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Proč programovatelné nukleázy
RNA-Guided Nucleases ?

• Schopnost zacílit a upravovat specifické DNA 
sequence v celé šíři

• vyjimečně výkonné nástroje využitelné k poznání 
jak pracuje genom

• a v dalších oborech …

Nukleázy řízené RNA

• Možnost využití v lékařství 
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programovatelné nukleázy

Zinc Finger Nucleases Transcription Activator-Like 
Effectors nucleases (TALENs)

CRISPR/Cas9 system

 Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR)

 CRISPR RNAs (crRNAs) vytváří komplex 
s CRISPR-asociovaným proteinem (Cas) 

 Cys2-His2  zinc-finger doména
 Umělé seřazení 3-6 Zinc-fingers 

(9–18 bp)

 C-terminální fúze s endonukleázou 
FokI

Modulární kompletace dovoluje efektivní a 
ekonomickou tvorbu TALENových vektorů

 Central Repeat Domain (CRD) odpovědná za 
vazbu na DNA

 CRD obsahuje moduly s vysoce homologní 
repeticemi o 34 aminokyselin

 Specificita vazby na DNA je determinována 
aminokyselinami 12 and 13 v každé repetici 

– repeat variable diresidues (RVDs) 

Mali et al., Science 2013
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Jak to (CRISPR) funguje?

DNA
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tvorba tzv. indel mutací
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použití programovatelných nukleáz
základní možnosti

Programovatelné nukleázy: nejefektivnější nástroje pro editaci genomu ve službách biomedicíny



Programovatelné nukleázy: nejefektivnější nástroje pro editaci genomu ve službách biomedicíny

Počet  vědeckých publikací
zmiňující technologii CRISPR 

*obsahujici slovo CRISPR (PubMed)



Vzestup technologie CRISPR
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Vzestup technologie CRISPR
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Jednoduchý design a tvorba
● jednoduchá pravidla pro plánování (programování) zacílení 

targeting

● rychlá procedura

● Podpora při plánovaní – několik softwarových nástrojů

výhody

Efektivní nástroje
● tvorba mutantů je rychlá
● ekonomická efektivnost (*)

RNA-Guided Nucleases (RGN)

Nukleázy řízené RNA
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Technologie se dále vyvíjí a zlepšují
● RGNs se nepoužívají jen pro „ničení“ 
● nabízí vynikající možnosti pro systémové přístupy
● modifikované RGN mohou být zapnuty a vypnuty

(on/off)

výhody

RNA-Guided Nucleases (RGN)

Dostupnost
● komponenty jsou komerčně dostupné nebo mohou být 
vytvořeny v laboratoři

Nukleázy řízené RNA
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● efektivita a specifita (?)

● off-targeting (?)
o Zvířecí modely

o Buňky

o lidé

● mozaicismus

● více pozměněných alel 
o různé mutace
o potřeba klonování a sekvenování

RNA-Guided Nucleases (RGN)
Nukleázy řízené RNA

limitace



Globální vývoj:

možnosti a limitace



 Dr. Jennifer Doudna, University of California, Berkeley, 
patentová aplikace na CRISPR-technologii – květen 2012, 
zároveň s Dr. Emmanuelle Charpentier.

 Dr. Feng Zhang, Broad Institute of Harvard and MIT
patentová aplikace na CRISPR-technologii v 2013 
„fast-track“ proces a obdržel oficiální patent v dubnu 2014. 

CRISPR & právní otázky:

Patentová válka

 Řada dalších patentových přihlášek



CRISPR & právní otázky:

Patentová válka

Broad Institute (USA) vyhrává bitvu o CRISPR-patent



Možnosti



Nové možnosti v lékařství



Keytruda(Pembrolizumab)
• humanizovaná terapeutická protilátka používaná k léčbě nádorového

onemocnění

• Mechanismus účinku: váže se a blokuje PD1 receptor

(programmed cell death)

• PD1 zamezeje, aby imunitní systém napadal tkáně vlastního těla

• Rakovinové buňky suprimují  aktivitu T-buněk díky interakci s PD1 

receptorem

PD-1 léčba nádorového onemocnění

Deaktivace T-buněk aktivovaná tumorem

Reaktivace T-buněk 
pomocí protilátek



Léčba pomocí PD-1 protilátek 
má 

množství negativních účinků 



sběr CD4 T-buněk => in vitro CRISPR/Cas9 PD-1 genová editace

 Upravené buňky jsou pak in vitro pomnoženy

=> Upravené pomnožené buňky jsou vpraveny zpět do pacienta

PD-1 léčba nádorového onemocnění



source: http://www.nanalyze.com

Editas Medicine
Feng Zhang 

Intellia Therapeutics
Jennifer Doudna

CRISPR Therapeutics
Emmanuelle Charpentier

•Novartis: New CRISPR/Cas9-based therapies using chimeric antigen receptor T cells (“CAR 
T cells”)
•Regeneron Pharmaceuticals: CRISPR/Cas-based therapeutic products primarily focused on 
gene editing in the liver

•Juno Therapeutics: Engineered T cells that have been genetically modified to recognize and kill other cells.
•Adverum Biotechnologies: Explore the delivery of genome editing medicines to treat up to five inherited 
retinal diseases
•Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics: Modification of the cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator gene
•Google

•Bayer HealthCare: Ceate a joint venture, Casebia Therapeutics LLP (50% ownership)
•Vertex: Strategic research collaboration agreement
•GlaxoSmithKline

Genetické inženýrství 
v zárodečných buňkách u člověka



Závody ve vývoji nových 
terapií za použití 
Crispr-Cas9 technologie

Genetické
inženýrství 
v medicíně



Etické otázky



Junjiu Huang , Sun Yat-sen Univerzita, Guangzhou, China 

• Popsal použití CRISPR–Cas9 technologie editovat genom lidských 

embryí

• Použití neživých embryo

>>> debata o etických otázkých editování genomu u lidských zárodečných 

buněk

Etické otázky
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 Pacienti s metastatickou rakovinou plic, u nichž selhala 
chemoterapie i radioterapie

 Targeting PD-1 v T-buňkách k zesílení imunitní odpovědi proti 
tumorům

 fáze 1 (trial) - bezpečnost použití

Etické otázky
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PD-1 léčba nádorového onemocnění



IGI Forum on Bioethics, Napa, California

Etické otázky
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...my ... nedoporučujeme... 
modifikace zárodečných buněk 
pro klinické aplikace u lidí ... 



January 18, 2017

Proposals for NIH-funded human gene therapy clinical trials are discussed 
and reviewed for scientific, clinical, and ethical issues by the NIH’s 
Recombinant DNA Advisory Committee (RAC). 

The RAC recently discussed (and did not find any objections to) the first 
clinical protocol to use CRISPR/Cas9-mediated gene editing.

Etické otázky
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RAC diskutoval (a nemá žádných námitek) k prvním klinickému
protokolu pro použití CRISPR/Cas9-zprostředkované genové
editace.



Etické otázky
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Sociální konsekvence

Dan MacArthur: 

Nerovný přístup



programovatelné nukleázy 
a

geneticky mofifikované organismy





Programovatelné nukleázy v ČR
a

příklady



IMPC: globální projekt

Czech Centre for Phenogenomics

http://www.mousephenotype.org/



IMPC: global projekt

Czech Centre for Phenogenomics



• autozomálně-recesivně dědičná kožní porucha, která postihuje kůži, 
vlasy, imunitní systém (1:200 000)

• Chronický zánět epidermis, abnormální deskvamace, nefunkční 
epidermální bariera, časté alergické reakce 

• abnormality vlasů a ochlupení
• bodová mutace v genu Spink 5

Nethertonův syndrom

Modely lidských nemocí
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Nethertonův syndrom

Tvorba transgenního modelu

Modely lidských nemocí

Kasparek P, et al., PLoS Genet. 2017 Jan 17;13(1



Inhibitor

Proteolytický enzym

Klk5

Klk10

Klk13

Klk6

Klk11

Klk14

Klk8

LEKTI Ela2

Matr

Genové/proteolytické

interakce:

Nethertonův syndrom

Modely lidských nemocí

Kasparek P, et al., PLoS Genet. 2017 Jan 17;13(1



tvorba transgenních modelů (Klk5/Klk7 DBKO)

Klk locus

mKlk7 gene

Nethertonův syndrom

Modely lidských nemocí

Kasparek P, et al., PLoS Genet. 2017 Jan 17;13(1
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Spink5 -/-

Klk5 -/-

Spink5 -/-

Klk7 -/-

Spink5 -/-

Klk5 -/-

Klk7 -/-

Nethertonův syndrom

Modely lidských nemocí

Kasparek P, et al., PLoS Genet. 2017 Jan 17;13(1




