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- zastosowanie metody CRISPR/Cas9 w badaniach nad

chorobami alergicznym

Gene Editing: the application of CRISPR-Cas9 method in research of allergic diseases

S UMMARY

CRISPR/Cas jest prymitywnym systemem obronnym bakterii i archeonéw przeciwko elementom genetycznym pochodzenia egzo-
gennego. Doktadniejsze poznanie mechanizmu tego zjawiska pozwolito na jego modyfikacje i wykorzystanie w inzynierii genetycz-
nej. Powstaty system CRISPR/Cas9 zostat nazywany ,nozyczkami do genéw”, gdyz pozwala na wycigcie nieprawidfowego genu

i wklejenie nowej, prawidtowej sekwencji w jego miejsce. Prostota metody, cena, precyzja i skutecznosé sprawity, iz stata sig ona
najczesciej uzywang metoda do manipulacji ekspresji genow. Ponizsza praca skupia sig na opisie dziatania metody i jej potencjaine

zastosowanie w badaniach chordb alergicznych.

Narozna B.: Edycja gendw - zastosowanie metody CRISPR/Cas9 w badaniach nad chorobami alergicznymi. Alergia, 2020, 4; 36-38

RISPR (ang. clustered regularly interspaced short

palindromic repeats) to obecne w organizmie bak-

terie krotkie, regularnie rozmieszczone, powtarza-
jace sie sekwencje palindromowe DNA, poprzedzone lub
oflankowane genami biafek Cas. Chociaz zostaly zidentyfi-
kowane po raz pierwszy w 1987 roku [1], to dopiero w 2005
odkryto ich dokladng funkcje [2-4]. Sekwencje te okazaly
sie by¢ czescig systemu obrony organizmow prokariotycz-
nych (bakterii i archenow) przed elementami genetycznymi
pochodzenia egzogennego.

Insercja sekwenciji bakteriofagdéw (wiruséw ataku-
jacych bakterie) do locus CRISPR bakterii powoduje
odpornos$¢ na infekcje danym fagiem. System CRISPR/
Cas stanowi wiec prymitywny odpowiednik ludzkiego
mechanizmu odporno$ci swoiste;.

W 2012 roku, Jennifer Doudna i Emmanuelle Charpentier
odkryly, iz system CRISPR/Cas9 mozna odpowiednio zapro-
gramowac, aby modyfikowat DNA u kazdego innego orga-
nizmu [5]. Metoda ta jest tania, szybka i fatwa w uzyciu, co
teoretycznie daje nieograniczone mozliwosci terapii genowej.
Stworzenie precyzyjnych ,nozyczek od gendw” spowodowa-
to, iz odkrywczynie otrzymaty Nagrode Nobla w dziedzinie
chemii w 2020 roku.

Mechanizm dziatania systemu CRISPR/Cas

System CRISPR/Cas skfada sie z trzech etapdw: adapta-
cji, ekspresji i interferenciji [5, 6]. Podczas pierwszego etapu,
wirusowy lub plazmidowy fragment sekwencji DNA o dfugo-
$ci od 21-72 nukleotyddw zostaje wigczony do locus CRISPR.
Procesowi temu towarzyszy duplikacja koncowej sekwenciji
celem zachowania architektury prostych powtdrzen w geno-

mie. Dokfadny mechanizm integraciji nie jest znany; sugeruje
sie jednak, iz kluczowa role pefnig tutaj endonukleazy Cas1
i Cas2.

Po wigczeniu sekwenciji do locus powstaje pierwotny trans-
krypt, ktory po katalizie przez endorybonukleazy (m.in. Cas6
lub Cas9) staje sie dojrzalym CRISPR RNA (crRNA), czesciowo
komplementarnym do egzogennego materiatu genetycznego.
Proces dojrzewania moze natomiast kontrolowac niewielka
czasteczka RNA, czesciowo komplementarna do pre-crRBNA,
nazwanego tracrBNA (ang. trans-activating crRNA), réwniez
kodowana przez locus CRISPR. Biatka Cas oraz crRNA tworza
kompleks rybonukleoproteinowy, ktéry po rozpoznaniu swo-
istych sekwencji prowadzi do hydrolizy wigzan fosfodiestro-
wych, w rezultacie powodujac degradacije faga lub plazmidu.

Edytowanie genomu za pomocg CRISPR/Cas9

W metodzie tej nie ma etapu adaptacji — niezbedne ele-
menty systemu muszg zosta¢ dostarczone z zewnatrz [5, 6].
W tym celu projektuje sie plazmid, w ktérego sktad wchodzg
geny kodujgce biatko Cas9 oraz odcinek sgRNA (ang. sin-
gle guide RNA), bedacy potaczeniem tracrRNA oraz crRNA.
Powstaty w stranfekowanej komaorce kompleks Cas9-sgRNA
poszukuje komplementarnej sekwenciji, a nastepnie endonu-
kleaza Cas przecina obydwie nicie DNA. Te z kolei sg naprawia-
ne przez naturalne systemy naprawcze. Pierwszy z systemow,
mechanizm rekombinacji homologicznej, pozwala na wprowa-
dzenie innej wers;ji tego samego genu. Wystarczy, ze do jadra
komarki zostanie dostarczona prawidtowa sekwencja DNA —
wbuduje sie ona w miejsce wycigtego fragmentu. Mozna dzie-
ki temu korygowa¢ mutacje punktowe, insercje czy delecje
w obrebie danego genu. Drugi mechanizm to rekombinacja
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niehomologiczna; w tym wypadku uszkodzenie naprawiane
jest przez ligazy (enzymy ,sklejajgce” dwa konce nici kwasu
nukleinowego). Efekiem tego systemu jest zmiana pierwotne;
sekwenciji nukleotydow lub przesunigta ramka odczytu spo-
wodowana insercjg lub delecjg. Kodowane biaftko zazwyczaj
jest niefunkcjonalne z powodu przedwczesnego kodonu STOP
Co ciekawe, plazmid CRISPR/Cas9 moze zawiera¢ sgRNA
przeciwko wielu réznym sekwencjom, pozwalajgc na jednocze-
sne zmiany w wielu genach, a wielokrotne préby dopracowania
systemu pozwolity na jego bezpieczniejsze czy bardziej precy-
zyjne stosowanie. Dotychczasowe badania z wykorzystaniem tej
technologii skupiajg sie gtéwnie na edytowaniu gendw in vitro
lub w zwierzecych modelach chordb, np. w dystrofii miesniowej
Duchenne’a [7], mukowiscydozie [8] czy beta-talasemii [9].

Badania patogenezy chorob alergicznych

Cho¢ metoda ma wysoki potencjat terapeutyczny,
to ze wzgledu na ztozong patogeneze choréb alergicz-
nych, a w szczegélnosci niewielki udziat pojedynczych
wariantéw genetycznych, to w badaniach nad alergig
jest ona gtéwnie wykorzystywana do identyfikacji funkcji
poszczegdbinych gendw [10].

Chu i wsp. wykorzystali metode CRISPR/Cas9 do wyta-
czenia genu MUC18 (CD146) w hodowli pierwotnej komdrek
nabfonka drdg oddechowych [11]. Zweryfikowali wydajnos¢
transfekcii i skuteczno$¢ u niemalze wszystkich subpopulacii
komorek. Dodatkowo odkryli, iz stymulacja agonistami recep-
toréw toll-podobnych spowodowata znacznie stabszg induk-
cje pro-zapalnej interleukiny 8. Ich badania udowadniajg wiec
przede wszystkim, iz mozliwe jest poddanie edycji genowe;j
komarek nabtonka drog oddechowych; jest to o tyle istotne,
iz w przypadku tych komdrek, inne metody transfekcji sg mato
skuteczne. Ponadto, zmieniona ekspresja IL-8 udowadnia, iz
gen MUC18 moze by¢ zwigzany z patogeneza astmy.

Alergeny roztocza kurzu domowego (HDM) sg jedng z naj-
czestszych przyczyn nadwrazliwosci alergicznej. Nie jest znany
doktadny mechanizmu regulacji odpowiedzi immunologicznej
na ten alergen [12]. W badaniach naukowych nad modelem
zwierzecym atopowego zapalenia skory wykorzystuje sie
myszy NC/Nga, powstafe w wyniku chowu wsobnego, charak-
teryzujgce sie nadprodukcjg przeciwciaf IgE.

Kanemaru i wsp. poddali sekwencjonowaniu genom
tych myszy, identyfikujgc mutacje w genie Clec10a,
kodujgcym receptor lektynowy typu C. Nastepnie za
pomoca systemu CRISPR/Cas9 naprawili zmutowany
gen, w wyniku czego u myszy NC/Nga znikneta nad-
wrazliwo$¢ na HDM, udowadniajgcy tym samym kluczo-
wa role tego genu w odpowiedzi na alergen.

Clec10a ulega ekspresji w makrofagach wystepujacych
w skorze, gdzie zmniejsza reakcje prozapalng organizmu
po indukcji receptorow toll-podobnych. Naukowcy zidentyfi-
kowali homologiczne do Clec10a biatko u cztowieka — jest
to Asgr1 (ang. asialoglycoprotein receptor 1). Aplikacja tego
biatka u myszy réwniez spowodowata indukcje receptordw toll-
podobnych, w rezultacie prowadzac do atopowego zapalenia
skory.

Metoda CRISP/Cas9 zostata rowniez wykorzystana
do oceny wptywu polimorfizméw pojedynczego nukleoty-
du (SNP) na ekspresje sasiadujacych z nimi gendw, ktére
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w badaniach GWAS wykazaly zwigzek z patogeneza chordb
uktadu oddechowego, w tym m.in. astma [13]. Polimorfizmy te
zlokalizowane sg w regionach chromosomowych kodujacych
takie biatka jak TGFB1, B9D2, TMEM91,GSDMB, ORMDL3,
MUC5AC oraz MUC5B. Wiegkszos$¢ z tych SNP dotyczyta
sekwencji niekodujgcych. Okazato sig, iz SNP rs1800469
reguluje jedynie ekspresje biatek B9D2 i TMEM91, nie odpo-
wiada za$ za modyfikacje poziomu transkrypcji genu TGFBH,
znajdujacego sie w tym samym regionie. Co ciekawe, badania
ChIP-seq wykazywaly, iz polimorfizm rs35705950 kontroluje
jedynie ekspresje MUC5B, nie ma zas wptywu na MUCS5AC,
podczas gdy badania funkcjonalne z wykorzystaniem CRISPR/
Cas9 udowodnity, iz reguluje on ekspresje obydwu tych
genow, wykazujgc tym samym koniecznosc¢ weryfikacji wyni-
kow sekwencjonowania innym modelem badawczym.

Modyfikacje alergenéw za pomocg CRISPR/Cas9

Poniewaz kazda metoda edycji gendw niesie ze sobg
pewne ryzyko, duzo bezpieczniejszym rozwigzaniem wydaja
sie modyfikacje gendw biafek wywotujgcych alergie u cziowie-
ka, szczegdinie jesli modyfikacje dotyczg produktow spozyw-
czych.

Jednymi z najcze$ciej spozywanymi, a jednoczesnie naj-
tatwiej dostepnymi pokarmami sg produkty pszenne. Biatka
pszenicy, grupa inhibitoréw o-amylazy/trypsyny (ATl), to naj-
czestsza przyczyna alergii na biatko pszenicy, dotyczaca okoto
10% populacji [14]. Szczegdinie istotne wydajg sie by¢ pod-
jednostki biatkowe WTAI-CM3 i WTAI-CM16. Metoda CRISPR/
Cas9 zostata wykorzystana do edycji tych podjednostek
w ziarnach pszenicy celem produkcji odmiany hipoalergicznej.
Badaczom udato sig uzyskac trzy stabilne odmiany pszeni-
cy, ktdre przekazujg delecje kolejnym pokoleniom. Powstate
odmiany nalezy jednak dokfadnie przebada¢ funkcjonalnie,
gdyz geny ATl sg odpowiedzialne za ochrone rosliny przed
o-amylazami owadow i ssakdw, co moze utrudniac kietkowa-
nie roslin.

Jednakze, w przypadku genetycznie modyfikowanej zyw-
nosci, zawsze pozostaje watpliwos$¢ czy sama metoda wpro-
wadzajgca modyfikacje nie spowoduje reakcji nadwrazliwosci.
Nakajima i wsp. poddali wiec biatko Cas9 symulowanemu
trawieniu jelitowemu in vitro, ktére wykazato iz biatko podlega
dosc¢ szybkiej i catkowitej degradaciji [15]. Ponadto badacze
zbadali podobienstwo peptyddw potencijalnie kodowanych
przez gen Cas9 do alergendw pokarmowych i wykryli homo-
logie tylko u jednego z peptydow, a wiec modyfikowana w ten
Sposob zywnosc¢ z wielkim prawdopodobienstwem nie bedzie
powodowaé rozwoju alergii pokarmowe;.

W biatku jaja kurzego wystepuja dwa silne alergeny:
owalbumina i owomukoid. Edycja tych gendw mogtaby wiec
pozwoli¢ na produkcije jaj bezpiecznych dla alergikéw. Oishi
i wsp. udalo sie zaprojektowac wysoce skuteczng modyfikacje
systemu CRISPR/Cas9, kidra pozwalita na transfekcje kurzych
zygot i stworzenie kur, ktorych jaja nie zawierajg owomukoidu.
Spozycie takich jaj prawdopodobnie spowoduje zmniejszenie
ryzyka wystapienia reakcji alergicznej; ptorzebne sg jednak
dalsze badania.

Szacuie sie, iz ponad 10% populacji ma alergie na siers¢
kota [16]. Szczegdlnie interesujace wydaje sie wiec by¢ bada-
nia Brackett i wsp., ktorzy zsekwencjonowali u ponad 20
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kotow gen Feld1, kodujacy biatko bedace najczestszym i naj-
silniejszym wytwarzanym przez nie alergenem dla cztowieka.
Nastepnie zaprojektowali plazmid zawierajacy konserwatywne
regiony genu i stransfekowali kocie hodowle komdrkowe in
vitro, powodujac delecije tego genu. Oczywiscie potrzebne sg
dalsze badania, ale jesli usuniecie genu nie spowodowatoby
skutkéw ubocznych u zwierzecia, to mozliwe bytoby stworze-
nie idealnej dla alergikow rasy kotow, ktéra nie powodowataby
u nich rozwoju objawéw choroby alergicznej.

Podsumowanie

Metoda CRISPR/Cas9 ma ogromny potenciaf: jest precy-
zyjna, fatwo dostepna i niedroga. Edytowanie gendw wydaje
sie mie¢ najwieksze zastosowanie w terapii chordb genetycz-
nych jednogenowych, ale wykorzystanie metody do identy-
fikacji funkcji gendw odpowiedzialnych za patogeneze cho-
rob alergicznych sprawia, iz jestesmy blizsi rozwiktania ich
ztozonego podtoza genetycznego. Nalezy bowiem pamietac,

iz znajac doktadng role poszczegolnych gendw i ich wptyw
na rozwdj choroby, metoda CRISPR/Cas9 moze by¢ poten-
cjalnie wykorzystana w edycji polimorfizméw pojedyncze-
go nukleotydu (SNP) predysponujgcych do rozwoju alergii
i majgcych wptyw na jej przebieg. W szczegolnosci istotna
bedzie tutaj mozliwos¢ modyfikaciji wielu genéw za pomoca
jednego plazmidu. Dodatkowo, metoda ma szerokie zasto-
sowanie w edytowaniu genomow roslin i zwierzat, celem usu-
niecia z nich biafek bedacych powodem wystagpienia reakcji
alergicznej u czlowieka. System CRISPR/Cas9 moze jednak
sprawia¢ problemy natury zaréwno etycznej, jak i prawnej,
niezaleznie od tego czyj genom jest edytowany. | choc jest to
metoda do$¢ precyzyjna, to jak kazda terapia genowa niesie
ze sobg pewne ryzyko powstania przypadkowych mutaciji,
ktorych efekt moze byc¢ ciezki do przewidzenia. Niewatpliwie
jednak wydaje sie to by¢, na ten moment, jedna z najbardziej
skutecznych i bezpiecznych metod edycji genéw o duzym
spekirum zastosowania. |
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