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Czy nowy 'oszatamiajacy’ przetom pomoze
leczy¢ chorobe Huntingtona?

W newsach sporo ostatnio byto o CRISPR, nowej 'oszatamiajacej' technologii edycji DNA.
Betkot czy realna nadzieja?

? Napisany przez Dr Jeff Carroll styczen 08, 2014

Przettumaczony przez Arkadiusz Szatkowski Zredagowany przez Professor Ed Wild
Po raz pierwszy opublikowany listopad 13, 2013

ostatnich dniach obserwujmy potok wiadomosci o nowej technologii, zwanej

CRISPR, pisano, ze moze mie¢ zastosowanie w chorobie Huntingtona. Czy

nowa technika jest tak dobra jak o niej piszg? By¢ moze - ale, jak zawsze,
prawda jest bardziej skomplikowana niz sugerujg to nagtowki gazet.

Gen HD 1 jego wyciszanie
Choroba Huntingtona jest chorobg genetyczng, co oznacza, ze kazdy pacjent HD

odziedziczyt od jednego z rodzicow ‘zmutowang’ kopie konkretnego genu. Obecnie gen, w
ktoérym wystepuje mutacja nazywamy ‘genem HD'.

CRISPR jest nowg, precyzyjng metoda ‘edycji’ DNA. To, z kolei, jest zdjecie pojemnikow na
jarzyny.
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Wszyscy ludzie majg po dwie kopie tego genu, a jednak wiekszos¢ ludzi nie doswiadczy
choroby Huntingtona. Objawy choroby Huntingtona pojawiajg sie dopiero wtedy, gdy w
sekwencji DNA genu HD pojawi sie specyficzna zmiana. Mutacja, lezgca u podstaw
wszystkich przypadkow HD, to ekspansja 3-liter kodu DNA, powtarzajgca sie sekwencja C-
A-G w poblizu jednego z koncéw genu HD.

Zazwyczaj geny sg wykorzystywane przez komorki jak swojego rodzaju receptury, instruujg
jak budowac biatka. Dzieje sie tak rowniez w przypadku genu HD, mamy wiec takze biatko
HD - huntingtyne - ktora wedtug naukowcow, powoduje wszystkie dysfunkcje i Smierc
komorek w HD.

Naukowecy i rodziny sg podekscytowani podejsciem terapeutycznym zwanymwyciszaniem
genow. Wyciszanie genow opiera sie na fakcie, ze komorki nie kopiujg DNA bezposrednio
do biatka a do pewnego rodzaju kopii, wykonanej z substancji chemicznej o nazwie RNA.
Zabiegi wyciszania gendw celujg w te wiadomos¢ RNA - roznoszg jg w pyt uniemozliwiajac
komorkom wytwarzanie biatka HD.

Brzmi niezle, prawda? To dobra koncepcja, i HDBuzz tak jak wszyscy jest podekscytowany
tematem wyciszania genow, ktory szybko trafit do badan klinicznych. Ale uwazni czytelnicy
mogli cos dostrzec. Nawet jesli wyciszanie gendw zadziata, to nie zmieni DNA, co oznacza,
ze kazda komadrka nosiciela mutacji HD nadal bedzie miata zmutowany gen HD - kuracja
zatrzyma jedynie powstawanie zmutowanego biatko.

Wyciszanie versus edycja

Co by byto, gdybysmy mogli zmodyfikowac¢ DNA pacjentéw z chorobg Huntingtona i
catkowicie usung¢ mutacje? Do niedawna brzmiato to jak szalony pomyst. Naukowcy czesto
patrzg na zestaw genow, czy ‘genom’, jak na cos statego od poczecia az do $mierci.
Oczywiscie, mutacje powstajg przez cate zycie - tak powstaje nowotwor - ale czesciej
szkodzg niz pomagaja, a nasze komorki dysponujg maszynerig naprawiajagcg DNA.

Niedawno naukowcy zaczeli podkradac genetyczne sztuczki mikroskopijnym bakteriom. Te
robaki sg w stanie nieustajgcej wojny ze sobg i jako bron wypracowaty skuteczne sztuczki
ciecia DNA. Naukowcy odkryli, ze mozna “pozyczyc¢” tg bakteryjng bron i przy jej pomocy
wycig¢ dowolng sekwencje DNA w laboratorium.

Narzedzia te majg teraz zdumiewajagcg liste nazw, m. in. 'zinc finger nucleases (ZFN's)’,
‘Transcription activator-like effector nucleases (TALENSs)’' czy ‘Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)’. Najwazniejsze jest to, ze mogg one byc¢
uzywane do ciecia DNA w okreslonej sekwencji.

Zasadniczo, narzedzia takie jak TALENs i CRISPR, pozwalajg naukowcom edytowac¢ DNA -
wycinac niepozadane elementy i wstawiac¢ pozadane, jak w edytorze tekstu. Chociaz
naukowcy od dawna potrafig ‘wkleja¢’ DNA do uszkodzonej nici, to nie dysponowali
narzedziami do ‘wycinania’ DNA. Teraz je maja.
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Rzeczg oczywistg do zrobienia, przynajmniej w przypadku choroby Huntingtona, jest
wyciecie dodatkowych kopii powtorzen C-A-G powodujgcych chorobe. Inng mozliwoscia
jest posiekanie czesci zmutowanego genu HD, rozerwanie go na strzepy, z ktérych juz
nigdy nie powstanie biatko.

~.Najwazniejszym ograniczeniem stosowania CRISPR i pokrewnych metod edycji
genomu jest dostarczanie leku. ”

Najnowsza i obecnie najbardziej dyskutowana technologia edycji DNA nosi nhazwe CRISPR.
Wykorzystujgc podejscie CRISPR, naukowcy mogg skierowa¢ kompleks thgcy w dowolne
miejsce DNA cztowieka i dokonac bardzo precyzyjnego ciecia.

Brzmi znajomo? Podejscie jest podobne do zinc finger nucleases (ZFNs), o ktdrym
pisaliSmy wczesniej na HDBuzz. Rdéznica pomiedzy CRISPR i ZFNs polega na tym, ze
komponent celujgcy ZFNs jest nieporeczny i sztucznie skonstruowany w laboratorium, a
CRISPR sg sterowane bardziej szczegotowo za pomocg matych fragmentow RNA.

CRISPR na ratunek?

CRISPR trafit na czotéwki gazet niedawno, brytyjski Independent zamiescitopinie-
technique-breaks-the-mould-8925323.html) nt. zdobywcy nagrody Nobla - genetyka Craig
Mello, ktéry wykorzystywat te technike w swoim laboratorium. Naukowcy badali CRISPR co
najmniej od 2007 roku. W ostatnich kilku latach CRISPR, jako narzedzie manipulowania
genami w laboratorium, stato sie bardziej wyrafinowane.

Istnieje kilka mozliwych zastosowan technologii CRISPR, a nawet kazdego podejscia
polegajacego na edycji genomu’. Po pierwsze, mozna sobie wyobrazi¢ leczenie zarodkow
na bardzo wczesnym etapie rozwoju czy nawet zaptodnionych jajeczek, hodowanych w
naczyniach w klinice ptodnosci. Z takim podejsciem jest technicznie mozliwe posiadanie
dzieci pozbawionych zmutowanych genéw HD a zatem nieobcigzonych chorobg
Huntingtona.

Chociaz ciekawe, to juz mozliwe przy zastosowaniu prostszych technik, takich jak
genetyczna diagnostyka perimplantacyjna, ktora opiera sie na prostej genetycznej
identyfikacji embriondw majgcych mutacje HD. Edycja genomu posztaby o krok dalej,
wtasciwie korygujac wade, a nie szukajac je;.

Inng ekscytujgcg mozliwoscig zastosowania tej technologii bedzie leczenie mézgoéw
dorostych nosicieli mutacji HD czyms$ w rodzaju CRISPR, korygowania zmutowanych genéw
HD. To zastosowanie wywotato w prasie wiele spekulacji — czy przy pomocy nowych
narzedzi do edycji genomu mozemy skorygowac rzeczywistg wade, ktéra powoduje
chorobe genetyczng, takg jak HD?

Co sie dzieje?
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Jak pisaliSmy w 2012 roku, badania edycji genomu w chorobie Huntingtona juz trwajg! Firma
0 nazwie Sangamo Biosciences pracuje wraz z CHDI Foundation nad lekami oddziatujgcymi
na palce cynkowe w HD. Opracowano juz ZFN, ktére w efekcie powoduje przerwanie
ekspresji genu HD.

W tym tygodniu, na spotkaniu Society for Neuroscience w San Diego w Kalifornii, Sangamo
przedstawita najnowsze wyniki ZFN wycelowanych w gen HD. Obecne wysitki Sangamo
skupiajg sie na wyciszeniu genu, a nie bezposredniej jego edycji. Po raz pierwszy opisano
prace sugerujace, ze ZFNs byty korzystne w mysim modelu HD. Ich notatka prasowa gtosi,
ze “w regionach mézgdéw zwierzat leczonych ZFP, naukowcy zaobserwowali redukcje
zmutowanych agregatow biatkowych huntingtyny”. Idac dalej twierdzg, ze myszy leczone w
ten sposob wykazaty pewna poprawe w zachowawczych oznakach choroby.

Technologia ‘zinc finger’ edycji genomu - technika podobna do nowej CRISPR - juz badana
w chorobie Huntingtona.

Ktore to nadzieja, a ktore szum
informacyjny?

Technologie edycji genomu, takie jak CRISPR i ZFNs, nalezg do najbardziej ekscytujgcych
osiggnie¢ laboratoryjnych ostatnich kilku lat. Ich potencjalne zastosowania mogg by¢
ogromne, ale musimy wzig¢ pod uwage ograniczenia ich stosowania w chorobie
Huntingtona.

Najwazniejszym ograniczeniem stosowania CRISPR i pokrewnych metod edycji genomu jest
dostarczanie leku. Poniewaz terapie oparte sg na duzych czasteczkach biatka, raczej nie
beda podawane w formie tabletek: muszg by¢ dostarczane do mézgu za pomoca
zastrzykoéw, wirusow lub innej podobnej technologii.
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Przygladajac sie notatce prasowej Sangamo o ZFNs w mysich modelach HD zobaczymy
ostroznos¢, autorzy twierdzg, ze poprawa nastgpita ,w regionach mézgdéw zwierzat
leczonych ZFP”. To prawdopodobnie niewielka czes¢ mdézgu myszy, co stanowitoby bardzo
maty utamek moézgu ludzkiego - o ile technologia dostarczania zostanie mocno poprawiona.

Tego rodzaju terapie, polegajgce na dostarczeniu genu do chorych tkanek pacjenta, nosza
nazwe terapii genowych. Terapia genowa na HD, zeby dostarczy¢ do mozgu wirusa, ktory
rozprzestrzeni sie na niewielkim skrawku tkanki mézgowej, bedzie wymagata operacji
mozgu, Co hajmniej przy uzyciu istniejgcych technologii.

Chociaz nowa technika CRISPR moze uczyni¢ proces sprawniejszym i bardziej
precyzyjnym, to nie wnosi nic do rozwigzania problemu dostarczania leku.

Przez kwestie zwigzane z dostarczaniem leku opracowanie dziatajgcej terapii genowej dla
choréb neurodegeneracyjnych bedzie dtugg haréwka. Zeby naprawié wszystkie objawy HD
by¢ moze trzeba bedzie dostarczac lek do wszystkich czesci mézgu, nie jego fragmentow.
W przypadku mézgu myszy, wazgcego mniej niz pét grama, moze to by¢ stosunkowo tatwe
ale bedzie o wiele trudniejsze u ludzi, ktérych mézgi wazg ok 1300 gramow.

Nowe technologia dla pacjentow z chorobg Huntingtona pozostaje interesujgca technikag
laboratoryjng - wartg rozwijania - jednak dopdki ktos nie wykaze, ze mozna objac
leczeniem takg czes¢ mozgu, by cos zmienic, nie nastgpi przeskok do stosowania u ludzi.
Jednakze naprawa genomu 0sob z chorobami genetycznymi moze w przysztosci by¢
standardem leczenia, ekscytujgce jest obserwowanie pierwszych krokdw na tej dtugiej
drodze.

Autorzy nie zgtosili konfliktu interesow. Aby uzyskacé wiecej informacji na temat naszej
polityki informacyjnej zobacz FAQ...

SLOWNIK

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

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

CRISPR System precyzyjnej modyfikacji DNA

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

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