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FAKT

Na naszych
oczach odbywa sie
rewolucja
technologiczna w
zakresie genetyki
cztowieka.

Edycja genomu
cztowieka

Mineto piec lat od pierwszego eksperymentu dotyczgcego modyfikacjigenomu
ludzkich zarodkow metodg CRISPR/Cas. W ktorym miejscu teraz jestesmy?

TEKST ANDRZEJ KOCHANSKI, KONSULTANT KRAJOWY W DZIEDZINIE GENETYKI KLINICZNEJ

pierwszych dniach paz-
dziernika dowiedzieliSmy

sie o przyznaniu tegorocz-
nej nagrody Nobla w dziedzinie che-
mii dla Emmanuelle CharpentieriJen-
nifer A. Doudna za ,rozwéj metody
edytowania genomu”. Mineto zaled-
wie osiem lat od publikacji pierwsze-
go artykutu dotyczacego modyfikacji
genomu technologiag CRISPR/Cas na
tamach czasopisma ,Science”. Meto-
datajest fantastycznym narzedziem
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naukowym, ale o nie do konca po-
znanym jeszcze zastosowaniu
klinicznym.

W niniejszym artykule chciatbym
ukazac¢ technologie CRISPR/Cas
w aspekcie modyfikacji genetycz-
nej ludzkich komérek germinalnych.
W 2015 r. $wiat obiegta wiadomos¢
o pierwszej probie modyfikacji ge-
nomu ludzkich zarodkéw tg meto-
da. Srodowisko naukowe odniosto

sie wowczas z rezerwa do takiego
dziatania. Zaledwie trzy lata pdzZniej
chinski biofizyk dr He Jiankui ogtosit
narodziny pierwszych dwadch dzieci
ze zmodyfikowanym genomem. Tym
razem dokonania chifskiego naukow-
ca spotkaty sie z ostra reakcja $ro-
dowiska naukowego Chin i catego
Swiata. Dyskusja na temat modyfi-
kacji genomu ludzkich zarodkéw roz-
gorzata na nowo. Po jednej ,stro-
nie barykady” staneli zdecydowani
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przeciwnicy ingerencji w zmiany dzie-
dziczne w ludzkim genomie. Po dru-
giej stronie sporu styszalne byty
gtosy zwolennikéw wolnosci badan
naukowych. W pismiennictwie po-
jawiaja sie zatem pytania o kontro-
le nad zastosowaniem technologii
CRISPR/Cas w odniesieniu do ko-
mérek germinalnych.

HIATUS TERAPEUTYCZNO-
-DIAGNOSTYCZNY
Lata 90. XX w. przyniosty rewolucje
technologiczng w zakresie genetyki
cztowieka pod postacia tancuchowej
reakcji polimerazy (PCR, polymera-
se chain reaction). Ta rewolucja na-
brata tempa w drugiej dekadzie XXI
w., kiedy to pojawity sie mozliwosci
jednoczesnej analizy tysiecy genéw
cztowieka (NGS, next generation
sequencing). Wprowadzenie NGS
do diagnostyki choréb genetycznie
uwarunkowanych catkowicie zmie-
nito obraz wspotczesnej medycyny.
W latach 2012-2015 dokonat sie
kolejny przetom w genetyce cztowie-
ka, tym razem budzacy nadzieje na
leczenie choréb genetycznie uwa-
runkowanych. Technologia CRISPR/
Cas pozwala na wprowadzenie trwa-
tej modyfikacji genomu cztowieka.
Podobnie jak w przypadku wspo-
mnianej juz reakcji PCR, nasladuja-
cej naturalny proces replikacji DNA,
odkryto system CRISPR/Cas (ktory
przez setki milionéw lat byt uzywa-
ny przez bakterie do niszczenia ma-
teriatu genetycznego bakteriofagow),
umozliwiajacy ,wymiane” uszkodzo-
nych genéw w genomie cztowieka.

CO STOI NA PRZESZKODZIE?

Myli sie ten, kto mysli, ze spor w pi-
$miennictwie fachowym o zastoso-
wanie technologii CRISPR/Cas ma
charakter Swiatopogladowy. W tym
miejscu nalezy dla porzadku dodaé,
ze pierwsze obiecujace préby za-
stosowania tej technologii w tera-
pii somatycznej choréb (nowotwory,
hemoglobinopatie, dystrofie mie-
$niowe) nie sg przedmiotem sporu.
Debata w $rodowisku akademic-
kim dotyczy gtéwnie terapii komé-
rek germinalnych z zastosowaniem
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Myli si ten, kto mysli, Ze spor w pismiennictwie
fachowym o zastosowanie technologii CRISPR/Cas
ma charakter swiatopogladowy.

metody CRISPR/Cas. Czytelnikéw
zainteresowanych szczegdtami od-
sytam do literatury specjalistyczne;j.
Problemy z zastosowaniem tech-
nologii CRISPR/Cas w odniesieniu
do komodrek germinalnych mozna
podzieli¢ zasadniczo na dwie duze
grupy zagadnien. Pierwsza dotyczy
kwestii technicznych. Druga grupa
problemoéw odnosi sie do struktu-
ry ludzkiego genomu, ktéra zosta-
ta rozpracowana zaledwie w czesci.
Sekwencja ludzkiego genomu zo-
stata wprawdzie poznana, jednak-
ze znajomos¢ az 98 proc. tejze se-
kwencji jest ograniczona. Dawniej
przyjmowano, ze te 98 proc. DNA
to tzw. Smieciowe DNA. W rzeczy-
wistosci bardzo niewiele wiadomo
o czesci regulacyjnej genomu, kto-
ra odpowiada za ekspresje poszcze-
gblnych gendw.

W przypadku CRISPR/Cas oprécz
genu, ktéry ma zosta¢ zmodyfiko-
wany, dochodzi do przypadkowych,
niepozadanych i trwatych modyfi-
kacji genomu. Jesli taka przypad-
kowa i nieprzewidywalna modyfi-
kacja nastapi w intronie lub innych
miejscach niekodujacych genu, skut-
ki kliniczne bedg znikome. Jedli jed-
nak nieplanowana modyfikacja genu
pojawi sie w obrebie innego genu,
skutki tego zjawiska moga by¢ groz-
ne (indukcja nowej dodatkowej cho-
roby genetycznie uwarunkowanej
z utrwaleniem mutacji w kolejnych
pokoleniach).

Warto jeszcze dodac, ze okresle-
nie rzeczywistej i petnej listy mutacji
,off-target” nie jest w petni mozliwe.
Doktadnos¢ technologii CRISPR/Cas
zalezy od kontekstu genetycznego
(sekwencje SNP, single nucleotide
polymorphisms), ktéry w przypadku
kazdego cztowieka jest inny. Kolej-
nym problemem jest zjawisko mo-
zaikowatosci. Jak dotad nie udato sie

uzyskac petnej modyfikacji wszyst-
kich komoérek poddanych procedu-
rze CRISPR/Cas.

Wreszcie, nalezy zatrzymac sie
przy problemie mutacji ,on-tar-
get”. Poczatkowo byt on niezauwa-
zany, gdyz koncentrowano sie na
mutacjach nieplanowanych, wy-
stepujacych poza genami ,docelo-
wymi”. W ostatnich latach zauwa-
zono, ze technologia CRISPR/Cas
moze, oprécz delecji genu docelo-
wego, wywotaé delecje obejmujace
geny sasiadujace z genem modyfi-
kowanym. W przypadku minimal-
nej zmiany polegajacej na zamianie
pojedynczych nukleotydow (mu-
tacje typu missense) technologia
CRISPR moze ,nie odréznic¢” allelu
typu dzikiego od allelu nieprawidto-
wego. Nawet jesli zatozymy, ze zo-
staty pokonane wszystkie proble-
my natury technicznej, technologia
CRISPR/Cas ,zderzy” sie z komplek-
sowa budowa genomu cztowieka.

Genomu cztowieka nie mozna po-
strzega¢ jako mechanizmu, w kté-
rym poszczegdlne geny mozna przy-
réwnac¢ do trybikéw, a wymiana
uszkodzonego genu na nowy, pra-
widtowy, przywraca wtasciwe dzia-
tanie mechanizmu. Geny oddziatu-
ja pomiedzy soba w bardzo ztozony
sposéb i zwykle nie mozna przypisaé
im jednej funkcji. Zaséb wiadomosci
o regulacji dziatania genomu czto-
wieka jest znikomy, jesli probowacd
go poréwnywac z wiedza dotycza-
ca struktury regionéw kodujacych.

CO SIE WYDARZYtLO

W ROKU 2018?

W 2015 r. chinscy naukowcy opu-
blikowali wyniki badan nad edycja
genomu ludzkich zarodkéw nie-
zdolnych do dalszego rozwoju, kté-
re pochodzity z procedury in vitro.
Eksperyment spotkat sie z krytyka.
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Zdaniem amerykanskiego bioetyka

S. Krimskiego eksperyment Jiankui byt
aktem szalenstwa, podczas ktérego
chinski naukowiec az 10-krotnie zlamat

zasady etyki.

DYLEMAT

Czy i w jaki sposéb
nalezy kontrolowaé
badania nad
technologia
CRISPR/

Cas w zakresie
edycji genomoéw
ludzkich
komérek
germinalnych?

W magazynie ,Science” opublikowa-
no tekst moratorium na edycje ge-
nomow ludzkich zarodkow.

W 2018 r. dr He Jiankui ogtosit
$wiatu (referat) narodziny pary bliz-
nigt - dziewczynek o imionach Lulu
i Nana ze zmodyfikowanym meto-
da CRISPR/Cas genomem. Zdaniem
amerykanskiego bioetyka S. Krim-
skiego eksperyment Jiankui byt ak-
tem szalenstwa, podczas ktérego
chinski naukowiec az 10-krotnie zta-
mat zasady etyki. W eksperymen-
cie nie odniést sie do konfliktu in-
tereséw ani nie uzyskat wtasciwych
zgbd ze strony lokalnych i central-
nych komisji bioetycznych. Badacz
nie oszacowat ryzyka eksperymen-
tu, ponadto nie poddat jego wyni-
kéw ocenie recenzentéw ani ich nie
opublikowat. O ile w 2015 r. doko-
nano modyfikacji genomu ludzkich
zarodkéw, to w 2018 r. uzupetnio-
no eksperyment o implantacje za-
rodkéw do macicy i narodziny dzieci
ze zmodyfikowanym genomem. Od
strony naukowej eksperyment dr
He Jiankui nie powiédt sie. Nie miat
na celu leczenia choroby genetycz-
nie uwarunkowanej, tylko byt préba

wzmocnhienia genetycznego (genetic
enhancement).

KONTROLA BADAN

Czy i w jaki sposéb nalezy kontrolo-
wac badania nad technologia CRISPR/
Cas w zakresie edycji genomoéw ludz-
kich komorek germinalnych? W $rodo-
wisku naukowym coraz czesciej styszy
sie gtosy nawotujace do ustanowienia
regulacji prawnych na poziomie glo-
balnym dotyczacych stosowania tej
metody. Juz w 2015 r., po publika-
cji wynikéw edycji genomu ludzkich
zarodkéw, wydano pierwsze mora-
torium w tej sprawie. Jego autorzy
postulowali: ograniczenie préb mody-
fikacji genomu ludzkich komérek ger-
minalnych (w szczegdlnosci dotyczy to
krajéw ze ,stabym” ustawodawstwem
w tym zakresie); stworzenie miedzy-
narodowego forum umozliwiajacego
dyskusje; zapewnienie transparent-
nosci badan naukowych oraz ustano-
wienie miedzynarodowego gremium
ekspertow, ktére wydawatoby odpo-
wiednie rekomendacje.

W 2017 r. Amerykanskie Towarzy-
stwo Genetyki Cztowieka (ASHG) na
tamach czasopisma ,American Jour-
nal of Human Genetics” zamiescito
oficjalne stanowisko kilku miedzyna-
rodowych i amerykanskich organiza-
cji zajmujacych sie genetyka cztowie-
ka. W zasadzie wszystkie organizacje
byty zgodne co do zasady, ze zasto-
sowanie kliniczne technologii edy-
cji genomow zarodkoéw ludzkich na
obecnym etapie rozwoju technologii
nie powinno mie¢ miejsca. Takiej jed-
nomyslnosci nie znajdziemy juz jed-
nak w kwestii badan podstawowych

Metoda CRISPR/Cas (ang. Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repe-
ats, pol. zgrupowane, regularnie rozproszone, krétkie, powtarzajace sie sekwen-
cje palindromiczne) — metoda inzynierii genetycznej, pozwalajaca na manipulacje
genomem danego organizmu. CRISPR/CAS stanowi modyfikacje mechanizmu im-
munologicznego obrony bakterii przed wirusami. Jako technika edycji (modyfika-
cji genomu) wymaga zastosowania RNA, ktdry ,,naprowadza” enzym Cas na $cisle
okreslong sekwencje docelowa. Nastepnie nukleaza Cas ,nacina” specyficznie te
sekwencje. W miejscu dwuniciowego pekniecia DNA komorka ,,zabudowuje” bra-
kujaca sekwencje poprzez dwa konkurencyjne mechanizmy naprawcze DNA (re-
kombinacja homologiczna i rekombinacja niehomologiczna).
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z zastosowaniem edycji genomoéw
ludzkich zarodkéw. W tym przypad-
ku wigkszos¢ organizacji miedzyna-
rodowych opowiedziata sie za kon-
tynuacjag badan.

Po czterech latach od publikacji
pierwszego moratorium dotyczacego
zastosowania CRISPR/Cas do edycji
genomow zarodkéw ludzkich, uka-
zat sie kolejny tekst nawotujacy do
co najmniej piecioletniego morato-
rium. Eksperci w zakresie technolo-
gii CRISPR/Cas przestrzegaja przed
niewystarczajacym poziomem tech-
nicznym tej metody, ktéry zapewnit-
by bezpieczng edycje genoméw ludz-
kich zarodkéw. Autorzy moratorium
22019 r. zwracaja szczegblng uwage
na mozliwos$¢ utrwalenia niepozada-
nych modyfikacji genetycznych, po-
wstatych na skutek zastosowania tej
technologii w kolejnych pokoleniach.
Sygnatariusze wspomnianego mora-
torium apelujg do rzadéw poszcze-
g6lnych panstw o publiczne dekla-
racje uniemozliwiajace jakiekolwiek
zastosowanie kliniczne edycji geno-
mow komdrek germinalnych w okre-
sie co najmniej pieciu lat. Zdaniem au-
toréw moratorium koordynacja edycji
ludzkich komérek germinalnych na
poziomie globalnym powinna zaja¢
sie Swiatowa Organizacja Zdrowia
badzZ inne organizacje miedzynaro-
dowe. Na koniec twércy moratorium
przestrzegaja przed konsekwencja-
mi zdrowotnymi edycji genomu dla
pacjentdéw, jak i nadwyrezeniem za-
ufania spotecznego.

W literaturze fachowej pojawia-
ja sie opracowania, ktére krytycznie
odnosza sie do préb ograniczania za-
stosowania technologii CRIPSR/Cas.
Zdaniem prof. Kerry Lynn Macintosh
z Wydziatu Prawa Santa Clara Uni-
versity, Swiatowe moratorium na mo-
dyfikacje genomdéw komoérek germi-
nalnych moze zacheci¢ rzady panstw
do wstrzymania badan, opéznic¢ ba-
dania podstawowe w tym zakresie,
a nawet doprowadzi¢ do stygmaty-
zacji dzieci, ktére urodzity sie ze zmo-
dyfikowanym genomem.

Dziekuje moim Nauczycielom i Wszyst-
kim, ktérzy nadestali uwagi i komentarze
w trakcie pisania manuskryptu. B





