¢1 preruseni genové exprese. U nékterych bunék mohou vést az k cytotoxicité. Proto,
aby se predeslo témto riziktim, byl proteinovy komplex do bunék lidi, mysi a zebficek
vlozen alternativni cestou elektroporace a mikroinjekce. Ale i zde je obCas problém
s nadmérnym bunéénym stresem (Peng et al., 2016). Krom¢e toho, mikroinjekce je obtizna
strategie, ktera si poradi maximaln¢ se dvéma nebo tfemi sty buiikami na jeden pokus
a na rozdil od elektroporace muize byt pouzita pouze in vitro. Elektroporace také piinasi
vy$$i miru pfeziti embryi, coZ mé potencial snizit pocet zvitat pouzivanych k produkci

transgennich modelt (Huang et al., 2022).

Transportni mechanismus by mél videdlnim piipadé feSit omezeni editace
genomu V podob¢ neptesného cileni na specifické tkané a bunky, aktivaci imunitniho
systému, off-target St€peni a neschopnosti vstoupit do bunék (Wilbie et al., 2019).
Do budoucna se tak vyzkum CRISPR/Cas zamétuje v nékterych laboratofich prave timto

smeérem.

4.6 Toxicita proteinu Cas9

Vykonost v editaci gent je také ohroZena toxicitou vyplyvajici ze samotného Cas9
proteinu, a to predevSim v oblasti bakteridlniho genomového inZenyrstvi.
V soucasnosti se nabizeji dvé u€inné metody pro sniZeni této toxicity, a to bud’
regulace exprese genu kdédujiciho protein Cas9 nebo vyuziti vlastniho endogenniho

CRISPR/Cas systému bakterii (Zhao et al., 2020).
4.7 Rizika spojena s viry, jejich vektory a cilovymi geny

Kazdy experiment, ktery je za pomoci CRISPR/Cas metody vykonavan, musi byt
nejprve schvilen vyborem pro biologickou bezpecnost. Pfi praci s lentivirovymi
systémy nebo retrovirovymi vektory, jako prostredky pro vpraveni CRISPR
komponentli do buriky, by se mélo zachazet na bezpecnostni tirovni BSL-2/+2.
Pri aplikaci za pomoci AAV (Adeno-Associated Virus) je mozné pracovat pri nizSich
bezpecnostnich podminkach BSL-1. Ty jsou povoleny predevsim proto, Ze AAV je
replika¢cné nekomplementarni snaSim genomem a zatim neni znamé Zzadné
onemocnénti, jez by dokazal lidem zptsobit. Nicméné i samotny vybér cilového genu

ma vliv na poZadovany stupenl ochrany. Rizikové jsou pro vyzkumniky pokusy,
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béhem kterych se napriklad manipuluje s nador supresorovymi nebo onkogennimi

geny (Gearing, 2016).

4.8 Legislativa spojena s genovou manipulaci a GMO

Technologie CRISPR/Cas trpi problémy predevsim v oblasti biologické bezpecnosti,
vyplyvajicimi z jejtho mozného chybného pouZiti nebo potencialniho zneuZiti, co by
mohlo vést k nevratnym ekologickym Skodam ¢i vzniku novych biologickych zbrani
(Braddick et Ramarohetra, 2020). Vyzkum a vyvoj novych technologii pro dpravu
genomu (NGT), vCetné CRISPR/Cas, probihd v mnoha zemich, ptricemZ hlavnimi
oblastmi aplikace zatim zistavaji lidské zdravi a zemédélstvi. Na mezinarodni scéné
genové terapie nebo dpravy genomu vSak neexistuje Zadny jednotny, pravné
zavazny nebo vSeobecné uznavany soubor pravidel. Rozdilny piistup jednotlivych
zemi nebo statd vregulacni legislativé tak predstavuje dalsi riziko biologické

bezpecnosti.

Evropska unie je jednim z mala svétovych regiond, kde je pouziti téchto
technologii limitovano velice restriktivni legislativou, coZ ale brani praktickému
vyuziti GMO, a to vyvolava ostrou polemiku nejen ve védecké komunité, ale i mezi
zastupci biotechnologického a farmaceutického priimyslu a zemédélstvi. Proto se
Evropskad komise rozhodla vypracovat studii o NGT, ktera byla publikovana 29.
dubna 2021. Tato studie potvrzuje, Ze podle stavajici legislativy jsou NGT skute¢né
posuzovany jako GMO a poukazuje na omezenou schopnost stavajicich pravnich
predpist drzet krok s jejich vyvojem, coz zpiisobuje problémy a pravni nejistotu

pri jejich uvadéni do praxe (EC, 2021).

Dalsi obsahlé informace tykajici se celosvétové regulace genové manipulace
a GMO lze dohledat v ,Global Gene Editing Regulation Tracker” na webovych
strankach https://crispr-gene-editing-regs-tracker.geneticliteracyproject.org/ (GLP,
2020). Ve trech rtznych kategoriich ,,Clovék/ Zdravi“, ,Gene drives” a ,Zemédélstvi“
jsou tu na mapé svéta snadno dohledatelné pravni regulace v jednotlivych statech.
Nékteré geografické oblasti zde autori sdruzili do jednotného celku, coZ se tyka
napriklad jihovychodni Asie, Afriky, Stfedni Ameriky nebo Evropské unie.

/////

terapie/Terapie kmenovych bunék a ,Zarodecné embryonalni linie“, u mapy
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zamérené na zemédélstvi zas podkategorie ,Zemédélské plodiny/Potraviny’
a ,Zvirata“. Na jednotlivych webovych stranach lze snadno dohledat diky odliSnym
oddilim uroveii regulace, vyzkumy v dané oblasti, vyznamné historické legislativni
milniky, nazor nevladnich organizaci na danou problematiku a odkazy na dalsi

zdroje (GLP, 2020).
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Diskuse

Technologie CRISPR/Cas se v poslednich nékolika letech stava ¢im dal castéji
diskutovanou problematikou nejen na irovni védecké komunity, ale i v ramci Siroké
verejnosti. Oteviraji se tak dvere velkému mnoZstvi otazek tykajicich se védeckych
moZnosti uplatnitelnosti, etiky a bezpecnosti. Potenciadlni aplikace této metody
vriznych oblastech, kam spada i 1ékarstvi, zemédélstvi ¢i vyzkum a vyvoj, se

potykaji s mnoha riziky, a hlavné kritickym etickym pohledem.

Vyzev, které s sebou pouZivani ,genetickych niizek” ptinasi, je hned nékolik.
At uZ se jedna o rizika spojena primo s laboratornim zakrokem jako napiiklad
mimocilové Stépeni, toxicita samotného komplexu, mozaikovitost a neiplné upravy
(Selvakumar et al., 2023) nebo naopak rizika spjata s legislativou a pravni regulaci,
je ocividné, Ze nova technologie vyZaduje nutnou spolupraci jak védct, verejnosti,

ale i vlady.

Jak jiz bylo v kapitole 4.8 zminéno, rozdilny pohled na legislativu miiZe
do budoucna znamenat potencidlni hrozbu. Pokud se porovna legislativni rdmec
vétSiny evropskych stati jako clent Evropské unie (EU), Spojenych statl
americkych (USA) a jihovychodni Asie, nalezneme tu urcité rozdilnosti. I pti pohledu
na reference v této praci lze snadno posoudit, Ze vysoké procento studif a vyzkumii
pochazi predevsim z asijského kontinentu. Je tu vice faktor(, pro¢ tomu tak je. Mezi
né patii napriklad vyssi financovani vyzkumu, ale vyznamnou roli tu sehrava
ivolnéjSi regulacni prostredi. Na webovych strankdch ,Global Gene Editing
Regulation Tracker” si lze u vybranych statl situaci porovnat. V EU ¢i v USA je Casto
vyzkum i klinickd praxe vysoce kontrolovana nebo legislativné uUplné zakazana.
Pfi porovnani dat dostupnych na tomto webu ke dni 5.4.2024 lze napriklad rici,
7e v Indii a Ciné je vyzkum geneticky upravenych plodin omezen minimalné a je tedy
moZzné jejich vyzkumné péstovani na polich. U obou zemi se také v soucasné dobé
postupné vytvari pravni ramec, jez bude regulovat upravy gentli u zvirat. Vyzkum
kmenovych bunék podléha v Indii legislativnim Upravam, pricemZ genova terapie
vyZaduje schvaleni organizace CDSCO a nasledné dlouhodobé pozorovani
po provedeném zakroku. Upravu lidské zarode¢né linie zakazuji ve stejném staté
Narodni smérnice pro vyzkum kmenovych bunék, ale Zzadné konkrétni

a vymahatelné zakony neexistuji. V Ciné je tiprava jak kmenovych, tak zarode¢nych
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bunék povolena, ale samotna implantace upravenych embryi a zaloZeni téhotenstvi

je nékolika predpisy zakazan (GLP, 2020).

Jak lze tedy z predchozich nékolika vét vyvodit, CRISPR/Cas se potyka
sregulacni heterogenitou jak pri pouzivani geneticky modifikovanych plodin
a zvirat, tak ve vyzkumnych studiich, které vyuzivaji kmenové bunky nebo lidska
embrya. Ackoliv ma vyzkum lidskych embryi obrovsky vyznam predevSim
z hlediska zkoumani terapeutického potencialu kmenovych bunék, neni snadné
v této oblasti zajistit hladky pribéh. Kontroverze v dpravé lidskych embryi ptritom
nevyplyva ani tak ze samotné metody CRISPR/Cas, ale spiSe z nejasného postaveni
lidského embrya. Je tézké rozhodnout, zda a kdy presné ma lidské embryo
,0sobnost“. Pro nékteré miiZze predstavovat embryo pouze entitu skladajici se
z klubka bunék, pro jiné naopak entitu s aplnym statutem osobnosti, jezZ ma sva

prava (Brokowski et Adli, 2019).

Pfi srovnani nékolika védeckych studii (napr. Khan, 2019; Uddin et al., 2020;
Selvakumar et al., 2023) se vSechny shoduji na vySe zminéné dilezZitosti regulace
upravy zarodecné linie, at’ uz z divodu nemoznosti zarodku rozhodnout o svém
osudu ¢i nepredvidatelnym vedlejSim uUCinkim a moZnému pienosu mutaci
do dalSich generaci. Roku 2018 ale vyzkum He Jiankui rozpoutal vlnu
kontroverznich debat, nebot se pokusil na lidskych embryich pozménit DNA
za cilem rezistence vici HIV, pricemz u dvou téhotnych Zen skute¢né doslo k porodu
potomki (Jiankui et al., 2018). Samotny vyzkum byl nakonec odvolan a Jiankui
shledan vinnym z provadéni ,,nezakonnych 1ékarskych praktik“ a odsouzen ke trem
letlim vézeni, nicméné v publikacich (Gostimskaya, 2022; Greely, 2019) lze dohledat
podrobnéjsi informace a vysledky snaZeni tohoto kontroverzniho védce. Jako dalsi
eticky problém lze uvést i pristupnost a rovné zachazeni u pacientt. Jak Selvakumar
etal (2023) nebo i Ruikar et al. (2024) ve své praci poznamenavaji, rozdilny piistup
ke genové terapii a lécbé CRISPR/Cas metodou by mohl stavajici nerovnosti
ve zdravotnictvi jeSté vice prohloubit. At uz by se jednalo o cenovou dostupnost,
pojistné kryti nebo spravedlnost mezi pacienty z riiznych oblasti svéta, je potieba
zajistit rovnocenny pristup a zmirnit tyto prekazky (Ruikar et al., 2024; Selvakumar
et al., 2023; Mittal, 2019). Otazkou pak ziistava i pohled na umélé zasahy do DNA

z pohledu nabozenstvi. Mezi dals$i vyvstavajici obavy patfi napriklad editace
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genomu jako budouci vale¢né zbranég, tvorba klont ¢i umélé upraveni genetické

informace na prani rodicq, ¢i vytvoreni ,,nadlidi“ (Khan, 2019).

Mimo etickych otazek je diilezité zvazit i vyhody a nevyhody samotného
praktického vyuziti. Se spekulativnimi pohledy na editaci genli se mimo vySe
zminénych lidskych bunék potykaji i burikky resp. organismy ostatni. U rostlin se
vyuzivaji apravy genetické informace predevsim ke zvySeni tolerance k abiotickym
strestim, k vylepseni nutri¢nich hodnot nebo k odolnosti vii¢i patogentim (Yogi et
al, 2024). Tim padem se jedna o reSeni mozného nedostatku potravin a klimatické
krize (Ghoshal, 2024). Na druhé strané se ale objevuji obavy o bezpecnost téchto
komodit a o jejich vliv na lidské zdravi ¢i Zivotni prostiedi. Jak Yogi et al. (2024)
ve své praci uvadi, k hlavnim obavdm z GMO patii jejich potencialni alergenita
a toxicita. Dalsim bodem na pomyslném seznamu hrozeb jsou rizika spojena
smoznym dopadem na necilové organismy, biologickou rozmanitost
a na ekosystémy. Svétova zdravotnickd organizace tak podporuje strategie
minimalizujici tok genli z GMO plodin do volné rostoucich ptibuznych rostlin
nebo uprednostiiuje cesty branici nechténému genetickému miSeni (Yogi et al.,
2024). Nékteré aplikace CRISPR/Cas u zvifat pomahaji zlepSovat soucasné
standardni postupy v biomediciné. K témto pozitivnim aplikacim patfi napriklad
vytvareni specidlné upravenych linii zivocichd, ktefi mohou mit mutaci
reprezentujici lidskou vadu a slouzit jako modely pro studium chorob. Dale
pak mizeme do této Kkategorie kladli zaradit i navySovani svalové hmoty
a zkvalitnéni nutri¢nich hodnot zvitat chovanych k obzivé, zvySenou odolnost viici
nemocem Ci vytvareni bezrohého skotu. Na opacné strané tu ale vyvstava otazka
kvality Zivotnich podminek pro tyto ZivoCichy (Caplan et al.,, 2015). Mimo jiné také
miiZe u geneticky upravenych Zivocichl v disledku ,gene drive“ dojit k prenosu
do dalSich generaci, coZ znamena riziko pro Zivotni prostredi a ekosystém. Tito
mutanti vsobé nesou urcity potencial vyvolat zmény v populatni strukture
ostatnich druht, eliminovat zdroje potravy pro ostatni organismy a narusit tak
trofické retézce. Jejich vliv by se pak mohl projevit i jako nekontrolované mnoZeni
a siteni invazivnich druhi, jezZ nemaji dostate¢né kontrolni mechanismy (Piergentili
et al, 2021; Caplan et al., 2015). V oblasti syntetické biologie umozZnila technologie

CRISPR/Cas navrhnout a upravit geny bakterii a virti, pricemz se ale opét objevuji
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obavy o nahodném ¢i dokonce zamérném uvolnéni do Zivotniho prostredi (Caplan

etal, 2015).

Na zavér lze také do obecnych nevyhod aplikace CRISPR/Cas zaradit
ijiz nékolikrat zminény legislativni a regula¢ni ramec. Komercializace plodin,
ale i upravenych zivocichi, at uz transgennich ¢i jen geneticky upravenych, se stat
od statu lisi, ¢imZ dochazi k urcité nespravedlnosti na trhu. V nékterych statech se
napriklad jako obtiZné jevi i samotné uvolnovani geneticky modifikovanych

organismu do prostiedi za ucelem jejich produkce.

Ve své praci jsme se pokusila shrnout zakladni informace k této revolucni
technologii, pricemZ motivaci pro zpracovani tohoto tématu mi bylo stale nizké
povédomi Siroké verejnosti o tomto novodobém nastroji genového inZenyrstvi.
Béhem studia literatury pro tuto reSerSni praci jsem se setkala se skuteCnosti,
Ze ackoliv je metoda ,molekularnich ntizek" jiz pres dvacet let intenzivné zkoumana,
je stile velmi obtizné objevit kvalitni a rozsahlejsi ceskou literaturu, mimo
zavérecnych vysokoskolskych praci, jez by se touto problematikou podrobnéji
zabyvala. Anglicky psané literatury se na trhu objevuje velké mnoZstvi, ale co se tyce
piekladd do ceského jazyka, nesetkala jsem se ani s jednim. Do budoucna by tak
urc¢ité bylo vhodné vytvorit Cesky psanou publikaci, kterd by zaroven mohla
umoznit popularizaci dané problematiky pro Sirokou verejnost. Tim padem by
mohly byt podporeny Ceské laboratorni vyzkumy, napiiklad ptisunem financi

ze stran verejnych i soukromych instituci. V pristich letech by tak diky tomu mohla

Ceska republika vyuZit sviij vlastni potencial a dosahnout dal$iho pokroku a rozvoje.
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Zavér

Technologie CRISPR/Cas se béhem necelych triceti let od svého objeveni stala
revolu¢nim ndastrojem pro vSestranny biologicky vyzkum. At se jedna o aplikace
v soudobé medicinské vyzkumné i klinické praxi, ipravy genomu organismi jako
reseni bliZici se krize hospodatstvi z dlivodu zmény klimatu a naridstu populace
nebo potenciadlni uplatnéni v novych terapeutickych diagnostickych postupech,

poskytuje tento komplex sloZeny z proteinti a nukleovych kyselin u¢inny prostredek

k dosaZeni kyzeného cile.

V ramci prace byly splnény vSechny cile, které byly v ivodu stanoveny. Prvni
cast shrnuje mimo historického vyvoje a vyznamnych ¢asovych milnik zakladni
sezndmeni se samotnou technologii, klasifikaci a princip, na jehoZ zakladé funguje.
Nasledna nejrozsahlejsi cast se vénuje rlznorodym aplikacim napii¢c mnohymi
obory a zivou prirodou, ale i srovnani CRISPR metody sjinymi drive vice
vyuzivanymi Upravami genetické informace cestou ZFN a TALEN. Posledni kapitola
popisuje vyvstavajici rizika, jez s sebou pouzivani ,genetickych ntizek“ prinasi.
Nejedna se vZdy pouze o laboratorni zalezitosti jako napriklad mimocilové Stépeni
Ci gene drive, ale i o vice vSeobecnad rizika jako je naptiklad nejednotna legislativa

v oblasti genové manipulace a vyuZiti geneticky modifikovanych organismd.

Bakalai'ska prace tak zdlrazinuje obrovsky potencial pro vyzkum a aplikace
v oblasti biologie, ekologie, mediciny, ale i primyslu. Nasledny vyzkum by se mél
zamérit predevSim na zacileni specifickych typi bunék, zlepSeni presnosti
a ucinnosti editace, multiplexni editaci umoznujici upravu vice genti najednou nebo
i na kontroverzni oblast editace genetickych vad jeSté v embryonalni fazi vyvoje
lidskych potomkt. Vyzkum je ale potrebny i v oblasti dodani samotného komplexu

do bunky, zvyseni efektivity a bezpecnosti.

Vzhledem k rychlému a nepretrzitému zdokonalovani této techniky je vysoce
pravdépodobné, Ze v budoucnu sehraje CRISPR dalsi klicové role pri objevovani
novych poznatkt v oblasti mediciny a 1é¢bé nemoci. Diilezitym faktorem, ktery bude
v pristich letech rozhodujici, bude ale i svédomité a radné zachazeni s touto
metodou. Je tedy jen na nas, jak stouto pokrokovou technologii naloZime,

aby prinesla co nejvétsi uzitek a pokrok pro celou spole¢nost.
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