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Co je CRISPR

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) su charakteristické
useky v DNA nachdadzajice sa vo velkej ¢asti prokaryotov (baktérii a archednov), o ktorych
uz dnes vieme, Ze sliZia najma na ochranu voci virusovym infekciam. UZ na prelome 80. -
90. rokov minulého storocia boli prvykrat publikované informacie o zvlastnych,
palindromatickych, pravidelne sa opakujicich sekvenciach. Ich funkcia vSak pre vedcov
zostavala eSte niekolko desatroci zahadou. Hypotéza, ze CRISPR moze predstavovat akusi
adaptivnu formu imunity baktérii sa zacala formovat az ked boli publikované zistenia, ze tzv.
spacer sekvencie, ¢ize poradia nukleotidov medzi jednotlivymi palindromatickymi
repeticiami v CRISPR lokuse (konkrétny tsek v bakteridlnej DNA, v ktorom st umiestnené
CRISPR sekvencie), sa zhoduju so sekvenciami DNA niektorych bakteriofagov.

CRISPR proces

Cely proces CRISPR imunity m6zeme rozdelit do troch zakladnych faz: adaptivna faza, faza
expresie a faza interferencie. Po prekonani virusovej infekcie, su baktérie a archedny
obsahujuce CRISPR sekvencie schopné zachytit ¢asti nukleovej kyseliny pochadzajucej z
invaznych virusov. Tieto kratke useky DNA su nasledne ulozené medzi opakujuce sa
sekvencie CRISPR, pricom tvoria spominané spacer sekvencie. Tuto fazu nazyvame aj
adaptivna faza, pocas ktorej si baktéria vytvara akusi kniznicu, v ktorej st ulozené sekvencie
bakteriofagov, ktoré by ju v buducnosti mohli opatovne infikovat. Nasleduje faza expresie
alebo biogenézy CRISPR, v ktorej dochadza ku transkripcii CRISPR lokusu za vzniku
molekul crRNA (CRISPR RNA, ktora spolu s tracrRNA tvori tzv. vodiacu gRNA). Kazda
crRNA ma sekvenciu odvodenu od konkrétneho bakteriofaga. V literature sa Casto
stretdvame aj s oznacenim CRISPR/Cas. Cas je rodina proteinov, patriacich do skupiny
endonukleaz, ¢ize enzymov schopnych Stiepit nukleotidové retazce DNA molekul. crRNA
nesutca informaciu o sekvencii charakteristickej pre patogénny virus sa vo forme gRNA spoji
s Cas proteinom za vzniku aktivneho CRISPR/Cas komplexu. V pripade, ze ddjde k stretu
tohoto komplexu s virusom napadajucim bunku, hovorime uz o faze interferencie.
CRISPR/Cas komplex je v pripade reinfekcie schopny rozpoznat invazny virus vdaka
komplementarite poradia baz v crRNA s virusovou sekvenciou. Vdaka aktivite enzymu Cas je
tento komplex zaroven schopny rozstiepit nukleovu kyselinu virusu a tym ho vcas
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zneskodnit. CRISPR a Cas teda tvoria efektivny tim, sliziaci na zacielenie a zneskodnenie
virusov po ich vniknuti do prokaryotickej bunky. Rozhodujicou pre postiepenie
sprostredkované enzymom Cas je pritomnost kratkej 2-6 nukleotidovej sekvencie v cielovej
nukleovej kyseline virusu. Tato sekvencia sa nazyva PAM a nie je pritomna v CRISPR lokuse,
vdaka comu komplex CRISPR/Cas nestiepi DNA vlastnej bunky.
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Obrazok 1: CRISPR/Cas mechanizmus (Zdroj: BIOPRO/Hinkelmann, upravené)

CRISPR/Cas komplexy boli identifikované v priblizne 50 % bakteridlnych genémov a az v 95
% genodmov archeonov, pricom v odliSnych organizmoch boli pozorované rézne podoby tohto
systému. VSeobecne mozeme CRISPR/Cas systémy rozdelit do dvoch tried a Siestich
podtried, liSiacich sa najma struktirou CRISPR lokusu a pritomnostou roznych typov Cas
proteinov. Neustale evolu¢né preteky medzi baktériami a bakteriofdgmi zapricinili, ze

u mnohych virusov doslo k vzniku mutacii, ktoré im umoznuju efektivne sa vyhnut
rozpoznaniu a degradacii CRISPR/Cas systémom. Takymto sposobom dochéadza k neustalym,
vzajomnym zmenam v CRISPR lokuse baktérii a taktiez v genome bakteriofagov.
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CRISPR/Cas ako nastroj na editovanie genéomu

V roku 2012 vedkyne Jennifer Doudna a Emmanuelle Charpentier izolovali CRISPR/Cas
systém z baktérie Streptococcus pyogenes a upravili ho tak, aby dokazal zacielit akukolvek
sekvenciu DNA. Umelym nasyntetizovanim vodiacej RNA, dokdazali naprogramovat
CRISPR/Cas systém tak, aby Stiepil cielovii DNA v presne definovanom mieste. Ked potom
do bunky s takto poSkodenou DNA dopravili Specialne nasyntetizovany usek DNA

s lubovolnou sekvenciou, bunka ho pouzila ako templat - vzor, podla ktorého vzniknuté
poskodenie zacelila. Takymto sposobom dnes vedci dokazu velmi jednoducho inkorporovat
akukolvek sekvenciu do gendomu nielen virusov a prokaryotickych buniek, ale aj
eukaryotickych buniek, akymi st napriklad bunky rastlin alebo zivo¢ichov. Po zaCleneni je
tato nova sekvencia sucastou genetického materialu bunky a prechadza aj do jej dcérskych
buniek. V roku 2020 bola tymto vedkyniam za ich vyznamny objav udelena aj Nobelova cena
za chémiu. Pouzivanie CRISPR/Cas je v porovnani so starsSimi metédami umoznujicimi
upravu gendomu omnoho jednoduchsie, lacnejSie a navysSe poskytuje aj vyssiu presnost

a preciznost. CRISPR/Cas systém ma v zavislosti od pouzitého Cas proteinu velmi variabilné
vyuzitie a mozno pomocou neho teda nielen vkladat do buniek nové gény, ale napriklad aj
inaktivovat uz pritomné gény, potlacit ich expresiu alebo ju naopak stimulovat. Vdaka svojim
vlastnostiam sa touto technoldgiou zaoberaju vedci z roznych odvetvi.

Aplikacie CRISPR/Cas technologie

Medicina

Velmi intenzivny vyskum vyuzitia CRISPR/Cas v sucasnosti prebieha v oblasti mediciny.
Terapie zalozené na CRISPR/Cas su dnes vyvijané pre Siroku skalu chorob ako napriklad
vrodené ochorenia oka, neurodegenerativne ochorenia, ako st Alzheimerova a
Huntingtonova choroba a taktiez aj nededi¢né ochorenia ako rakovina a HIV. Vedcom sa
napriklad pomocou CRISPR/Cas9 podarilo obnovit zrak laboratéornemu potkanovi, ktory
trpel vrodenou poruchou sietnice. Vyuzitie CRISPR/Cas vsak v tejto oblasti nezostalo iba

v rovine vyskumu a uz v roku 2019 bola terapia zalozena na tejto baze podana prvym
pacientom, trpiacim kosacikovou anémiou. Pri takejto liecbe je pacientovi odobrata kostna
dren, ktorej bunky st ex vivo upravené pomocou CRISPR/Cas technoldgie tak, aby
produkovali fetalny hemoglobin. Tento typ hemoglobinu je za beznych okolnosti u Iudi
produkovany len pocas fetalneho Stadia vyvinu, avSak je schopny velmi efektivne viazat
kyslik. Takto upravené bunky sa nasledne vratia do tela pacienta, kde dalej produkuju
spominany hemoglobin, ¢im je dosiahnuté signifikantné znizenie potreby krvnych transfuzii
a tiez vyrazna redukcia bolestivych prejavov ochorenia.
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Obrazok 2: In vivo a ex vivo princip terapie zalozenej na CRISPR/Cas (Zdroj:
www.beyondachondroplasia.org, upravené)

Dal$ou velmi zaujimavou moZnostou by mohlo byt vyuZitie CRISPR/Cas ako cieleného,
vysoko Specifikovaného antibiotika. Takymto sp6sobom by bolo mozné naprogramovat
CRISPR/Cas na znicCenie baktérii, u ktorych bola vyvinuta rezistencia voci konvenénym
antibiotikam a taktiez by bolo mozné zacielit len na skupinu konkrétnych, patogénnych
baktérii bez toho, aby doslo k poSkodeniu prospesnych, komenzalnych baktérii. Uvazuje sa
taktiez o tom, ze takéto cielené lie¢ivo by mohlo byt vyuzité aj vo¢i eukaryotickym parazitom
alebo virusom, ako napriklad HIV virus, ludsky papilomavirus alebo virus hepatitidy typu B.

Medicina sa intenzivne zaobera aj problémom nedostatku darcovskych orgdnov vhodnych na
transplantdciu. Jednym z moznych rieSeni by mohla byt prave xenotransplatnacia, kedy sa
nefunkcny organ prijemcu nahradi zdravym organom ziskanym z iného zivociSneho druhu
(napriklad z prasiat). U vsetkych typov transplantdcie organov vsak hrozi riziko odmietnutia
darcovského organu prijemcom. V pripade xenotranplantacie je tento jav vyvolany
vytvorenim imunitnej odpovede voc¢i antigénom nachadzajicim sa v tkanivach iného
zivo¢isneho druhu. Dal$im rizikom xenotransplantécii je vytvorenie infekcie spdsobenej
retrovirusmi nachadzajicimi sa v gendéme zivocichov. Tieto retrovirusy su sice voci svojim
povodnym hostitelom nepatogénne, avSak pri prekroceni druhovej bariéry su schopné
sposobovat ochorenia. Upravou genému napriklad pomocou CRISPR/Cas by sa mohlo
docielit nie len zniZenie rizika odmietnutia xenotransplantatu a prenosu virusovych zoondz
ale aj zvySenie kompatibility a celkové zlepSenie funkcie transplantovaného organu.
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Polnohospodarstvo a potravinarstvo

V polnohospodarstve sa CRISPR/Cas uz dnes vyuziva v komerénych a modelovych plodinach
na zvysenie vynosu, zlepSenie tolerancie rastlin voci biotickym a abiotickym stresom alebo
na zlepSenie ich nutricnych hodnot. Vdaka CRISPR/Cas by sa mohol taktiez zefektivnit chov
hospodarskych zvierat. Slachtitelia dnes uz pomerne dobre poznaju miesta v genéme
zivocichov, zodpovedné za cenné vlastnosti ako napriklad masova uzitkovost, produkcia
mlieka, ale aj gény zodpovedné sa tvorbu rohov.

Predstava konzuméacie CRISPR/Cas upravenych potravin vyvoladva u ludi r6zne emdcie, ¢i uz
pozitivne alebo skor naopak negativne. Prirodzeny CRISPR/Cas systém je vSak beznou
sucastou baktérii, ktoré pouzivame napriklad na vyrobu jogurtov. Prvykrat bol v skutoCnosti
tento systém experimentalne dokdzany vyskumnikmi potravinarskej spolo¢nosti Danisco,
prave v Startovacich kulturach Streptococcus thermophilus, pouzivanych pri mliecnej
fermentacii jogurtov. Virusy dokazu v procese vyroby startovacich kultir sposobit nemalé
straty. Z tohto dévodu sa komercni vyrobcovia kultur baktérii mlie¢neho kvasenia ¢asto
zameriavajui na produkciu kmenov s rozsiahlymi CRISPR lokusmi, ktoré im zabezpecuju
odolnost voci virusom.

Geénove hnanie

Génové hnanie (z angl. gene drive) je evolucny jav, pri ktorom sa urcité useky gendémov
dedia z generacie na generaciu efektivnejsie nez iné, pricom takéto useky oznacujeme aj ako
sebecké. Povodne ide o prirodzene sa vyskytujuci proces, avsak CRISPR/Cas vieme pouzit aj
na vytvorenie takéhoto génového hnania. Inymi slovami, CRISPR/Cas méze zabezpecit
cielent propagaciu Zelaného génu v populdcii, ¢o by mohlo mat masivne dosledky na celé
ekosystémy. Do dnesného dna bola v laboratérnych podmienkach tato technoldgia uspesne
aplikovand napriklad v kvasinkach, vinnych muskach alebo koméaroch. Specifickd pozornost
sa venuje najma spominanym komérom a inym vektorom prendasajicim ochorenia, pri
ktorych by CRISPR/Cas indukované génové hnanie mohlo zabranit ich Sireniu. Anopheles
gambiae, je druh komara, prenasajici malariu, ktora najma v subsaharskej oblasti rocne
zabija stovky tisic ludi. Mutédcia v géne nazyvanom doublesex zapri¢inuje v samicich
jedincoch deformaécie ustnych organov a tiez pohlavnych organov, Co ma za nasledok
neschopnost uhryznit a klast vajicka. Podla predbeznych predpokladov, by maldria mohla
byt pomocou indukovaného génového hnania aplikovaného na 1% divokej populacie
komarov eradikovana v horizonte jedného roka. CRISPR/Cas indukované génové hnanie
umoznuje zmeny doteraz nevidanych rozmerov a mohlo by ovplyvnit celé ekosystémy

a budice generacie, zaroven ma aj potencial uplne eradikovat ochorenia, na ktoré zomiera
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velka cast svetovej populacie. Ako pri kazdej vznikajucej technoldgii, pripadna tspesna
implementdcia v Sirokom meradle si bude vyzadovat eSte velmi intenzivny a dokladny
vyskum, suhlas regula¢nych organov a akceptovanie Sirokou verejnostou.

Normalna dedicnost Génové hnanie
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Obrazok 3: Princip génového hnania (Zdroj: www.synthego.com, upravené)
Buducnost CRISPR/Cas

Najkontroverznejsou témou v stvislosti s CRISPR/Cas jednoznacne zostava moznost editacie
ludskych zarodo¢nych buniek. V pripade geneticky upravenych embryi by sa tato
modifikdcia preniesla do vSetkych buniek daného jedinca a taktiez aj na jeho potomstvo.
Vyskumnici vratane uz spominanej autorky tejto technoldgie Jennifer Doudna vyzvali na
moratdrium v oblasti tpravy ludskej zarodocnej linie a pozaduju transparentnu a otvorenu,
medzindrodnu diskusiu medzi odbornikmi, nie len vedcami ale aj pravnikmi, bioetikmi

a Sirokou verejnostou, ktora by zvazila vSetky aspekty takéhoto zasahu.

Medzi hlavné problémy, ktoré je potrebné vyriesit pre ispesné a bezpecné aplikovanie
technoldgie CRISPR/Cas patri stale pomerne velké riziko neumyselnych mutécii v
pribuznych sekvenciach. Pripadna nizka G¢innost modifikacie zas moze v niektorych
pripadoch viest k vzniku chimérického organizmu, obsahujiceho bunky s dvoma rozli¢nymi
druhmi genotypov. Kedze Cas proteiny sa najcastejSie ziskavaju z baktérii Streptococcus
pyogenes a Staphylococcus aureus, ktoré radime medzi patogénne baktérie, mnoho ludi
moze mat voci ich proteinom vybudovanu uz existujucu formu imunitnej odpovede. Pre
bezpecnt a efektivnu aplikaciu CRISPR/Cas v SirSom meradle, je teda eSte potrebné
prekonat mnohé prekazky.

Faktom je, ze CRISPR/Cas patri k najrevolucnejSim technologiam poslednych desatroci, a jej
pripadné aplikdcie by mohli mat v buducnosti obrovsky dopad na mnohé oblasti nasej
spolo¢nosti. Technoldgie zalozené na CRISPR/Cas sa budu nepochybne aj nadalej podielat
na transformacii zakladného a aplikovaného biotechnologického vyskumu. Stcasne

s pokrokom v tejto oblasti st pre tspesnu buducnost CRISPR/Cas technoldgie potrebné aj
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dokladné Studie zamerané na rieSenie jej bezpecnosti a Specifickosti. Je potrebné taktiez
venovat pozornost socidlnym a etickym dosledkom takychto technoldgii, pretoze len tak
mozu byt prospesné pre celé ludstvo.
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