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Wycinanie i wklejanie DNA: naprawianie
mutacji przez "przeredagowanie genomu"

Naukowcy dokonali precyzyjnych zmian w DNA zywego zwierzecia. Czy to zadziataw
przypadku ludzkich chorob genetycznyc

? Napisany przez Dr Jeff Carroll lipiec 24, 2011

Zredagowany przez Professor Ed Wild Przettumaczony przez Arkadiusz Szatkowski
Po raz pierwszy opublikowany lipiec 18, 2011

o jezeli mozemy edytowac¢ DNA pacjentow i catkowicie usungé¢ mutacje choroby

Huntingtona? Brzmi jak science fiction, ale nowe badanie na zwierzecym modelu

hemofilii sugeruje, ze moze dziata¢ - a teraz naukowcy HD angazujg sie w ten
temat...

DNA, RNA i biatka

Kazdy przypadek choroby Huntingtona jest spowodowany mutacjg DNA. Kod DNA opisuje
sie przy pomocy czterech ‘liter’, ktdre naukowcy okreslajg zasadami. Czterema zasadami
s3: adenina, cytozyna, guanina i tymina - oznaczane odpowiednio A, C, Gi T.
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Edycja genomu uzywa specjalnych molekuarnych nozyczek do wycinania DNA w
komdrkach w okreslonych miejscach. PozZniej nowe DNA jest wklejane w miejsce ciecia.
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Zazwyczaj, w poblizu konca genu Huntingtona znajduje sie odcinek okoto 17 powtorzen
zasad C-A-G. U os6b z HD odcinek C-A-G jest dtuzszy, ze wzgledu na swojego rodzaju
zajgkniecie. To ‘triplet repeat expansion’ (ekspansja powtorzen trypletu), ktdéra powoduje
HD.
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Geny sg wzorcem dla wszystkiego, co robi komédrka. Sg one zawarte w DNA. Kiedy gen jest
wigczony, najpierw komorka wykonuje ‘kopie roboczg’ genu, poprzez skopiowanie DNA do
czasteczki wiadomosci RNA.

Czasteczki wiadomosci RNA zarzadzajg budowa biatek z aminokwasow. W przypadku
choroby Huntingtona, uszkodzenia powoduje zmutowane biatko huntingtyny - nie gen
Huntingtona (z DNA) czy czgsteczka wiadomosci RNA.

Wyciszanie genow - strzelanie do postanca

Wyciszanie genow budzi wiele emocji. W tym podejsciu do terapii, specjalnie
zaprojektowane czasteczki znajdujg wiadomos¢ RNA genu HD i méwig komorkom, aby
pozbyty sie tej wiadomosci. Sam gen nadal istnieje w DNA kazdej komorki cztowieka, ale
poniewaz wiadomosc¢ jest zniszczona, powstaje mniej zmutowanego biatka huntingtyny.

Prébom poddawanych jest kilka roznych strategii wyciszania RNA huntingtyny, w tym
antisense oligonucleotides i interferencja RNA. Wiecej na ten temat mozesz przeczytac w
naszym elementarzu wyciszania gendw.

Nastepna granica - edycja genomu?
Wyciszanie genow jest z pewnoscig jedng z najwazniejszych metod terapeutycznych
choroby Huntingtona. Ale co jesli moglibysmy pojs¢ dalej i catkowicie usungc¢ z DNA
pacjentow mutacje powodujagcg chorobe Huntingtona?

Do niedawna pomyst wydawat sie catkowicie nierealny. Komorki posiadajg mechanizmy
naprawy zmienionego (lub uszkodzonego) DNA, a kazda komodrka w organizmie ma takie
samo DNA. Pomyst jest o wiele bardziej radykalny niz wyciszanie gendw.

Ostatnio jednak, zostata opracowana technologia zwanaedycjg genomu. W celu
przeredagowania DNA komorek, podejscie to wykorzystuje specjalnie zaprojektowang
molekularng maszyne zwang zinc-finger nuclease (enzym).

Zinc-finger nucleases to molekuty zawierajgce dwa specjalne elementy.

Zinc-finger nuclease moze rozpoznawac i przyklejac sie do specyficznych sekwencji DNA.
To pozwala maszynie znalez¢ bardzo konkretne miejsce w kodzie DNA. To miejsce moze
by¢ okreslone przez naukowca projektujgcego czasteczke.

~Aby naprawi¢ szkodliwy gen myszy leczono z hemofilii poprzez edytowanie
genomu ich zywych komorek. ”

Kiedy zinc-finger doprowadzg maszynke do okreslonego miejsca w kodzie DNA, do akcji
wkracza druga czes¢ maszyny - ‘nuclease’ (enzym). Ta mata maszynka wykonuje
precyzyjne ciecia w obu niciach DNA.
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Komorki nie znoszg przerw w tancuchach DNA, poniewaz przerwa moze prowadzi¢ do
szkodliwych mutacji. Wiec, gdy wystepuje przerwa, maszyneria naprawcza komorki probuje
te przerwe naprawic.

Teraz naprawde sprytna czesc. Jesli do zinc-finger nuclease dotgczymy spreparowany kod
DNA, system naprawczy komorki moze zosta¢ oszukany, i uzy¢ do zatatania przerwy
dostarczonego, zdrowego DNA.

Edycja genomu pozwala naukowcom rozwazac cos, co nigdy wczesniej nie byto mozliwe -
faktyczng zmiane DNA komorki, zakonczong dowolng sekwencjg DNA, ktérg mozemy
zaprojektowac. W skrocie zinc-finger nuclease wykonujg ciecia w DNA i nastepnie w
miejsce ciecia moze by¢ wklejona inna sekwencja DNA.

Korygowanie hemofilii edycja genomu

Edytowanie genomu w probowce brzmi bardzo dobrze, ale czy rzeczywiscie mozemy
uzywac go w leczeniu choréb?

Ostatnie prace grupy prof Katherine High na Uniwersytecie Pensylwania wskazujg, zejest
to mozliwe. High bada Hemofilie, chorobe zmniejszajgca krzepliwos¢ krwi. Ztg, poniewaz
moze prowadzi¢ do niebezpiecznych, niekontrolowanych krwawien.

Hemofilia B u ludzi jest spowodowana mutacjg genu F9. F9 jest kluczowym elementem
mechanizmu krzepniecia krwi. Mutacje w genie F9 sg rozrzucone - rézni ludzie maja
mutacje w réznych miejscach. Zupetnie inaczej niz w chorobie Huntingtona, gdzie kazdy
pacjent ma mutacje w tym samym miejscul.

Zespot High miat bardzo sprytny pomyst na zastgpienie wadliwych gendw F9 za pomoca
edycji genomu. Wspotpracujgc z firmg Sangamo BioSciences, zaprojektowali zinc-finger
nuclease tak, aby ciecie zostato wykonane na samym poczatku genu F9. Nastepnie dodali
do molekuty szablon DNA zawierajgcy prawidtowg wersje genu F9. Wprowadzenie zinc-
finger nuclease z szablonem do komoérek spowodowato, ze w DNA niektérych komérek
pojawita sie normalna wersja genu F9. W efekcie naukowcy precyzyjnie wkleili nowy gen F9
w miejsce, w ktorym wczesniej znajdowat sie zmutowany.

Czy to zadziata kiedykolwiek w skomplikowanym organizmie zywego zwierzecia?
Wiekszos¢ biatek krzepniecia powstaje w watrobie, wiec w przypadku pacjentow z
hemofilig B wazne jest naprawienie gendw w watrobie.

Zespot High postuzyt sie zmodyfikowanymi genetycznie myszami ze zmutowanym ludzkim
genem F9 w watrobie. Myszom wstrzyknieto wirusa przenoszgcego koktajl zinc-finger
nuclease i szablon nowej, zdrowej wersji genu F9.

Zdumiewajgco, po wstrzyknieciu wirusow we krwi myszy stwierdzono biatko
odpowiadajgce zdrowemu genowi F9.
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Ludzie z hemofilig majg krew, ktora nie krzepnie prawidtowo. Edycja genomu myszy z
mutacjg hemofilii przywrocita normalne krzepniecie Krwi.

To oznacza, ze wirusy zadziataty: wprowadzity nowy egzemplarz genu F9 do watroby
myszy i komorki faktycznie zaczety go uzywac.

Oczywiscie, najwazniejszym testem dla terapii jest to, czy koryguje objawy choroby
przeznaczonej do leczenia. Myszy i ludzie z hemofilig B majg bardzo wolny czas krzepniecia
(dtugi czas krzepniecia) - co moze prowadzi¢ do powaznych probleméw z krwawieniami.

Ale u myszy leczonych wirusami zawierajgcymi zinc-finger nucleases i zdrowy gen F9,
problemy z czasem krzepniecia zostaty prawie catkowicie skorygowane. Zasadniczo, myszy
leczono z hemofilii poprzez przeredagowanie genomu komorek watroby na genom z
prawidtowym genem F9.

Czy moze pomoc w HD?
Nie uszto niczyjej uwadze, ze technologia edycji genomu moze by¢ bardzo skuteczna w
chorobie Huntingtona.

Poniewaz HD jest zawsze spowodowane przez ekspansje tego samego obszaru C-A-G w
tej samej genetycznej lokalizacji, to mozna sobie wyobrazi¢ wykorzystanie edycji genomu
do usuniecia tych ‘kilku ekstra’ powtérzen CAG. W efekcie wycinajgc mutacje wprost z DNA
komorek.

Zanim technologia stanie sie rzeczywistoscig, musi pokona¢ jeszcze kilka przeszkéd. U
myszy z hemofilig, zdrowy gen zostat dodany bez usuniecia wadliwego. To nie bedzie
dziata¢ w HD, poniewaz w HD to toksyczne biatko, a nie brak biatka, powoduje problemy.
Technika bedzie musiata zosta¢ udoskonalona, aby wycina¢ szkodliwe powtdrzenia CAG
albo w zamian wytgcza¢ zmutowany gen.
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Ponadto, dostarczenie zinc finger nucleases do komdrek mézgu bedzie trudniejsze niz
dostarczanie ich do komdrek watroby.

Co emocjonujace, rozpoczety sie juz badania edycji genomu w chorobie Huntingtona. CHDI,
wiodgca organizacja finansujgca badania nad HD na catym swiecie, stworzyta program
edycji genomu HD.

Wiceprezes CHDI - Ighacio Munoz-Sanjuan - napisat na blogu: “po ponad dwdch latach
staran, Sumango i CHDI sg partnerami. Nigdy sie nie poddawajmy majgc sny rodem z ‘since-
fiction’ - nigdy nie wiadomo, jak daleko nauka i technika zaprowadzg ludzkosc.”

Zanim edycje genomu bedzie mozna stosowa¢ w mdzgach pacjentéw z choroba
Huntingtona minie kilka lat - ale ten pozytywny wynik stanowi nowy kierunek badan,
kierunek z duzym potencjatem.

Autorzy nie zgtosili konfliktu interesow. Aby uzyskac wiecej informacji na temat naszej
polityki informacyjnej zobacz FAQ...
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interferencja RNA Sposdb leczenia, w ktorym specjalnie zaprojektowane czgsteczki
RNA wykorzystywane sg do wyciszenia genu

wyciszanie genow podejscie do leczenia HD, wykorzystujgce molekuty do zabraniania
komorkom produkcji szkodliwego biatka huntingtyny

powtorzenia CAG Odcinek DNA na poczatku genu HD, zawiera powtarzang wiele razy
sekwencje CAG; jest wydtuzony u osdb, ktére zachorujg na HD

edycja genomu modyfikacja DNA przy uzyciu zinc-finger nucleases; '‘genom' to
okreslenie catego naszego DNA

genom nazwa nadana wszystkim genom zawierajgcym kompletne instrukcje
wytwarzania organizmu cztowieka lub innego organizmu

RNA substancja chemiczna, podobna do DNA, tworzy czasteczke 'wiadomosci',
wykorzystywana przez komorke podczas produkciji biatek jako kopia robocza genu.
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