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ANOTACE

Bakalatrska prace se zabyva tématem epigenomu a moznosti jeho vyuziti v klinické
praxi pomoci technologie CRISPR/Cas9. Tato prace shrnuje poznatky o epigenomu a jeho roli
v bunécné regulaci azduraziiuje potencial epigenetickych zmén pro vyvoj novych
terapeutickych postupt. Prace také popisuje technologii CRISPR/Cas9, ktera umoziuje pfesné
a cilené upravy DNA sekvence a epigenetickych zmén. Jsou zde zminéna i tskali a omezeni
spojena s touto technologii pro budouci vyuziti v praxi. Celkové lze tuto praci povazovat
za piinosny zdroj informaci pro védeckou komunitu i Sir$i vefejnost, kterd se zajima

0 téma epigenomu a CRISPR/Cas9 technologie.

KLICOVA SLOVA

epigenom, DNA, CRISPR/Cas9, modifikace, exprese, terapie, genetika
TITLE

Epigenome and Possibilities of Changes Using CRISP/Cas9

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the topic of the epigenome and the possibilities of its use
in clinical practice through the CRISPR/Cas9 technology. The thesis summarizes
the knowledge about the epigenome and its role in cellular regulation and emphasizes the
potential of epigenetic changes for the development of new therapeutic approaches. The work
also describes the CRISPR/Cas9 technology, which allows for precise and targeted
modifications of DNA sequence and epigenetic changes. The limitations and challenges
associated with this technology for future use in practice are also mentioned. Overall, this thesis
can be considered a valuable source of information for the scientific community and the general

public interested in the topic of the epigenome and CRISPR/Cas9 technology.
KEYWORDS

epigenome, DNA, CRISPR/Cas9, modifications, expresion, therapy, genetics
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1 UVOD

V poslednich letech se s rozvojem novych technologii, umoznujicich komplexni
analyzy celych genomd, stile vice zduraziuje, ze nase genetickd informace neni jedinym
faktorem ovliviiujicim vyvoj apribéh onemocnéni. Kromé gent hraji dilezitou roli
epigenetické zmeény, které prokazuji vyznamny vliv u celé fady onemocnéni, u kterych se diive
predpokladal Cisté geneticky zaklad. Epigenom obsahuje rizné modifikace DNA a chromatinu,
které mohou byt ovlivnény vnéj§imi faktory (napf. stres, strava nebo expozice toxickymi
latkami) anasledné ovliviiovat projevy gent. V soucasné dobé se intenzivné zkouma

vyuzitelnost epigenomu jako cileného terapeutického cile u mnoha onemocnéni.

Jednou z moznosti, jak cilen¢ modifikovat epigenom, je vyuziti technologie
CRISPR/Cas9. Tento systém umoziuje velmi piesné zacilit na specifickou oblast genomu
a modifikovat ji. V poslednich letech tato nova oblast vyzkumu pouta stale vice pozornosti,

jelikoZ nabizi zcela nové ptistupy ke zlepSeni diagnostiky a 1é€by fady vaznych onemocnéni.

| z tohoto diivodu jsem se rozhodla zaméfit svoji bakalaiskou prace na resersi téchto
témat. V prvni kapitole jsem se zamétila na epigenom a jeho riizné modifikace. Dalsi ¢ast prace
je vénovana technologii CRISPR a jejim moznostem vyuziti v oblasti modifikace epigenomu.
Cilem prace je poskytnout uceleny ptrehled o této nové oblasti vyzkumu a potencialu vyuziti

epigenomu a CRISPR/Cas9 v klinické praxi.



2 Epigenetika

Slovo ,.epigenetika“ bylo ptvodné zavedeno slozenim slov epigeneze a genetika,
popisovalo mechanismus diferenciace bunék béhem vyvoje zvifat (RiveraaRen 2013).
Od svého vzniku v roce 1942 se pojem ,,epigenetika“ postupné vyvijel. Vystiidal fadu definic
jako naptiklad ,,Pfislusné interakce genetickych faktorli a vyvojovych procest vyjadiujici
fenotyp z genotypu.” z roku 1982 (R. J. Lincoln et al. 1982) nez nasel soucasnou podobu
definovanou na ptelomu minulého stoleti (Deans a Maggert 2015); ,,Studie zmén fungovani
genomu, které jsou meioticky a /nebo mitoticky dédi¢né a nezpisobuji zménu DNA sekvence
(Wu a Morris 2001).*

Epigenetika je v dnesni dobé vnimana jako novy obor vychazejici z genetiky zabyvajici
se dédinymi zménami genové aktivity a funkce, které nejsou zpiisobeny zménou
DNA sekvence jako takové. Sjednocuje celou fadu nezavislych procesu ovliviiyjicich genovou
expresi: metylaci DNA, posttransla¢ni modifikace na histonech, remodeling chromatinu a dalsi
regulace zprostiedkované nekodujici RNA, do jednoho celku. (Pei et al. 2020). Epigenetické
zmény hraji klicovou roli pfi vyvoji jedince ataké pii vzniku rliznych onemocnéni. Jsou
schopny ovliviiovat fenotyp viz obrazek 1 bez zmény potadi nukleotidii nebo aminokyselin,

mohou byt reverzibilni a dédi¢né.

Na epigenetiku se tedy mtzeme divat jako na proces, ktery dokaze reagovat na vliv
prostiedi okamzité, a to nejen v ramci jedné generace. Narozdil od genetiky, kde zmény
(mutace) probihaji pozvolna v fadu generaci a jejich “vhodnost” pro preziti se musi oveéfit
piirozenym vybérem. Epigenetické zmény jsou také pfirovnavany k jakymsi pfepinacim, které
reguluji ptepis danych usekti DNA. Tyto zmény mohou byt benigni, tak maligni. Proto se

pozvolna epigenetika dostava do opravnéného zajmu diagnostiky.

Narozdil od drobnych genetickych zmén, jako jsou jednobodové mutace (SNP),
pfipadné drobnéjsi inserce/delece, tak zmény epigenické jsou velmi komplexni a vyZzaduji
rozsahlej$i analyzy a znalost spojitosti zmén. V dne$ni dob¢ diky vysokokapacitnim technikdm,

jsme jiz schopni vySetfovat napt. tzv. metyla¢ni profil, ktery slouzi i jako rakovinny marker.
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Genetika Epigenetika
CpG
miRNA = metylace

ncRNA
SNP mutace

~ modifikace
FENOTYP histont

strava toxiny

léky
patogeny

Prostfedi

Obrazek 1: Geneticko — epigeneticky fenotyp Fenotyp kazdé buiky reflektuje jeji genetickou
vybavu, vliv okolniho prostiedi a také jeji epigenetickou jedine¢nost. VSechny tyto vlastnosti se pak
dale odrazi v projevech celého organismu. V takovéto situaci by mélo byt nahlizeno na vSechny
genetické obejvy jednak v kontextu epigenomu (pievzato z Dwivedi et al. 2011, upraveno).

2.1 Metylace DNA

Vyzkumy jednotlivych epigenetickych procesii zacaly probihat jiz pfed zavedenim
pojmu epigenetika. Nejdéle znamou genovou modifikaci je metylace DNA; v sav¢ich bunikach
byla objevena soucasné s objevem genetického materialu samotného. Teprve az v 80. letech
minulého stoleti Holliday a Riggs poprvé vznesli hypotézu, ze by metylace mohla hrat roli
v regulaci genové exprese (Holliday 2006). V dnesni dob¢ je potvrzeno, Ze metylace DNA je
hlavnim, a také dédicnym, epigenetickym faktorem ovliviiujicim regulaci gend. Pfedevsim se
podili na uml¢ovani gent (tzv. ,,gene silencing*), genomovém inmprintingu, regulaci tkanové
specifity a na inaktivaci X chromozomu (u homozygotnich jedinct). Jeji vliv se méni dle
regionu jejiho vyskytu (Bird 2002; Moore et al. 2013).

Jedinym metylovanym nukleotidem v lidském genomu je cytosin, vyskytujici se
Vv dinukleotidovém paru s guaninem (CpG) a to pouze v oblastech genomu chudych na tento
typ paru. 60-80 % CpG vyskytujicich se v lidském genomu je metylovano. Oblasti genomu
s vyssi Cetnosti vyskytu CpG jsou nazyvany CpG ,,ostritvky* a nachéazeji se vétsinou v blizkosti
promotort, Cytosin na v téchto ostrivcich je odolnéjsi viici metylaci (Neidhart 2016). Metylace

cytosinu probiha na patém uhliku (5mC) viz obrazek 2.
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Metyla¢ni vzorec kazdého jedince je zaloZzen béhem embryogeneze a pifenasen
na vSechny vznikajici somatické bunky. V prubéhu replikace DNA je na matetském vlakné
metylace zachovavana anové vznikajici dcefiné vldkno je pro zachovani symetrie
hemimetylovano. Hemimetylované cytosiny jsou rozpoznavany DNA metyltransferazami

a nasledné plné metylovany.

2.1.1 DNA-metyltransferazy

Pii metylaci je darcem metylové skupiny (-CH3) S-adenosylmetionin (SAM) a reakce
je katalyzovana 3 riznymi enzymy ze skupiny DNA-metyltransferaz (DNMT), DNMT1,
DNMT3aa DNMT3b. Ackoliv jsou si vSechny tfi enzymy strukturné velmi podobné

s N- koncovou regulacni oblasti a C-koncovou katalytickou oblasti, tak maji velmi specifické

funkce.
A cytozin S-metylcytozin
MH- MNH,
.. HzC
I:# Sy DMMT 3C. - i
"NH'Q:L SAMEHy s N0
B CH, CH,

“TEIES oSS EI]
ACACCGCGCTCGAAGA-5

CH, CH,

Obrazek 2:Metylace cytosinu A Schémareakce pifenosu metylové skupiny z S-
adenosylmetionin (SAM) pomoci DNA-metyltransferazy (DNMT) na paty uhlik cytosinu za vzniku
5- metylcytosinu (5mC) B vyobrazeni 5mC v DNA fetézci (Bartosik a Ondrouskova 2016).

DNMTL1 je nazyvana udrzovaci (z anglictiny ,maintenance*H1). Zajistuje piepis
metylace nanové syntetizované vlakno béhem DNA replikace. Jeji schopnost metylace je
zavisla na pfitomnosti hemimetylacnich fetizkii. Zaroveii ma také schopnost opravovat
DNA metylace, v téle je tedy syntetizovana po celou délku Zivota. Nezbytna je vSak pro

spravny vyvoj embrya Vv ranném stadiu, kdy dochazi k inaktivaci jednoho z X chromozomd.

Funkce DNMT3a a DNMT3Db je zcela nezavisla na hemimetylaci, z tohoto diivodu jsou
oznacovany de novo DNMT. Tyto dvaenzymy maji krom¢ podobné struktury i velmi
podobnou funkci, dokazi metylovat jak nové syntetizované vlakno, tak i to ptivodni. Jejich
odliSnost spociva v genové expresi, DNMT3a vznikd ve vétSing tkani, DNMT3b vznikd velmi
ziidka v diferencované tkani, vyjimkou je S$titnd zldza a kostni dfen. Ob& jsou vsSak
syntetizovany primarné V embryonalni fazi vyvoje jedince, kde vytvari metylacni vzorec.
V tomto obdobi je jejich metyltransferazova aktivita umocnéna proteinem DNMT3L, ktery
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individualné postrada katalytickou funkci. Jeho vyuziti se uplatiuje také béhem gametogeneze,
kde dochazi k pozménéni metyla¢niho vzorce vzhledem na pohlavi jedince. Ovliviiuje prabch

genového imprintungu, tedy uchovani metylace cytosinu dédi¢né z jedné z rodi¢ovskych alel.

Zpusob vybéru specifickych genetickych oblasti k metylaci neni dosud zcela objasnén,
existuji vSak mnohé teorie zahrnujici vliv interferenéni RNA, nebo také vliv transkripénich

faktori, které se mohou vazat na genom a chranit je pred metylaci.

2.1.2 Demetylace DNA

Ackoliv je metylace zchemického pohledu velmi stabilni modifikaci cytosinu,
za urcitych okolnosti probiha i jeji zvratny proces, tedy demetylace. Ptirozené k tomuto procesu
dochazi ve dvou zivotnich fazich u preimplantace embryaau gametogonii (prvotnich
zarodeénych bunék) (Ying a Chen 2023).

Kratce po oplozeni dochazi k aktivni demetylaci paterndlni DNA, tésné pted jeji
replikaci (Ying a Chen 2023). U savcu aktivni demetylace probiha ptes sérii chemickych reakci,
jez vedou ke kompletni vyméné modifikovaného metylového cytosinu za nahy cytosin.
Biochemicka podstata téchto reakci byla plné pochopena teprve v roce 2009 se zjisténim, Ze
jsou do procesu zapojeny enzymy ten-eleven transloka¢ni (TET) metylcitosyn dioxygenazy
(Pastor et al. 2013). Maternalni demetylace probiha pii ryhovani vaji¢ka pasivni formou.
Enzym DNMTI je inhibovan anedochazi tak k zachovani metylace nanové vznikajicim
vlaknu. U embrya zistavaji metylovany pouze specialni oblasti genomu, kterymi jsou

napf. kontrolni regiony imprintingu.

Dalsi demetylaéni faze probihajici u gametogonii, tvoii zde epigenom nezbytny pro
vyvoj zarode¢nych bun€k. Dochazi zde k demetylaci oblasti zachovanych z ptredchozi faze.
Na zacatku této faze je cely genom pasivné demetylovan, ¢ehoz vysledkem je celkova
hypometylace. Nasledné probihd soucasné jak pasivni i aktivni mechanismus demetylace
postihujic pfedevsim specialni oblasti genomu (Ying a Chen 2023).

213 TET

TET proteiny jsou pojmenovany po translokaci (t(10;11)(g22;923)), vyskytujici se

u vzacnych forem akutni myeloidni a lymfatické leukémie, kdy leukemicky gen nachazejici se

na lidském chromosomu 22 spojen s genem TET1 nachazejicim se na chromosomu 11 (Pastor
et al. 2013).

U savcil nachdzime 3 proteiny skupiny TET, konkrétné¢ TET1, TET2 a TET3. Jedna se

o Fe*- a 2-oxoglutarat-dependentni  dioxygenasy  schopny  oxidovat 5mC
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na 5 - hydroxymetylcytosin  (5hmC), 5-formylcytosin (5fC) a 5-carboxylcytosin  (5caC)
v DNA viz obrazek 3 (Kohli a Zhang 2013). TET proteiny maji vyznamnou roli V celé fadé

biologickych procesu, jejichz mechanismy nejsou dosud zcela pochopeny.

Teorie, Zze by TET proteiny mohly mit vliv na DNA modifikaci vznikla pfi analyze
obdobné  skupiny protein  u Tripanosoma brucei, kdy Dbyla oxidovana metylova
skupina na tyminu. Chemicka podobnost tyminu a SmC oxidaci vedla k navrhu zapojeni TET
proteini Vv demetylacnich  procesech na DNA (Wu aZhang 2014). Nasledné
byla prokazana ptitomnost oxidované formy 5hmC v riznych koncentracich v sav¢ich

bunkach.

TET proteiny jsou zapojeny Vv procesu aktivni demetylace. Potvrzeny mechanismus
prubéhu zacina oxidaci SmC na 5hmC a dale na 5fC s 5caC. 5fC a ScaC mohou byt

odstranény tymin DNA glukosidazou (TDG) a jejich nahrazeni cytosinem vede k demetylaci.

NH,
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Obrazek 3: Kompletni priubéh aktivni modifikace C a. Grafické znazornéni biochemického
prubéhu modifikace C v DNA, kde je 5-metylcytosin (5mC) opétovné oxidovan
na 5- hydroxymetylcytosin  (5hmC), 5-formylcytosin (5fC) a 5-carboxylcytosin  (5caC). Aktivni
modifikace  (AM)  nasledovana pasivni  diluci  (PD), kde je 5hmC  zafazena do
replikacn€ — dependentniho procesu pro regeneraci na nemodifikovany C (vysoce oxidovany 5fC
a5caC neni vtomto procesu znazornén). DalSim vyobrazenym procesem je aktivni modifikace
nasledovana aktivni obnovou v ramci, né&jz je 5fC nebo 5caC odstranén pomoci TDG, vznikajici
abazicka molekula (AbMol) je zapojena do procesu bazické excizni obnovy (z angli¢tiny ,,BER®)
a nahrazen nemodifikovanym C. b. Vyobrazeni dil¢ich reakci se v§emi zapojenymi reaktanty. Proces
BER  zahrnuje  excizi  abazické  molekuly, nahradu nukleotidu  nemodifikovanym
trifosfat — deoxycytidinem (z angli¢tiny ,,dCTP*) a DNA polymerazou (za vzniku pyrofosfatu PPi).
a-KG, a-ketoglutarat; SAM, S-adenosylmethionin; SAH, S- adenosylhomocystein (Pievzato Kohli
a Zhang 2013, upraveno).
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2.2 Modifikace histona

Genom eukaryotickych bun¢k je organizovan do vysoce kondenzovanych struktur,
nazyvanych chromatin, zajist'ujici ochranu a kontrolu nad genovou expresi. Z ¢ehoz vyplyva
jeho zapojeni do zakladnich nuklearnich procest, jako je transkripce, replikace a oprava DNA.
Chromatin se vyskytuje ve dvou funk¢nich formach, kondenzovanéjsi forma branici
regulacnim procesim na DNA nazyvana heterochromatin a mén¢ kondenzovana forma,
euchromatin, ktera poskytuje prostor pro regulacni procesy DNA. Zéakladni stavebni jednotkou
chromatinu jsou nuklesomy, tvotreny oktamerem histonti, kolem n¢jz je dvakrat obtocena DNA,
konkrétné 147 bazickych pari. Kazdy ze zakladnich histontt H2A, H2A, H3 a H4 se v oktameru
vyskytuje ve dvou podjednotkach. Pro vétsi kompaktnost je na zacatku a na konci nukleosomu

navic umistén spojovaci histon H1 (Vanzan et al. 2023).

V bunkach je vyvinut epigeneticky mechanismus upravujici tuto chromatinovou
strukturu kovalentnimi posttranslaénimi modifikacemi na histonech. Hlavnim principem
modifikaci je ovlivnéni interakce mezi dvéma nukleosomy ptipadné nukleosomem
a DNA zménou naboje a struktury na koncich histont. Tyto Gpravy probihaji primarné na
N-terminalnim konci, ktery vykazuje pozistatky kladného naboje. Aktualné je znamo pies 80
riznych typu histonovych modifikaci. Nejprozkoumanéj§imi modifikacemi jsou acetylace,

metylace, fosforylace a ubiquitace, viz obrazek 4.

2.2.1 Metylace histont

Metylace histoni nejb&znéji probiha na pozustatcich lysinu (K) ¢&i argininu (R)
vyskytujicich se na histonech H3 a H4. Tento proces spociva v kovalentni adici metylové
skupiny na atomy dusiku ve zbylych postrannich fetézcich. Donorem metylové skupiny do
reakce je stejné jako v ptipad€ metylace DNA, SAM za katalyzy histonovou metyltransferazou
(HMT). Lysinovy pozistatek mtize byt mono-, di- nebo tri- metylovan (mel, me2 nebo me3),
zatimco arginin pouze mono- ¢i di- metylovan. EXistuji také dvé formy dimetylovaného

argininu: symetricka a asymetricka.

Na rozdil od jinych histonovych modifikaci, metylace histonti ovliviiuje aktivitu ¢i
pasivitu transkripce v zavislosti na své poloze a stupni metylace histonu. Obecné by se dalo
fici, ze jako aktivujici lysinové znaky jsou vnimany H3K4, H3K36, a H3K79 vyskytujici se
na chromatinu v oblastech s aktivni transkripci genti. Naopak H3K9, H3K27, a H4K20 byvaji
vnimany jakozto potlacujici a jsou spjaty s uml¢ovanim gent (Vanzan et al. 2023). Mnoho
studii navic prokazalo spojitost mezi nedostate¢nou regulaci histonové metylace a mnohymi

onemocnénimi.
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V lidském proteomu se vétsina lysinovych metyltransferaz (KMT) vyskytuje s doménou SET
(Su(var)3-9, Enhancer of zeste, Trithorax), ktera obsahuje metyltransferazovou aktivitu. Tuto
doménu pivodné objevili v tiech proteinech Drosophila melanogaster. Prvni HMT popsanou
u savcu byla,,Suppressor of variegation 3-9 homologue 1 (SUV39HI1)*, ktera se podili
na uml¢ovani pericentrického heterochromatinu. SUV39H1 muze byt klasifikovana jako hlavni

trimetyla¢ni enzym pro H3KO.

Vyjimku u KMT tvoii protein Dotl (distributor of telometric silencing-1) tedy
konkrétnéji jeho lidsky homolog DOTIL (Dotl-like), obsahujici jinou doménu, 78S (seven-
beta-strand), ktery jakozto jediny protein v lidském organismu cili na H3K79me (Crusio et al.
[b.r.]; Husmann a Gozani 2019).

Komplex proteinti asociovanych se SET1 (z angli¢tiny ,,Complex of proteins associated
with SET1; COMPASS) je enzymovy komplex zodpovédny za metylaci konkrétné H3K4, coz
je modifikace, kterd zajiStuje vysokou transkripcni aktivitu. Tento komplex zahrnuje mimo
jinych i MLL1/MLL2 (mixed lineage-leukemia), které metyluji H3K4 az na me3 (Morgan
a Shilatifard 2020).

Na druh¢ strané, za charakteristicky znak genové represe je povazovana metylace 27.
lysinu na histonu 3 (H3K27). Trimetylovany lysin diky pfipravenym zesilova¢iim a snizovani
vyskytu monometylovaného lysinu u embryondlnich zarode¢nych lidskych bun€k ma
vyznamny represivni vliv na geny spojené s vyvojem jedince. Tuto modifikaci katalyzuje
komplex PRC2, ktery se sklada ze Ctyf enzymatickych podjednotek (Ezh2, Suzl2, EED
a RbAP46/48). Ezh1 nebo Ezh2 (homolog enhanceru zeste 1/2) jsou enzymy, které katalyzuji
pfidani methylu na histon H3 nalysinu 27 (H3K27), coz zpusobuje heterochromatinizaci
apotlaceni genové exprese. EED (protein vyvoje embryondlniho ektodermu) se vaze
na methylovany H3K27 a umoznuje tak dalsi rekrutaci PRC2 komplexu k této oblasti. SUZ12
(supresor zeste 12) a RbAp46 nebo RbAp48 (proteiny asociované s retinoblastomem 46/48)

stabilizuji komplex a zajiSt'uji jeho spravnou funkeci.

Existuji tf1 tiidy argininovych metyltransferaz (PRMT) - typ I, typ Il a typ 1l — které se
1181 mechanismem pifenosu methylové skupiny a charakteristickymi sekvencemi aminokyselin.
Typ I PRMTs ptenasi jednu methylovou skupinu na argininové zbytky v cilovych proteinech,
zatimco typ Il PRMTs piendsi dvé methylové skupiny. Typ III PRMTs jsou schopné vytvaret

monomethylace i asymetrické dimethylace.
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Demetylace histonti je dal§im dilezitym procesem v bunééné regulaci. Prvni lysin
specifickou histonovou demetylazou (LSD1) objevili v roce 2004 (Perillo et al. 2020), pozdé&ji
byla ptejmenovana na KDM1 dle aktualni nomenklatury. Tento enzym se specializuje
na demetylaci H3K4 s kofaktorem flavin adenin dinukleotidem (FAD). Krom¢ toho dokaze
demetylovat H3K9 v pfitomnosti androgenniho receptoru. DalSi objevené enzymy byly
rozdéleny do dvou rodin (Husmann a Gozani 2019). Prvni z téchto rodin zahrnuje enzymy,
jejichz reakce jsou FAD-dependentni a jsou nazyvany JARID1 (Jumonji AT-rich interactive
domain 1), zahrnujici i KDM 1. Druha rodina enzymu, nazyvana ,.,Jumonji C domain-containing
proteins® zkratka JIMJD2 pouziva k odstrafiovani metylové skupiny oxidativni reakci zaloZzené

na 2-oxoglutaratu (Varier a Timmers 2011).

Metylace histond mize mit vyznamné dopady na rtizné biologické procesy, vcetné
vyvoje a diferenciace bunck, bunééné¢ho déleni a opravy DNA, apoptdzy a genové exprese.
Poruchy v metylaci histoni mohou byt spojeny s fadou onemocnéni, véetné rakoviny
a neurologickych poruch. Proto se v poslednich letech intenzivné zkouma role proteinovych
metyltransferaz v regulaci genové exprese a jejich potencialni terapeutické vyuziti v 16€bé

riznych onemocnéni.

5GRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRD RSSRSKSKARAKGGQKGRGS
Ha @ PKKTESHHKAKGK

Ci Ac Ci A A, ; H3 G':_[‘KAVTKYTSSK
ARTKQTARKSTGGKAPREQLATKAARKSAPATGGVEKP KGDKKQAKTVAKKSGKKPAPASKAPEP

Ub Ubiquitinatior

Obrazek 4: Znazornéni histonovych modifikaci. Tento obrazek zobrazuje hlavni modifikace
Ctyf jadrovych histont (H4, H2A, H3 a H2B) jejich typ a polohu v aminokyselinové sekvenci proteint.
Aminokyseliny jsou znazornény odpovidajicimi pismeny. Me znamend metylace, Ac acetylace,
C citrulinace, Ub ubiquitace, P fosforylace (Walter 2015).

2.2.2 Acetylace histoni

Jak jiz bylo vySe zminéno, vétSina uprav probihd na N-termindlnim konci histont.
Acetylaci je prenesena acetylova skupinaz acetyl-CoAnae amino skupinu lysinu
vyskytujicim se na N-terminalnim konci a dochazi tak k neutralizuje jeho naboje. Soucasné
dochazi také k oslabeni elektrostatickych sil ptisobicich mezi nukleosomy a negativné nabitou
DNA, coz zvySuje piistupnost pro transkripéni faktory aregulaéni komplexy. Adice je

katalyzovana skupinou enzymi piivodné nazyvanych histon acetyltransferazy (HAT), nicméné
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diky pozd¢jsim studiim bylo zjisténo, ze tyto enzymy cili i na ne-histonové proteiny, z tohoto

divodu byly pifejmenovany na lysin acetyltransferazy (KAT).

KAT se dale rozdéluji na dva typy, typ A acetyluje jiz zalenény histon, typ B pak
acetyluje pouze nove syntetizované histony v cytoplazmé. U savct vSak prevladaji pouze dvé
tiidy KAT typu A-GNAT (General control nonderepressible 5-related acetyl-transferases), jejiz
zastupcem je GCN5 (KAT2A), ktera acetyluje transkripcni faktory a funguje také jako
spoluaktivator, a p300/CBP (CREB vazajici protein), do které patii dva nejvice prozkoumané
regulatory P300 a CBP, kteti prevazné sdileji strukturu i funkci ajsou mnohdy povaZovéni
za jednu entitu. Existuje také skupina NCOA spjatych KAT se steroidnimi receptorovymi

koaktivatory.

V piipadé€, ze je nutné snizit transkripéni aktivitu v danych tusecich DNA, dochazi
K deacetylaci  histoni za pomoci histonovych deacetylaz (HDAC) a opétovnému
zkondenzovani chromatinového vldkna. Obdobné jako u KAT se i HDAC je u savcili zastoupen
vicero enzymy, rozd€lujicich se do ¢étyr tiid na zakladé jejich homologl vyskytujicich se
u kvasnic. Ttidy I, IT a IV obsahuji zinkovou katalickou vazebnou doménu, téida Il vyuziva

k deacetylaci nikotinamidadenindinukleotid.

2.2.3 Fosforylace histonii

Fosforylace histoni spoc¢iva v adici fosfatové (POas) skupiny na postranni fetézec
zbytkovych aminokyselin. Pro vSechny znamé fosfokinazy je donorem fosfatové skupiny
adenosintrifosfat. Nejcast&ji s vyskytuje u serinu, treoninu nebo tyrosinu u nichz méni
charakteristické biochemické vlastnosti z hydrofobnich nepolarnich na hydrofilni polarni
zbytky. Zména biochemickych vlastnosti ma nasledny vliv na celkové skladani proteini a také
na jejich vzajemné interakce. Coz se mimotadné projevuje pii bunééném cyklu a déleni bunek,
transkripci a opravé DNA. V porovnani s acetylaci a metylaci histonti, fosforylace propojuje
okolni modifikace a vytvafi mezi nimi vzajemné interakce. Vznikla propojeni maji za nasledek
komplexni snizeni regulace chromatinové struktury. Piikladem muze byt H3S10 fosforylace,
ktera pfimo ovliviiuje uroven acetylace dvou aminokyselinovych zbytkG na histonu H3,
konkrétné¢ H3K9ac a H3K14ac, mimoto H3S10ph mize také aktivovat transkripci ovlivnénim
acetylace na H2K16 (Walter 2015; Morgan a Shilatifard 2020).

2.3 Nekodujici RNA
Velka ¢ast transkribovaného genomu neni Vv organismu translatovana do funkénich

proteinti nicméné i pies to ma vétsina z nich vitalni funkci. Nekodujici RNA (ncRNA) jsou
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shluky praveé téchto casti pfepsaného genomu, ptivodné se védci domnivali Zze nachazi své
uplatnéni pouze pfi regulaci genové exprese na posttranslacéni Grovni. Nicméné nov¢jsi studie
zvazuji moznost, ze se jedna o nejbéznéji se vyskytujici regulaéni mechanismus v organismu,
ktery hraje zasadni roli v kontrole genomu prostiednictvim epigenetickych modifikaci
(Chhabra 2023). Dle délky fetézce se tato skupina RNA dale déli na kratké nekodujici RNA,
kam fadime malé naruSujici RNA (SiRNA), micro RNA (miRNA) aPiwi — interagujici
RNA (piRNA) a na dlouhé nekodujici RNA (IncRNA) Mimo skupinu regula¢nich ncRNA se
v organismu vyskytuji také udrzovaci ncRNA (Wei et al. 2017).

2.3.1 Kratké ncRNA
Mikro RNA jsou jednovlaknové RNA. S pokro¢ilym vyvojem sekvenaénich
technologii jich bylo v lidském organismu nalezeno ptes 2 500 druhti (Zhang a Pradhan 2014).

Jejich geny se z50 % nachazeji v oblastech chromozomu nachylnych na strukturni
zmény. JSOu piepisovany promotory RNA polymerazami II/1I1 (Pol 1I/111) na primarni
transkript (pri-transkript) vlasenkové struktury, ktery je n€kolik tisic nukleotidit dlouhy. Ten je
nasledné zkracen Drosha a DGCR8 komplexem na prekurzor (pre-miRNA) o délce stovek
nukleotidi a transportovan z jadra komplexem Exportin5. Zde je opét zkracen, tentokrat
pomoci komplexu Dicer (TRBP) na finalni jednovlaknovou miRNA o délce pfiblizn¢ 19-24
nukleotidd. Schéma celé biogeneze je znazornéno na obrazku 6. miRNA se v cytoplazmé vaze
s proteinem Argonuate (AGO2) na RNA-indukovany uml¢ujici komplex (RISC), diky nimz
a je schopnase Uplné nebo ¢aste¢né navazat na 3‘ -UTR konec messenger RNA (mMRNA)
a §tépit ji nebo zamezit jeji translaci (Wei et al. 2017; Hombach a Kretz 2016). Cimz toto
Stépeni cilenych mRNA zpisobuje transkripéni uml¢ovani gend. Predpoklada se, Ze vice nez
60 % vSsech mRNA ma cilenou strukturu pro navazani miRNA a dochazi tak k jejich uzké
regulaci, jak pii normalni buné¢né homeostaze, tak ve stadiich onemocnéni. Mikro RNA jsou

tak vyuzitelné jako diagnostické a prognostické markery napiiklad u rakoviny (Wei et al. 2017).

Malé naruSujici RNA (siRNA) jsou derivaty dlouhych dvouvlaknovych RNA molekul
stfizenych, stejné jako v piipadé miRNA, Dicer enzymem na fragmenty o délce piiblizné 21
nukleotidi. Stejn¢ tak se spolu s AGO proteiny vazi na RISC komplex a degraduji
MRNA (Wei et al. 2017). Prostiednictvim DNA metylace a histonovych modifikaci mohou

SiRNA zpusobovat transkripéni uml¢ovani gent.

pIRNA je skupina RNA molekul o pfiblizné délce 26-31 nukleotidii. Jsou prepisovany

jako jedno vlaknové prekurzory RNA z oblasti genomu obsahujici transpozony a repetitivni
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sekvence. Dozravaji v cytoplazmé, kde jsou vazany s PIWI proteiny, odkud také dostaly sviij

nazev. U savct maji piRNA schopnost umlcovat transpozony, coz hraje kli¢ovou roli pfi

embryonalnim vyvoji.

Cyklicka RNA (circRNA) byla objevena vice nez dvé desetileti zpét. Nedavno se
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Obrazek 5: Biogeneze piRNA acircRNA. CircRNA vznika zpétnym piepisem ¢i
vynechdvanim exonovych c¢asti u prepisu prekurzoru mRNA. Mohou byt dale rozdéleny na exonni
circRNA (EciRNA), 5 (EICIRNA) a intronni circRNA (CIRNA). Genomové lokusy pro circRNA jsou
vysoce aktivni regiony s promotory H3K27Ac. Nedavna studie poukazala na N6-metyladenosin (m6A)
jakozto na kodujici potencial pravé pro circRNA. piRNA jsou piepisovany jako prekurzory ze

specifickych lokust ozna¢ovanych jako piRNA shluky. piRNA prekurzory jsou exportovany z jadra do
cytoplazmy, kde na né pasobi helikazy a nukleazy ve zobrazeném cyklu na ktery je ¢asto odkazovano
jako naping pongovy cyklus. Zcyklu nasledné vznika zrala piRNA, zodpovédna za metylaci
transponovanych prvkt v genové linii. E1 — E5 ve schématu znazoriiuji exony 1-5, plné cary predstavuji

x

Ping-pong cycle

Peptide

intronni sekvence a Me znaci metylaci (Pievzato z Chhabra 2023).
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Obrazek 6: Schéma biogeneze mMIRNA a IncRNA a jejich mechanismus modifikace
epigenomu. Biogeneze miRNA za¢inad v jadie vytvafenim primarniho pfepisu takzvana pri-
MiRNA 0 délce nékolika tisic bazi. Transkripce je regulovana jednou z RNA polymeraz IT nebo IIT (Pol
11/ Pol III). P¥i-miRNA je dale $tépena komplexem Drosha/DGCRS8 a vznika prekurzor miRNA (pre-
miRNA) o délce nékolika stovek bazi. Pre-miRNA je z jadra transportovana do cytoplazmy pies
Exportin 5 a zde je znovu $tépena tentokrat komplexem Dicer/TRBP na 21 nukleotidii dlouho zralou
miRNA. Zrala miRNA je schopna degradovat nebo potlacit transkripci u cilené mRNA.
Vétsina vznikajicich IncRNA jsou nuklearné vazany a jejich biogeneze je jednodussi. Intergenni
INcCRNA jsou piepisovany pomoci Pol II a intronni InCRNA jsou piepisovany Pol II. Pro regulaci
epigenomu miRNA cili natvorbu proteini jako jsou DNMT, IncRNA zpisobuji remodelaci
chromatinové struktury navazanim proteini PRC2 nebo DNMT na pozadovany lokus. Ve schématu
Sedé bloky znazornuji rizné geny a linie spojujici tyto bloky pfedstavuji intergenni regiony na DNA.
Me oznacuje metylaci (Pfevzato z Chhabra 2023).

2.3.2 Dlouhé ncRNA

LNncRNA jsou dlouhé nekddujici RNA molekuly, které hraji dileZitou roli v regulaci
genoveé exprese a v epigenetickych mechanismech. V lidském genomu tvoti piiblizné 60 %
z ncRNA a byly nalezeny v jadie i v cytoplazmé bunck. LnCRNA jsou pfevazné transkribovany
RNA polymerazou II, po transkripci jsou slouceny a polyadenylovany a vytvaii casto
komplexni tfidimenzionalni struktury, tento proces je znazornén na obrazku 6. Tyto molekuly
mohou interagovat s DNA nebo jinymi RNA a utvafet regula¢ni sité, které ovliviiuji mnoho
procest, véetné epigenetiky. LNCRNA jsou schopny ovliviiovat acetylaci a metylaci histonu,
de-methylaci DNA a remodelaci chromatinové struktury. Jejich vyzkum ma velky potencial
pro lé¢bu riznych onemocnéni, zejména rakoviny.

21



3 CRISPR

Systém CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) se
vyskytuje v prokaryotnich organismech, a slouzi jako jakysi imunitni sytém, branici fagové
infekci. Rozeznava cizorodou DNA, se kterou se jiz setkal. Tato DNA je ukladana do lokusu.
CRISPR lokusy, jsou slozeny z pravidelné se opakujicich palindromickych genovych sekvenci,
tvofenych ptiblizné 20 az 55 pary bazi, ve vétsiné ptipadl jich vSak nenachazime vice nez 40
(Ishino et al. 1987). Sekvence jsou od sebe oddéleny, pravidelné umisténymi cizorodymi tseky
DNA o stejné délce tzv. mezerniky, jejich délka je také napti¢ druhy variabilni nejkratsi useky
jsou slozeny z 10 pari bazi, ty nejdelsi jich mohou mit vice nez 50 (Rath et al. 2015). K lokustm
jsou dale ptidruzeny geny kodujici Cas proteiny, které jsou nezbytné pro cely systém (Jansen
et al. 2002).

Cely CRISPR/Cas systém se piirozené vyskytuje jako soucast genomu archei a bakterii
a funguje jako adaptivni RNA — navadény (Jiang a Doudna 2017) obranny mechanismus. Tyto
organismy si diky nému dokazou vytvofit rezistenci vuci virim, plazmidim a jinym

patogendm.

3.1 Historie

Velkd zména pro genové inzenyrstvi nastala v 80. letech 19. stoleti, konkrétn¢ roku
1987, kdy pii vyzkumu iap (alkaline phosphataseisozyme conversion protein) genu v bakterii
Escherichia coli japonsti védci objevili opakujici se sekvence DNA ve sméru transkripce genu
(Bozorg Qomi et al. 2019). Nezavisle na pfedchozim vyzkumu na tyto opakujici se sekvence
narazila Spanélska védkyné Mojica, ktera se jimi zacala zabyvat. V roce 1995 spolu se svymi
kolegy prokazala jejich existenci ve vSech prokaryotnich organismech (Mojica et al. 1995).
Pozdéji byly tyto sekvence oznaceny jako segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych
kratkych palindromickych repetic, zde z anglictiny (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) zkracené¢ CRISPR.

Jansen (Jansen et al. 2002), ktery zacal tyto tGseky také zkoumat, ve spolupraci
s vyzkumnym tymem Mojica, objevil v riznych bakteriich ¢tyfi geny v ndvaznosti na CRISPR
a oznacil je Casl az Cas4 (CRISPR-associated genes) (Jansen et al. 2002). V roce 2005 se
Mojica podatilo vysvétlit vyznam CRISPRuU v bakteriich ktery do té doby nebyl znam. Zjistila,
ze CRISPR hraje roli v ochrané téchto mikroorganismil proti vn¢j$im patogentim a fagim.
(Mojica et al. 2005; Singh 2020) Nasledny vyzkum definoval CRISPR — Cas systém jako

adaptabilni imunitni systém bakterii, ktery vyuziva proteiny Cas k rozpozndvani a Stépeni
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zaméfené DNA (Barrangou et al. 2007; Bolotin et al. 2005). Vysledky vyzkumu byly ovéfeny
uspésnou integraci fag-specifické sekvence do CRISPR locusu bakterie Streptococcus
termophilius, ktera poskytla rezistenci napiibuzné fagy (Makarovaet al. 2011). Dale
z vyzkumu také vyplynula informace, ze bakterie vyuZzivaji rizné typy systému CRISPR, které
mohou byt zatazeny do tiid a typa dle svych specifikaci (Bae et al. 2019). K roku 2011 byl
popsan nespocet Cas genti a tfi typy CRISPR systému zahrnujici i typ II s genem Cas9 (diive

pojmenovany také jako Casb csnl).

Dalsi pokrok, co se tyée genového inzenyrstvi nastal v roce 2012, kdy Jinek et al.
piedvedli pravé protein CRISPR-Cas9 jako funkéni RNA-fizenou DNA endonukleazu in vitro
(Jinek et al. 2012). Studie mimo jiné poukazalai na potencial tohoto proteinu jakozto
biologické techniky, kterd mlze byt aplikovana za ticelem vyvolat specifické mutace cilenych
genll. O rok pozdé&ji mnoho studii tento potencidl potvrdily aexperimentalné provedly
I genetické modifikace v lidskych bunkach (Sternberg et al. 2013; Cong et al. 2013; Mali et al.
2013; Bae et al. 2019). Poté nasledovaly mnohé dalsi studie s Uspé$né fizenymi upravami

genomu pomoci CRISPR-Cas9 v dalSich Zivych systémech.

3.2 Klasifikace systému

Pro dalsi vyzkumy bylo nezbytné zavést klasifikacni systém. Jelikoz Zadné geny nejsou
sdileny napfi¢ celym systémem CRIPR-Cas, musel byt systém zaveden na zakladé nejrozsahleji
prozkoumané skupiny operont. Konkrétné se zamétuje na slozeni Cas operond, celkové
na podobnosti genové vybavenosti, vnitini genové organizaci, ale také na empirické poznatk.
Timto zplisobem byly identifikovany signaturni geny jako zastupci pro jednotlivé typy
a podtypy CRISPR systému. V soucasnosti se jedna o dvé tiidy zahrnujici Sest typa (I-VI)
a vice nez 30 podtypt (Makarova et al. 2020). Pro lepsi prehlednost je klasifikace znazornéna

schématem na obrazku 7.
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Obrazek 7: Klasifikace CRISPR/Cas systému do tiid a typi. Schéma zobrazuje strukturni
prvky vsech Sesti typi systému a zaroven je fadi dle jejich funkénich hodnot. Nazvy proteinti jsou
v souladu s aktualni nomenklaturou. Proteiny ohrani¢eny pieruSovanou ¢arou jsou pro nékteré podtypy
postradatelné. Nasobné ohrani¢eni znazorfiuje ptitomnost kopii daného proteinu v komplexu.
Vicebarevné proteiny jako napt. Cas9 znaci zapojeni do vice rtiznych fazi CRISPR/Cas odpovédi.
(Ptevzato Makarova et al. 2020, upraveno).

3.3 Mechanismy
CRISPR-Cas imunitni systém probiha ve tfech fazich: adaptacni, expresni

a interferen¢ni. Priibéh jednotlivych fazi mize byt lehce odlisny v zavislosti na typy systému.

V prvni, adaptacni fazi probiha vystfizeni ¢asti invazivni DNA sekvence (protospacert)
z CRISPR lokust hostitele (Makarova et al. 2011). Protospacery jsou z invazivniho organismu
nejCastéji vybirany na zakladé rozpoznatelné sekvence o délce dvou az péti pard bazi
nazyvanych proto-spacer-adjacent motifs (PAMSs) (Jiang a Doudna 2017). Tyto sekvence jsou
dale transkribovany a po tpraveé ukotveny do CRISP arrays, kde tyto sekvence pak dale tvori
mezerniky. Ukotveni probiha za pomoci komplexu Cas proteint, sloZzenych nejcasteji z Cas 1
a Cas 2 proteinu (Makarova et al. 2015). Mezerniky pak dale funguji jako genetickd pamét

chranici hostitelsky organismus pied napadenim viry se stejnou rozpoznatelnou sekvenci.

Béhem druhé, expresni faze, jsou CRISPR fetézce nejprve prepisovany do
prekurzorovych RNA (pre-crRNA). Komplexy Cas proteint, ¢isty Cas protein nebo RNAsy
dale upravuji pre-crRNA do zralé CRISPR RNA (crRNA). SloZzené na 5° konci z mezernikové
sekvence komplementarni cizorodé, a na 3° konci se nachazi ¢ast repetetivni CRISPR sekvence
(Jiang a Doudna 2017).
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V posledni, interferenc¢ni fazi se vytvoii komplex slozeny zCrRNA, specificky
zaméfujici protospacery, popiipadé jim podobné sekvence a navadéjici Cas proteiny, fungujici
zde jako helikdzy a nukleazy, zanechavajici tupé konce. Vysledkem procesu je degradovana
cizoroda DNA (Jinek et al. 2012; Jore et al. 2011). Mimo to, mize byt CRISPR-Cas systém
také vyuzit jako regulaéni mechanismus  kolektivni  patogenity  organismil

(Makarova et al. 2015).

Typy | alll vyuzivaji velké mnozstvi Cas proteini zapojenych do komplexu
v interferen¢ni fazi. Oproti témto systémam je typ II, podtyp C (nejéastéji se vyskytujici
u bakterii) zalozen pouze na dvou genech adapta¢ni faze a jedné DNA endonukleaze. Cas9,
zajistujici $tépeni obou vlaken cizorodé DNA nukleazovymi doménami HNH (histidin-
asparagin-histidin nukleazova doména) a RuvC (podobna Ruv doméné resolvazy u E. coli).
HNH S$tépici komplementarni viakno DNA k crRNA a RuvC nekomplementarni vlakno 3 pary
bazi pfed usekem PAM (Jiang a Doudna 2017).

Cas9 be¢hem této faze spolupracuje s RNA pravodcem, ktery pomaha vyhledavat cilené
20 nukleotidové useky s prilehlymi PAM useky casto obsahujici guaniny. U typu Il se
konkrétné jedna o dualni RNA, kdy se oproti ostatnim systémiim na kazdy repetitivni usek pre-
CrRNA v expresni fazi navic hydrolyzuje velmi kratka trans-aktivujici RNA (tracrRNA)

napomahajici jeji dozravani enzymem RNasa Il (Jiang a Doudna 2017; Gasiunas et al. 2012).

Roku 2012 se podaftilo nahradit dualni komplex tracrRNA:crRNA za jednoduchou
navadéci RNA (SgRNA), ktera je 1épe vyuzitelna pro genové inzenyrstvi K cilenému vytvoteni
dvouvlaknové mezery (DSB) stupymi konci (Jinek et al. 2012). Béhem vyzkumu
byla vyvinuta deaktivovana verze Cas9 (dCas9) pro porozuméni fungovani $tépiciho

mechanismu, ze které se pozdé¢ji vyvinula nova forma pro upravu genomu (Ansari et al. 2022).
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4 Klinicka praxe

Epigenetika ma zasadni vliv na rizné fyziologické procesy. Zminéné post-translacni
modifikace nachéazejici se na histonech chromatinu maji vliv na molekularni a bunécné procesy
jako oprava DNA, transkripce, bunécny vyvoj, diferenciace, homeostaza a dalsi. Nicméné
mutace epigenetickych enzymi, misregulace genti vlivem aberaci epigenetického kodu, ma
zanasledek vznik tady onemocnéni, pfedevSim rakoviny, diabetu, neurologickych zmén,
infek¢énich onemocnéni, autoimunitni onemocnéni viz Tabulka 1 (Sar a Dalai 2021). Uréitou
roli hraji i vnéj$i vlivy nebo starnuti, zvySujici dysfunkénost epigenetickych mechanismu

a pravdépodobnost vzniku zivot ohroZujicich onemocnéni.

Tabulka 1: Typy epigenetickych modifikaci a jejich defekty a vznik onemocnéni (pievzato z Sar

a Dalai 2021, upraveno)

TYP MODIFIKACE MiISTO MODIFIKACE DISREGULACE ZPUSOBUJICI ONEMOCNENI

DNA metylace CpG ostravky Rakovina, autoimunitni, neurologické
poruchy, infek¢ni onemocnéni
Metylace histont H3 aH4 Hyper/hypo metylace vede k rakoving,

autoimunitnim, neurologickym poruchdm
a infekénim onemocnénim

Acetylace histont ~ H3 a H4 Hyper/hypo acetylace vede k rakoviné
autoimunitnim, neurologickym poruchdm
a infekénim onemocnénim

Fosforylace histoni H3 a H4 H3Ser10 fosforylace byla nalezena u
diabetické nefropatie
Nekodujici RNA Enzymy spjaty Rakovina, autoimunitni, neurologické
S histonovymi poruchy, infekéni onemocnéni
modifikacemi

Epigenetické studie jsou v klinické praxi vyuzivany ve dvou oblastech, k identifikaci
biomarkerti onemocnéni a kK vyvoji jejich 1é¢iv.
4.1 Biomarkery

Epigenetické mohou ovlivnit exprese gend, atak i riziko vzniku nékterych nemoci.
Vyzkum ukézal, Ze epigenetické zmény jsou Casto pfitomny v klinicky vyznamnych oblastech
genomu a mohou slouzit jako biomarkery onemocnéni. Napiiklad u nékterych typl rakoviny
byly identifikovany specifické¢ epigenetické zmeény, které se mohou pouzit k diagnostice,

progndze a vybeéru vhodné terapie.
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Epigenetické biomarkery mohou byt detekovany pomoci riznych technik, jako jsou
metylace DNA, modifikace histond, zmény RNA, nebo pouzitim novych technologii, jako jsou

epigenetické markery v krvi.

V soucasné dob¢é se vyzkum v této oblasti rychle rozviji ajiz byly identifikovany
epigenetické biomarkery pro mnoho onemocnéni, véetné rakoviny, Alzheimerovy choroby,

Parkinsonovy choroby, diabetes mellitus a dalsich.

4.2 Vyvoj epigenetickych léCiv

Na enzymy katalyzujici dil¢i reakce probihajici v rdmci epigenetickych zmén, které
byly popsany V kapitole 2.2, je Casto odkazovano jako na zapisovace. Prob&hlé vazebné
interakce jsou pak nasledné kontrolovany takzvanymi ¢tecimi doménami rozpozndvajici
charakteristické vlastnosti chemicky modifikovanych nukleovych kyselin a histonovych
proteinti. Aby byla zachovana vratnost reakci, vyskytuji se Vv organismech ptirozené i série
mazacich enzymd, které zajistuji dynamicky charakter odstranénim piislusnych epigenetickych

modifikaci.

Vsechny zminéné druhy epigenetickych proteint, jak zapisovace, cteci domény,

tak i mazaci enzymy mohou byt cileny medika¢né skrze nizko molekularni inhibitory.

Zpocatku vSak byly syntetizovany 1éky predevsim na zaklad¢ fenotypového pozorovani
anasledném prokazani ucinnosti. Jedna se az o fenomén dne$ni doby, kdy jsou jejich
mechanismy spojovany s epigenetickymi modifikacemi anové léky jsou jiz vyrabény

na zaklad¢ presn¢ znamého molekularniho cile.

4.2.1 Prvnivlna

Vyvoj prvni generace epigeneticky zamétfenych 1é¢iv byl zahdjen v obdobi
mezi 50. a 60. lety minulého stoleti. Do popiedi zajmu medicinalni chemie se dostaly
DNA a RNA stavebni baze, nasledné relativné mirné modifikace pyrimidinové nukleové baze
cytidinu vedly k 1ékaim, jako 5-azacytidin (5-azaC nebo azacytidin) a 5-aza-2°‘-deoxycytidin
(5-aza-dC nebo decitabin), jejich mechanismus je znazornén na obrazku 8. Tyto konkrétni
uvedené piipady byly vyvinuty jako klasické antimetabolity pro rakovinnou chemoterapii v 60.

letech 20. stoleti na Ceskoslovenské Akademii véd v Praze.
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Obrazek 8: Mechanismus azacitidinu a decitabinu. 5-azacitidin (slouc¢enina 1) a decitabin
(sloucenina 2) jsou po metabolické pteméné na fosforylovanou aktivni formu (slou¢enina 3) zaclenéni
DNA polymerazou misto cytosinu, Vtomto ptipadé do DNA fetézce (sloucenina 4) (mohou byt
zakomponovany i do RNA, Vv zavislosti na prubéhu jejich metabolismu). Béhem replikace se
DNA metyltransferazy (DNMT) nevratné navazi kovalentni vazbou na inkorporovany azacitidin nebo
decitabin (slou¢enina 5) v DNA fetézci a znemozni tak metylaci dané baze
(Prevzato z: Ganesan et al. 2019, upraveno).

V principu se jedna o DNA metyla¢ni inhibitory (DNMTI). Diky podobnosti
s cytidinem jsou ob¢ slouCeniny rozpoznany polymerazami a zafazeny do vznikajiciho
DNA nebo RNA fetézce. Nahrazeni cytidinu v CpG mistech vede k nereverzibilnimu navazani
DNMT1 kovalentni vazbou na dusik modifikovaného pyrimidinu. Takto zachyceny DNMT1
zamezuje op&tovnou metylaci hemimetylovaného mista. Pokud délka 1écby piesahuje trvani 2

buné&¢nych cykld dochazi k Gplné demetylaci u dcetfinych bunék (Ganesan et al. 2019).

Mimo  jiz  zminénych ~ DNMT  inhibitord  bylavprvni  vIné¢  také
syntetizovana l1é¢iva na principu HDAC inhibitord, oba systémy vSak postradaji specifitu

a jsou tedy vysoce toxické pro lidsky organismus, jelikoz cili i na normalni bunky.

4.2.2 Druha a treti vina

Pro minimalizaci vedlejsich u¢ink byly v dalSich vlnach vyvoje vyuzivany
nanopienasece, které mély zajistit dodani 1é¢iva ke konkrétnimu cili a také jejich vyssi stabilitu
v organismu. K témto ucelim byly nejcastéji vyuzivany liposomy, dendrimery, nano gely
ananocastice polymert. Jejich bezpe¢nost pro lidsky organismus vSak 1 nadéle
zlstala diskutabilni. Nanocéstice totiZz mohou pfimo reagovat s genetickym materidlem
a zpusobit tak poskozeni DNA nebo abnormality chromozomii. Ve zkoumanych savcich
bunkach byly prokdzany celkové i specifické post-translacni modifikace histond, exprese
NcRNA a DNA metylace. Tteti vina vyvoje se nesla ve znameni rychlého progresu. Do vyvoje

1é¢iv byly zatazeny dalsi tii cile KMT, KDM a bromodomény (Ganesan et al. 2019).
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4.2.3 Uprava epigenomu

V minulosti, pfi studiu mechanismt a principt fungovani epigenctickych modifikaci
byly vyuzity prvni dva nastroje ptivodné vyvinuty pro upravu genomu — nukleaza zinkovy prst
(ZFN) a TALE (transkripéni jako-aktivacni efektory), spojujici epigenetické modifikatory,
které lze zkracené nazyvat jako epigenetické efektory (epiefektory; EE), nebo pouze jejich
izolované¢ funk¢éni domény s DNA-vézajicimi proteiny, schopny zameéfit epigenetické
modifikace na konkrétnich lokusech. Jednalo se o velky krok vpied, co se ty¢e Gpravy genomu

a epigenomu.

4.2.3.1 Epiefektory

Epigenetické modifikatory jsou enzymatické domény skupiny enzymi, kterda je
zapojené do epigenetickych tiprav DNA a histonovych proteinill. Samostatné nejsou epiefektory
schopny se vazat na specifické DNA sekvence a vyuzivaji k tomu jiz zminéné nastroje jako
ZFP nebo TALE. Mohou byt zodpovédné jak za aktivaci, tak i za represi transkripce genomu.
Piestoze dochazi k upravam pfistupnosti chromatinové struktury, zistava DNA sekvence

nedotcena.

Tabulka 2: Piehled epipefektori. Souhrn epiefektort, které jsou ¢asto vyuzivany ve spojitosti
s CRISPR systémem a jejich epigenetické funkce.

EPIGENETICKA FUNKCE ZKRATKA  NAZEV EPIEFEKTORU ZKRATKA
DNMT1
DNA metyltransferazy DNMT DNMT3A
DNMT3B
. TET1
Demetylazy DNA ten-eleven translokované proteiny TTET2
. . Enhancer of zeste homolog 2 EZH2
Elestt;ltlz(::ssferézy HMT G9a
SET domain bifurcated 1 SETDB1
i ) 5 Lysin specifickd demetylaza 1 LSD1
Demetylizy histonu Juymonjli)domain-contaiz,ing protein 3 JMJID3
Histonové HAT CAMP response element-binding protein p300/CBP
acetyltransferazy GCN5
HDAC1
Histonové deacetylazy HDAC HDAC?2
HDAC3
Loy herpes simplex viral protein 16 VP16
Transkripcni faktory tralfsaktivagni doménil faktoru kappa B p65
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4232 ZFN

Nukleaza zinkovy prst je z velké skupiny DNA-vazajicich proteint, byla objevena roku
1994 jako prvni upravitelny prostiedek na apravu genomu. Vyuziva ionty zinku ke stabilizaci
typického beta-beta-alfa skladu v jimi regulovaném useku DNA. Kazda jejich
doména obsahuje piiblizné¢ 30 aminokyselin k rozpoznani specifické sekvence o délce 3 az 4
nukleotidii. Pro zvySeni specifity funguji proteiny zinkového prstu v tandemu obsahujicim 4-6
téchto domén. V nukleaze jsou pak zinkové prsty spojeny Se Stépici endonukleazovou

doménou, nejéastéji s FOKI monomerem.

4233 TALE

Transkripcni jako-aktivacéni efektory jsou DNA-vazajici proteiny, které ptvodné
pochazeji z patogennich bakterii rostlin. Byly vyvinuty v roce 2009, s prakticky stejnou funkeci
jako ZNF, ale se zvySenou specifitou. Jsou slozeny z 33 nebo 34 opakujicich se usekt
aminokyselin. TALE repetice mohou byt stejné jako ZFP vyuzity v tandemu pro rozpoznani
cileného useku na DNA, a také vyuzivaji stejnou $té€pici endonukleazu Fokl. Oba systémy jsou
znazornény na obrazku 9 nize. Nicméné specifita navrzeného TALE musi byt vzdy ovéfena

in vivo nebo in vitro.

TALE ZFN
Catalytic TALE module Catalytic Zinc finger
module module modul
c- -N c- ® @ N
L Y el e '._ 3
3 5' 3 5
N- @ N o o G

Obrazek 9: Schématicky ndkres dvou systémi pro upravu genomu zaméienych
na epigenom. (TALE) Transkripni jako-aktivacni efektorova nukleaza zobrazuje vazbu dvou
monomeri na DNA, katalytickou Fokl doménu (rizova elipsa). Zelené obdélniky reprezentuji
DNA vazebnou doménu Sproménnymi repeticemi aminokyselin pro rozpozndni specifické
DNA sekvence. (ZFN) Nukleaza zinkovych prsti znazoriiuje vazbu dvou monomert na DNA. ZNF
obsahuje katalytickou doménu FoklI (rizova elipsa) a DNA-vazebnou doménu zinkovych prstt (rizové
pentagony)(Pfevzato z: Romay a Bragard 2017).

4.2.4 Ctvrta vina

VyuZiti obou mechanismi (ZFP i TALE) bylo velmi napomocné v zacatcich pii cileném
a systematickém zamétrovani efektorovych genovych lokusii. Nicméné jedna se o velmi
komplexni mechanismy a navrhovani jejich funkénich zamétovacich systém je velmi naroc¢né,
proto byly oba systémy s pfedstavenim CRISPR systému z vétSiny kompletné¢ nahrazeny.

Na jeji podrobnéjsi fungovani a vyuziti se zametime v nasledujici kapitole.
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5 CRISPR/Cas9 terapeutika

CRISPR/Cas9 systém, popsany v kapitole 3. je pro upravu epigenomu piizptisoben
deaktivaci endonukleazové aktivity Cas9. Deaktivovana forma je znama jako dCas9, na rozdil
od aktivni Cas9 dokaze rozpoznat dany cil, aniZ by jej rozstépila. Schopnost epigenetickych
uprav dale zajistuje spojeni dCAS9 s klasickymi transkripcnimi aktivatory, represorovymi
doménami nebo epiefektory (Sar a Dalai 2021). Vznikly dCas9-EE komplex spole¢né se
SgRNA modifikuji epigenom na konkrétnim genomovém lokusu. VSechny designy
dCas9-EE komplexu, které jsou popsany v této kapitole jsou soucasné schematicky znazornény

obrazkem 10 na konci kapitoly.

5.1 dCas9 samostatné

Nejprostsim designem, je vyuziti dCas9 proteinu bez pridané¢ho efektoru. Toto
provedeni zasahuje do transkripce sterickym blokovanim vazby RNA polymerazy nebo
transkripéni elongace aV prokaryotnich burnikach se projevilo jako velmi uspé$né a vede
az k 300nasobnému snizeni mRNA, kdyZ je k cileni dCas9 pouzita jedina sgRNA, nebo
dokonce az 1000nasobku, kdyz jsou dvé sgRNA kombinovany k blokovani prodlouzeni
transkripce (Brocken et al. 2018; Ansari et al. 2022). Nicméné tento zasah do procesu
transkripce pojmenovany jako CRISPR Interference (CRISPRi) se neprokazal tspé$né
usavéich bungk, jelikoz poskytuje pouze 2nasobné snizeni hladin transkriptu. Kromé
interferenéniho efektu na existuje i aktivaéni CRISPR (CRISPRa) s aktivujicim transkripénim
potencidlem, nicméné se stejnou UspeSnosti V sav€ich buitkach. Pro u€innéjs$i modulci genové

exprese v sav¢ich buikach je protein dCas9 spojen se specifickymi epiefektory.

5.2 dCas9-efektor

Pro kyzeny vysledek bylo vyzkouseno nékolik variant spojeni epiefektor s dCas9, dle
jejich pfirozené funkce mohou byt kategorizovany jako (i) epigenetické modifikatory
a (i) transkripéni modifikatory. Epigenetické modifikatory, jako naptiklad p300, LSD1,
DNMT3A a TETImaji obvykle enzymatickou funkci, kterd jim umoznuje pfemistovat nebo
odstraiiovat epigenetické markery. Zatim co, transkripéni modifikatory pouze posiluji
transkrip¢ni faktory s aktivujici nebo represivni funkci. Piikladem aktivujicich transkripcnich
faktorti je naptiklad herpes simplex viral protein 16 (VP16) nebo jeho mnohé kopie VP48,
VP64, VP120 a transaktiva¢ni doména faktoru kappa B (p65), z represivnich faktord lze uvést
KRAB, WRPW, CS, SID4x a dalsi.

31



V jednom z designi byla DNA metyltransferaza 3a (DNMT3a) spojena s dCas9 ve
vysledny komplex dCas9-DNAMT3A, potlacujici genovou expresi zvySovanim metylace
na promotorovych oblastech enzymatickou aktivitou DNMT3a (McDonald et al. 2016). Liu et
al. uspé&sné¢ navrhli komplex dCas-TET1 pro demetylace DNA promotorovych oblasti
(Liu et al. 2016). V dalsim protokolu se Vojta et al. podafilo vyuzit pouze katalytickou doménu
(CD) DNMT3A, ¢imz se podafilo odstranit nékteré z potizi spojenych s vyuzitim celého
enzymu (Vojtaet al. 2016). Obdobnym zpisobem Xu et al. vyuzili katalytickou doménu
v dCas9-TET1 CD komplexu (Xu et al. 2016). Dalsimi designy s vyuzitim pouze jediného
efektoru jsou komplexy dCas9-p300 nebo dCas9-LSD1 (Kearns et al. 2015; Hilton et al. 2015).
Pokrocilejsim designem pro zvySeni vykonnosti je za vyuziti vicero efektorovych domén
soucasné. Zajimavym piikladem je prace Stepper at al., kdy byly vyuZity dvé
DNA metyltransferazy DNMT3a a DNMT3L. Metylace cileného genu byla 4-5nasobna oproti
vyuziti pouze DNMT3A samostatné (Stepper et al. 2017). Amabile et al. vyuzili kombinaci tii
efektorovych domén (DNMT3ACD-DNMT3L-KRAB) pro dosazeni dlouhodobého genového

scilencinu (Amabile et al. 2016).

Do této skupiny lze jeSt¢ zahrnout VPR systém, ktery byl vSak vyvinut az po
Supernova tagging (SunTag) a Synergickém aktiva¢nim modifikatorovém (SAM) systému, ty
jsou blize popsany v nasledujicich kapitolach. VPR se sklada z VP64-p65-Rta aktiva¢nich
efektorti spojenych do tandemu spolu s dCas9. Aktiva¢ni potencial tohoto systému je velmi
vysoky, v porovnani se samotnym VP64 ptedstavuje zlepSeni az 0 320nasobek pfi zaméteni

na samostatny endogenni cil.

5.3 SunTag

Nadale bylo snahou zvySeni u¢innosti vyuzivanych epiefektori, novou strategii bylo
zvySeni poctu vazebnych mist pro navazani efektorovych proteint. Pfikladem designu je

Supernova znaceny systém (SunTag) navrzeny Tanenbaum et al. roku 2014.

Vyuziva lesenovité struktury bilkovin, kdy proteiny vazi dva a vice dalSich proteint
a organizuji vazebné partnery do funkéni jednotky s vyssi u€innosti. Struktura obsahujici 10
nebo 24 bilkovinnych epitopii vaZze efektorové domény prostfednictvim charakteristického
proménlivého jedno-vlaknového fragmentu protilatek (scFv). Principem je schopnost protilatek
se navazat na kratkou peptidovou sekvenci s vysokou afinitou a specifitou, navrzené epitopy se
lisi od ptirodné se vyskytujicich, coz snizuje Sanci na chybné navazani (Shakirova et al. 2020;
Brocken et al. 2018).
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SunTag systém prokazal zvyseni G¢innosti pii dCas9- SunTag-VP64, zvysenim genové
exprese Vv porovnani s jednoduchym spojenim dCas9-VP64 (Brocken et al. 2018). Krom¢ jiz
zminéného VP64 je scFv schopno vazat DNMT3A nebo TET1CD (Ansari et al. 2022).

5.4 scRNA/SAM

Krom¢ riiznych zplsobii a poctu vazeb epiefektorti byla zkoumana i moznost upravy
SgRNA. Prikopnickym systémem tohoto druhu je ,,LeSeni (z angli¢tiny ,,Scaffold*), zaloZeny
na lesenovittm RNA (SCRNA) tvofeném doménou vlasenkovitého aptameru, vétSinou
pochazejici z MS2 bakteriofaga, spojené dvojnou vazbou se SgRNA na jejim 3° konci. Proteiny
specifické pro aptamer, napiiklad ze skupiny retinol-vazajicich proteini (RBP), se mohou vazat

na tyto sekvence a ménit tak expresi cilového genu (Shakirova et al. 2020).

Pozd¢&jsi vyvoj tohoto jednodussiho systému ,,LeSeni* vedl ke zhotoveni Soucinného
aktivaéniho modifikatoru (SAM), ktery je slozen ze tfi hlavnich komponent: chimérni
dCas9-VP64, sgRNA se syntetickym aptamerem pro MS2 a chimérni MS2-p65-HSF1pomocny
aktivaéni protein. SAM ma schopnost vyrazné upregulovat geny, jelikoz vazané transaktivacni

faktory funguji synergicky, aby aktivovaly pozadovany gen.

Tato technologie byla aspésné aplikovana napiiklad pro trvalé odstranéni skrytych
HIV -1 rezervoari pfesnou identifikaci oblasti zesilovace a reaktivaci proviru HIV-1

v HIV-1 latentnich bunkach (Zhang et al. 2015; Shakirova et al. 2020).

5.5 TREE

Ttislozkova technologie pro pokrodilejsi expresi (TREE) je silny transkripéni aktivaéni
systém, ktery kombinuje spojeni efektord pomoci RNA aptamertt a proteinového znaceni.
Sklada se zdCas9-VP64, sgRNA se dvéma MS2 aptamery, SunTag spojeného s MS2
proteinem, a csFv-efektoru. V porovnani s LeSenovitym systémem, kde jsou molekuly efektoru
pfimo vazany MS2 proteiny, Vv TREE systému jsou efektory vazany pomoci scFv protilatek,
které jsou vazany na GCN4 epitop obdobné jako v SunTag systému. Vysledkem je vyssi
kumulace molekul efektroru kolem cilené oblasti. Bohuzel dosud neexistuji data o vyuziti
tohoto systému, ale jedna se vyborny piiklad, jak kombinace riznych technologii mohou zlepsit
vysledek ajednu zhlavnich strategii pro vylepSeni uprav CRISPR systémem
(Shakirova et al. 2020).

Jsou znamy také dals$i designy zaloZeny na mnohem sofistikovangjsi kontrole napojeni

efektorti. Prikladem mutZze bat split-dCas9 systém, ktery ma srovnatelnou funkci s DNA-
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vazebnym proteinem. Stimulem pro né¢j mohou byt chemické a svételné indukce nebo

pfitomnost sgRNA.
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Obrazek 10: Systémy zaloZzené na CRISPR/Cas9 A Klasicky CRISPR/Cas9 systém, kde
dochazi ke dvojitému zlomeni fetézce v cilovém lokusu pomoci SQRNA. K tpravé epigenomu byl
navrzen deaktivovany protein Cas9 (dCas9) bez nukleotické aktivity. Prvni generace CRISPR/dCas9
systému byla slozena spojenim efektoru s dCas9 proteinem a sgRNA. Obsahovala B chimérickou
dCas9, ktera muze fyzicky blokovat ptistup RNA polymerazy a potla¢it elongaci, nebo v zavislosti
na pripojeném efektoru aktivovat nebo potlacit genovou expresi; C VPR systém obsahujici tii aktivacni
domény VP64, p65, Rtaspojeny sdCas9. Druha generace systému samplifikovanym zapojenim
efektorovych kopii pomoci RNA. D a E LeSenovy systém vyuziva aptamery pro soucasné zapojeni
riznych efektortt K SRNA pomoci vazebnych proteinii (v tomto piipade retinol-vazajiciho proteinu 1;
RBP1). FV SAM je RNA vazebny proteinem MS2 spojen se dvéma aktiva¢nimi doménami p65 a HSF1
a dCas9 je soucasné jesté spojena s aktivatorem VP64. G Do druhé generace patii také systém SunTag
ve kterém nasobné kopie GCN4 vazi n€kolik aktivaénich proteintt pfes chimerni molekuly
scFv protilatek. H TREE systém je kombinaci leseniovitého a SunTag systému, kde se nékolik GCN4
vaze na RNA aptamery pomoci MS2 vazebnych proteinti (Pfevzato z Shakirova et al. 2020).
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6 Omezeni vyuziti CRISPR/Cas

CRISPR/dCas9 ma velky potencidl pro 1é¢bu rakoviny aimunitnich onemocnéni
S vyzitim upravy epigenomu, vzhledem Kk prokazané pitimé spojitosti epigenetickych uprav
atumorogenezi. Sdm o sob¢ vSak nemusi feSit vSechny aspekty 1écby rakoviny, vzhledem
k tomu, ze pii¢inou je z pravidla kombinace genetickych a epigenetickych zmén. Mimo to se
V jeho systému vyskytuje i dalsi fada nedostatkii popsanych nize. Mnohé z nich bude jisté

mozné dal§imi studiemi a vyzkumy zcela nebo alespon ¢astecné eliminovat.

6.1 Zavedeni Cas9 systému do bunék

Zavedeni cizorodého genetického materidlu do cilené buiiky vzdy piedstavovalo vyzvu.
Rozsahlé vyzkumy se stale snazi vyvinout efektivni vektory, které by umoznily zavedeni
genetického materidlu v jeho nedotcené podobé do nadorovych bunck abunck imunitniho
systému. Fyzikalni zpisoby, virové i ne-virové vektory byly jiz vyuzity pro zavedeni
CRISPR/Cas systému a Gpravu genomu rakovinnych a imunitnich bunék (Shakirova et al.
2020; Ansari et al. 2022).

Mezi  hojné¢  vyuzivané  fyzikdlni —metody patii elektroporace, dosud
byla vyuzita k zavedena CRISPR/Cas systémi hned do nékolika organt a tkani jako napiiklad
d¢loha, sitnice, kosterni svalovina, kiize nebo micha pti experimentech na zvitatech. Neexistuji
vSak zdznamy o jejim vyuziti pro 1écbu rakoviny, zfejmé z divodu jejiho velkého vlivu
na bunénou membranu. Mikroinjekce je jednou zhlavnich zavadécich metod pro
CRISPR/Cas9 systém, jelikoz umoziuje zavedeni velkych objemi do buiiky, jeji nevyhodou je
obtiZzna manipulace a cena. Zatimco hydrodynamické zavadéni je jedna z nejspolehlivéjsich
fyzikalnich metod pro CRISPR/Cas9 in vivo. Vyuziva vysokého tlaku pro vytvotreni docasnych
pora v bunééné sténé, jimiz zavadi plasmid do bunky (Shakirova et al. 2020; Song et al. 2021).

Jedna se o velmi jednoduchy a relativné bezpe¢ny proces vyuzivany v klinické praxi, existuje

zde vSak riziko poskozeni jater z divodu vysokého zavadéného objemu.

Siroce vyuzivanou metodou pro zavadéni genetického materialu a CRISPR/Cas
systému pro in vivo vyuziti, jsou také virové vektory. Pro CRISPR/Cas9 jde piedevsim
0 lentoviry, adenovirové (Ad) a adeno-asociované virové vektory. Hlavni vyhodou spojenou
s vyuZitim lentovird, je jeho velka kapacita a to az 8,5 kb, nicméné byly pii jeho vyuZivani
zjistény vedlejsi onkogenni a imunogenni tc¢inky v disledku jeho nespecifické integrace. Jeho
vyuziti je pfes zminéna rizika pfipustné za vyuziti in vitro, ovSem pfi vyuziti in vivo je tolerance

tohoto rizika velmi nizka, zvlasté pii aplikaci v klinickych studiich. Obdobné velkou pfenosnou
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kapacitu maji (také Ad vektory, piiblizné mezi 8,1 az 8,2 kb cizorodé DNA, coz je Cinni
idedlnimi pro pfenos CRISPR/Cas9 systému v jediném vektoru. Jedinym nedostatkem
Ad vektoru je absence coxackie a Ad virovych receptori (CAR) u vétSiny cilenych bun¢k
(Song et al. 2021). Vyuziti adeno-asociovanych viri (AAV) jsou bez vedlejsich ucinkd,
Z tohoto diivodu jsou také ptijatelnéjSimi vektory pro klinické studie, a jejich vyuziti bylo také
schvaleno. Nevyhodou je vSak jejich nizka ptenosova kapacita pohybujici se do 5 kb, a tudiz je
k pfenosu celého systému CRISPR/Cas9 zapotiebi vice jak jeden vektor AAV. Piesto, Ze
lentoviry, AAV a Ad piedstavuji dobry potencial pro in vivo rakovinové terapie, dalsi vektory

si stale zaslouzi dalsi vyzkum (Ansari et al. 2022).

V porovnani s virovymi vektory jsou ne-virové vektory mnohem rozmanitéjsi a silngjsi
co se ty¢e in vivo zavadéni CRISPR/Cas systému. Obecné je vétsina z ne-virovych pienaseci
0 nano-rozmérech a vychazi zejména z tradi¢nich genovych zavadécich metod. Jedna ze studii
navrhla vicestupnové dorucovani nanocastic (MDNP) za vyuziti responzivnich polymeri pro
cilené dodani systému dCas9 (Liu et al. 2018; Ansari et al. 2022).

6.2 Prirozena imunita

Jeden z dalSich problémi, ktery Caste¢né souvisi se zavadénim CRISPR/Cas9 1é¢by, je
vyvolani autoimunitni odpovédi organismu. Cas9 proteiny jsou ve vétSin€ piipadii derivovany
z bakterii, nejéastéji se jedna o Streptococcus pyogenes (S.pyogenes; SpCas) a Staphylococcus
aureus (S.aureus; SaCas9). Jedna se o vcelku bézné se vyskytujici patogeny vyvolavajici
infekéni onemocnéni v lidském organismu a imunitni systém pii kontaktu s nimi vyvolava

patfi¢nou imunitni odpovéd.

Pomérné nedavno se Charlesworth et al. zabyvali pre-existenci protilatek zamétenych
proti  obématypim Cas9 proteinu.  Analyza lidského  séra potvrdila pfitomnost
anti- SaCas9 i anti-SpCas9 protilatek u 78 % a58 % testovanych jedinci. Respektive
CD8+ cytotoxické T lymfocyty reagovaly na ptitomnost Cas9 proteinu v bunikach, coz vedlo

k jejich nasledné destrukci.

Tato skutecnost by méla byt pti vytvareni CRISPR/Cas9 terapeutik uvazena, vzhledem
K tomu, ze mediatory imunitni odpovédi mohou vyrazné snizit uéinnost Vv piipadé vyuziti
SpCas9 a SaCas9 proteind. Lze také vyuzit poznatky z oblasti genové terapie, kde byla imunitni
odpovéd’ z cytotoxickych T lymfocytl feSena obezietnym zvazenim a naslednou upravou
vektoru, davky, cilové tkané, cesty podani a imunosuprese, ke zdokonaleni pfistupu upravy

epigenomu.
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6.3 Exprese sgRNA

Dulezitym technickym aspektem je také exprese sgRNA uvniti buriky, ktera zavisi
na promotorech. V sav¢ich burnkach se mize jednat o Pol 111, s vysokou kvalitou nebo Pol 11 se
zvysenou procesivitou. Aktualné je vétsina exprese zprostiedkovavana promotery polymerazy
Il, vzniklé RNA maji velmi kratky polocas. Pouziti promotorti polymerazy II by mohlo
umoznit produkci vice sgRNA z jednoho transkriptu a nabidnout tak komplexni kontrolu nad
chovanim bunék. Hlavnim problémem je rychly export vétSiny transkriptii polymerazy II do
cytoplazmy, kterému Ize snadno predejit ptidanim intronové sekvence. Problémem nasobné

produkce sgRNA, je snizeni efektivity vlivem kompetice o dCas9 protein.

6.4 Mimo cilené vlivy

Piestoze je v soucasnosti CRISPR/Cas systém povazovan za jeden s nejpiesnéjsi
schopnosti Gipravy genomu a specifitou, v nékterych piipadech prokazala dCas9 vyssi specifitu
nez standardni Cas9, i tak se u n¢j vyskytuji vedlejsi vlivy. ProtoZe cilem dCas9 mohou byt
nejen genové promotory, ale také regulacni prvky, jejich zacileni mize ovlivnit expresi

mnoha dalsich genl v zavislosti na jejich vzajemné interakci.

Dvéma hlavnimi dlivody mimo cileného vlivu je mirna flexibilita v rozpoznavani PAM
usektl a pfipadna tolerance v chybného parovani sgRNA na PAM usek. Vzhledem k tomu, Ze
mimo cilené vlivy i efektivni zaméfeni genti zavisi na kvalité sekvence sgRNA, je nezbytné
navrZzeni optimalni sekvence. Cilené tsek 1ze snadno identifikovat bioinformatickymi néstroji,
pfipadné skenovanim 18-23 pfilehlych péarG bazi k PAM tsekiim. Nasledné lze vyhodnotit
optimalni sgRNA vzhledem k uc¢innosti a specifité pro dany cil. Je tedy mozné v budoucnu

upravou designu toto omezeni zna¢né¢ limitovat.

6.5 Deaktivace systému

Diferenciace bun€k je slozitym procesem, pii kterém rGzné geny spolupracuji
na fenotypizaci buniky. Nasledky genovych interakci nejsou nijak omezeny piitomnosti
proteinti nebo RNA produkti, ale na zivotnosti a mife exprese. Také z tohoto divodu je zasadni
kontrola nad pracovni dobou CRISPR/Cas, dale se timto zpisobem da také piedchazet
mimocilenym u¢inkm.

Pro in vivo manipulaci je nezbytné mit mozZnost aktivovat i deaktivovat cely systém, aby
bylo mozné piedchazet nekontrolovatelnym modifikacim. Za timto Gcelem byly navrzeny
metody pro deaktivaci systému, inhibitory anti-CRISPR. Prikladem z praxe je spojeni
navozujici destabilizacni domény DHFR z bakterie Escherichia coli s dCas9 pro rychlé
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potlaceni fizené aktivity dCas9, ktera zamezila diferenciaci lidské pluripotentni kmenové
bunky na pankreatické progenitorové bunky. Cas9 protein muze byt selektivné aktivovan

a deaktivovan vyuzitim svétlem nebo chemicky indukovanych promotort.

38



[ Zavér

Jiz n€kolik desetileti lidstvo zkoumd DNA, jakozto stézejni molekulu bunééné
informace a do dnesni doby naléza nové poznatky v oblasti jejiho fungovani. Mezi néz patii
i mechanismy epigenctickych  zmén, které ovliviluji miru exprese gent hned
na n¢kolika trovnich soucasné¢ a maji nasledny vliv na tvorbu proteini. Tento fakt vytvari
zcela novou rovinu pohledu na vztah mezi DNA a nemocemi. I piesto, ze se jedna o velmi
slozitou problematiku, hledé lidstvo zpiisoby, jak do epigenetickych zmén zasdhnout a vyuzit

je ve svlij prospéch, napft. pro terapii rakoviny.

V piedlozené praci jsou stru¢né, tak jak rozsah prace dovoluje, shrnuty poznatky
0 epigenomu, ktery si ziskdva pozornost nejen ve védecké obci, ale postupné je bran v potaz
I v diagnostice a terapii. Dale je v praci vénovana pozornost systému CRISPR/Cas, jednomu
Z hlavnich potencidlnich modifikatordi DNA, a to véetné¢ modifikaci epigenetickych. Ackoliv
se jednd o velmi slibny néstroj, ma sva zasadni tskali, kterd zatim brani jeho vétSimu pouZiti,
a pravé této problematice je vénovan prostor v jedné z kapitol. Terapie v oblasti epigentickych
zmén ma dlouhou tradici (prvni 1é¢iva se objevila v 60. letech), ptedevsim pro 1é¢bu rakoviny.
molekuly uréené pro terapii (napt. dCas9). Epigenetika do budoucna jist¢ pozna zajimavy
rozvoj ajisté se objevi nové zpisoby terapie, které pfinesou tlevu pacientim, pro které

Vv soucasné dob¢ bud’ neexistuje 1écba, nebo jeji t€innost neni dostatecna.
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