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1. Uvod

Potencial ukryty v moZznostech manipulace s DNA je
zndm jiz nékolik dekad. Stejné¢ tak dlouho se védecka ko-
munita potykd s fadou komplikaci, které jsou se snahou
o specificky zasah do genetické informace ¢lovéka spoje-
ny. Zda se, ze diky objevu systémi CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) ve spo-
jeni s nukleasami Cas (CRISPR-associated) se nyni otevi-
raji zcela nové moznosti. Diky své jednoduchosti a pies-
nosti znamenala tato technologie z4sadni pfelom ve vyvoji
genového inZzenyrstvi a zatlacila do pozadi ostatni metody
editace genomu, které byly do té doby dostupné, tedy nuk-
leasy vyuzivajici DNA-vazebnou schopnost zinkovych
prsti ¢i systém oznaCovany jako TALEN (transcription
activator-like effector nuclease)' ™.

Prvni poznatky o sekvenci CRISPR se datuji do druhé
poloviny osmdesétych let a ve své dobé byly pfijimany
spiSe jako zajimava kuriozita nez jako informace, které by
mohly vyrazné ovlivnit moderni védu. Az s pocatkem no-
vého tisicileti pfichdzi pochopeni skuteéné funkce systému
CRISPR-Cas a skute¢ny prilom v chapani potencidlu této
technologie™®’.

Jedna se o systém adaptivni imunity, ktery vyuzivaji
nekteré bakterie (dostupnd literatura hovoii cca o 45 %
vSech bakterii) a vétSina archei (pfiblizné 85 %) jako obra-
nu proti virové infekci, ¢i ptipadné proti dalsim genetic-
kym elementiim, jako jsou napiiklad plasmidy ¢i transpo-
zony"®’. Z toho plyne, Ze ackoli je systém CRISPR-Cas
obvykle zminovan pouze jako protivirova obrana, muze
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hrat zasadni roli i v potlac¢eni horizontalniho pfenosu gene-
tické informace, coZz jiz bylo i n¢kolikrat experimentalné
dolozeno. Do budoucna Ize urcité pocitat s tim, Ze budou
objeveny i dalsi funkce tohoto zajimavého systému. Jiz
dnes se mluvi o vlivu na segregaci chromosomtl, genovou
expresi, evoluci genomu, opravu DNA ¢i na vyvoj patoge-
nity. Pfesny mechanismus té€chto procesii vSak ziistava

neznamy'’.

2. Struktura systému CRISPR-Cas

Systémy CRISPR-Cas jsou d€leny na zakladé pritom-
nych cas gentl a vlastnosti vznikajiciho efektorového kom-
plexu. Zakladni klasifikace déli tyto systémy do dvou tiid
(1 a 2), které jsou dale deleny do 6 typl a ne€kolika podty-
pu. Ttida 1 obsahuje typy I, III a IV, zatimco do tiidy 2
jsou fazeny typy II, V a VI (cit.”””). Hlavnim rozpoznava-
cim znakem tiidy 1 je vyuziti proteinovych komplext ob-
sahujicich vice proteinovych podjednotek, zatimco tiida 2
vyuziva efektorovy komplex obsahujici pouze jediny mul-
tidoménovy protein®'’. Do tiidy 1 patii asi 90 % viech
dosud identifikovanych CRISPR-Cas systémi'’. Viibec
nejrozsitenéj$im typem je typ I, vyuzivajici nukleasu Cas3,
ktery byl nalezen naptiklad u E. coli*’.

CRISPR-Cas systémy (nebo 1épe feceno jejich efekto-
rovy komplex) se od sebe lisi i typem nukleové kyseliny,
kterou rozpoznavaji. Typy I, II, V a pravdépodobné IV
jsou cileny na DNA, zatimco typ VI na RNA. Systémy
typu III jsou schopné §t&pit jak DNA, tak RNA fetézce®'”.

Z pohledu bakterialni buriky spoc¢iva jedine¢nost vyu-
zivani systému CRISPR-Cas i ve skuteénosti, Zze imunitu
k danému viru ¢i jinému genetickému elementu neziskava
pouze dana bakterialni buiika, ale i butiky dal$ich generaci'.

Pravdépodobné  nejprostudovanéjsi  systém  je
v soucasné dobé¢ systém z bakterie Streptococcus pyogenes
obsahujici Cas9 nukleasu, fazeny do typu II. Oblibenost
jeho studia vyplyva mimo jiné i z jednoduchosti jeho efek-
torového komplexu tvofeného jedinym proteinem. Z toho
divodu bude i tento ¢lanek vénovan hlavné popisu mecha-
nismu pusobeni a vyuziti pravé tohoto systému. Intenzivni
vyzkum je vSak samoziejmé provadeén i s celou fadou dal-
$ich systémi CRISPR-Cas (cit.*'”).

ZjednoduSen¢ bychom si mohli sekvenci CRISPR
pfedstavit jako archiv bakterie, ve kterém je mozné dohle-
dat informace o virech (¢i jinych genetickych elementech),
se kterymi bakterie jiz v minulosti pfiSla do styku. Tato
sekvence se sklada z identickych repetic (obvykle ptipomi-
najicich palindrom), které se stiidaji s tzv. spacery, neboli
kratkymi fragmenty DNA plivodem z cizorodého agens,
tedy naptiklad viru. Tento archiv je dopliiovan vzdy pii
setkani s novym typem viru (obr. 1). Délka repetitivnich
sekvenci a spacert se v jednotlivych systémech mutize pod-
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statn¢ liSit. V piipadé repetitivnich sekvenci se obvykle
hovofii o hodnotach mezi 20 a 50 bp, v ptipad¢ spacert se
délky fragmentii obvykle pohybuji mezi 25 a 70 bp. Stejné
tak se lisi i pocet spacerd inkorporovanych v rtiznych sys-
témech CRISPR-Cas, miiZze se jednat o né€kolik malo sek-
venci, ale je mozné se setkat i se systémy obsahujicimi
stovky rtznych spacerd. Zajimava je i skuteCnost, ze
v jednom genomu muze byt obsaZeno i nékolik lokusi
CRISPR (cit.").

Nezbytnou soucésti celé maSinerie jsou i geny, ktery-
mi jsou koédovany nukleasy Cas. I tyto geny se nachazeji
v lokusu CRISPR (obr. 1). Jejich hlavni funkce, ackoli
rozhodné ne jedina, je v cileném §tépeni cizorodé nukleové
kyseliny (obvykle DNA), proti které je systém namifen”®.
Nékteré ztéchto nukleas mulzeme nalézt ve vétSing
CRISPR-Cas systémti (naptiklad nukleasy Casl a Cas2),
jiné jsou typické pouze pro n&které systémy'. Mezi geny
pro nukleasy Cas a sekvenci CRISPR se obvykle nachézi
sekvence nazyvana jako leader, kterd mimo jiné obsahuje
prorﬂotor nezbytny pro transkripci sekvence CRISPR
(cit.™).

3. Pfirozené pusobeni

Proces pfirozeného antivirového piisobeni systému
CRISPR-Cas bude v nasledujicich fadcich popsan na sys-
tému nejprostudovanéjsim, tedy CRISPR-Cas9 z bakterie
S. pyogenes. Teoreticky je mozné cely proces rozdélit do
tii fazi. V prvni, adaptacni fazi dochazi k jiz vySe zmino-
vanému zabudovani ¢asti cizorodé DNA do DNA bakteri-
alni bunky, konkrétné do sekvence CRISPR. V tomto pro-
cesu hraji dilezitou roli nukleasy Casl a Cas2. Nezbytné
jsou i dalsi faktory, jako je napiiklad Cas9 ¢i tracrRNA
(trans-acting CRISPR RNA). Pravé nutnost pfitomnosti
tractRNA je pro systétmy CRISPR-Cas typu II unikatni.
Struktura tracrRNA je pomérné slozitd, slozena z Casti
obsahujici rozsahlé sekundarni struktury schopné vazat
Cas9 a z c¢asti komplementarni k repetitivnim sekvencim
crRNA, k jejiz syntéze dochazi béhem druhé faze procesu,
jak bude popsano o nékolik fadkt dale. Novy spacer je
u vétSiny systémi zabudovavan do sekvence CRISPR
v blizkosti sekvence leader, z ¢ehoz plyne, Ze potadi jed-
notlivych spaceri podava i informaci o chronologii viro-
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vych infekci dané bakterie!>65'0!".

Béhem druhé faze, tzv. exprese, je sekvence CRISPR
pfepisovana do prekurzorové molekuly pre-crRNA.
V podrobnostech priibéhu tohoto kroku se jednotlivé typy
systému obvykle nejvice lisi. V piipadé CRISPR-Cas9 ze
S. pyogenes interaguje molekula pre-crRNA s moleku-
lou tracrRNA za vzniku dualniho RNA hybridu, k jehoz
formaci a stabilizaci je nezbytnd piitomnost Cas9. Dalsi
upravy jsou katalyzovany RNasou III. Vysledkem téchto
uprav je crRNA, ktera zistava v komplexu s tracrRNA
a nukleasou Cas9. Tento vysledny efektorovy komplex je
zodpovédny za Stépeni cizorodé DNA. Pro uUplnost jesté
dodejme, Ze vyuziti RNasy III je dalsi z libistek systémi
typu II. U ostatnich systému je pre-crRNA §tépena nuklea-
sami Cas (cit,"26810:12715)

Ve tieti fazi, ktera nastava naptiklad po opakované
infekci bakterie stejnym virem, je pomoci efektorového
komplexu rozpoznéana cizorodd DNA obsahujici sekvenci
odpovidajici sekvenci jiz diive zabudované do lokusu
CRISPR (sekvence v cizorodé DNA se nazyva protospa-
cer) a nasledné dochazi k jejimu §tépeni. Tato faze byva
ozna¢ovana jako interference'**%. Pov§imnéme si, Ze nuk-
leasa Cas9 je u tohoto systému nezbytna k GispéSnému
pribéhu vsech tii fazi obranného procesu. Pribeh celého
procesu je schématicky naznacen na obr. 2.

Jak je vSak mozné, Ze v pribehu zaveérecného degra-
dac¢niho procesu nedojde zaroven i k rozstépeni odpovida-
jicich komplementarnich mist v lokusu CRISPR samotné
bakterialni buiky? Odpovéd’ v sobé ukryva sofistikovany
ochranny systém zprostfedkovany sekvenci PAM
(protospacer adjacent motif), kterd se v piipadé cizorodé
DNA nachazi v bezprostfedni blizkosti sekvence, ktera
byla systémem zvolena jako vhodny spacer'. Vzhledem
k tomu, ze sekvence PAM (2-5 bp) neni pfitomna v lokusu
CRISPR hostitelské buiiky, je efektorovy komplex schop-
ny rozliSit sekvence, které maji byt Stépeny (cizorodé)
a sekvence, které dotéeny byt nemaji (v lokusu CRISPR),
ackoli jsou identické. Sekvence PAM se u jednotlivych
systému 1isi a zaroven existuji i systémy, které sekvence
PAM vyuzivat vibec nemusi. Jedna se napiiklad o sys-
témy cilené na RNA (naptiklad typy III a VI) (cit.?). Toto
dimyslné opatieni je vSak zaroven i zasadnim omezenim
pro aplikaci systému CRISPR (cit."*).

Repetitivni

jednotka

(21-48 bp) / (26-72 bp) \
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Obr. 1. Struktura systému CRISPR-Cas9 (typ II)
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Obr. 2. PFirozeny mechanismus pisobeni systému CRISPR-
Cas9. Piepracovano podle®. Barevna verze obrazku je dostupna
na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy.
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Jako praktickd modifikace pfirozeného systému se
ukazalo propojeni crRNA a tracrRNA do jediné molekuly
oznacované jako sgRNA (single guide RNA). Po interakci
s Cas9 proteinem je tento komplex schopny vyse popsa-
nym zpusobem katalyzovat vznik zloml v pfesné defino-
vaném mist&>'%"".

4. Vyuziti

Technologie vyuzivajici systémy CRISPR-Cas9 je
pfinosem pro fadu rdznych oblasti, mezi néz patii napfi-
klad zékladni vyzkum, 1é¢ba ¢i diagnostika, profitovat z ni
vSak mohou i nejriznéjsi oblasti biotechnologie a zeme-
delstvi. Stale nové systémy jsou objevovany a stavajici
jsou uméle modifikovany. Stejné tak pfibyvaji napady na
mozné vyuziti téchto systému, jak si ukazeme
v nasledujicich odstavcich'**®. Z novinky se tak pomalu
stava metoda rutinn€ pouzivana v mnoha laboratofich.

4.1. Nastroj pro editaci genomu

V prvni fazi cilené editace genomu je systém
CRISPR-Cas pomoci vhodné navrzené sgRNA naveden
na konkrétni misto DNA, které ma byt modifikovano. Na-
sledné je vyuzivano skuteCnosti, ze eukaryotni buiika ob-
sahuje aparat, diky kterému maze dochazet k opravé dvoji-
tych zlomd na DNA. Pfistupy, kterymi k této opravé muize
dojit, jsou v zasad€ dva. V prvnim pfipadé se jedna o ho-
mologni rekombinaci, ve druhém o nehomologni spojova-
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ni volnych koncii. Homologni rekombinace vyzaduje ke
svému prubéhu piitomnost templatu. V pripadé, ze jde
o templat uméle pfipraveny, obsahujici sekvence homolog-
ni k sekvencim, které¢ jsou pfitomné po obou stranach
vzniklého zlomu, miZe byt vyuZit k editaci na mnoha rtz-
nych Urovnich — inzerci, deleci ¢i bodové mutaci apod.
Nehomologni spojovani volnych koncd probihd bez pii-
tomnosti templatové molekuly, z ¢ehoz plyne jeho znacna
chybovost. Tyto chyby (obvykle kratké inzerty nebo dele-
ce, souhrnné oznaCované pojmem indel) mohou vyustit
v inaktivaci dané¢ho genu (napiiklad v dusledku posunu
¢tectho rdmce apod.). Této skuteCnosti je moZno vyuzit
v situacich, ve kterych je cilem editace potlaceni ¢innosti
daného genu'*'¢.

Schopnost takto cileného zasahu do genomu otevira
dosud nevidané moznosti nejen pro vyzkum v oblasti mo-
lekulové genetiky, ale samoziejmé pro témét vSechna od-
vétvi mediciny a zaroven i pro zemédélstvi. V soucasné
dobé¢ byly pokusy uspésné provedeny jak v bakterialnich,
tak napiiklad v rostlinnych & savéich buitkach'.

4.2. Dalsi moznosti vyuziti syst¢ému CRISPR-Cas

A¢ to nemusi byt na prvni pohled zifejmé, systém
CRISPR-Cas9 je mozné velice u¢inné vyuzit i k regulaci
genové exprese. Pomoci modernich technik je mozné pii-
pravit tzv. ,,dead Cas9*“ (v odbornych publikacich byva
bézné¢ oznacovana jako dCas9), ktera ma zachovanou
schopnost vazby k DNA fetézci, ale potlatenou schopnost
tuto DNA s§tépit. Takto upravena Cas9 je obvykle pomoci
sgRNA smérovana do promotorové oblasti cilového genu.
V této pozici bud’ pouze svou vazbou nebo v disledku
pritomnosti represoru, ktery na ni mize byt uméle pfipojen
(naptiklad KRAB (Kruppel-associated box) doména
v ptipad¢ sav¢ich bunék), inhibuje expresi daného genu.
Davody inhibice mohou byt rizné, mimo jiné napiiklad
blokada vazby RNA-polymerasy, vazba transkripcnich
faktori apod. Obdobné, je-li vhodné piipravena chimérni
molekula Cas9 ve fazi s aktivatorem transkripce (naptiklad
VP16 (Virus Protein 16)), dochazi k aktivaci genové ex-
prese v dusledku podpofeni vazby RNA-polymerasy.
V souvislosti s inhibici genové exprese pak hovoifime
o technologii CRISPRI, v pfipad¢ aktivace o technologii
CRISPRa (cit."**1%182%) Modelt, které umoziuji aktivaci
¢i inhibici genové exprese bylo vytvofeno mnoho, jejich
podrobny piehled je mozné najit v nasleduji-
cich publikacich®* .

Velice Casto je nyni diskutovana otazka, zda by sys-
tém CRISPR-Cas mohl vyiesit dnes velmi pal¢ivou pro-
blematiku mikrobidlni rezistence k antibiotikim. Né&které
zatim uspesné provedené pokusy naznacuji, Ze ur¢ita nadé-
je by tu byt mohla®.

Zakladni myslenkou je ptiprava antibiotik navrzenych
dle aktudlni potfeby. Vneseni nukleas, schopnych stépit
DNA v misté, kam je navede vhodnd molekula nukleové
kyseliny, do cilového organismu je provedeno pomoci
bakteriofaglh nebo bakterii nesoucich plasmid vhodny pro
konjugaci. Diky pfesnému cileni antibiotik zalozenych na
technologii CRISPR-Cas je mozné zajistit u¢inek pouze na
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patogenni bakterie, zatimco napfiiklad pfirozena stfevni
mikroflora zlstane nedotcena. Cilem muize byt jak gen
zodpovédny za vznik patogenniho produktu, tak naptiklad
gen kodujici protein zodpovidajici za rezistenci ke klasic-
kému antibiotiku. Stejné tak by se tento piistup dal vyuzit
béhem terapii onemocnéni souvisejicich se stfevnim mi-
krobiomem'?*. Intenzivné se této oblasti vyzkumu vénuje
naptiklad spole¢nost Eligo Bioscience®.

V nedavné dobé byly publikovany i prace, ve kterych
autofi sestrojili Cipy vyuZivajici systém CRISPR-Cas.
V téchto cipech byla nukleasa dCas9 v kompexu
s pfisluSnou sgRNA imobilizovana na grafenovém tranzis-
toru. Interakce komplementéarni (tedy zjiStované) DNA ze
vzorku s timto komplexem vyvolala vyraznou zménu vy-
stupniho signalu, a to i bez nutnosti amplifikace DNA ve
vzorku. Funkénost téchto Cipii byla prokazéana i na vzor-
cich ziskanych od pacientii trpicich Duchennovou svalo-
vou dystrofii. Kromé testovani genetickych mutaci by vSak
podobné Cipy jisté nasly uplatnéni i v zdkladnim vyzkumu
&i pii kontrole editované DNA naptiklad v potravinach?*,

Jako posledni ptiklad méné obvyklého uplatnéni sys-
tému CRISPR-Cas muze poslouzit jeho vyuZiti v pomérné
komplikovaném procesu vizualizace nukleovych kyselin
v zivych bunkach. V tomto piipadé je dCas9 fluorescencné
znacena (naptiklad ve fuzi s fluorescencnimi proteiny). Na
cilové misto je opét navadéna pomoci pfislusné sgRNA.
CRISPR-Cas v tomto pfipadé poskytuje nastroj pro lepsi
pochopeni bunéénych procest a jejich dynamiky™?.

Zde wuvedeny vycCet moznych aplikaci systému
CRISPR-Cas zdaleka neni vy&erpavajici. Rada praci se
zabyva moznostmi modifikace epigenetickych vzorti po-
moci CRISPR-Cas technologie, jsou vyvijeny systémy
umoznujici preruseni pouze jednoho zfetézci DNA
a v dohledné dobé¢ se nepochybné objevi i dalsi zajimavé
moznosti aplikace tohoto systému'>**.

5. Zavér

Nekteré praktické aplikace systému CRISPR-Cas jsou
jiz pomérn¢ dostupné (naptiklad v zakladnim vyzkumu),
na n¢které si budeme muset jesté néjaky ¢as pockat. Zajem
Siroké vefejnosti je samoziejmé nejvice upfen smérem
k moznym genovym terapiim. Zahajeny byly mimo jiné
testy tykaji se 1écby nadorovych onemocnéni ¢i onemocné-
ni krve (naptiklad p-talasémie)’’. Nicméné, veskeré klinic-
ké studie, které v souCasné dobé probihaji, jsou zatim
v prvotnich fazich. Pro zijemce o detailngjsi informace
o klinickych studiich zahmujicich technologie CRISPR-Cas
doporucuji nahlédnout do databaze National Institutes of
Health®.

S piibyvajicimi informacemi o systémech CRISPR-Cas
zakonité roste i mnozstvi otazek, na které je nutné hledat
odpovédi. V soucasné dobé naptiklad jest¢ chybi fada
informaci tykajicich se detailniho mechanismu uc¢inku
jednotlivych typtit CRISPR-Cas systémi, prib&éhu integra-
ce spaceri do sekvence CRISPR, malo toho vime
o moznostech horizontalniho transferu a o regulaci téchto
systému. Zajimat bychom se méli i o jejich vliv na ekolo-
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gii, at’ jiz pfirozené nebo v piipadé jejich umélého pouziti
v praxi**'’. Prostor pro usilovnou praci vyzkumnych tymd
davaji 1 n¢kterd omezeni, které zatim aplikaci CRISPR-Cas
systéml provazeji. Jednim znejvétSich probléml je
v soucasné dobé nebezpeci ucinku systému CRISPR-Cas
mimo misto, ve kterém byl zasah zamyslen'*'¢. Z toho
diivodu jsou vyvijeny indukovatelné systémy CRISPR-Cas,
jejichz ptsobeni v organismu je mozné cilené ovlivnit
a regulovat'®. Modifikovany jsou i vlastnosti samotného
Cas9 proteinu (velikost, specifita apod.). Neméné dulezita
je 1otazka, jak tento editacni aparat uc¢inné vnaset do cilo-
vych bunék. V soucasné dobé se obvykle vyuzivaji virové
vektory, nicméné i jejich vyuziti je provazeno nejriznéjsi-
mi komplikacemi, vcetné omezené velikosti mozného
inzertu™'*. Vyfesena bude muset byt viak i fada otazek
etického a legislativniho charakteru. Jen tak bude mozné
zajistit, ze se systém CRISPR-Cas plné zacleni do bézné
praxe.

Seznam zkratek

Cas CRISPR-associated (nukleasa asociovana
s CRISPR)

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (nahromadéné pravidelné
rozmisténé kratké palindromické repetice)

KRAB Kruppel-associated box

PAM protospacer adjacent motif (motiv ptiléhajici
k protospaceru)

sgRNA  single guide RNA (navadéjici RNA)

TALEN transcription activator-like effector nuclease
(nukleasa s motivem podobnym transkripénimu
aktivatoru)

VP16 Virus Protein 16 (virovy protein 16)
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gue): CRISPR-Cas9 System and Its Application

CRISPR-Cas systems, which were originally devel-
oped by bacteria as a defence against viral infection, have
recently significantly expanded the possibility of targeted
interventions in the genome of many different organisms,
including humans. The main fields, in which CRISPR-Cas
systems are applied, are medicine, diagnostics, basic re-
search, biotechnology and agriculture. However, their
research is still in its infancy, as new systems are being
discovered, known systems modified and the possibilities
of their application expanding at unprecedent speed.
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