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Streszczenie

Wprowadzenie technik edycji genomu jako podstawowego narzedzia w badaniach naukowych wywolalo
znaczny postep w naukach biologicznych, medycznych oraz pozwolito zrozumie¢ patofizjologie wielu chorob.
Jedna z najnowoczesniejszych metod wprowadzania specyficznych zmian w genomie jest obecnie technologia
CRISPR/Cas9, ktora poprzez insercje, delecje lub zamiane nukleotydéw w sekwencji DNA prowadzi do
inaktywacji genéw docelowych, nabycia nowych cech genetycznych lub korekty niepozadanych mutacji.
Ponadto, technologia CRISPR/Cas9 pozwala na tworzenie modeli in vitro i in vivo wielu choréb, a nastepnie
dokladne badanie mechanizmoéw ich powstawania. Obecnie prowadzonych jest wiele badan w dziedzinie
onkologii wykorzystujacych technike CRISPR/Cas9, a niniejsza praca jest ich zwiezlym podsumowaniem.

Abstract

Genome editing techniques as a basic tools in scientific research has resulted in significant advances
in biological and medical sciences, and has made it possible to understand the pathophysiology of many
diseases. One of the most up-to-date method of introducing specific changes in the genome is the CRISPR/
Cas9 technology, which, by inserting, deleting or changing nucleotides in the DNA sequence, leads to
inactivation of target genes, acquisition of new genetic features or correction of unwanted mutations. In
addition, the CRISPR/Cas9 technology allows the creation of in vitro and in vivo models of many diseases,
and the detailed study of their patomechanisms. Currently, there are many studies in the field of oncology
using the CRISPR/Cas9 technique, and this work is a brief summary of them.
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Wprowadzenie

Odkrycie technologii CRISPR/Cas9 jako narzedzia do edytowania genomu bylo rewolucja w naukach
biologicznych i wywotlalo niezwykle zainteresowanie, jako potencjalne narzedzie do wykorzystania w terapii
genowej. Prostota wykorzystania tej technologii sprawila, ze jest ona szeroko stosowana w wielu dziedzinach
nauki m.in. do badania patomechanizmoéw wielu choréb, tworzenia modelowych linii komoérkowych oraz
badania zmian epigenetycznych (1). Metoda ta jest rowniez szeroko stosowana w inzynierii molekularnej
do wywolywania celowanych modyfikacji genetycznych (2). CRISPR (ang. Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeat), oznacza zgrupowane, regularnie rozproszone, kroétkie, powtarzajace sie
sekwencje palindromowe. Powtorzenia te zostaly zidentyfikowane w bakterii Escherichia coli w 1987 r. przez
japonskiego badacza Yoshizumi Ishino (3). Klastry powtorzen CRISPR oddzielone s3 niepowtarzalnymi
sekwencjami DNA nazwanymi spacerami lub przerywnikami. Dopiero po latach odkryto, ze fragmenty DNA
zgrupowane w genomie bakterii pochodza oryginalnie od bakteriofagow- wiruséw atakujacych bakterie.
Dzieki komputerowym analizom sekwencji CRISPR udowodniono, ze sa one obecne w genomie wiekszo$ci
bakterii i archeonéw, a ponadto sa zwigzane z genami cas (ang. CRISPR-associated) (4). Produkty biatkowe
tych genow to enzymy Cas, ktore uczestnicza w obronie przed fagami. Wspdlne dzialanie sekwencji CRISPR i
bialek Cas stanowi nabyty uklad odpornosciowy prokariotow i dziala podobnie do eukariotycznego systemu
iRNA (ang. interference RNA, interferencyjnego RNA) (5). Geny cas zostaly podzielone poczatkowo na
cztery grupy ze wzgledu na swoja konserwatywno$¢ i produkty biatkowe: Casi, Cas2, Cas3, Cas4. P6zniejsze
analizy wykazaly, ze w genomach ro6znych organizméw zawierajacych sekwencje CRISPR wystepuje wiele
form bialek Cas, ktoére mozna zakwalifikowa¢ do r6znych rodzin (6). Dalsze analizy sekwencji genow cas
pozwolily na wyodrebnienie dodatkowych rodzin tych genéw. Po dokladniejszych badaniach stwierdzono,
ze bialka Cas3 posiadajg motywy charakterystyczne dla helikaz RNA, a Cas4 maja wlasciwos$ci egzonukleaz.
W 2007 r. wykonano badania potwierdzajace, ze gtowna funkcja systemu CRISPR/Cas jest obrona bakterii
przed zakazeniami wirusowymi. Eksperyment polegal na wstawieniu sekwencji fagowej do regionu spacer’a
CRISPR genomu bakterii Streptococcus thermophilus, co w konsekwencji uczynilto ten szczep odpornym
na obecno$¢ faga (7). P6zniejsze prace wykazaly, ze cas9 jest genem niezbednym do interferencji kodowane;j
przez CRISPR.

CRISPR/Cas - narzedzie do edycji genomu

Klasyfikacja systemo6w CRISPR-Cas obejmuje obecnie dwie klasy, utworzone ze wzgledu na bialka
efektorowe. Do technik edytowania genomu cze$ciej uzywana jest klasa II pochodzaca od bakterii
Streptococcus pyogenes (4). Sposrod tej klasy najlepiej poznanym jest biatko Cas9, czyli biatko efektorowe
o aktywnos$ci endonukleazy. Dzialanie systemu CRISPR-Cas9 rozpoczyna sie od transkrypcji regionow
CRISPR, oraz powstania czasteczek tracrRNA (ang. trans-activating crRNA), ktore rozpoznaja sekwencje
docelowego DNA. Transkrypcja regionéw CRISPR skutkuje powstaniem krétkich czasteczek RNA, zwanych
CRISPR RNA (ang. crRNA), ktore stuza do identyfikacji i degradacji obcego DNA lub RNA. Sekwencja
crRNA okresla specyficzno$é dziatania nukleazy (8). Kompleks crRNA-tracrRNA-Cas9 ma zdolno$¢ ciecia
obcego DNA w $ciéle okreslonym miejscu, poczatkowo przylaczajac sie do sekwencji PAM (ang. protospacer
adjacent motif), czyli trzynukleotydowej sekwencji 5-NGG-3’, a nastepnie rozpoznania docelowego DNA
przez crRNA na zasadzie komplementarno$ci zasad. TracrRNA kieruje biatko Cas w miejsce polaczenia
sie crRNA oraz docelowego DNA. Biatko Casg zawiera dwie domeny REC (ang. recognition) i NUC (ang.
nuclease). Domena REC odpowiada za rozpoznanie kwasu nukleinowego, a NUC zawiera nukleazy RuvC i
HNH, ktére tng podwdjna helise DNA. W konsekwencji powstaje dwuniciowe peknigcie w docelowym DNA,
ktore jest rozpoznawane w komoérce jako obce. W domenie NUC znajduje sie region C-koncowy zawierajacy
domene PI (ang. PAM-interacting) zbudowang z 269 aminokwaséw(9), ktora rozpoznaje sekwencje PAM w
obcym DNA (5).
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Prostota systemu CRISPR/Cas9 wplynela na zrewolucjonizowanie inzynierii genetycznej i pozwolila na
edytowanie genomu wielu komorek i organizméw (10). W inzynierii genetycznej polaczenie tracrRNA oraz
crRNA nazywane jest sgRNA (ang. single guide RNA). W celu edycji genomu nalezy do komorki docelowe;j
dostarczyc sgRNA, ktory laczy sie z docelowa sekwencja w wybranym genie, na zasadzie komplementarnosci.
Rozpoznanie sekwencji docelowej oraz jej ciecie przez biatko Casg, wymaga obecnosci sekwencji PAM w
docelowym DNA (11). Wybor metody wprowadzania tych elementéw do komérek docelowych zalezy od ich
typu. Do komérek nalezy wprowadzi¢ kilka komponentéw, aby uzyskaé pozadany efekt np. terapeutyczny.
Do stosowanych obecnie metod nalezy transdukcja komorek wektorami wirusowymi. NajczeSciej
wykorzystywane sa wektory lentiwirusowe i adenowirusowe (12). Jednakze, wprowadzanie systemu
CRISPR/Cas do komorek moze odbywac sie takze na drodze elektroporacji, mikroiniekcji oraz wykorzystania
struktur liposomowych np. nanoczasteczek lipidowych (ang. lipid nanoparticles, LNPs).

Tabela 1. Zestawienie najczeSciej wykorzystywanych sposobéw wprowadzania CRISPR/Cas
do komorek docelowych

Sposob
wprowadzania do Zalety Wady Zastosowanie Referencja
komorek
Powinowactwo Konieczna obecnos¢
AAV do wielu typow . . in vivo (13)
) wirusa pomocniczego
komoérek
.. . Brak transfekeji dzielacych L .
Lentiwirusy Stala ekspresja sie komérek in vitro i ex vivo (14)
Powinowactwo
Adenowirusy do wielu typow Przej$ciowa ekspresja in vivo (15)
komorek
. ‘s Efektywno$c zalezna od e
Liposomy Mala toksycznos$é typu komérek in vitro i in vivo (16)
Wydajne Moze wyvxfolywac efe/kty
. . toksyczne i prowadzi¢ do s .
Elektroporacja wprowadzanie do . e in vitro i ex vivo (17)
. stalej permeabilizacji btony
komorek B .
komorkowe;j
Bezposrednie
Mikroiniekcja wprowadzanie do Duze wymogi technicznie in vitro i ex vivo 18
komoérek

Wprowadzenie kompleksu sgRNAibiatka Casg do komorek docelowych powoduje powstanie dwuniciowych
peknie¢ w DNA, ktére moga by¢ naprawione przez dwa systemy: NHEJ (ang. non-homologous end-joining,
laczenie niehomologicznych koncow) i HDR (ang. homology-directed repair, homologiczna rekombinacja).
System naprawy NHEJ poprzez laczenie niehomologicznych koncéw DNA powoduje insercje lub delecje.
Mechanizm NHEJ jest podatny na bledy i moze prowadzi¢ do mutacji z przesunieciem ramki odczytu,
skutkujgc przedwezesnym powstaniem kodonu STOP i powstawaniem niefunkcjonalnego polipeptydu (19).
W przypadku mechanizmu NHEJ mozliwe jest wylaczenie funkcji gendw (ang. knock-out). Z kolei, na drodze
mechanizmu HDR ni¢ DNA odtwarzana jest z uzyciem czeSciowo komplementarnej sekwencji co umozliwia
wprowadzanie specyficznych mutacji (20). Figura 1 przedstawia podsumowanie zastosowania systemu
CRISPR/Cas9 w inzynierii genetyczne;j.

Obecnie najwiekszym wyzwaniem w stosowaniu metody CRISPR/Cas9 jest bezpiecznie i efektywne
wprowadzenie komponentow systemu do komoérek docelowych (21). W 2016 r. w Chinach, po raz pierwszy
wykorzystano te technologie jako terapie przeciwnowotworowa u pacjenta z agresywnym rakiem pluca (22).
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Wykorzystanie systemu CRISPR/Cas9 w inzynierii genetycznej
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!

knock-out gendw

Figura 1. Wykorzystanie systemu CRISPR/Cas9 w inzynierii genetyczne;.

Wykorzystanie technologii CRISPR/Cas9 w badaniach nad nowotworami

Technologia edycji genomu z wykorzystaniem systemu CRISPR/Casg jest szeroko stosowana w badaniach
nad patogenezg i rozwojem nowotworow. Technologia ta pozwala na generowanie modeli komérkowych lub
zwierzecych réznych choréb i w ten sposob poznanie mechanizmu ich dzialania (23). CRISPR /Casg indukuje
ukierunkowane zmiany genetyczne w komorkach, ktére moga prowadzi¢ do nowotworzenia. Dzieki badaniom
przeprowadzonym na mysim modelu choréb nowotworowych odkryto geny podnoszace wrazliwo$¢, albo
powodujace oporno$¢ na immunoterapie. Do tych genéw nalezy gen Ptpn2, kodujacy fosfataze zaangazowana
w procesy sygnalowe komorek oraz Ripk1, gen kinazy regulujacej Smier¢ komoérkowa i stan zapalny (24). Inne
badania obrazuja wykorzystanie metody CRISPR do knock-out'u zmutowanego genu Kras w komorkach
nowotworowych trzustki, co moze prowadzi¢ do ich wolniejszego wzrostu (25). Knock-out genu KDM6A
(demetylazy histonow) w komorkach nowotworowych trzustki doprowadzil do zwiekszenia agresywnego
fenotypu tych komoérek podczas gdy jego nadekspresja go tlumila (26). Technologia CRISPR /Cas9 pozwala
na stabilne wyciszenie gen6w w komoérkach oraz badanie mechanizméw powstawania oporno$ci na terapie
przeciwnowotworowe. W linii komoérkowej plaskonablonkowego raka glowy i szyi (HNSCC, ang. Head
and Neck Squamous Cell Carcinoma) dokonano wyciszenia ekspresji gendw CD98hc i LAT1, ktoére razem
tworza transblonowy transporter aminokwasow, a podwyzszony poziom mRNA genu SLC3A2, kodujacego
lancuch ciezki biatka CD98, wigze sie z gorszym rokowaniem dla pacjentéw. Dowiedziono, ze wysoki poziom
ekspresji CD98hc i LAT1 jest znaczaco skorelowany ze wzorestem radioopornosci w modelach in vivo i in
vitro HNSCC (27). Dzieki metodzie CRISPR mozliwa jest klasyfikacja mikroRNA zwigzanych z nowotworami.
W badaniu przeprowadzonym z wykorzystaniem ludzkiej linii komérkowej raka prostaty dowiedziono, ze
zaburzona ekspresja dwoch miRNA (miR-663a i miR-1225-5p) wplywa na progresje raka prostaty i moze by¢
wykorzystana jako potencjalny marker tego nowotworu (28). Nabranie przez komoérki nowotworowe cech
komorek macierzystych jest jak dotad stabo poznane, ale wiadomo, ze wptywa to na agresywny fenotyp i opornos¢
na leczenie. W badaniu nad neuroendokrynnym rakiem prostaty indukowanym terapig t-NEPC (ang. therapy-
induced neuroendocrine prostate cancer) stwierdzono, ze gen LIN28B wplywa na indukcje sieci polgczen
przypominajaca te w komoérkach macierzystych oraz ma wplyw na morfologie komorek neuroendokrynnych.
Wyciszenie LIN28B hamowalo procesy zwigzane z rozwojem guza w ksenograficznych modelach (29). Dzieki
technologii CRISPR/Cas9 poszukuje sie genéw odpowiedzialnych za progresje czerniaka. Dotychczas dzieki
zahamowaniu funkcji genu ptgs2 w mysich komorkach czerniaka udowodniono, ze gen ten wplywa na
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proliferacje, migracje i inwazyjno$¢ komorek nowotworowych. Jego knock-out spowodowal zmniejszenie
rozwoju guza i jego przerzutowanie in vivo (30) . Odkrycie to wskazuje, ze gen ptgs2 moze byé¢ celem
molekularnym dla nowych terapii przeciwnowotworowych, w tym dla czerniaka skory. W tabeli zebrano
przyklady wykorzystania technologii CRISPR /Cas9 do badan nad nowotworami.

Tabela 2. Wykorzystanie CRISPR/Cas9 w badaniach nad nowotworami.

Rodzaj Zastosowanie . . . .
nowotworu CRISPR In vivo/ In vitro Wynik Referencja
Crerniak knock-(?ut/ in vivo Odkrycie genow zw1qzar'1ych zZ (24)
screening oporno$cia na terapie
Wyciszenie zmutowanego Kras
prowadzi do wolniejszego wzrostu (25)
Rak trzustki knock-out in vitro komorek nowotworowych;
Wyciszanie KDM6A prowadzi do (26)
wzrostu agresywno$ci nowotworu
Plaskonablonkowy . Korelacja poziomu ekspresji
rak glowy i szyi knock-out muiro 1in viwo CD98hc i LAT1 z radioopornoscia (27)
knock-out/ o Z'aburzenle ekspresji wybr:clnych
Rak prostaty . in vitro miRNA wplywa na progresje raka (28)
screening
prostaty
Neuroendokrynny knock-out i vivo Wyciszenie genu LIN28 wplywa na (20)
rak prostaty hamowanie wzrostu guza
Zahamowanie ekspresji genu ptgs2
Czerniak knock-out in vitro i in vivo wplywa na zmniejszenie rozmiaru (30)
guza

Zalety i ograniczenia metody CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 jest metoda, ktéra pozwala na precyzyjne i wszechstronne edytowanie genomu (31). Jedna
z zalet tej metody jest niewatpliwie ogromny wplyw na rozwdj wiedzy odno$nie mechanizméw zwigzanych
z nowotworzeniem. Metoda CRISPR/Cas9 pozwana na screening genéow, ktore potencjalnie moga byc
zaangazowane w rozne procesy biologiczne (32). Dodatkowo w poréwnaniu do innych metod edycji genomu
CRISPR moze by¢ uzyty w technice multiplex, czyli jednoczesnym wyciszaniu kilku genéw (33). System
ten wydaje sie mie¢ obiecujace zastosowanie w leczeniu zakazen wirusowych. Zanim jednak technologia ta
bedzie mogta by¢ uzywana w celach terapeutycznych na szeroka skale kliniczng, koniecznie jest opracowanie
efektywnych metod dostarczania jej komponentow do komorek oraz zapewnienie specyficznego dzialania,
aby unikna¢ zaburzenia funkcji innych genow (efekt off-target) (34). Aby zminimalizowaé dzialanie off-target
powstaly specjalnie udoskonalone warianty biatka Cas9, ktére cechuja sie m.in. ulepszonym rozpoznawaniem
sekwencji PAM lub indukujace pekniecia jednoniciowe w DNA (SSBs, ang. single-stranded breaks) (19).
W uniknieciu efektéw off-target sprzyja takze dobre zaprojektowanie i optymalizacja sekwencji sgRNA.
Duzym ograniczeniem stosowania metody CRISPR/Cas9 w terapii genowej jest takze sposob dostarczenia
komponentow systemu do komorek docelowych. Metoda dostarczania z uzyciem wektorow wirusowych jest
najbardziej wydajna, ale moze skutkowaé pojawieniem sie immunogennosci. Z Kkolei nie-wirusowe metody,
mimo mniejszej immunogennosci, cechuja sie takze duzo nizsza wydajnos$cia (19). Rozwigzaniem moze by¢
pobieranie komérek od pacjenta, modyfikacja ich ex vivo i ponowne wprowadzenie do organizmu. Metoda
ta moze by¢ stosowana w przypadku komorek, ktore sa w stanie przetrwac i namnaza¢ sie w warunkach
hodowli komoérkowej np. limfocyty T (35).
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Podsumowanie

Technologia CRISPR/Casg jest obiecujacym narzedziem, ktore w przysztoéci postuzyé moze do leczenia
wielu chorob. Zanim system ten bedzie mogl by¢é uzywany w celach terapeutycznych na szeroka skale
kliniczna, koniecznie jest opracowanie efektywnych metod dostarczania go do komorek oraz zapewnienie
specyficznego dzialania, aby uniknaé zaburzenia funkcji innych genéw (efekt off-target). Coraz cze$ciej
poruszane sa takze kwestie etyczne zwigzane z edytowaniem genomu z wykorzystaniem populacyjnym
technologii CRISPR/Cas9 (36).
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