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Streszczenie

Precyzyjne modyfikacje genomdéw wprowadzane z duza wydajnoscia sa istotne do zrozu-
mienia, jaki wplyw na procesy biologiczne i stany chorobowe majg konkretne geny lub inne
elementy genomu. W ostatnich latach pojawily sie nowe metody swoistych modyfikacji
genomdw, okreslane jako edycja genomu a wykorzystujace tzw. ,,programowane” nukleazy.
Prawdziwg rewolucje w edycji genomu przyniosto zastosowanie systemu CRISPR-Cas (cluste-
red regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR associated), w ktérym gtéwnag
role odgrywa jedna z tego typu nukleaz, Cas9. System wykorzystuje elementy mechanizmu
nabytej odpornosci bakterii i archeonéw na infekcje fagami i transformacje obcym materia-
tem genetycznym. Mikroorganizmy wilaczajg do loci CRISPR w swoim genomie fragmenty
obcego DNA, co umozliwia w przysztosci szybkie rozpoznanie i zwalczenie infekgji. Istnieje
kilka typéw CRISPR-Cas wsrdd prokariotéw, jednak w inzynierii genomowej zastosowanie
znalazty narzedzia oparte na systemie CRISPR typu II. CRISPR-Cas typu Il wykorzystuje mate
czasteczki RNA (crRNA i tracrRNA) do precyzyjnego nakierowania pojedynczej nukleazy efek-
torowej — Cas9 - na konkretne miejsce w genomie. To miejsce to sekwencja komplementarna
do crRNA. Cas9 moze by¢ wykorzystana do: (i) wprowadzania trwatych zmian w genomie
(typu knock-out i knock-in) m.in. w procesach modyfikacji genetycznych zwierzat lub linii
komérkowych, (ii) aktywacji badZ wyciszenia ekspresji wybranych genéw czy (iii) wizualizacji
konkretnych miejsc w genomie zywych komérek. Narzedzia oparte na systemie CRISPR-Cas
znalazly zastosowanie przy tworzeniu zwierzecych i komérkowych modeli wielu chordb, np.
konkretnych typéw nowotwordw. W przysztosci, edycja genomu wykorzystujaca programo-
wane nukleazy moze znalez¢ szerokie zastosowanie w medycynie m.in. do walki z chorobami
o podtozu genetycznym, a takze w terapii oséb zakazonych wirusem HIV.

CRISPR-Cas - edycja genomu - programowane nukleazy

Summary

Precise and efficient genome modifications present a great value in attempts to comprehend
the roles of particular genes and other genetic elements in biological processes as well as in
various pathologies. In recent years novel methods of genome modification known as genome
editing, which utilize so called “programmable” nucleases, came into use. A true revolution
in genome editing has been brought about by the introduction of the CRISP-Cas (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats-CRISPR associated) system, in which one of
such nucleases, i.e. Cas9, plays a major role. This system is based on the elements of the bac-
terial and archaeal mechanism responsible for acquired immunity against phage infections
and transfer of foreign genetic material. Microorganisms incorporate fragments of foreign
DNA into CRISPR loci present in their genomes, which enables fast recognition and elimina-
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tion of future infections. There are several types of CRISPR-Cas systems among prokaryotes
but only elements of CRISPR type II are employed in genome engineering. CRISPR-Cas type 11
utilizes small RNA molecules (crRNA and tracrRNA) to precisely direct the effector nuclease
- Cas9 - to a specific site in the genome, i.e. to the sequence complementary to crRNA. Cas9
may be used to: (i) introduce stable changes into genomes e.g. in the process of generation of
knock-out and knock-in animals and cell lines, (ii) activate or silence the expression of a gene
of interest, and (iii) visualize specific sites in genomes of living cells. The CRISPR-Cas-based
tools have been successfully employed for generation of animal and cell models of a number
of diseases, e.g. specific types of cancer. In the future, the genome editing by programmable
nucleases may find wide application in medicine e.g. in the therapies of certain diseases of
genetic origin and in the therapy of HIV-infected patients.
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WPROWADZENIE

Klasyczna metoda inaktywacji badZ wprowadzenia
dodatkowych genéw (knock-out i knock-in) w organi-
zmach zwierzecych polega na ukierunkowanej modyfi-
kacji DNA w macierzystych komérkach embrionalnych
(ESC, embryonic stem cells) z wykorzystaniem zjawi-
ska rekombinacji homologicznej [10]. Wprowadzany
obcy DNA (np. gen opornosci na antybiotyk, gdy celem
jest uzyskanie zwierzat knock-out lub gen oporno-
$ci na antybiotyk wraz z sekwencja kodujaca, o ktéra
wzbogaca sie genom zwierzat knock-in) otoczony
jest sekwencjami homologicznymi do DNA w miejscu
pozadanej integracji. Gtéwna przeszkodag w uzyskiwa-
niu szczepdw zwierzat ze swoistymi modyfikacjami
jest niska wydajno$¢ integracji transgenu w swoistym
locus, np. dla mysich ESC szacowana na 10°-107 [10].
Wiele czynnikéw moze wplywaé na czestotliwo$¢ swo-
istej integracji, np. metoda wprowadzania wektoréw do
komérek czy dtugos$¢ ramion homologii matrycy dono-
rowej [10,81].

Badania prowadzone pod koniec lat 80. i z poczatkiem lat
90. ub.w. wykazaly, ze dwuniciowe pekniecie helisy DNA
(DSB, double-strand break) w obrebie sekwencji doce-
lowej drastycznie zwieksza czestotliwo$é rekombina-
cji homologicznej [71,72]. Pekniecia DNA w komérkach
eukariotycznych sa naprawiane w dwojaki sposéb: przez
taczenie nici w procesie niehomologicznej naprawy
rekombinacyjnej (NHEJ, non-homologous end joining)

lub przez rekombinacje homologiczng (ryc. 1). Mody-
fikacje genomu z uzyciem programowanych nukleaz
opieraja sie na katalizowaniu powstawania dwunicio-
wych peknie¢ w helisie DNA przez te enzymy w miej-
scu wybranym przez eksperymentatora i sa okre$lane
jako edycja genomu (genome editing). Historia edycji
genomu komdrek ssaczych miata poczatek w latach 90.
ub.w. Po raz pierwszy wykazano wtedy mozliwo$¢ mody-
fikacji genomu z uzyciem endonukleaz, okreslanych jako
samonaprowadzajace endonukleazy (homing endonuc-
leases), znalezionych u prokariotéw i nizszych eukario-
téw. Biatka te nazywa sie réwniez meganukleazami, ze
wzgledu na to, ze rozpoznaja dlugie sekwencje w DNA,
liczace 14-40 par zasad. Dobrze poznanymi meganukle-
azami sg m.in. enzymy: I-Scel, obecny w mitochondriach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae [35] czy 1-Crel, ktérego
wystepowanie opisano w chloroplastach zielenicy Chla-
mydomonas reinhardtii [79]. Znaczaca dtugo$¢ rozpozna-
wanej sekwencji jest zaréwno zaletg jak i najwiekszym
ograniczeniem w stosowaniu meganukleaz. Zaleta, gdyz
warunkuje duza swoisto$¢, a co za tym idzie niewielka
genotoksyczno$é po wprowadzeniu meganukleaz do
komérek ssaczych; ograniczenie, gdyz rozpoznawane
przez nie sekwencje wystepuja ekstremalnie rzadko
w genomie komérek ssaczych. Préby stworzenia nowych
meganukleaz rozpoznajacych pozadane sekwencje nie
przyniosty dobrych rezultatéw, gtéwnie przez brak
jasnego powiazania miedzy sekwencjg aminokwasowa
meganukleaz a swoisto$cig rozpoznawania konkretnej
sekwencji DNA.
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Peknigecie
obu nici DNA
NHES—
HDR
delecja donorowe DNA donorowe DNA
insercja E o (It

ATT CCG CTAATG CTCTACTGC TTC

lle Pro Leu Met Leu Tyr Cys Phe

delecja dwéch nukleotydow przesuwa
ramke odczytu

ATT CCG CTAATG CTC TAGCTTC

lle Pro Leu Met Leu STOP

eliminacja lub wprowadzenie
mutacji

wprowadzenie genu
(knock-in)

Ryc. 1. Schemat wprowadzania mutacji z wykorzystaniem programowanych nukleaz. Gdy genomowy DNA ulega hydrolizie (czerwone strzatki), powstajace
dwuniciowe pekniecie (DSB) moze by¢ naprawiane w procesach niehomologicznej naprawy rekombinacyjnej (NHEJ) lub rekombinacji homologicznej
(HDR). NHEJ moze skutkowac usunieciem badZ wprowadzeniem dodatkowych nukleotydéw. Mutacje typu indel w obrebie sekwencji kodujacej biatko moga
prowadzi¢ do przesuniecia ramki odczytu i pojawienia sie przedwczesnych kodondw STOP. W przypadku naprawy poprzez rekombinacje homologiczna
egzogenna ni¢ donorowa moze hy¢ wykorzystana do wprowadzenia scisle zdefiniowanych zmian w genomie, dzieki czemu mozliwe jest wprowadzenie badz
usuniecie mutacji punktowej czy wprowadzenie dodatkowego genu w wybranym focus (knock-in)

PROGRAMOWANE NUKLEAZY

Przelomem okazalo sie stworzenie nukleaz z domena
palca cynkowego (zinc finger nucleases, ZFN). ZFN to
biatka fuzyjne, taczace domeny wigzace DNA bazu-
jace na eukariotycznych czynnikach transkrypcyjnych
z dziatajaca nieswoiscie domena nukleazowa enzymu
restrykcyjnego klasy IIS, Fokl (ryc. 2). Domena Fokl odpo-
wiedzialna za hydrolize DNA jest aktywna tylko jako
dimer [4]. Aby doszto do wygenerowania peknie¢ w heli-
sie DNA jest potrzebna para ZFN, w ktérej kazda z domen
wigzgcych DNA rozpoznaje sekwencje o dtugo$ci 9-18
par zasad. Stworzenie bialek rozpoznajacych konkretng
sekwencje jest zazwyczaj trudne, czasochtonne i kosz-
towne w zwigzku z konieczno$ciag stworzenia osobnej
pary biatek dla kazdej targetowanej sekwencji. ZFN cha-
rakteryzuja sie takze do$¢ znaczna cytotoksycznoscia,
zwigzang najczesciej ze zjawiskiem niepozadanej hydro-
lizy innych niz targetowana, lecz podobnych do niej,
sekwencji w genomie, tzw. sekwencji off-target [17].

W ciggu ostatnich kilku lat mozliwos$ci edycji genomu
poszerzyly sie o narzedzia, takie jak biatka TALEN (TALE
nucleases) [6]. Nukleazy te sa podobne do ZFN, jednak
domeny z motywem palca cynkowego zostaty zastgpione
domenami wiazacymi DNA z biatek bakterii z rodzaju
Xanthomonas. Bakterie Xanthomonas, bedace patogenami
roélin, wykorzystuja biatka TALE (transcription activa-

tor-like effectors) do regulacji transkrypcji w komérkach
gospodarza. Domena wiazaca DNA biatka TALE sktada
sie z kilkunastu do kilkudziesieciu powtérzen sekwencji
33-35 aminokwaséw, z ktérych kazdy segment jest odpo-
wiedzialny za rozpoznawanie pojedynczej pary zasad
w DNA (ryc. 2). Dzieki prostemu kodowi odpowiadaja-
cemu za rozpoznawanie poszczeg6lnych nukleotydéw
w DNA, technologia wykorzystujaca TALEN charakte-
ryzuje sie duza skuteczno$cia w tworzeniu funkcjonal-
nych nukleaz. Ponadto, biatka TALEN charakteryzuja sie
mniejsza cytotoksyczno$ciag w poréwnaniu do ZFN [60].
Cechy te zadecydowaly o popularnoséci nukleaz TALEN
jako narzedzi do precyzyjnej edycji genomu komérek
eukariotycznych.

Alternatywa powyzszych metod jest system CRISPR-Cas
(clustered regularly interspaced short palindromic repe-
ats-CRISPR-associated), w ktérym za swoisto$¢ rozpo-
znawania DNA odpowiada nie jak w przypadku ZFN czy
TALEN biatko, ale krétka, komplementarna czasteczka
RNA (ryc. 2). Jest to do$¢ powszechny system odpor-
nosci nabytej bakterii i archeonéw przeciwko obcym
elementom genetycznym, jak plazmidy czy wirusowe
kwasy nukleinowe [86]. Loci CRISPR zidentyfikowano
w genomach okoto 45% bakterii i 83% archeondw [59].
Zwykle organizmy maja jeden lub dwa loci CRISPR, cho-
ciaz u archeona Methanocaldococcus jannaschii zidentyfi-
kowano az 18 réznych loci CRISPR[9].
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Sekwencja DNA jest rozpoznawana przez komplementarne RNA.

Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie wigzania ZFN, TALEN oraz komponentdw systemu CRISPR-Cas do DNA. (A) Monomer ZFN sktada sie typowo z trzech do szesciu
domen z motywem palca cynkowego (ZFP, zinc finger protein) oraz domeny nukleazowej Fokl. Hydroliza DNA przez ZFN wymaga dimeryzadji Fokl, w zwiazku
z czym potrzebna jest para ZFN rozpoznajaca DNA oddzielone od siebie sekwencjg o dtugosci 5-7 pz. Kazda z domen ZFP rozpoznaje specyficznie konkretng
trojke nukleotyddw. (B) Monomer TALEN sktada sie zazwyczaj z 15-20 domen wigzacych DNA biatek TALE oraz domeny nukleazowej Fokl. Podobnie jak
ZFN, nukleazy TALEN hydrolizuja DNA jedynie jako dimery, przy czym rozpoznawane DNA musi by¢ oddzielone od siebie sekwencjami o dtugosci 12-18 pz.
Kazda domena TALE odpowiada za rozpoznawanie jednego nukleotydu. (C) W systemie CRISPR-Cas za rozpoznawanie docelowej sekwencji odpowiada mata
czasteczka RNA — sgRNA — komplementarna do targetowango DNA. Dtugos¢ typowej rozpoznawanej sekwencji wynosi 20 nukleotydéw. Targetowane DNA
musi sasiadowac z motywem PAM (5’-NGG; N — dowolny nukleotyd). Hydroliza DNA zachodzi z udziatem nukleazy Cas9; kazda z nici DNA ulega przecieciu
przez odmienng domene katalityczng w obrebie Cas9. Czerwonymi strzatkami oznaczono miejsca hydrolizy DNA
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HisToRIA BADAN NAD SYSTEMEM CRISPR-CAS

Elementy systemu CRISPR po raz pierwszy zidentyfi-
kowano w 1987 r. [86]. Opisano wtedy wystepowanie
w genomie Escherichia coli loci ztozonych z 29-nukleoty-
dowych powtdrzeni prostych (direct repeats) zawieraja-
cych sekwencje palindromowe, porozdzielanych przez
32-nukleotydowe réznorodne odcinki DNA - sekwencje
rozdzielajgce (spacers). W pézniejszych latach podobne
loci, cho¢ rézniace sie dugo$cia sekwencji powtérzonych
i rozdzielajacych znaleziono u innych gatunkéw bakte-
rii. Loci takie sa poprzedzone lub oflankowane genami
biatek Cas, a obecnos$¢ niektérych Cas stanowi pod-
stawe do podziatu loci CRISPR na trzy typy (zob. nizej).
Funkgja loci CRISPR pozostawata nieznana, dopdki nie
zauwazono, ze sekwencje rozdzielajace sa identyczne
z plazmidowym czy wirusowym DNA [7,58]. Doniesienia
te pozwolity wysuna¢ hipoteze, Ze CRISPR jest §ladem
po infekcjach i petni role systemu odpornosci przeciwko
infekcjom fagowym i inwazji obcych elementéw gene-
tycznych [7]. Barrangou i wsp. wykazali, ze integracja
krétkiej sekwencji DNA fagowego do locus CRISPR bak-
terii Streptococcus thermophilus zapewnia odporno$é na
infekcje fagiem, z ktérego pochodzita wtgczona sekwen-
cja, a takze innym, blisko spokrewnionym wirulentnym
bakteriofagiem zawierajacym w genomie sekwencje
o stuprocentowej zgodno$ci do tej zintegrowanej z locus
CRISPR [2]. Ponadto wykazano, ze insercja badz delecja
sekwencji wywodzacych sie z fagowego DNA koreluje
odpowiednio ze zmniejszong badZ zwiekszong podat-
no$cia na infekcje tym fagiem [2]. Dalsze eksperymenty
potwierdzity udziat CRISPR w degradacji obcych kwaséw
nukleinowych: gtéwnie DNA, ale takze RNA [30,73].

CRISPR-CAS JAKO SYSTEM NABYTEJ ODPORNOSCI MIKROORGANIZMOW
— MECHANIZM DZIALANIA

W dziataniu systemu CRISPR-Cas mozna wyréznié trzy
zasadnicze etapy: adaptacje, ekspresje i interferencje
(ryc. 3). Podczas adaptacji, krétki fragment pochodzacy
z wirusowego lub plazmidowego DNA (tzw. protospacer)
jest whagczany do locus CRISPR [2,25]. Dtugo$¢ wiacza-
nych sekwencji rézni sie znacznie miedzy organizmami
i wynosi 21-72 nukleotydéw; najczesciej sa to fragmenty
32-38-nukleotydowe. Insercja zachodzi preferencyjnie
najednym z koficéw locus, tzw. koticu liderowym (leader
end); kazdej integracji towarzyszy duplikacja korico-
wej sekwencji powtérzonej tak, aby zachowana zostata
architektura: powtdrzenie proste-sekwencja rozdzie-
lajaca-powtdrzenie proste [94]. Dtugo$é powtdrzeri
prostych takze jest gatunkowo swoista i wynosi 24-47
nukleotydéw, chociaz typowo miesci sie w przedziale
28-37 nukleotyddéw [28]. Doktadny mechanizm integra-
cji nowych sekwencji rozdzielajacych i duplikacji kori-
cowego powtdrzenia nie jest znany; postuluje sie udziat
biatek Cas w tym procesie. Jako najistotniejsze wskazuje
sie dwie endonukleazy: Cas1 oraz Cas2 [2,8,25,94]. Za ich
udzialem w procesie przemawia to, ze wlaczanie nowych
sekwencji rozdzielajacych jest niemozliwe w przypadku
mutacji casl i cas2 [19]. Ponadto, biatka Cas1 i Cas2 sg

zbedne w pozostatych procesach zwigzanych z biogeneza
i dziataniem komponentéw systemu CRISPR-Cas [8,20].
Wybér sekwencji, ktéra ma zostaé wiaczona do locus CRI-
SPR (na tym etapie okreslanej jako prekursor sekwencji
rozdzielajgcej, protospacer) zdaje sie by¢ podyktowany
obecnoécig motywu PAM (protospacer adjacent motif)
na jednym z koficéw tej sekwencji [25,57]. Motywy PAM
skladaja sie z kilku nukleotydéw (zazwyczaj 2-5) i réz-
nia sie od siebie w zaleznosci od typu systemu CRISPR-
-Cas [57]. Konieczno$¢ wystepowania PAM na koricu
sekwencji protospacer dla systemu CRISPR typu Il wyka-
zali Deveau i wsp. dowodzgc, ze mutacje fagowego DNA
w obrebie sekwencji PAM pozwalaja wirusowi unikngé
inaktywacji przez enzymy gospodarza [21]. Brak motywu
PAM w obrebie powtérzeni prostych w genomie bakte-
rii chroni bakteryjny DNA przed hydroliza przez kompo-
nenty systemu CRISPR-Cas (przynajmniej w przypadku
typulilI) [85].

Nastepnym krokiem, po etapie adaptacji, jest ekspre-
sja. Powstaje wtedy dtugi pierwotny transkrypt, obej-
mujacy wszystkie sekwencje powtdrzone i wszystkie
sekwencje rozdzielajace, ktéry podlega obrébce do doj-
rzatych CRISPR RNA (crRNA), cze$ciowo komplementar-
nych do sekwencji obcych elementéw genetycznych [8].
Dojrzewanie prekursorowego RNA jest katalizowane
przez endorybonukleazy dziatajace albo w wielopod-
jednostkowym kompleksie, np. w kompleksie Cascade
(CRISPR-associated complex for antiviral defence) ziden-
tyfikowanym w E. coli [8] lub jako pojedyncze enzymy,
np. nukleaza Cas6 w Pyrococcus furiosus [11]. Badajac sys-
tem CRISPR-Cas bakterii Streptococcus pyogenes odkryto
mechanizm dojrzewania prekursorowego RNA kiero-
wany przez czasteczke matego RNA, kodowanego w locus
CRISPR, o sekwencji cze$ciowo komplementarnej z pre-
-crRNA, nazwanego tracrRNA (trans-activating crRNA)
[20]. W tym przypadku hydroliza pre-crRNA jest kata-
lizowana przez bakteryjna RNaze 111 w obecno$ci Cas9.

Ostatnim etapem procesu jest interferencja prowa-
dzaca do degradacji obcego materialu genetycznego.
W wyniku asocjacji crRNA z biatkami Cas powstajg kom-
pleksy rybonukleoproteinowe zdolne do rozpoznawania
swoistych sekwencji kwaséw nukleinowych i hydrolizy
wiazan fosfodiestrowych w ich obrebie. Rozpoznawa-
nie obcych elementéw genetycznych polega na oddzia-
tywaniu crRNA z komplementarna sekwencjag w obcym
DNA (stanowiaca jedna z nici sekwencji protospacer) lub
w obcym transkrypcie. Sekwencja ta moze by¢ obecna
zaréwno w obszarze kodujgcym biatko jak i poza nim
[2,8]. W wyniku dziatania nukleaz z rodziny Cas obie nici
obcego DNA w obrebie sekwencji komplementarnej do
crRNA ulegajg przecieciu [25].

PopziaL SYSTEMOW CRISPR-CAS

Systemy CRISPR-Cas zostaly podzielone na trzy gtéwne
typy (typ I, I1 i IlI) oraz dwanascie podtypéw, w zalez-
nosci od organizacji i zawartosci genetycznej danego
locus, a takze od mechanizmu dziatania [52]. Wyste-
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Ryc. 3. Biogeneza i dziatanie komponentéw systemu CRISPR-Cas. Po infekcji komérki fagiem lub obcym plazmidem, fragment DNA wirusowego lub plazmidowego
jest wiaczany do focus CRISPR w genomie gospodarza (etap adaptacji). Fragment obcego DNA wiaczony do focus CRISPR, okreslany jako sekwencja
rozdzielajaca, otoczony jest przez identyczne, kilkudziesiecionukleotydowe fragmenty, bedace powtdrzeniami prostymi. W kolejnym etapie — ekspresji
— powstaje pierwotny transkrypt, obejmujacy wszystkie sekwencje rozdzielajace i powtdrzenia proste. W typie | lll, pre-crRNA jest przecinane przez
odpowiednie endonukleazy w obrebie powtdrzen prostych, w wyniku czego powstaja czasteczki crRNA. W focus typu Il crRNA sa dodatkowo przecinane w
odstepach 6-nukleotydowych przez nieznang nukleaze, tworzac populacje dojrzatych crRNA o roznej dtugosci. W przypadku focus typu Il dojrzewanie pre-
¢rRNA wymaga obecnosci transaktywujacego RNA (tracrRNA). tracrRNA hybrydyzuje z sekwencjami odpowiadajacymi powtdrzeniom prostym w pre-crRNA.
Dupleks taki jest trawiony przez bakteryjng RNaze Ill w obecnosci nukleazy Cas9, tworzac dojrzate czasteczki crRNA. Na etapie interferencji dochodzi do
trawienia obcego DNA (i/lub RNA w typie Ill) w wyniku dziatania wielopodjednostkowego kompleksu (typy I 11l) lub pojedynczej nukleazy (typ I1)
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powanie gendw casl i cas2 jest wspdlne dla wszystkich
trzech typéw; obecno$¢ genu cas3, cas9 lub cas10 stanowi
wyznacznik przynalezno$ci do odpowiedniego typu
I, 11 i III. Loci CRISPR typu II zidentyfikowano jedynie
w szczepach bakteryjnych, natomiast loci typu I i 11l znaj-
dowane sg zaréwno u bakterii jak i archeonéw. W syste-
mach typu I i Il w rozpoznawaniu i niszczeniu obcego
kwasu nukleinowego uczestnicza duze kompleksy biatek
zwigzane z crRNA.

W systemie CRISPR-Cas typu I za obrébke prekursoro-
wego RNA odpowiadaja endorybonukleazy z rodziny
Cas6. Rozpoznawanie sekwencji docelowej odbywa sie
z udziatem wielopodjednostkowego kompleksu Cascade.
Za trawienie docelowej sekwencji jest odpowiedzialne
biatko niewchodzace w sktad kompleksu Cascade, Cas3
[74]. Motyw PAM jest obecny na koricu 5’ tej nici DNA
sekwencji protospacer, ktéra jest (znaczeniowo) iden-
tyczna z crRNA.

W3réd systeméw CRISPR typu I wyrdznia sie dwa pod-
typy: A i B, ktérym poczatkowo przypisywano rézng
swoistos¢. Czasteczkami docelowymi dla podtypu I11A
jest DNA i jak niedawno dowiedziono, takze powstaty na
jego matrycy RNA [55,73]; locus CRISPR typu I1IB, przy-
najmniej in vitro, odpowiada za trawienie jednonicio-
wego RNA [30,96]. Podobnie jak w typie I, za obrébke
pre-crRNA odpowiadajg endorybonukleazy z rodziny
Cas6, jednak w odréznieniu od typu I, crRNA podlega
dodatkowemu cieciu przez nieznana nukleaze, dzieki
czemu powstaje heterogenna populacja dojrzatych
crRNA, réznigcych sie dtugoscia [31]. W przypadku obu
podtypdéw niszczenie obcych elementéw genetycznych
wymaga obecnosci wielopodjednostkowego kompleksu,
w sktad ktérego wchodzi Cas10. Dla typu IIIA kompleks
ten nazwano Csm, dla typu IIIB - Cmr [52]. W podtypie
ITIIA trawienie DNA i RNA przez Csm odbywa sie nieza-
leznie, angazujac inne miejsca aktywne w obrebie kom-
pleksu Csm. Biatko Cas10, unikalne dla CRISPR-Cas typu
111, odpowiada tu za aktywno$¢ nukleolityczna wzgle-
dem DNA; hydroliza RNA wymaga natomiast aktywno$ci
innego biatka kompleksu, Csn3 [73]. Nie udato sie jesz-
cze zidentyfikowal sekwencji PAM dla typu III loci CRI-
SPR i przypuszcza sig, ze nie wymagajg one tego typu
motywéw. Wiadomo jednak, ze ciecie obcego DNA in vivo
przez Csm wymaga braku homologii miedzy 5" koricem

crRNA (tzw. ,,crRNA tag”, zawierajacy 8-nukleotydowy
motyw pochodzacy z powtdrzenia prostego) a obszarem
sasiadujacym z koficem 5’ targetowanego DNA [56,73].
Ten wymdg braku homologii uwazany jest za mecha-
nizm ochrony bakterii przed niszczeniem wtasnego DNA
przez system CRISPR-Cas typu III. W genomie bakterii
obszar sgsiadujacy z sekwencjg protospacer taka homo-
logie oczywiscie wykazuje. Wystepowanie homologii
hamuje proces trawienia DNA, nie wptywa natomiast na
hydrolize RNA [73].

System CRISPR typu II rézni sie zasadniczo od typdw
1111 Nie wystepuje tu ani swoista endonukleaza odpo-
wiedzialna tylko za obrébke pre-crRNA, ani wielobiat-
kowy kompleks odpowiedzialny za degradacje obcych
DNA lub RNA. Charakterystyczna dla tego systemu jest
natomiast czasteczka niewielkiego RNA nazwana tra-
crRNA. Locus CRISPR typu Il zawiera zazwyczaj trzy lub
cztery geny cas, wéréd ktérych obecny jest cas9 (ryc. 4).
Cas9 (znane réwniez pod nazwa Csn1) to duze, wielodo-
menowe biatko zawierajace dwie domeny nukleazowe:
domene HNH oraz RuvC. Kazda z tych domen odpowiada
za trawienie jednej nici obcego DNA [34]. Oprécz cas9,
w locus CRISPR typu II (tak jak w typach I i I11) wyste-
puja geny casl i cas2. Zgodnie z obecnie przyjeta klasy-
fikacja, wérédd loci typu I wyrdznié mozna trzy podtypy:
A, B oraz C. Przynalezno$¢ do jednego z podtypdéw jest
zalezna od obecnosci innych genéw cas w danym locus.
I tak dla podtypu IIA charakterystyczny jest gen csn2,
ktérego produkt, biatko Csn2, bierze udzial w integracji
nowych sekwencji rozdzielajacych [2]. Podtyp IIB cha-
rakteryzuje sie obecno$cia genu cas4. Cas4 ma (przynaj-
mniej in vitro) aktywno$¢ egzonukleazy dziatajacej na
jednoniciowy DNA [41,95], jednak doktadna rola tego
biatka w systemie CRISPR-Cas nie zostala jeszcze wyja-
$niona. Loci sktadajace sie tylko z minimalnego zestawu
gendw cas (cas9, casl i cas2) zostaly sklasyfikowane jako
podtyp IIC. Dla wszystkich trzech podtypéw kluczowa
dla obrdbki pre-crRNA jest czasteczka tracrRNA: nieko-
dujacego RNA, o sekwencji cze$ciowo komplementarne;
do RNA powstajacego na matrycy powtdrzen prostych.
W przeciwieristwie do typu Ii I1I, typ II nie ma swoistej
endorybonukleazy poswieconej hydrolizie pre-crRNA.
Dwuniciowy RNA, ztoZzony z pre-crRNA i tracrRNA, jest
substratem dla bakteryjnej RNazy I1I; hydroliza wigzat
w obrebie obu nici RNA nastepuje tylko w obecnosci

tracrRNA

locus CRISPR typu lIA

cas9 cas!  csn2 — .// l \\

identyczne sekwencje powtdérzone

.......... —E-D‘D‘DD

cas2 sekwencja
liderowa

SN /S

rozmaite sekwencje rozdzielajgce

Ryc. 4. Organizacja focus CRISPR typu IIA Streptococcus pyogenes; czarne strzatki wskazuja miejsce startu i kierunek transkrypdji tracrRNA i pre-crRNA
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Ryc. 5. Edycja genomu z uzyciem programowanych nukleaz opartych na naturalnie wystepujacych (A) oraz zmodyfikowanych (B-D) systemach CRISPR-Cas. (A) Za
rozpoznawanie docelowego DNA odpowiedzialna jest czasteczka crRNA, tworzaca dupleks z tracrRNA. Taki dupleks jest rozpoznawany przez (as9; hydroliza zachodzi
w obu niciach DNA. (B i C) Za rozpoznawanie docelowego DNA odpowiedzialna jest czasteczka sgRNA, bedaca potaczeniem crRNA z tracrRNA. Wykorzystanie nukleazy
(as9 prowadzi do powstania pekniecia w obu niciach DNA (B), natomiast zastosowanie nikazy Cas9n skutkuje pojawieniem sie pekniecia tylko w jednej nici (C).
Wykorzystanie dwdch sgRNA, targetujacych sasiadujace foci indukuje powstanie pekniec obu nici DNA (D). Peknigcia takie moga hy¢ naprawiane w procesie NHEJ. (E)
Motzliwe rezultaty zastosowania CRISPR-Cas targetujacych dwa foci lezace na tym samym chromosomie. Jednoczesne powstanie dwéch DSB na jednym chromosomie
modze prowadzi¢ do pojawienia sie mutagji typu indel w obu targetowanych foci lub do delecji badZ inwersji fragmentu lezacego miedzy targetowanymi loci
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Cas9 [20]. Dojrzate czasteczki crRNA pozostajg zwigzane
z tracrRNA i w kompleksie z nukleazg Cas9, uczestniczac
w rozpoznawaniu i degradacji przez Cas9 obcych DNA.
Motyw PAM wystepuje na koticu 3’ sekwencji tej nici
DNA sekwencji protospacer, ktéra jest (znaczeniowo)
identyczna z crRNA.

EDYCJA GENOMU Z WYKORZYSTANIEM CRISPR-CAS9

Pierwszym krokiem do wprowadzenia modyfikacji
w konkretnym miejscu w genomie jest wyindukowanie
powstania DSB w tym rejonie. Dwuniciowe pekniecia sa
naprawiane przewaznie przez niechomologiczne tgcze-
nie koficéw, w wyniku czego moze doj$¢ do zmiany pier-
wotnej sekwencji nukleotydéw w DNA lub do powstania
mutacji typu indel (insercja/delecja). Jezeli mutacje
typu indel pojawia sie w sekwencji kodujacej biatko,
moga doprowadzi¢ do przesuniecia ramki odczytu
genu i pojawienia sie przedwczesnych kodonéw STOP
(PSC, premature stop codon), koficzacych translacje.
Cho¢ transkrypcja moze przebiegaé bez zaktdcen, to nie
powstaje funkcjonalne biatko. Na ogét nie powstaje tez
skrécony (do miejsca wystepowania PSC) peptyd, ponie-
waz w komérce kodujace go mRNA sg usuwane w pro-
cesie degradacji transkryptéw niosacych przedwczesny
kodon stop. Poza NHEJ, do naprawy DSB moze doj$é
w procesie rekombinacji homologicznej. Mechanizm ten
moze by¢ wykorzystany do wprowadzenia $cisle okreslo-
nych zmian w danym locus: mutacji punktowych, insercji
(np. wprowadzenie metki do sekwencji kodujacej biatko
czy zastapienie segmentu DNA fragmentem kodujacym
gen markerowy) czy $ci$le zdefiniowanych delecji (np.
usuniecie sekwencji kodujacej fragment biatka).

Dziatanie naturalnych systeméw CRISPR-Cas typu II
w bakteriach rézni sie nieco od dziatania systemu sto-
sowanego do edycji genomu. W systemach bedacych
narzedziem do precyzyjnej modyfikacji genomowego
DNA komérek eukariotycznych nie ma etapu adaptacji;
aby wprowadzi¢ zmiany w pozadanym miejscu genomu
niezbedne elementy systemu musza by¢ dostarczone
komdrce ,,z zewnatrz”. Ich ekspresja jest zazwyczaj
przejéciowa, ale powoduje wprowadzenie statych zmian
w genomie. Targetowany DNA mozna uznaé za odpo-
wiednik sekwencji protospacer.

Pierwsze doniesienia o mutacjach wprowadzonych do
genomu komdérek ssaczych z wykorzystaniem systemu
CRISPR-Cas9 pojawily sie na poczatku 2013 r. [16,54].
System CRISPR-Cas zostat z sukcesem wykorzystany do
modyfikacji genomu zaréwno ludzkich jak i zwierzecych
linii komérkowych, jak i catych organizméw: roélin (m.
in. rzodkiewnika pospolitego, tytoniu czy ryzu) i zwie-
rzat: myszy, szczuréw, krélikéw, makakdw jawajskich,
nicienia Caenorhabditis elegans, danio pregowanego,
muszki owocowej, jedwabnika morwowego, a takze
zwierzat o znaczeniu gospodarczym: $wini, kéz i bydta
[48,62,64,77,90]. W inzynierii genomowej zastosowanie
znalazly narzedzia oparte na CRISPR typu II. W przeci-
wienistwie do typéw 11 111, ktérych poprawne funkcjo-

nowanie wymaga wielopodjednostkowych komplekséw
biatkowych, dziatanie typu II opiera sie na pojedynczej
nukleazie, Cas9. Cong i wsp. udowodnili, ze jedynymi
komponentami wymaganymi do precyzyjnego ciecia
DNA w komérkach eukariotycznych sa crRNA, tracr-
RNA oraz Cas9 [16]. Dojrzewanie prekursorowego crRNA
zachodzi bez udziatu bakteryjnej RNazy III, prawdopo-
dobnie zastepowanej przez jeszcze niezidentyfikowang
eukariotyczna nukleaze. System moze by¢ uproszczony
przez zastosowanie chimerycznego RNA (okreslanego
mianem single-guide RNA, sgRNA lub guide RNA, gRNA),
stanowigcego potgczenie crRNA z tracrRNA [16,34,54]
(ryc. 5). Poczatkowe eksperymenty wskazywaly na
wieksza wydajno$¢ wprowadzania mutacji za pomocg
Cas9 (pochodzacej ze S. pyogenes, dalej okreslanej jako
SpCas9), crRNA i tracrRNA w porédwnaniu do SpCas9
wraz z sgRNA [16]. W eksperymentach wykorzystano
architekture sgRNA(+48), zawierajaca jedynie 48 nukle-
otydéw pochodzgcych z tracrRNA. Wydtuzenie sekwen-
cji tracrRNA na koticu 3’ w kolejnych zmodyfikowanych
architekturach - sgRNA(+67) i sgRNA(+85) - znaczaco
poprawito wydajno$¢ wprowadzania mutacji systemu
opartego na sgRNA [33].

Wybér targetowanej sekwencji

Aby wyindukowad powstanie DSB w wybranym miejscu
w genomie z wykorzystaniem narzedzi opartych o CRI-
SPR-Cas pochodzacy z bakterii S. pyogenes, trzeba wpro-
wadzi¢ do komérki, ktérej genom jest modyfikowany,
enzym Cas9 oraz sgRNA. Wykorzystuje sie w tym celu
plazmid kodujacy oba elementy lub RNA po transkryp-
cji in vitro. Cze$¢ sgRNA, odpowiadajacg za rozpoznawa-
nie docelowego DNA stanowi dwadzie$cia nukleotydéw
na jego koricu 5°. Ten fragment sgRNA jest wiec komple-
mentarny do jednej, a tym samym tozsamy z drugg nicig
targetowanej sekwencji DNA.

Hydroliza DNA przez Cas9 wymaga obecno$ci motywu
PAM ulokowanego bezpo$rednio za targetowana
sekwencja (sekwencjg targetowang okre$lamy ni¢ DNA
identyczng z sgRNA). Sekwencje PAM rozpoznawane
przez rézne ortologi Cas9 rdéznig sie znaczaco miedzy
soba. Na przyktad dla systemu wykorzystujacego nukle-
aze Cas9 ze Streptococcus pyogenes najbardziej wydajne
ciecie zachodzi wtedy, gdy targetowany obszar sasiaduje
z motywem 5'-NGG [34,57]. Ciecie moze zachodzié réw-
niez z niewielkg wydajno$cia w obecnosci innych, nieka-
nonicznych sekwencji PAM, np. 5’-NAG [33] czy 5’-NGA
[97]. Cas9 pochodzace z innych organizméw wyma-
gaja odmiennych motywdéw PAM, np. S. thermophilus
szczepu DGCC7710 potrzebuje sekwencji 5'-NNAGAAW
(CRISPR1; W oznacza A lub T) lub 5-NGGNG (CRISPR3)
[21,36], a Cas9 z Neisseria meningitidis - 5-NNNNGATT
[32]. Mutanty SpCas9 mogg rozpoznawaé inne sekwen-
cje PAM niz SpCas9 typu dzikiego (5’-NGAN, 5’-NGNG
i 5’-NGCG odpowiednio w mutantach D1135V/R1335Q/
T1337R, D1135E/R1335Q/T1337R i D1135V/G1218R/
R1335E/T1337R) [38], co znaczaco zwieksza liczbe moz-
liwych do modyfikacji miejsc w genomie.
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Do syntezy sgRNA w komdrkach eukariotycznych wyko-
rzystuje sie endogenng polimeraze RNA 111, umieszcza-
jac transgen pod kontrolg odpowiedniego promotora,
czesto promotora U6. Wydajna transkrypcja z tego pro-
motora wymaga obecnosci guanylanu na koricu 5’ tar-
getowanej sekwencji. Ograniczenie to mozna pomingé
przez dodanie jednej lub dwéch, niewystepujacych
w targetowanej sekwencji, nukleotydéw guaninowych
na koficu 5’ sgRNA [14,15]. W przeciwiefistwie do ZFN
i TALEN, nukleaza Cas9 jest zdolna do ciecia metylowa-
nego DNA [33].

Jednoczesne cigcie wielu loci

Natura systemu CRISPR-Cas umozliwia jednoczesng
transkrypcje wielu pre-crRNA, a co za tym idzie - tar-
getowanie wielu loci jednocze$nie. W tym celu wystar-
czy miedzy sekwencje pre-crRNA dodaé sekwencje
powtdrzenia prostego. Cong i wsp. wykorzystali taka
strategie do wprowadzenia mutacji w DNA komdrek
HEK293 jednocze$nie w loci EMX1 i PVALB [16]. Zamiast
pary crRNA-tracrRNA mozna wykorzystaé sgRNA: albo
przez jednoczesna transfekcje plazmidami kodujacymi
rézne sgRNA, albo konstruujgc wektor kodujacy kilka
sgRNA jednoczesnie (ekspresja kazdego sgRNA znajduje
sie wéwczas pod kontrola osobnego promotora). Multi-
pleksowo$¢ stwarza mozliwo$¢ nie tylko jednoczesnego
targetowania kilku loci [16,44,48,62,90], ale takze wpro-
wadzania duzych delecji (siegajacych nawet milionéw
par zasad) [22,44,88], inwersji [5,44,50,88] czy transloka-
cji [40,50] (ryc. 5).

Cigcie niepozadanych loci

CRISPR-Cas jest jedynym narzedziem inzynierii geno-
mowej, w ktérym swoisto$¢ rozpoznawanej sekwen-
cji opiera sie na parowaniu zasad DNA-RNA zgodnie
z modelem Watsona-Cricka, a nie jak w przypadku ZFN
czy TALEN na oddziatywaniach biatko-DNA. Chociaz eks-
presja komponentéw systemu w komérkach ssaczych nie
wigze sie z widocznymi objawami cytotoksycznosci [54],
przy wykorzystaniu systemu CRISPR-Cas takze moze
dochodzi¢ do indukowania mutacji w niepozadanych
loci [18,23,33]. Wedtug Fu i wsp., tolerowana jest niezgod-
no$¢ nawet do pieciu par zasad miedzy crRNA i kom-
plementarnym do niego odcinkiem DNA [23]. Badania
z uzyciem nieaktywnej katalitycznie Cas9 (dCas9) wyka-
zaly, ze biatko to moze sie wigza¢ do regionéw, w ktérych
niedopasowanie sgRNA i DNA wynosi nawet dziewie¢
nukleotydéw [39]. Mimo to, w eksperymentach z wyko-
rzystaniem aktywnej nukleazy Cas9 dla wiekszosci prze-
testowanych sekwencji sgRNA nie wykryto mutacji
w innych niz w pelni komplementarne loci. Warto zazna-
czyé, ze sekwencje off-target, do ktérych preferencyjnie
wigzata sie dCas9, byty miejscami podatnymi na trawie-
nie DNaza I (takie jak np. promotory gendéw, regiony 5’
UTR oraz eksony). Sugeruje to, ze struktura chromatyny
ma bardzo duzy wptyw na zdolno$¢ wiazania dCas9 [39].
Ciecie sekwencji off-target zachodzi z wieksza wydajno-
$cig przy wysokich stezeniach Cas9-sgRNA [33,63,83].

Wedtug ostatnich doniesieni, nukleaza Cas9 jest zdolna
do ciecia sekwencji DNA nie w petni zgodnych z crRNA
(lub z fragmentem odpowiadajacym crRNA w obrebie
sgRNA) nie tylko w przypadku wystepowania niekom-
plementarnych par nukleotydéw, ale takze wtedy, gdy
miedzy crRNA i DNA wystepuja niewielkie, 1-4-nukle-
otydowe insercje lub delecje [43]. Przektada sie to na
wystepowanie niewielkich wypetlefi w obrebie crRNA,
gdy w genomowym DNA wystepuje delecja lub wype-
tlert DNA, gdy targetowany DNA jest dtuzszy niz kom-
plementarny crRNA. Zdolno$¢ Cas9 do hydrolizy wigzan
fosfodiestrowych w DNA zalezy w tym przypadku takze
od umiejscowienia wypetler. Wang i wsp., wykorzystu-
jac zdolno$¢ wiaczania sie nieintegrujacych wektoréw
lentiwirusowych do DNA w miejscu wystepowania DSB,
wykazali, ze CRISPR-Cas moze indukowaé powstawanie
peknie¢ DNA w miejscach o wiekszej, siegajacej nawet
13, liczbie niekomplementarnych nukleotydéw [83]. Jed-
nak gdy uwzgledni sie mozliwo$¢é tworzenia wypetlen,
w tym przypadku przez crRNA, liczba niekomplementar-
nych par nukleotydéw zmniejszy sie do jedne;.

Poczatkowo w badaniach swoistosci systemu CRISPR-Cas9
sugerowano istnienie tzw. sekwencji rdzeniowej (seed
sequence) w crRNA, obejmujacej okoto 12 nukleotydéw
blizszych sekwencji PAM. Wszelkie niedopasowania w jej
obrebie miaty by¢ mniej tolerowane, niz niezgodnosci we
fragmencie bardziej oddalonym od PAM [16,34]. P6Zniej-
sze badania dowiodly, ze swoisto$¢ systemu zalezy nie
tylko od liczby oraz pozycji, ale takze rozktadu niekom-
plementarnych par nukleotydéw [23,33].

Aby zmniejszyé prawdopodobieristwo ciecia niepo-
zadanych sekwencji, mozna wykorzystaé wersje Cas9
z mutacja punktowa znoszaca aktywno$¢ jednej z domen
nukleazowych (D10A w obrebie domeny RuvC lub H840A
w domenie HNH) [70], a wiec powodujaca, ze enzym prze-
cina tylko jedng ni¢ DNA (ryc. 5). Cas9 z unieczynniong
jedna z domen nukleazowych jest okre$lana jako nikaza
(Cas9n). Aby uzyskal wéwczas inaktywacje wybra-
nego genu mozna wykorzystaé zjawisko naprawy przez
rekombinacje homologiczng, uzywajac nici donorowej,
stuzacej jako matryca w procesie rekombinacji, z wer-
sja genu zawierajgcg kodon stop. Innym sposobem jest
uzycie dwdch sgRNA, targetujacych sasiadujace miejsca
w obu niciach [70] (ryc. 5). Kazdy sgRNA bedzie induko-
wat hydrolize wigzania fosfodiestrowego w obrebie tylko
jednej nici DNA; zastosowanie dwdch sgRNA doprowa-
dzi do powstania pekniecia obu nici DNA w niewiel-
kiej odlegtosci od siebie. Pekniecia takie sg naprawiane
w procesie niehomologicznego taczenia koricéw, prowa-
dzac do pojawienia sie mutacji typu indel. Metoda taka
gwarantuje zdecydowanie wieksza swoisto$¢, gdyz praw-
dopodobieristwo wystepowania blisko siebie w genomie
dwdch sekwencji rozpoznawanych przez odrebne sgRNA
jest znikome, a jednoniciowe pekniecia w miejscach off-
-target w znakomitej wiekszo$ci sa naprawiane przez
wyciecie zasady (BER, base excision repair) - mecha-
nizm nieindukujacy mutacji. Takie podejscie pozwolito
zmniejszy¢ czestotliwo$é ciecia niepozadanych loci od 50
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do nawet 1500 razy w stosunku do Cas9 typu dzikiego
[70], jednak nie wyeliminowata ich zupelnie. System
wykorzystujacy dwa sgRNA i Cason(D10A) do muta-
cji niektdérych loci nadal moze indukowaé powstawanie
niepozadanych mutacji w innych miejscach genomu
[29,80]. Czestotliwo$¢ niechcianych zmian w genomie
mozna takze zredukowaé, wykorzystujac wersje fuzyjna
biatka dCas9 z domeng nukleazowa Fokl (fCas9). Fokl
moze dziata¢ tylko jako dimer, co kilkakrotnie podnosi
swoisto$¢ systemu w stosunku do Cas9n kierowanych
dwoma sgRNA [29,80]. Ogranicza to jednak liczbe miejsc
w genomie podatnych na modyfikacje, poniewaz fCas9
wymaga obecnosci dwéch sekwencji PAM w odpowied-
niej odlegtosci i orientacji, przy czym zakres tolerowa-
nych odlegtosci jest znacznie mniejszy niz w przypadku
Cas9n. Istnieje zatem pula gendw, dla ktérych nie da sie
zaprojektowaé sgRNA wspétdziatajacych z fCas9.

Innym sposobem obnizenia aktywnoéci off-target jest
zastosowanie sgRNA z cze$ciag komplementarng do tar-
getowanego miejsca skrécona do 17-18 nukleotyddw
[24]. Takie sgRNA moze wykazywad nawet kilkutysieczny
spadek aktywnosci off-target, nie wptywajac na wydaj-
no$é ciecia w targetowanym locus [24]. Skrécone sgRNA
moga by¢ takze wykorzystane z Cas9n, dodatkowo obni-
zajac czesto$¢ wprowadzania mutacji w niepozadanych
loci [87].

WYKORZYSTANIE EDYCJI GENOMU W BADANIACH NAUKOWYCH,
MEDYCYNIE | BIOTECHNOLOGII

CRISPR-Cas stwarza niezwykle mozliwosci edycji
genomu, nieograniczajace sie jedynie do tworzenia linii
komérkowych czy zwierzat typu knock-out. Nizej przed-
stawiono kilka ciekawych mozliwo$ci wykorzystania sys-
temu CRISPR-Cas.

Tworzenie zwierzecych i komérkowych modeli choréb

Wykorzystanie systemu CRISPR-Cas umozliwia znacznie
bardziej wydajne, tarisze i szybsze uzyskiwanie transge-
nicznych zwierzat w stosunku do metod tradycyjnych,
opartych tylko na zjawisku rekombinacji homologicz-
nej. Aby wprowadzi¢ zmiane w okre§lonym miejscu
genomu metoda klasyczna niezbedne jest uzycie ESC,
ktére sa pdzniej wszczepiane do blastocysty. Chime-
ryczne potomstwo musi by¢ krzyzowane ze zwierzetami
typu dzikiego, aby wyodrebni¢ osobniki, w ktérych poza-
dana modyfikacja wystepuje w komérkach rozrodczych.
Takie osobniki trzeba po raz kolejny krzyzowaé, tym
razem miedzy soba, aby wyodrebnié zwierzeta z mody-
fikacjami w obu allelach. Edycja genomu wykorzystu-
jaca system CRISPR-Cas omija ten problem, gdyz zamiast
ESC wykorzystuje zaptodnione komdérki jajowe, a dzieki
temu otrzymanie zwierzat z biallelicznymi modyfika-
cjami mozliwe jest juz w pierwszym pokoleniu. Ponadto,
CRISPR-Cas pozwala na tworzenie transgenicznych zwie-
rzat, ktérych otrzymanie klasycznymi metodami byto
ktopotliwe lub nawet niemozliwe z powodu m.in. trud-
nosci z izolacja funkcjonalnych ESC, stanowigcych pod-

stawe klasycznej transgenezy [76]. Stosujac CRISPR-Cas
przetamano te bariere i uzyskano chimeryczne kréliki
i naczelne [76,84].

Dzieki systemowi CRISPR-Cas mozna tworzy¢ zwierzece
modele chordb genetycznych. Mutacje wprowadzane do
genomu zwierzecia moga odzwierciedla¢ mutacje znaj-
dowane u oséb cierpigcych na poszczegdlne choroby.
Mozliwo$¢é edycji wielu loci jednocze$nie pozwala na
tworzenie zwierzecych modeli choréb wielogenowych.

Aby zmodyfikowaé dany locus, do komérki jajowe;j
zaptodnionej in vitro, za pomocg mikromanipulatora
wprowadza sie zazwyczaj transkrypty Cas9 i sgRNA. Sto-
suje sie na ogét ,,gotowy” RNA a nie plazmid kodujacy
Cas9 i sgRNA, gdyz wydajno$¢é modyfikacji danego locus
jest wéwczas wieksza. Taka strategia umozliwita gene-
racje wielu gatunkdéw transgenicznych zwierzat, m.in.
myszy, szczurdw, krélikéw czy nawet makaka jawajskiego
[49,62,90,93]. Wiele gendw jest jednak niezbednych do
prawidlowego rozwoju zwierzat w zyciu ptodowym i ich
inaktywacja prowadzi do $mierci. Pomocne w takich
sytuacjach sg mutanty warunkowe, w ktérych inaktywa-
cja danego genu zachodzi tylko w niektérych tkankach.
Do niedawna wiekszo$¢ zwierzat z mutacjami warunko-
wymi tworzona byta w oparciu o rekombinacje homolo-
giczna. Wzbogacenie tej techniki o system CRISPR-Cas
znaczaco podniosto jej efektywno$é. W literaturze
mozna odnalez¢ liczne przyktady zastosowania techniki
CRISPR-Cas do wyprowadzania mutantéw warunkowych
myszy, szczuréw, muszek owocowych czy danio prego-
wanych [27,49,91,93].

Wykorzystanie systemu CRISPR-Cas dostarczanego do
komérek przez wektory wirusowe umozliwito wprowa-
dzanie mutacji w komdrkach dorostych zwierzat in vivo.
Po wprowadzeniu wektoréw adenowirusowych lub lenti-
wirusowych targetujacych geny Alk i Eml4 do ptuc myszy
w czesci komdrek dochodzito do inwersji fragmentu mie-
dzy targetowanymi sekwencjami i tworzenia onkogen-
nego biatka fuzyjnego Eml4-Alk [5,50]. Ekspresja takiego
biatka fuzyjnego prowadzita do rozwoju nowotwordéw
ptuc u badanych zwierzat. Analogiczne mutacje znajduje
sie w niektérych przypadkach ludzkiego niedrobnoko-
mdérkowego nowotworu ptuc. Stworzono wiec znako-
mity model zwierzecy choroby o konkretnym podtozu
genetycznym. Jednak wykorzystanie wektordw lentiwi-
rusowych niesie za soba ryzyko mutagenezy insercyjnej,
wektory adenowirusowe sg natomiast immunogenne.
Rozwigzaniem tych probleméw mogto by¢ wykorzysta-
nie, jako wektoréw, wiruséw zwiazanych z adenowiru-
sami (AAV, adeno-associated viruses), ale uzycie ich do
dostarczenia elementéw CRISPR-Cas do komérek doro-
stych osobnikéw wymagato przezwyciezenia dodatkowej
przeszkody, zwigzanej z ich ograniczona pojemnoscia.
Wielko$¢ powszechnie stosowanej nukleazy Cas9 z S.
pyogenes uniemozliwiata wykorzystanie pojedynczego
wektora AAV. Stato sie to mozliwe dzigki wykorzystaniu
ortologa Cas9 z bakterii Staphylococcus aureus, charakte-
ryzujgcego sie znacznie mniejszym rozmiarem [69].
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Wizualizacja swoistych miejsc w genomie zywych
komérek

Tradycyjne techniki umozliwiajace wizualizacje swo-
istych miejsc w genomie, jak FISH (fluorescence in situ
hybridization), wymagaja utrwalenia komérek i denatu-
racji DNA [67], co wyklucza badanie stanu chromatyny
podczas proceséw zachodzacych w zywych komor-
kach. Dzieki zastosowaniu nieaktywnej katalitycznie
Cas9 (dCas9) potaczonej z biatkiem fluorescencyjnym
i wspéldziatajacej z odpowiednio zaprojektowanymi
sgRNA, mozliwa stala sie wizualizacja konkretnych, inte-
resujacych badacza, miejsc w genomie zywych komé-
rek [1,12]. Takie podejscie pozwolito np. na obserwacje
dynamiki i organizacji chromatyny podczas réznych
proceséw komdrkowych czy na lokalizacje poszczegdl-
nych loci w jadrze komérkowym. Do wizualizacji sekwen-
cji repetytywnych (np. telomeréw) wystarcza jeden
sgRNA [12]; wizualizacja sekwencji nierepetytywnych
np. genu kodujacego jakie$ biatko wymaga zastosowania
wielu sgRNA (ich liczba waha sie miedzy 26 a 36) zawie-
rajacych sekwencje komplementarne do réznych frag-
mentéw genu [12]. Wykorzystujac réznorodne ortologi
dCas9 potgczone z biatkami fluorescencyjnymi odmien-
nych koloréw, mozliwe jest jednoczesne znakowanie
kilku loci [47], a przez to np. wyznaczanie rzeczywistych
odlegtosci miedzy interesujagcymi loci. Metoda ta moze
sie staé niezwykle pomocna przy badaniu architektury
jadra komérkowego lub stopnia kondensacji chromatyny
w danym obszarze chromosomu.

Aktywacja badZ wyciszanie ekspresji wybranych genéw

Nieaktywna katalitycznie wersja Cas9, dCas9, przy jed-
noczesnej ekspresji sgRNA lub crRNA komplementar-
nego do nici matrycowej DNA, moze by¢é wykorzystana
do hamowania transkrypcji wybranych genéw. System
dziata wydajnie w komérkach bakterii [3,68], hamujac
inicjacje lub elongacje, zaleznie od potozenia docelo-
wej sekwencji wzgledem miejsca startu transkrypcji [3].
W komérkach eukariotycznych osiaga sie jedynie umiar-
kowane zahamowanie transkrypcji i to nie we wszyst-
kich badanych loci [68]. Wydajno$¢ represji transkrypcji
mozna znacznie zwiekszy¢ przez fuzje dCas9 z domeng
represorowa, np. domeng KRAB [26,37,68]. Wyciszanie
ekspresji genédw wykorzystujace system CRISPR zostato
nazwane CRISPRi (CRISPR interference) [68]. CRISPRi
moze by¢ alternatywa dla wyciszania ekspresji gendw za
pomocg interferujacego RNA. CRISPRi dziala na pozio-
mie DNA, a nie RNA (jak interferujacy RNA), dzieki
czemu mozna osiagnac znaczne wyciszenie ekspresji
interesujacego genu targetujac obszar promotorowy
genu, a nie tylko sekwencje kodujaca [26].

dCas9 moze by¢ takze przeksztatlcona w aktywator trans-
krypcji przez dotgczenie domeny transaktywujacej, jak
VP16 (w trzech lub czterech kopiach, nazywanych odpo-
wiednio VP48 i VP64) czy domene aktywujaca z biatka
p65 [26,37,51,53,65]. Aby osiagnal wydajna aktywacje
transkrypcji wybranego genu, trzeba dostarczy¢ kilka

réznych sgRNA, zwykle 2-10. Takie jednoczesne wpro-
wadzenie kilku sgRNA ma dziatanie synergistyczne -
skutkuje wieksza indukcja ekspresji niz wynikatoby to
z sumy efektéw pojedynczych sgRNA [51,65].

Spersonalizowana medycyna

Zastosowanie systemu CRISPR-Cas wptywa zasadniczo
na poprawe wydajnosci naprawy przez rekombinacje
homologiczng [54]. Skuteczne wprowadzenie obcego
DNA w wybrane miejsce w genomie pozwala m.in.
zamieni¢ zmutowany gen na jego poprawna wersje. Zja-
wisko to mogloby by¢ w przysztosci wykorzystane w
leczeniu chordb jednogenowych, jak na przyktad dys-
trofia mie$niowa Duchenne’a czy mukowiscydoza.

Aby zmieni¢ gen na jego poprawna wersje wykorzystujac
mechanizm naprawy przez rekombinacje homologiczng,
oprécz elementédw systemu CRISPR-Cas (sgRNA i Cas9)
trzeba jednocze$nie wprowadzié¢ do komérki matryce
zawierajaca poprawng wersje genu. Taka matryca musi
by¢ oflankowana sekwencjami homologicznymi do tar-
getowanego miejsca - sg to tzw. ramiona homologii. Jako
matryce donorowa wykorzystuje sie zwykle plazmidowy
DNA (ramiona homologii sa zazwyczaj dtugo$ci 500-1000
par zasad kazde) lub krétkie fragmenty jednoniciowego
DNA (ssDNA; jego dtugo$¢ wynosi zwykle 40-100 nukle-
otydéw). Wydajno$¢ rekombinacji wykorzystujacej
ssDNA jako matryce donorowa, mimo znacznie zredu-
kowanej dtugo$ci ramion homologii, moze by¢ wieksza
w stosunku do wydajno$ci osiaganej z uzyciem plazmi-
dowego DNA [13].

Badania tego rodzaju przeprowadzano juz na zwierze-
tach. Long i wsp. naprawili gen dystrofiny w embrio-
nach myszy mdx niosgcych mutacje nonsensowng
w eksonie 23 genu Dmd [46]. Co ciekawe, w wyniku
dziatania CRISPR-Cas do naprawy mutacji nonsensow-
nej doszto w 2-100% alleli. Naprawa mutacji w zale-
dwie 17% alleli okazata sie wystarczajaca do tego, aby
ekspresja dystrofiny we wtéknach mie$niowych byta na
podobnym poziomie, jak u myszy typu dzikiego. Wsréd
myszy, w ktérych zostat skorygowany gen dystrofiny
zidentyfikowano zwierzeta, w ktérych zaszta rekombi-
nacja z udziatem matrycy donorowej, jak réwniez takie,
w ktérych kodon stop zostat usuniety w procesie NHEJ.
Stosujac wektory AAV udalo sie cze$ciowo przywrdcié
ekspresje funkcjonalnej dystrofiny w miocytach i kar-
diomiocytach myszy w okresie zycia ptodowego, po uro-
dzeniu, a takze u dorostych zwierzat [45,61].

U ludzi, mutacje w obrebie genu kodujacego dystrofine
wywotujace dystrofie mie$niowg Duchenne’a (DMD) to
czesto duze zmiany, takie jak utrata lub duplikacja jed-
nego lub kilku eksondw. Jednak najczesciej bezposred-
nig przyczyna choroby nie jest brak jakiej$ domeny
biatka, lecz catkowity lub prawie catkowity brak dys-
trofiny spowodowany zmiang ramki odczytu i pojawie-
niem sie przedwczesnego kodonu stop skutkujagcym
degradacjag mRNA. Edycja genomu polegajaca na wpro-
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wadzeniu zmian przywracajacych prawidtowg ramke
odczytu (przez usuniecie fragmentu genu lub naprawe
przez rekombinacje czy tez zmiany typu indel) mogtaby
doprowadzi¢ do pojawienia sie aktywnej dystrofiny [42].
Analiza znanych mutacji w genie dystrofiny u pacjentéw
pozwolita na przedstawienie opinii, ze az 80% chorych
miatoby szanse na cze$ciowe przywrdcenie funkcjonal-
nego biatka dzieki edycji genomu (np. z wykorzystaniem
CRISPR-Cas) [45,61]. Potwierdzeniem takiej mozliwosci
byto uzyskanie ekspresji dystrofiny w indukowanych
komdrkach pluripotencjalnych (iPSCs) wyprowadzonych
z fibroblastéw pacjenta z dystrofig wywotang brakiem
44 eksonu [42]. Wyniki badar wskazuja, ze dtugotrwaty
efekt terapeutyczny mozna bytoby uzyskaé wprowadza-
jac zmiany w genomie komdrek satelitowych mieéni [75].

Inna grupa wykazata mozliwo$é naprawy mutacji
w genie HBB, kodujacym hemoglobine beta, w iPSCs
wyprowadzonych z fibroblastéw oséb cierpigcych na
beta-talasemie [89]. Komérki, w ktérych doszto do
naprawy genu HBB, po zréznicowaniu do erytrobla-
stéw odzyskiwaty ekspresje hemoglobiny beta. Komérki
iPSCs wyprowadzane z komérek pacjentéw cierpiacych
na choroby genetyczne, po naprawie wadliwych genéw
z wykorzystaniem programowanych nukleaz moga
w przyszlosci stanowié Zrédlo komérek do autoprzesz-
czepdw.

Yin i wsp. przedstawili mozliwo$¢é naprawy zmutowa-
nego genu u dorostych osobnikéw - udato im sie zmie-
ni¢ zmutowany gen hydroksylazy fumarylooctanowej
(Fah) w hepatocytach myszy Fah5981SB [92]. Zwierzeta te
stanowig model dziedzicznej tyrozynemii typu I. Wektor
kodujacy sgRNA i SpCas9 oraz matryce do rekombina-
cji - jednoniciowy DNA - dostarczono do watroby przez

PismiennicTwo

iniekcje hydrodynamiczng do zyly ogonowe;j. Poczat-
kowa czesto$¢ naprawy genu Fah wyniosta okoto 0,4%.
Gdy zaprzestano podawania takim zwierzetom inhibi-
tora szlaku rozktadu tyrozyny dochodzito do ekspansji
hepatocytéw Fah* - po 30 dniach od ostawienia inhibi-
tora hepatocyty Fah* stanowily juz ponad 30% wszyst-
kich hepatocytéw. Naprawa zmutowanego genu przez
jego zamiane na postaé prawidtowa ma znaczng prze-
wage nad klasyczng strategia polegajaca na dostarcza-
niu do komérek dodatkowych, prawidtowych kopii genu
- skorygowany gen bedzie funkcjonowal w swoim natu-
ralnym otoczeniu, co pozwoli omina¢ np. problem nie-
naturalnego poziomu ekspresji transgenu.

Wykorzystanie systemu CRISPR-Cas nie ogranicza sie
jedynie do naprawy mutacji lezacych u podstaw cho-
réb genetycznych. CRISPR-Cas niedawno z sukcesem
wykorzystano do inaktywacji genu CCR5 w ludzkich
komérkach CD4*[82]. CCR5 jest celem wielu terapii skie-
rowanych przeciwko wirusowi HIV, gdyz receptor ten
jest wykorzystywany przez wirusa do zakazania limfo-
cytéw T. W ostatnich latach publikowano doniesienia
o skutecznej inaktywacji CCR5 z wykorzystaniem nukle-
azy ZFN i TALEN [60,66]. Pierwsze testy kliniczne z wyko-
rzystaniem ZFN do inaktywacji genu CCR5 w komérkach
krwi pobranych od pacjentéw zarazonych wirusem
HIV wykazaly skuteczno$¢ terapii: po transfuzji zmu-
towanych komérek poziom RNA wirusa zmniejszyt sie
(ujednego z czterech pacjentéw, ktérzy ukoriczyli prébe
kliniczng, poziom spadt ponizej progu detekcji) [78].
Wykorzystanie Cas9 zamiast ZFN czy TALEN moze umoz-
liwi¢ bardziej wydajne wprowadzanie mutacji, a dodat-
kowo obnizy¢ koszty przedsiewziecia.
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