CRISPR: Nova kapitola do ucebnic biologie pro stfedni skoly
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Abstrakt: Clanek doporuéuje vyucujicim stiednich 8kol, aby zaradili do vyuky nékteré informace o aktualnich vyzkumech,
které se v budoucnu mohou tykat podstatné ¢asti lidské populace. V molekularni genetice dochazi k vyznamnému
technologickému posunu a vyucujicii studenti by méli pracovat se sou¢asnymi trendy. Popsany jsou diivéryhodné, prevazné
¢eské internetové zdroje, které popularni formou ptiblizuji nové vyzkumy, ze kterych mohou vyucujicii studenti srozumitelné
¢erpat. Diiraz je kladen na metodu CRISPR a jeji aplikace v boji proti rakovinnym burikdm, pro moZnou vyrobu nového typu
antibiotik, jako zpasob vyvolani tzv. mutagenni fetézové reakce a jako zpiisob ovladani stavajicich gent, ¢i jako zacinajici
vyzkum, ktery by mel vbudoucnu umoznit vlaboratornich zvifatech péstovat nahradnilidské organy. Upozornéno je rovnez
na etickou stranku soucasnych vyzkumd, napriklad pti zmince o editaci lidskych embryi ¢i v jinych pripadech.
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Uvod

Rozvoj molekularni genetiky probiha mnohem rychleji
a dynamict€ji, nez je tomu u fady jinych obord. Mnohé
vysledky vyzkumu neddvnych let se jiZ uplatfuji v praxi.
Studenti sttednich skol se v§ak pti vyuce dozvidaji mnohdy
az desitky let stara fakta a Zddna nova. Pritom zejména
vyzkumy molekularni genetiky v lékarské sfére zasahuji
znacénou ¢ast obyvatel pfimo, a to vdiagnozach ilééebnych
postupech. Pri dotazech na souc¢asnou revoluci v mole-
kularni biologii a jeji pravdépodobny dopad na lékarstvi,
studenti stfednich kol pfi rozhovoru s autorem ¢lanku
nevykazovali prakticky Zadné znalosti. Tato prace se snazi
ukazat vyucujicim biologie na stiednich Skolach, jak si
nenaro¢nou formou osvojovat nejnovejsi poznatky, které
by méli vhodnym zptisobem zarazovat do vyuky. Na pri-
kladu vyzkumu CRISPR se pokusime navrhnout zptsob
doplnovani vlastniho vzdélavani. CRISPR jsou segmenty
nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych palin-
dromickych repetic (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats), coZje pro nezasvécené malo rikajici
nazev, ale Ize je vyuZit ke zméné smyslu a vyznamu sekvence
DNA v Zivych burnikach a pravdépodobné predstavuji nad-
chézejici novou éru molekularni genetiky. Samoziejmé az
Cas ukaze, jak se souc¢asny vyzkum uplatniv praxi, ale prvni
vysledky jsou velmi nad¢jné a vefejnost a zvlasté studenti
stfednich Skol, by méli mit aktualni informace, které jim
usnadni rozhodovani o dal$im studiu a zaméreni.

Navrzeny postup ziskavani informaci
Existuje fada divéryhodnych serverd, kde je mozno ziskat
kvalitni a aktualni informace. Vyhodné je, pokud vyucuji-
ci ovlada dobre angli¢tinu. Na serveru Science Daily [1],
nebo Science News [2] jsou popularni formou prezentovany
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zajimavé ¢lanky z kvalitnich védeckych ¢asopist, z fady
obort. Pod ikonou ,,Topic* je mozno navolit konkrétnéjsi
oblast zajmu. Pokud by se vyucujici zamétil napt. na meto-
diku, ktera zfejmé predstavuje zlom v molekularni geneti-
ce, tedy na CRISPR, (nebo CRISPR-Cas) je asi vhodnéjsi
hledat podle kli¢ovych slov a zacit s nejstar§imi ¢lanky.
Samoziejmé existuji podobné Ceské servery, i kdyZ maji
omezenéjsi rozsah. Je to zejména Osel [3], nebo Cesky
Science World [4], kde jsou vak informace o CRISPR nedo-
hledatelné, a také casopis Vesmir, atjiz online [5] nebo v tis-
téné forme, kde je mozné se pti pohledu na nejstarsi ¢lanky
k danému tématu dozvédét zakladni informace. Napriklad
¢lanek CRISPR: presnd strelba na genetické cile (Petr 2015a)
od soucasného predniho popularizatora prof. ing. Jaroslava
Petra, DrSc., obsahuje dobft'e zpracované a snadno zapa-
matovatelné zakladni informace v ¢eském jazyce. Clanek
shrnuje predchozi stav a problémy, kdy napf. opravu po-
Skozeného genu bylo mozno provadét jen vélenénim no-
vého funkéniho genu do nahodného mista, pti zachovani
pavodniho poskozeného genu a tato situace je vysvétlovana
na prikladu z autoservisu (Petr 2015a). Dale pak prof. Petr
stru¢né popisuje princip metody CRISPR a jeji aplikace, na
prvnim misté pouziti proti rakovinnym burnikam. Nebo jak
pomoci této metodiky vytvorit novy typ antibiotik. Udivujici
je, jak je mozno vyvolat tzv. mutagenni fetézové reakce.
Novou perspektivou je i zptsob ovladani stavajicich gent.
Samotnému vysvétleni principu fungovani metodiky je vé-
novano pomérn¢ malo prostoru, protoZe ho autor objasiiuje
v jiném ¢lanku, ale pouze pro predplatitele (Petr 2015b).
Pokud neni vyucujici predplatitel, musi se jako novy zajem-
ce o problematiku pokusit dohledat podrobnosti a narazi
na radu ¢lankd, tfeba na zminovaném serveru Osel, kde je



fada prispévkil s novymi objevy a moznostmi CRISPR, ale
princip technologie je nutno dohledat z vice zdrojt. Prvni
se nabizi Wikipedie, ale tyto informace je vZdy nutno ové-
fit i jinde. Existuje fada pomérné divéryhodnych zdroja
jako stranky nekterych biotechnologickych firem napf.
BIOGEN [6], nebo spolehlivy laboratorni priivodce [ 7], ¢i
si Ize udélat predstavu z nékterych ¢lankd, které se vraci
kzakladnim podrobnostem (Pazdera 2016). Pochopitelné
dobré znalost angli¢tiny vSe zjednodusi, podobny postup
i na zaklad¢ struénych, ale vystiZnych informaci napt. ze
serveru BIOGEN, se vyu€ujici dozvi, zakladni informace,
zejména ze CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) — jsou clustery (shluky) pravidelné
rozmisténych kratkych palindromickych repetic. Jedna se
o useky na prokaryotické DNA, které obsahuji kratké repe-
tice nukleotidd. Kazdou z repetic nasleduji kratké segmenty
tzv. spacer DNA, ziskanymi pti predchozich setkanich
s prislusnymi bakterialnimi viry nebo plastidy (BIOGEN
[6])- Tyto informace se do zna¢né miry shoduji s textem
na Wikipedii [8], proto je lze s v€t§i daverou vyuzit.

CRISPR metodika
Ceské védecky popularizaéni servery maji pro zacate¢nika
vproblematiceitu ,vyhodu®, Ze informaci je méné a ¢tenar
nezabiedne do premiry detaild. A tak Ize snadno dohledat
idobre didakticky vysvétleny princip celé CRISPR techniky.
Pazdera (2016) na Oslu objasnuje funkci klicového proteinu
(nukleazy) Cas9 i funkci CRISPR: Cas9 je néco jako ocko-
vaci priikaz. Bakterie si do néj zapisuje, s jakym virem se jiZ
setkala. Nepritele si totiz s pomoci CRISPR rozstithd a pak
Jjeho cdstivlozZi do svého genomu, jako do denicku. Informaci
pro strycka prihodu pripadného dalstho setkdni, kdy uz by
bakterie na infekci zareagovala pohotovéji. Takze CRISPR
toho znamend pomérné dost, podle toho z jakého thlu se
na jeho funkci ptdme. Je to opakujici se sekvence nukleotidii
(ptivodné vypliiugjici virdini DNA). CRISPR je také lokus,
tedy misto na chromozomu bakterie. Z pohledu funkce to je
rozpozndvaci systém virové DNA, ktery nepritele umi rozstri-
hat a zaclenit do svého genomu v mistech zvanych CRISPR
lokus. Cas9 je usek DNA, ktery koduje proteiny, spolupracuje
8 CRISPRem avzniklé proteiny (helikdzy a nukledzy) jsou in-
strumenty, které dokdzZou rozplétat a,,strihat “ DNA. Popsané
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Obr. 1. Princip systému CRISPR/Cas v prokaryotni buiice [9].
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bakteridIni ndradi se dd vyuZit jako technika k ci-
lené manipulaci s genomem. Jako prvni na to
upozornily dvé védkyné a to nezdvisle na sobé
- Jennifer Doudna z University of California
v Berkeley a Emmanuelle Charpentier, ptivodem
Francouzka. Podle nich je to pry jednoduché.
Staci vzit enzym, kterému se rikd niizky na stri-
hdni DNA, doplnitjej o kousky, které pouhym pri-
loZenim poznaji, kdy jsou na tom sprdvném misté
akde se md strithat a to je vse. Tim genidlnim na-
vddécim systémem je krdtky retézec ribonukleové
kyseliny. On rozhodne o mistu, kde enzym nukle-
dza provede sviij strih. ProtozZe lidsky genom uz
mdme precteny cely, neni problém narusit v ném
kterékoliv misto, které si zamaneme (Pazdera
2016). Domnivam se, Ze tento text je psan velmi
popularné a pristupné vzhledem k stfedoskol-
skému studentovi a je ho mozZné vyuZit ptivyuce
prakticky doslova, samoziejmé s vysvétlujicim
obrazkem, kterych je vSak na internetu zna¢né
mnozstvi. Hodnoverny text je i na Wikipedii,
kde je schéma ptvodniho systému v prokaryo-
tickych bunkach (Obr. 1.). Schématicky zob-
razena editace genu je také v mnoha raznych
variantach, (Obr. 2.). Podobné i text prof. Petra
je mozno vyuzit jako dopliujici v autentické
podobé: Technika CRISPR-Cas pro cilené zdsahy
do dédicné informace, kterd méla premiéru v roce
2012, se rychle stala ,,sldgrem“ molekuldrné ge-
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netickych laboratori. Pomoci krdtkého Fetézce  Obr. 2. Aplikace CRISPR-Cas9 systému na cilenou editaci vybraného Giseku DNA.
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urcené misto v dédicné informaci a ,,molekuldrnimi niizkami“
enzymu nukledzy Cas pak ,,strihne“ do dvojité Sroubovice
DNA. Lze tak nejen s vysokou ticinnosti narusit zvolené misto
v dédicné informaci, nebo naopak na uréené misto v genomu
vnést tsek cizi DNA, ale také ,,brzdit“ nebo ,,akcelerovat “
Jjednotlivé geny. CRISPR-Cas se tak nabizi k vyuZziti pro mnoho
praktickym ucelii (Petr 2015a).

Samoziejmée pokud chce vyucujici do problematiky
proniknout hloub¢ji, existuje ceska kvalifika¢ni prace
z Masarykovy university, kde je téma zpracovano od-
bornéji (Svobodova 2016). V dostupnych popularnich
¢lancich jsem napft. nenasel vysvétleni funkce sgRNA,
ktera je obsazen4 v proteinu Cas9 a ma v systému klicovou
roli. Pazdera (2016) tuto RNA popisuje jako ,,o¢kovaci
prikaz®, ale sgRNA primo nejmenuje. V kvalifikaéni praci
jejeji funkce popsana odbornéjsim jazykem a je uvedeno,
ze se jedna o chimérickou sgRNA (single guide RNA)
sloZenou jen z jediného vlakna (Svobodova 2016).

Povysvétleni principu je potfeba nésledné uk4zat naznac-
né Siroké a zasadni spektrum vyuziti a zde se otvira fada
moznosti, bud vyucujici jen opét dohleda starsi ¢lanky,
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kde je urcité shrnuti, nebo zkusi t¢éma doplnit i o sou¢asné
vyzkumy z aktualniho roku, které jsou v ¢estiné nejen v ¢aso-
pise Vesmir, ale velmi ¢asto na serveru Osel. V jiz citovaném
star§im ¢lanku Petra (2015) jsou uvedeny priklady pouZiti,
které by s velkou pravdépodobnosti mohly studenty zau-
jmout. Jedna se zejména o zpisob 1é¢eni rakoviny. Systém
CRISPR-Cas je mozno zacilit na ,,nadorovou verzi“ genu,
zatimco geny ve zdravych burikach nijak atakovat nebude.
Nicila by se jen dédi¢na informace rakovinnych bunek, které
by pak hynuly (Petr 2015a). Tato idea uz byla vyzkou$ena
v praxi. Podafilo se vlaboratornich podminkach nicit buriky
Burkittova lymfomu pomoci CRISPR-Cas systému posko-
zovanim genu MCL-1 (Aubrey et al. 2015, Petr 2016b,).

N¢kdy je vhodné se podivat i do ryze odborné literatury,
ze které vyplyva, ze od roku 2017 je k dispozici obsahla
databaze genti specifickych pro nadory a pro vyvoj cilenych
terapii (http://pickles.hart-lab.org) (Lenoir et al. 2017).
Tato databaze bude vbudoucnu nezbytna pro individualni
1é¢bu pacientd s konkrétnim typem nadoru.

Dal$im tématem jdou vir6zy, konkrétné infekce virem
HIV, ¢ehoz vyuziva jako upoutavky i Petr (2015a). Autor



komentuje publikaci, ve které autori demonstrovali jak
1ze pomoci CRISPR-Cas ni¢it virovou dédi¢nou informaci
primo uvnitt bunék (Liao et al. 2015, Petr 2015a). Oproti
soucasnému stavu 1écby je to obrovsky pokrok, protoze
dnedni léky jsou schopné potlacovat volné virové ¢astice,
ale s témi zaclenénymi v burikach si neporadi a z toho di-
vodu musi pacienti brat 1éky do konce zZivota. CRISPR-Cas
uspédné virovou informaci znicil v 70 % vSech oSetfenych
bunék. Navic pokud se CRISPR-Cas systém dostal do bu-
nék diive nez HIV virus, znicil virovou dédi¢nou informaci
jesté pred jejim zaclenénim do lidské DNA (Petr 2015a,
Liao et al. 2015).

UvazZovanym zpusobem vyuZiti jsou také , krisprova
antibiotika“, ktera by cilila jen na konkrétni baktérie. Byla
jiz vyzkousena napt. na kmen smésné populace bakterii
Escherichia coli (Citorik et al. 2014), nebo na methicilin-re-
zistentni populaci Staphylococcus aureus (MRSA). Rovnéz
vtomto pripadé dokazalo ,,krisprové antibiotikum“ vyrazné
snizit podil MRSA ve smésné populaciatoz 50 % na0,4 %
(Bikard et al. 2014, Petr 2015a). Autofi originalnich praci
vyzdvihuji oproti nyni pouZivanym antibiotik(im specific-
nost CRISPRu, ktery lze pripravit tak, aby cilil na jeden
vybrany gen jednoho organismu, zatimco sou¢asné anti-
biotika ni¢i celé spektrum bakterii, véetné téch pro ¢loveéka
prosp&Snych. OvSem ani autoti originalnich praci, anijejich
popularizatori neuvadi, ze uz davno existuje srovnatelny
systém. CRISPR-Cas systém musi byt do bakterialnich
bunék zavadén pres bakteriofagy. Coz se nejevi jako idealni
zpusob, protoZe je znam pravdépodobné stejné ucinny,
ne-li i¢ingjsi zptsob likvidace vybranych bakterii, pomoci
klasickych lyzujicich bakteriofagd, pripadné jejich enzy-
mu. Na tomto misté by se vyucujici mohl zastavit a nasti-
nit zpasob léCeni pomoci bakteriofag, ktery byl objeven
ve dvacatych letech dvacatého stoleti a zase ve Ctyticatych
letech dvacatého stoleti opustén, vramci dobového nadseni
z antibiotik. Pokracovani vyzkumu v této oblasti se pak
vénoval pouze jediny vyzkumny tstav v Thilisi (Gruzie)
ateprve v poslednich letech dochazi znovu k oZiveni zajmu
o tuto metodu i v dal$ich pracovistich, zejména v Polsku
(Weber-Dabrowska et al. 2002, Miedzybrodzki et al. 2007).
Zde by bylo vhodné uvést, Ze pokud nebude vyvinut lepsi
zpusob jak CRISPR-Cas systém dostat do bakterialnich
bunék, bude asi vhodnéjsi kombinace specifickych bakterio-
fag a antibiotik, jak se podarilo dokumentovat tureckym
vyzkumnikim (Yilmaz et al. 2013). Jejich prace bohuzel
nem¢la takovy ohlas, jaky by si zaslouZila.

Ovsem technika CRISPR-Cas navozuje dalsi obrovské
pouziti. Obvykle jsou instrukce pro tvorbu piislusného
komplexu ,vyhledavaci“ RNA s , molekularnimi ntz-
kami“ nukleazy Cas vnaseny do organismu tak, aby se
nastroj vytvoril na kratkou dobu, odvedl svou praci a pak
zase zmizel (Petr 2015a). AvSak byl vytvoren systém, ktery

funguje v kazdé burice a prenési se do dcefinych bunek pii
déleni a tento systém byl inkorporovan do embrya octo-
milky. V pokusu §lo o vytazeni genu pro zbarveni téla. Gen
byl vyfazen ve vSech burikach, na obou chromozémech
a moucha méla odliSnou barvu (Gantz & Bier 2015, Petr
2015a). To se nezda zase tak zvlastni, i kdyz je to velky
uspéch, ale pri kiiZzeni s normalnimi octomilkami doslo
k tomu, Ze systém v nove vzniklém jedinci vyradil gen
na chromozomu i od normalniho druhého rodice a tak
v potomstvu bylo vice nez 95 % jedinct s vyfazenymi
obéma geny (Gantz & Bier 2015, Petr 2015a). Dédi¢nost
modifikovaného genu pak nebyla v souladu s Mendlovymi
zakony, které pfi pouZiti této techniky prestéavaji platit.
Pochopiteln€ jen pro geny modifikované timto systémem.
Fenomén nazvali autofi mutagenni retézova reakce (mu-
tagenic chain reaction — MCR) (Obr. 3 a 4). Takto by bylo
mozné ve velmi kratké dob€ zménit celé hmyzi populace;
naptiklad u nich zplsobit vypnuti genti, které umoznuiji
vjejich organismu mnoZeni maldrie, ¢i jinych pfenosnych
onemocnéni (Petr 2015a). Samoziejmé se da tato me-
todika vyuzit i v Iékarstvi na vypnuti genu jen v jednom
jedinciajeho konkrétnim organu a podobné. Zde by se mél
vyucujici zastavit a rozebrat etické problémy a moznosti
zneuziti. Zalezi na ném, které aspekty zdlrazni, zda je
dobré vyhubit maldrii, ktera vlastn¢ chrani nékteré oblasti
v Africe pfed zni¢enim a pfeménou na zemédélskou pidu,
nebo zddrazni pomoc mistnimu obyvatelstvu moznostmi
moderni mediciny a potiebou vzristajici kvality zivota,
coz by mimo jiné mohlo pomoci omezit populaéni rist.
Nebo Ize probrat pripadné vojenské, ¢i teroristické zne-
uZziti. Scénard se da vymyslet cela fada.

Technologie CRISPR vsak otevird i moznosti, které se
donedavna zdaly vzdalenou budoucnosti. Jedna se o pri-
mou regulaci exprese genti. CRISPR komplex se pripoji
na cilové misto, avSak molekula Cas je pozménéna, aby uz
nemohla rozpojit DNA fetézec. Tym vedeny Wendellem
Limem z University of California v San Francisku k systému
navic pripojil dalsi bilkoviny, které reguluji prepis z DNA
na RNA. Je moZno pridat bilkoviny, které pfepisu brani,
ale také molekuly, které naopak prepis urychluji. V zasadé
je tedy mozné pripravit systém na cilovou DNA a pak je
prepis omezit, nebo naopak urychlit (Zalatan et al. 2015,
Petr 2015a). Tento postup byl vyzkousen na kvasinkach
i bunéénych kulturach lidskych bunék. I kdyz vysledek
nebyl vZdy jednoznacny, v fade¢ pripadd se povedl podle
oc¢ekavani (Petr 2015a). Je vSak pochopitelné, ze zatim nelze
vzdy snadno ménit pomerné sloZité systémy exprese gend.

V této souvislosti je vhodné vysvétlit studentiim obrov-
ské moznosti metodiky, pokud se bude tspésné rozvijet
a bylo by vhodné se zminit kratce o slozitosti regulace
exprese gend v organismu. Zejména, Ze regulace aktivity
transkrip¢nich faktortd vede pres signalni drahy. Na tomto
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Obr. 4. Sifeni cilené mutace na dal$i chromozém a do dalsi generace (upraveno dle Petr 2015a).

miste by bylo vhodné uvést, co jsou signalni drahy v orga-
nismu a jejich dilezitost. Predpokladam, Ze studenti jiz
znaji transkripci, proto 1ze zminit funkci transkripénich
faktort, které jsou na konci signélnich drah, a podle je-
jich pokyni prechazeji z aktivniho stavu do inaktivniho,
pripadn€ obraceng€. Lze zddraznit, ze bez transkrip¢nich

faktord samotna transkripce nezacne, pfipadné¢ je ukon-
¢ena. Aktivita transkripénich faktor je vétSinou spusténa
fosforylaci katalyzovanou proteinkinazami.

Regulaci genovych expresi je vSak mozno provadét
idal$im zptisobem. Jedna se o to, jak je DNA uvolnéna ¢i
»,hnamotana“ na bilkoviny chromozdému, zejména se jedna
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o tzv. histony, které Petr (2015a) vysvétluje jako ,,civky“
na které je DNA ,,namotana®, cozZ je pomérné dobra ana-
logie, pod kterou si Ctenari Vesmiru, v nasem pripadé
studenti, mohou ud¢lat snadnou predstavu. A prave roz-
motani, ¢i nerozmotdni DNA je klicové. Je asi pochopitel-
né, Ze namotana DNA nemiZe byt piepisovana do RNA.
Opét pomoci CRISPR techniky s nestipajici molekulou
Cas je mozno na specifické misto navézt systém, ve kte-
rém je tentokrat pritomna bilkovina, ktera méni zptsob
namotani. Védci pod vedenim Charlese Gersbacha z Duke
University zacilili na DNA oblasti, kde jsou zesilovace, Ci
promotory, tedy mista, kde za¢ina prepis do RNA (Hilton
et al. 2015, Petr 2015a). Prave zde je zatim mnoho neob-
jeveného a tato technika otevira jedine¢nou moznost, jak
funkce a vyznamy jednotlivych zesilovacli prozkoumat.
Tento tym samoziejmé dale pokracuje v praci a pokousi
se nalézt v bunkach znamé a dosud neidentifikované re-
gulacni prvky (Klann et al. 2017).

Provazanost témat

Po ziskani informaci ze star$ich ¢lankd by se mohl vyu-
¢ujici podivat i na aktualnéjsi, tieba na Oslu, kde doktor
Mihulka (2016) vyrazné hovorovym jazykem popularizuje
n¢které novinky. Naptiklad popisuje, jak byly s pomoci
CRISPRI vytvoreny chiméry mezi ¢clovékem a prasetem,
cozje vyzkum, ktery by mél vbudoucnu umoznit v prasa-
tech péstovat nahradnilidské organy. Zatim je vSe teprve
na zacatku a nahradni organy nejsou v dohledu. Pomoci
CRISPRU byly v zarode¢nych burikach vypnuty geny od-
poveédné za tvorbu vybranych organt, a k nim byly pridany
pluripotentni kmenové buriky, tedy takové, z nichZ mutize
vzniknout témér kazda télni bunka. Embrya si musela
organy vytvorit z téchto cizich bunek. Dobfte to fungovalo
u blizkych druhti, jako jsou mysi a potkani, ale htife mezi
Clovékem a prasetem. V takovém ptipad¢ byla jedna lidska
na sto tisic bunék prasecich, a to neni mnoho (Mihulka
2017, Wu 2017). Zde je asi cil jasny a staci studentiim
zdlraznit, Ze cesta k aspéchu bude asi delsi a rozhodné
neni tspéch zarucen.

Etické téma, které by mohlo studenty zaujmout, je zasah
do lidského embrya. Nejriznéjsi etici, i biologicti, proti
nééemu podobnému léta brojili. Znovu se tak potvrdilo,
Ze co neni mozné v Evropé, provede se v Ciné. Stoji za to
se zamyslet nad tim, co je etika, jaké jsou jeji hranice a zda
naSe etika nenijen kontraproduktivni, protoze k ¢emu je
dobr4, kdyZ kvili ni nés jen predbéhnou jini. Co je etické
a co jiz neni je tizce provazano s kulturni tradici. V sou-
¢asnosti zacal podobny vyzkum editace lidského embrya
ive Velké Britanii. Prvni data jiz byla publikovana v Nature
(Fogarty et al. 2017). O priprave téchto pokust jiz refe-
ruje Mihulka (2016) v Oslovi, kde popisuje, Ze v projektu
nejde o nic hriizostra$ného, ale jedna se o studium gent,
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které ridi jednotlivé kroky nejranéjsiho vyvoje lidskych
embryi. V dne$ni dobé se pfi oplozeni ve zkumavce vyviji
jen polovina oplodnénych embryi natolik, aby mohla byt
uspésné vloZena do Zen, a z nich zase jen polovinu Zeny
donosi az k porodu (Mihulka 2016). Vyzkum na tomto
poli byl dfive provadén u mysi a prece jen u ¢lovéka jsou
asi urcité rozdily.

Vyucujici by mél zdraznit, Ze vyzkum v této oblasti je
vpohybu. Vroce 2017 vysel ¢lanek, o kterém referuje i Petr
(2017). Zminuje ¢lanek, ktery vazn€ narusuje vse, co se
metode CRISPR zatim zjistilo. PiSe o Stephenu Tsangovi,
ktery zkouma na Columbijské univerzité moZnosti oprav
mutaci zpusobujicich tézka poSkozeni oka. Tsang a jeho
spolupracovnici precetli dédi¢nou informaci dvou mysi,
ktera byla vystavena ucinkiim CRISPR-Cas9 pri 1écbé
dédi¢ného onemocnéni oka, a také dédi¢nou informaci
mysi, na jejiz DNA tento néstroj neptsobil. Pfi porovnani
tf'{ genomd napocitali tisice rozdild mezi myS$mi lé¢enymi
pomoci CRISPR-Cas9 a mysi, ktera neméla upravovanou
DNA. VétSinu takto vzniklych odchylek pricetli tomu, Ze
se CRISPR-Cas9 nestrefil do cilového mista a prestrihl
DNA tam, kde nemél (Petr 2017, Schaefer et al. 2017).
Pak by pouziti metodiky bylo velmi sporné a obrovské
nadgje by se zacaly rozplyvat. OvSem ¢lanek byl podroben
zdrcujici kritice a byly v ném nalezeny vaZna opomenuti.
Na strankach ¢asopisu Nature Methods jeho redaktoti
uverejnuji aktualni vyjadreni, Ze zacina podrobné vy-
Setfovani. Vyucuji by mél vysvétlit studentdm princip
veédy a védeckych metod a fungovani védeckych ¢asopist
jako hodnovérnych prament, kde se v§ak mohou objevit
i omyly. Ty jsou vSak diive ¢i pozdé€ji podrobeny revizi.
Na rozdil od neseriéznich informaci, kterym mnohdy
neinformovani lidé davaji vétsi vahu.

Piehled souc¢asnych moznosti pouziti
systému CRISPR
Struény prehled dosavadnich technologii uvedl ¢asopis
Nature nakonciroku 2017 (viz Tycko et al. 2017). Uvadime
struény vytah. Za povSimnuti stoji, Ze ,, krisprova antibio-
tika“ se v prehledu neuvadi.

1. Transkrip¢ni regulace
Lze presné a robustné modulovat expresi genu. Nabizi
pouziti pro zjistovani genovych funkci konkrétnich gent
v ramci celého genomu.

2. Genovy knockout
Vypnuti gent bylo jednou z prvnich a nejrozsirenéjsich
aplikaci systému CRISPR-Cas9. Zavadéji se indely, (,in-
del“ je termin pro vloZeninebo vymazani baziv genomu —
inzerce ¢i delece), které mohou produkovat posuny ¢tecich
rdmct a stop kodony, coz vede k funkénimu vyrazeni genu.



3. Epigeneticka editace

Enzym nukleaza dCas9 muze byt fuzovan s urcitymi
specialnimi oblastmi na DNA, kde se vaZou proteiny
aktivujici, nebo potlacujici aktivitu genti. Ty, které nas
zajimaji, se nazyvaji epigenetické efektorové domény
a mohou byt vyuzity k cilené zmén¢ funkce gent, tedy
k cilené epigenetické editaci. Témito zménami je mozZno
vytvaret, nebo mazat histonové modifikace ¢i ménit DNA
metylace. Coz jsou kli¢ové véci, pokud jde o modulovani
aktivity gend.

4. Zakladni upravy

V soucasné dob¢€ mize byt nukledza dCas9, nebo Cas9
nickaza (nCas9), ptipojovana k enzymdm cytidin dea-
mindzam a je schopna vyvolat substituce, nebo nékteré
Upravy bez nutnosti vytvorit dvouretézcové zlomy, ¢imz
se minimalizuji problémy s nechténymi inzercemi a dele-
cemi. Zvlaste precizni dpravy (editovani) gent je mozZno
provadét s enzymy deamindzami kombinovanymi s inhi-
bitory Cas9 nickazami a uracilovymi DNA glykosylazami,
ale existuji i dalsi alternativy (vice Tycko et al. 2017).

5. Zobrazeni CRISPRI
dCas9 je mozno spojit s jednou nebo vice fluorescenénimi
molekulami a tak Ize sledovat specificka mista na DNA
primo zivych bunkach.

Shrnuti

Préce zdlraznuje dopliovani vyuky vyuzivanim ceskych
dostupnych internetovych zdrojl se zietelem na jejich
diveéryhodnost. Na konkrétnim ptikladé CRISPRU je
poukazana nutnost doplriovani vzdélani vyukovych témat
vyucujicich biologie pro stfedni Skoly, vzhledem k aktual-
né probihajicim objevim. Zatrazeni aktualnich poznatkd,
prispé&jejak zvySeni prestiZe biologie na stfednich Skolach,
tak konkrétniho vyucujiciho u jeho studentt.

Podékovani
De¢kuji Petie Vagnerové za revizi textu a pripominky.
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English summary

CRISPR: New chapter for the
secondary-school biology
text-books

The article appeals to secondary school lecturers to inclu-
de some information about current surveys that are likely
to affect most of the population. Molecular genetics seems
to have revolutionized, and a students and lecturers should
work with current trends. We describe trusted predomi-
nantly Czech Internet resources, which in popular form
describe new researches from which the teacher can draw
effortlessly. We are pointing to the CRISPR method and
its application against cancer cells, for the possible pro-
duction of a new type of antibiotic, as a way of inducing
a so-called mutagenic chain reaction, and as a way of
controlling existing genes, or by starting a research that
should allow human organs to grow in pigs for transplan-
tation. We also try to draw on the ethical side of current
research, for example we mentioning the human embryo
editing, but also in other cases.

Key words: Current research, popularization, secondary
schools, CRISPR methodology, cancer, HIV viruses, gene
regulation.



