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Anotace

Nedavny prilomovy objev molekularniho nastroje editace genomu CRISPR/CAS9
piedstavuje v oblasti molekularni biologie, biomediciny a dalSich pfidruzenych obort
naprostou revoluci. Jedna se o vysoce efektivni biomolekularni néstroj, odvozeny od
bakterialniho imunitniho systému, kterym je mozné zavadét presné zmeény v genomech
vSech organismil. Diplomova price se omezuje na etické hodnoceni pouziti
CRISPR/CAS9 vyluéné v lidské genové terapii. Diky efektivite, jednoduchosti, pfesnosti
a nizkym finan¢nim nakladiim ma jiz nyni edita¢ni nastroj CRISPR/CAS9, pti dodrzeni
etickych parametri, Sirokospektralni vyuziti v terapeutickych postupech na somatickych
neboli télnich bunikach pii 1éCeni lidskych geneticky podminénych onemocnéni bez
zavedeni zmény do budouciho potomstva daného jedince. Kromé velkého terapeutického
potencialu, aplikace CRISPR/CAS9 vyvolava mnohé etické otazky spojené s moznostmi
jejiho dalsiho vyuziti, piip. zneuZziti. Mezi eticky problematické genetické postupy se fadi:
lidska dédi¢na editace genomu, tedy cilené pozménovani genomu pohlavnich bunék,
progenitorovych bunék a bun¢k ranych embryonélnich vyvojovych stadii s terapeutickym
cilem eliminace geneticky podminéného onemocnéni spojen¢ho se zavedenim této zmény
do budouciho potomstva dané¢ho jedince. Dale jsou to kontroverzni neterapeutické
experimentalni  genetické manipulace, jakymi jsou: volné neterapeutické
experimentovani, navrzeni lidského jedince na zakdzku rodict a cilené vylepSovani
lidského jedince, potazmo lidského druhu. Védeckd obec o otazkach spojenych
s moznosti zneuziti metody prostfednictvim eticky problematickych a kontroverznich
aplikaci CRISPR/CAS9 intenzivné diskutuje a promysli strategie regulace a nastaveni
bioetickych hranic a limitt. Je dilezité reflektovat, Ze tyto kontroverzni postupy v sobé
ukryvaji tendence selektivni eugenické mentality, ktera z kfestanského uhlu pohledu
potira zékladni etické principy lidské diistojnosti, autonomie, integrity a zranitelnosti. Do
odborné diskuze se zapojuje také katolicka cirkev, jejiz magisterium neohroZené branici
lidskou diistojnost kazdého clovéka od jeho pocatku az po ptirozenou smrt jasné
proklamuje, ze ne vSe, co je technicky mozné, je taky moraln€ akceptovatelné. Svym
nazorem katolicka cirkev vytvaii prostor pro poctivou a odbornou reflexi, kterd ma
chranit lidsky Zivot a jeho distojnost pfi feSeni aktualnich bioetickych otdzek, které
vyvstavaji v disledku novych védeckych objevt.
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Abstract

The recent breakthrough discovery of the molecular genome editing tool CRISPR/CAS9
represents a complete revolution in the field of molecular biology, biomedicine and other
related fields. It is a highly effective biomolecular tool, derived from the bacterial immune
system, with which it is possible to introduce precise changes in the genomes of all
organisms. The thesis is limited to the ethical evaluation of the use of CRISPR/CAS9
exclusively in human gene therapy. Thanks to its efficiency, simplicity, accuracy and low
financial costs, the CRISPR/CAS9 editing tool, in compliance with ethical parameters,
already has a broad spectrum of use in therapeutic procedures on somatic or body cells in
the treatment of human genetically determined diseases without introducing a change into
the future offspring of the given individual. In addition to great therapeutic potential, the
application of CRISPR/CASO raises many ethical questions related to the possibilities of
its further use, possibly misuse. Ethically problematic genetic procedures include: human
hereditary genome editing, i.e. the targeted alteration of the genome of sex cells,
progenitor cells and cells of early embryonic development stages with the therapeutic
goal of eliminating a genetically determined disease associated with the introduction of
this change into the future offspring of a given individual. Furthermore, there are
controversial non-therapeutic experimental genetic manipulations, such as: free non-
therapeutic experimentation, design of a human individual at the request of parents and
targeted improvement of the human individual, thus the human species. The scientific
community is intensively discussing issues related to the possibility of misuse of the
method through ethically problematic and controversial applications of CRISPR/CAS9
and thinking about regulation strategies and setting bioethical boundaries and limits. It is
important to reflect that these controversial procedures hide tendencies of a selective
eugenics mentality, which from a Christian point of view contradicts the basic ethical
principles of human dignity, autonomy, integrity and vulnerability. The Catholic Church
is also involved in the professional discussion, whose magisterium fearlessly defends the
human dignity of every person from the beginning to natural death and clearly proclaims
that not everything that is technically possible is also morally acceptable. With its
opinion, the Catholic Church creates space for honest and professional reflection, which
is supposed to protect human life and its dignity while solving current bioethical questions
that arise as a result of new scientific discoveries.
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Uvod

Biomedicinsky vyzkum zaznamenal v poslednich letech 20. a 21. stoleti veliky
a biomedicinskych oborech je nepochybné Projekt lidského genomu. Diky tomuto
klic¢ovému projektu je mozné Cist sekvenci jednotlivych genii lidského genomu, a tim
blize studovat jejich funkci. V téchto poslednich letech kromé mnoha jinych vyznamnych
védeckych objevil doslo k objeveni molekularniho néstroje pro cilenou editaci genomu.
Dlouhotrvajici enormni usili védct vyvinout U¢innou molekularni strategii k cilené
mutagenezi a k zavadéni presnych zmén do genomu organismi bylo korunovano velkym
objevem tzv. editatnich molekularnich nizek, CRIPSR/CAS9.

Cilem diplomové prace je podani uceleného pohledu na uziti molekuldrniho nastroje
CRISPR/CASY z védecko-terapeutické perspektivy i z moralné-teologického hlediska,
a tak vytvorit komplexnéjsi myslenkovou reakci na bioetické otazky spojené s uzitim
edita¢niho nastroje CRISPR/CAS9 v lidské genové terapii. Kvili tematické Sifi je analyza
vyuziti CRISPR/CAS9 a jeho etického hodnoceni omezena ¢isté na lidsky druh Homo
sapiens sapiens.

Diplomovd prace ma pét kapitol. Prvni kapitola piedkladd konkrétni popis
molekuldrniho nastroje CRISPR/CAS9. Druhd a tfeti kapitola jsou podrobné&jsim
popisem konkrétni terapeutické aplikace CRISPR/CAS9 v genové terapii a nastinuji
zakladni bioetické otazky. Ctvrta a pata kapitola predstavuji vlastni etickou reflexi.

Prvni kapitola predkladané diplomové prace pojednava o revoluénim molekularnim
nastroji CRISPR/CAS9 z hlediska molekuldrni biologie, tak, aby byl v postupnych
krocich objasnén jeho plivod. Tou nejvétsi zajimavosti je to, ze CRISPR/CAS9 byl
puvodné identifikovan jako klicova slozka bakterialniho imunitniho systému, ktera cilené
likviduje exogenni formy DNA. Postupnym a komplexnim studiem bakteridlni imunitni
odpovédi byl tento systém bliZe identifikovan a naslednymi Gipravami pfeveden do vysoce
efektivniho biomolekuldrniho editacniho néstroje, diky kterému jsou védci schopni
zasdhnout Uplné presné jakékoli misto v genomu a cilené toto misto zménit. Soucasti
kapitoly je nastinéni vyuziti CRISPR/CAS9 v zékladnim a aplikovaném vyzkumu.

Druhd kapitola blize popisuje vyuziti editaéniho nastroje CRISPR/CAS9
v somatickych neboli t€lnich bunkach. Editace genomu somatickych bun¢k neni dédi¢na
a terapeutickd geneticka uprava se tykd jenom konkrétni tkdn€ nebo organu geneticky

nemocného jedince, pfi¢emz tato zména neovliviiuje jeho budouci potomstvo. Klinickych
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studii na somatickych burnikach je nespocet, proto se omezujeme jenom na konkrétni
piiklady wuziti editatniho nastroje v genové terapii nejznaméjSich  lidskych
monogenetickych onemocnéni.

Kapitola tfeti pojednavd o editaci bun€k pohlavnich a bunék embryondlnich
s naznacenim etické problemati¢nosti vybranych terapeutickych postupii. Na zakladé
popisu pozitivniho zpiisobu vyuziti metody v kapitolach predeslych se ve treti kapitole
dostavame k hlavnimu problému diplomové prace, cozZ je reflexe eticky spornych uziti
CRISPR/CAS9 v genové terapii a klinické praxi. Mezi n¢€ se fadi aplikace CRISPR/CAS9
v embryondlnich bunkach ranych vyvojovych stadii clovéka, dale v prekurzorech
pohlavnich bunék a v samotnych pohlavnich bunkach. VSechny tyto aplikace souborné
nazyvame dédi¢nou editaci lidského genomu, protoze takovéto genetické zmény
zasdhnou nejenom daného jedince, ale taky celé jeho potomstvo. K feSenému problému
se pak dale pfidruzuje cilené navrhovani vyhodnych vlastnosti potomkii na genetické
urovni, coz vede k vylepSovani lidského druhu, které piimo v sobé ukryva selektivni
eugenickou mentalitu a eliminaci nevhodnych jedincti. Do skupiny kontroverznich uziti
se také fadi neterapeutické volné experimentovani a Upravy genti embryonalnich bunck
do jejich letalni podoby. Pro lepsi orientaci se v této kapitole snazime pfiblizit vyvoj
védecké diskuze v této oblasti, coz by mélo napomoci k pochopeni kontextu ndmi
feSeného problému.

Ctvrta kapitola pifinasi pojednani o etickych principech lidské diistojnosti, autonomie,
integrity a zranitelnosti, které¢ se formovaly v d&jinném kontextu tragédii s eugenickym
zakladem. Diky témto principim jsme schopni Iépe a pravdivéji reflektovat eticky
problematickou dédi¢nou editaci, neterapeutického pouziti CRISPR/CAS9 a potencialni
snahy o vylepSovani lidského druhu, jako disledku eugenického snazeni.

Pata kapitola je teologickou reflexi diistojnosti kazdého ¢lovéka, stvofené¢ho podle
Boziho obrazu. Kristus, vtéleny Bozi Syn, posvécuje lidstvi ¢lovéka svym bozstvim,
a tim je kazdy cloveék nositelem dlstojnosti, kterd je nesmazatelnou existencialni
hodnotou. Katolicka cirkev bude neustéle chranit lidskou distojnost od pocatku lidského
zivota, aZ po jeho pfirozenou smrt. Kapitola mapuje nazor katolické cirkve a jejiho
magisteria na nové védecké vyzvy v genové terapii a experimentalni medicing a snazi se

je zasadit do kontextu $irsi védecké diskuze.



1. Editace lidského genomu

Prvni kapitola diplomové prace je detailni popis procesu postupného objevovani
jednotlivych sekvenénich a proteinovych molekuldrnich komponent prokaryotickych
organismd, u kterych bude piivod CRISPR/CAS9 jako editacniho néstroje hledan.

Pro pochopeni je nutné se dotknout zakladnich paradigmat a terminologie v oblasti
molekularni biologie a pfiblizit dalezitost Projektu sekvenace lidského genomu. Dalsi
soucasti prvni kapitoly je naznaceni velké snahy védct vyvinout u¢inny néstroj pro tzv.
cilenou mutagenezi, tedy zavadéni mutaci do pfesné vytipovanych mist v molekule DNA,
coz umoznuje studovat konkrétni vlastnosti daného genu. Poté budou popsany jednotlivé
soucasti prokaryotického "imunitniho* systému, které v konecném disledku tvoii
funkéni jadro editacniho nastroje CRISPR/CAS9. Nasledovat bude popis soucinnosti
podjednotek editaéniho nastroje CRISPR/CAS9 na molekularni tirovni a pfiblizeni jeho
ucinnosti. V dalsi podkapitole budou naznaeny sméry aplikace CRISPR/CAS9
v zakladnim a aplikovaném vyzkumu. Posledni ¢ast kapitoly okrajov€é zmini
progresivni metody vyuziti CRISPR/CAS9, jakymi jsou mutagenni fetézova reakce

a moznost vyuziti editace genomu v syntetické biologii.

1.1. Projekt lidského genomu

Genetickd informace lidského organismu, je tvofena cca 2,9 biliony nukleotidi, tzv.
bazi (adenin, tymin, cytozin, guanin). Nukleotidy jsou stavebni kameny
deoxyribonukleové kyseliny, tzv. DNA. Molekula DNA tvoii z hlediska prostorové
struktury dvousroubovici. Tu je mozné si predstavit jako lano vzniklé proplétanim dvou
jednoduchych vlaken. U eukaryotickych bunék, tedy bunék s jasné definovanym jadrem,
je molekula DNA linearni. Jeji délka v rozpleteném stavu je piiblizné 2 m s primérem
Sroubovice cca 2 nm. Aby se tak dlouhd molekula vesla do n¢kolika—mikrometrového
bunétného jadra, dochazi kjeji kompaktaci. Poslednim stupném tohoto
nadmolekularniho uspofadani DNA jsou chomozomy, které jsou umistnény v bunééném
jadru. U prokaryotickych organismi, tedy organismi bez jasn¢ definovaného jadra, je
molekula DNA cirkuldrni, volné pfistupnd v cytoplazmé a oznacuje se jako nukleoid.
Pokud je molekula DNA orientovana svislym smérem, pak v horizontalni roviné jsou
nukleotidy propojeny vodikovymi mustky a vertikalné fosfodiesterovou vazbou, ktera

vytvaii jakousi kostru celé struktury. V horizontadlnim parovani nukleotidi pii svislé
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orientaci dvouSroubovice DNA plati princip komplementarity — adenin se paruje
s tyminem a cytozin s guaninem a naopak. Uspotadani nukleotidli v molekule DNA
oznacujeme jako sekvenci.

Zakladni sekvencni strukturni jednotkou dédi¢nosti je gen. Geny jsou tvofeny introny,
jakousi vypliiovou regulaéni sekvenci, ktera je po vlastnim piepisu DNA do mRNA ¢asto
odstranéna, a exony, tedy vlastnimi oblastmi kédujicimi proteiny, u kterych sekvence
trojic nukleotidii odpovida sekvenci aminokyselin ve vzniklych proteinech v procesu
prekladu, tzv. translace. Exony, které koduji proteiny, piedstavuji jenom 2 % z celkové
délky DNA. Zbytek genetické informace je tvofeny repetitivnimi elementy a sekvencemi
nejruznéjsich typu, které jsou jakymsi evolu¢nim otiskem v lidské genetické informaci.
Konkrétni sekvence genu, po bunécné-molekularnich procesech transkripce — piepisu
a translace — prekladu, se majoritn¢ transformuji do proteint, které jsou posttranslacné
modifikovany a v organismu zastavaji nejriizngjsi funkce. Chromatinova oblast, ve které
dochazi k aktivnimu pfepisu genli, se nazyva euchromatin. Zatimco z vysoké miry
inaktivni a kondenzovana chromatinova forma se nazyva heterochormatin.

Pii presné identifikaci sekvence DNA jednotlivych gent transkripéné aktivniho
euchromatinu a jejich funkci sehral zasadni roli Projekt lidského genomu (Human
genome project), HGP. Jedna se o sofistikovany program sekvenace lidského genomu,
tedy odkryti potadi nukleotidovych bazi kodujicich oblasti DNA. Pod pojmem genom
rozumime soubor vSech genti. Tento genialni projekt probihal v letech 1990 az 2003.
V fijnu 2004 byl Mezinadrodnim konsorciem pro sekvenaci lidského genomu pod vedenim
Nérodniho tUstavu pro vyzkum lidského genomu a Ministerstva energetiky USA
zvetejnén kompletni piehled genl s jejich klicovou funkei. Jeho referencéni kontrolu
zajistoval projekt spolecnosti Celera Genomics. Na celkové sekvenaci se podilelo dvacet
Spickovych univerzitnich a vyzkumnych center z USA, Velké Britanie, Japonska, Francie
a Némecka. V projektu Lidského genomu bylo piecteno 2,85 bilionu nukleotidl, coz
predstavuje 99,8 % celkového euchromatinu, tedy transkripéné aktivni formy genomové
DNA. Kromé¢ jiného bylo identifikovano 341 segmentalnich duplikaci, které¢ vyzadovaly
jiné metodické ptistupy pro sekvenaci. Sekvenace probihala s neuvéfitelnou presnosti
metody, a to jedna chybné zafazend baze na 100 000 nukleotidti. V lidském euchromatinu

bylo charakterizovano 20000 — 25000 gent.' Toto rozmezi je déno tim, Ze 19599 genil

! Zdalo by se, Ze ¢lovék jako nejdokonalejsi organismus této zemé& bude taky obsahovat nejvétsi podet
gend. Ale neni tomu tak. Jenom pro predstavu mezidruhové genomové diverzity je velkou zajimavosti, ze
tteba modelovy organismus musky Octomilky (Drosophila melanogaster) obsahuje piiblizné 13000
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odpovida gentim koédujicich proteiny a dalSich 2188 transkripéné aktivnich oblasti DNA
odpovida pravdépodobné gentim kodujicich proteiny, nebo dalsi transkripéni regulatory.
Diky alternativnimu sestfihu, jeden gen kdéduje i nékolik proteinti. Rozmezi poctu
proteini v lidském organismu je mezi 80000 — 400000.

Pro souhrnnou ptedstavu HGP =zastfeSoval identifikaci gend, kombinatorickou
piedstavu struktury proteinii, jednotlivé odliSnosti v celkové kompozici genomu,
rozptyleni a plivod transpozonii a jinych mobilnich genetickych elementi.?

Rok 2022 je vyznamny v tom, Ze se védciim povedlo odkryt zbytek heterochomatinové
oblasti lidského genomu, ktery ziistal doposud utajeny. V sekvencnim genetickém
programu ,,Telomere to telomere* (T2T), tedy od jednoho konce chromozomu
ke druhému, byly odkryty 3 miliardy doposud nepfectenych bazi tézko Citelné oblasti
repetitivnich sekvenci, centromerickych satelitnich poli, segmentélni duplikace a kratka
raminka akrocentrickych chromozomi, coz odemykd tyto komplexni a doposud
utajované Casti genomu pro variaéni a funkéni studie. Pfiblizn¢ 200 milioni nové
odhalenych bazi heterochomatinovych oblasti genomu obsahuje 1956 genovych predikci,

ze kterych piiblizné 99 pravdépodobné tvoii protein kédujici oblasti.?

1.2. Cilena mutageneze

Diky Projektu lidského genomu je objasnéna ptesna sekvence nukleotidi jednotlivych
genl. Kazdy gen koduje alesponi jeden protein. Identifikace proteini a jejich funkce je
dalsim klicovym krokem ve studiu molekularni biologie. Pro studium funkce proteinti se
pouziva nejraznéjSich bio-molekuldrnich pftistupti. Jednou z nejpiiméjSich cest, jak
odhalit funkci daného genu v organismu, je jeho vytazeni. Toto vyfazeni se realizuje diky
molekularnimu mechanismu cilené mutageneze vychoziho genu. Cilenou mutagenezi
rozumime zavadéni mutaci do sekvence konkrétniho genu, jehoz funkci studujeme. Je
znamo né¢kolik druht mutaci. Nejcastéji se jedna o deleci-odstranéni, inzerci-vlozeni

a substituci-nahrazeni nukleotidovych bazi. Kazdy ztéchto mutacnich mechanismu

gend, zatimco modelovy organismu rostlin Husenicek rolnich (Arabidopsis thaliana) obsahuje 25500
PRAY, Leslie. Eukaryotic genome complexity. Nature education 2008, ro¢.1, ¢. 1, s. 96.

2 Srov. INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM,

Finishing the euchromatic sequence of the human genome, Nature 2004, ro¢. 431, ¢. 7011, s. 931-945.
3 Srov. NURK, Sergey — KOREN, Sergey a kol. The complete sequence of a human genome, Science
2022, ro¢. 376, ¢. 6588, s. 44-53.
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zavadi zménu v kodujici genové sekvenci. Nasledkem delece a inzerce nukleotidu do
sekvence genu je naruseni Cteciho radmce pfi translaci, tzn. konkrétni zména nukleotidu
se projektuje do zménéného potadi aminokyselin ve vznikajicim proteinovém fetézci.
V ptipadé substituce dochdzi k zaméné jedné baze za jinou a tim dochazi ke zméné jedné
aminokyseliny za jinou ve ¢tecim radmci proteinu, nebo zavedeni stop kodonu spojeného
s ukoncenim translace. Vysledkem téchto zasaht je u delece a inzerce nefunk¢ni protein.
U substituce pozménénd aminokyselina mtize narusit celkovou konformaci proteinu,
nebo jeho esencidlni funkéni Casti, a tim protein bud’ vytadit z funkce, anebo vyrazné
snizit jeho funkcnost. Absence piivodniho, nemutovaného proteinu se pochopitelné
projevi v bunce. Tyto procesy jsou velmi slozit¢ a komplexni. Realizuji se
prostiednictvim genetického screeningu pozadovanych mutant a poté pokracuji
identifikaci genu, nebo genl odpovédnych za pozorovany fenotyp. Tento pfistup Casto
vyzaduje hledani homologickych sekvenci a uréeni kdy a kde je gen exprimovan — stejné

jako generovani mutantnich organismii a charakterizace jejich fenotypt.*

1.3. Editace genomu a vyvoj prvnich molekularnich metod k jeji
realizaci

Editace genomu je cilené pozménéni konkrétniho mista v genomu, prostfednictvim
vhodné navrzeného molekularniho editacniho nastroje. Jesté predtim, nez bude detailné
predstaven nejmodernéjsi molekularni editacni nastroj CRISPR/CAS9 (Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated protein), coz
znamena: nahromadéné pravidelné rozmisténé kratké palindromické repetice
v sou¢innosti CRISPR asociovanym proteinem 9, je potfebné se ve zkratce dotknout
alternativnich molekularnich edita¢nich nastrojt, které CRISPR/CAS9 piedchézely.

V 80. letech 20. stoleti byl popsan molekuldrni mechanismus homologické
rekombinace. Homologickou rekombinaci ve smyslu editace genomu rozumime
molekuldarni mechanismus, ktery vyuzivd vysoké sekvenc¢ni identity k nahrazeni

poskozené formy genu formou spravnou. Na procesu se podileji nejriznéj$i molekularni

komplexy pfirozené pfitomné v bunikach. Jednou z praci, kterd tento proces popisuje

4 Srov. ALBERTS, Bruce — JOHNSON, Alexander a kol. Molecular Biology of the Cell, 4th ed., Studying
gene expression and function. New York: Garland Science, 2002, [2022-05-10].
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26818/>.
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v eukaryotickych butikach, je prace Thomase a Capecchiho.’ Autofi této studie popisuji,
jak faktory uspofddani, chromozomalni pozice integrovan¢ho genu a mnozstvi
injikovanych molekul opraveného genu do bunécného jadra, ovlivityji frekvenci
homologické rekombinace. I kdyZz proces opravy je uspésny, probihd s velice nizkou
frekvenci, tzn. Ze pozadovanou zmeénou projde jenom velmi malé procento bunécné
populace. Dalsim aspektem je, Ze spontanni integrace exogenni DNA do hostitelské DNA
je opravdu velmi nizka. Bunka se podobnym zasahtim prosté brani. Frekvence integrace
zéavisi ve velké mife na bunééném typu a bunécném cyklu, ve kterém se bunka nachazi.
V neposledni fadé je tu vysoké riziko ndhodné integrace exogenni formy DNA do
nezadouciho mista, coz by mohlo ovlivnit expresi jinych genti, a tim zpisobit buiice dalsi
problémy.°

Velkou vyzvou pro molekuldrni biology bylo navrzeni efektivniho editacniho nastroje,
kterym by bylo mozné zavést mutaci do pozadované cilové sekvence. Pro specifické
zasazeni genu byly tfeba navrzeny tzv. molekularni meganukledzy, které rozeznavaji
delsi restrik¢éni misto o poctu 14 - 40 nukleotidl, ¢imz doslo k snizeni frekvence $tépni,
za to vSak ke zvySeni specificity. Takovym piikladem je I-Scel meganukledza.

Dalsimi molekuldrnimi nastroji, jak specificky rozeznat cilovou sekvenci DNA jsou
proteiny zinkového prstu. Jedna se o proteinové motivy, které se vdZou na DNA
sekvencné specifickym zptsobem, a to interakci s velkym zlabkem ve struktuie DNA.
Kazdy takto navrzeny motiv rozeznava 3 pary nukleotidii v DNA. K zasazeni genomové
sekvence o poctu 21 nukleotidovych paru je potieba 7 zinkovych prsti. Syntézou
nékolika specifickych motivii podle cilové sekvence nukleotidii a pfipojenim
endonukledzové proteinové domény, tieba Fok I k jejimu konci je mozné docilit $tépeni
cilové DNA ve specifickém misté. Takto navrzeny ndstroj se oznacuje jako ZFN,
nukle4zy zinkového prstu. K tomu, aby doslo k zavedeni dvouvldknového zlomu, Fok I
musi pracovat jako homodimer. Je tedy nutné navrhnout dva separované motivy
zinkovych prsti s restrik¢ni aktivitou, ¢imZ se molekularni néstroj stava velmi narocnym
na pripravu s nejistou frekvenci Stépeni, ale presto s pomérné velkym terapeutickym

potencialem.’

5 Srov. THOMAS, Kirk R. — CAPECCHI, Mario R. High frequency targeting of genes to specific sites in
the mammalian genome. Cell 1986, ro¢. 44, ¢. 3, s. 419-428.

6 Srov. tamtéz, s. 420.

7 Srov. DUNBAR, Cynthia — HIGH, Katherine a kol. Gene therapy comes of age. Science 2018, ro&. 359,
¢. 6372.

14



Urc¢itou alternativou k proteinovym motivil zinkového prstu jsou TALE proteiny, které
rozpoznavaji jeden nukleotidovy par misto tfech u zinkovych prsti. Pfipojenim
nukledzové aktivity k témto proteinim vznik4 dal$i nastroj pro specifické Stépeni
v hostitelské DNA, tzv. TALEN elementy.

Co se tyce zplisobli pfenosu genetické informace, je zndmo nékolik vyznamnych
strategii. Jednim ze zplsobli pfenosu genetické informace do bun¢k jsou replikacné
defektni retrovirové vektory a vektory odvozené od adenovirt. Na zakladé velice slibnych
vysledkti v pted—klinickych modelech nemoci, se zahdjily v devadesatych letech 20.
stoleti také klinické studie. VSak v téchto brzkych testech se projevily velmi vazné
cytotoxické ucinky virové genové terapie. Jako tieba velmi silné imunitni odpovédi na
vektory a také maligni bujeni zasazené¢ho bunécného typu, coz bylo vyvolano inserci
terapeutického vektoru do oblasti onkogenu, a tim doslo k maligni buné¢né manifestaci.
Pfi aplikaci adeno-asociovanych vektort v klinickych aplikacich do rohovky, jater
a nervového systému bylo zaznamenano zlepsSeni v ptipad¢ vrozené slepoty, hemofie B
a svalové atrofie.?

Lentivirové vektory jsou velice G¢inné pii prenosu genetické informace zvlasté
nedélicich se bunék. Virové vektory jsou vSak obecné stale nebezpecné na to, aby se
pouzivaly pii klinické genové terapii, protoze zvlaste u efektivnich lentivirovych vektorti
hrozi nebezpeci aktivace bunénych onkogent z ditvodu vysoké integracni preference
vektori do transkripéné aktivnich oblasti. Vyuziti lentivirovych vektord vsak
zaznamenalo taky Gspéchy, jako tomu bylo v 90. letech v ptipadé Ashanti De Silvy, ktera
po aplikaci retroviralni genové terapie T-lymfocyti byla vyléena z vazného X vdzaného
imunodefienctniho syndromu. Hlavnim metodickym pfistupem bylo vyjmuti
T-lymfocytt, které pak byly infikovany retrovirovym vektorem s funkéni kopii genu.
Piivodné mély byt infikovany kmenové buiiky, ty se vSak pomalu dé€li, a proto byly
vybrany T-lymfocyty. Piiklad Ashanti De Silvy je vSak vyjime¢ny. V devadesatych
letech doslo k velkému zklamani, protoze u mnoha pacientil se stejnou nemoci, jakou
trpéla De Silva, se po aplikaci retroviralni terapie u pacientll objevily rizné druhy
leukémii. Mnozi pacienti zemieli. I pfesto, Ze retrovirové vektory jsou uspéSnym
molekularnim prostfedkem pro pfenos genetické informace do bunék, kviili jejich vysoké
pravdépodobnosti integrace do transkripcn€ aktivnich oblasti bunééného genomu

pacienta, z{stava jejich terapeuticka aplikace zapovézena.’

8 Srov. tamtéz.
% Srov. tamté.
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Timto pfehledem bylo poukdzano na velké Usili vyvinout bezpe¢ny molekularni
nastroj pro specifickou mutagenezi v cilové sekvenci DNA hostitele a opravé
poskozenych, nebo mutovanych mist zptisobujicich geneticky podminénd onemocnéni.
U v8ech téchto typl editacnich néstroji se védci potykaji s mnoha problémy. Je to hlavné
sloZitost a urcitd krkolomnost pfi navrhovéani proteinovych motivl. Syntéza je velmi
drahd a v konetném disledku ne piili§ efektivni. Navic je tady vysoké riziko
nespecifickych zasaZzeni, potazmo zplsobenych neZidoucich mutaci v hostitelském
organismu, piipadné aktivaci onkogenli, do jejichz blizkosti doSlo k integraci

terapeutického vektoru.

1.4. Puvod, molekularni mechanismus a uc¢innost CRISPR/CAS9

Objevem a piesnou identifikaci molekuldrniho edita¢niho ndstroje CRISPR/CAS9
zaCind pielomova ¢éra v molekularni biologii a v pfidruzenych biologickych
a biomedicinskych oborech. Tato metoda je fenoménem v cilené mutagenezi a genovém
inZenyrstvi. Je to programovatelny molekuldrni nastroj k zavadéni preciznich zmén
v genetickém kodu. Hlavni podil na pochopeni a objasnéni CRISPR/CAS9 maji dvé
Spickové veédkyneé: Emmanulle Charpentier z Berlinského Institutu Maxe Plancka
a Jenifer Anna Doudna z Kalifornské Univerzity Berkeley. Ani jedna znich pfi
spolecném setkani u café v Portoriku v roce 2011 netusila, jak velky objev se ¢rta, kdyz
budou spolupracovat. Emmanuelle Charpentier jako pritkopnice v oblasti patogennich
bakterii (zvlasté Streptococcus pyogenes) a Jenifer Doudna jako prikopnice
v metabolismu RNA, spojily sily pracovnich tymt a dockaly se vytouZzeného objevu. Za
objasnéni molekuldrniho mechanismu a vyvinuti vysoce efektivnich editacnich
molekularnich ntizek CRISPR/CAS9 ziskaly v roce 2020 Nobelovou cenu za chemii. '

Historie objasnéni tohoto molekularniho néstroje je neméné zajimava jako jeho
soucasna identifikace pfesné funkce jako editacniho molekularniho nastroje. Nasledujici
historicky exkurz sméfujici k objevu je dilezity pro pochopeni a objasnéni molekularniho

edita¢niho nastroje CRISPR/CAS?9, jako revolu¢ni molekuldrni metody.

19 Srov. The nobel prize. Press release: The Nobel prize in chemistry 2020. (7.10.2020) [2022-02-10].
< https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/2020/press-release/>.
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1.4.1. Prokaryotické restrik¢éni endonukléazy a proteiny cas geni

V sedmdesatych letech 20. stoleti doslo v prokaryotickych bunkidch k objevu
restrik¢nich endonukleaz stépicich cizorodou DNA. Za cizorodou DNA je povazovana
kazda nukleovéa kyselina nevlastni hostitelskému organismu, jez je do néj vpravena
z vnéjsiho prosttedi ve formé& plazmidu nebo fagovou infekci. Jednou z dalezitych
publikaci, kterd popisuje mechanismus §té€peni cizorodé DNA v bakteridlnim organismu
Hemophilus influenzae, je prace Hamiltona O. Smithe a K. H. Wilcoxe. Autofi této prace
popisuji izolaci proteinu s endonukleazovou (uvnitt DNA $tépici) aktivitou. Tento protein
ma nedetekovatelnou afinitu k DNA hostitele, zato vsSak vykazuje vysokou
endonukledzovou aktivitu k DNA bakteriofdga T7. Bakteriofagovou DNA byl schopen
rozstépit 40x na fragmenty o primérné délce 1000 nukleotidii. Endonukledza vytvari
dvoufetézcové zlomy a ke své aktivité¢ nepotiebuje nic zvlastniho kromé iontii hotciku.
Stépenim tedy doslo k uplné likvidaci cizorodé bakteriofagové DNA.!' Naslednym
pfidanim nukleotidi ke konclim §tépenych molekul polynukleotidkindzovou aktivitou
byli autofi schopni urCit pfesnou sekvenci, kterou endonukléza R S§tépi u bakterie
Hemophilus influenzae cizorodou DNA.'? Publikace oteviela prostor pro dalsi studium
vyznamu prokaryotickych restrikénich endonukledz, které specifickym zptsobem
likviduji exogenni formy DNA u prokaryotickych organismii. Autofi pochopitelné v tom
Case jeSt€ netusili, Ze jsou na stopé CAS endonukledz (endodonukledzy asociované
s Crispr). Jejich lepsi identifikace pfichazi pozdé&ji, ale citovana prace je jednim
z rozhodujicich dikazii existence endonukledz, které zastavaji roli jakychsi hlidaci
bakterialniho imunitniho systému proti cizorodé DNA.

Kromé jiného byly v pribéhu nasledujicich let charakterizovany dalsi piibuzné
proteiny piidruzené do cas genové rodiny. Sem patii tieba proteiny podilejici se na
opravach DNA. Proteiny genu cas3 jsou charakteristické svoji helikdzovou aktivitou
(funkce spociva v rozvolnovani otaéek DNA Sroubovice). Protein CAS4 mé piibuznou
aktivitu k RecB exonukledze, kterd je souc¢asti RecBCD komplexu, ktery je dilezity pfi

pieskupeni dvojitych zlomiit DNA pfi zahdjeni homologické rekombinace. Proteiny

! Srov. SMITH, Haminlton O. — WELCOX, Kent W. A Restriction enzyme from Hemophilus
influenzae: 1. Purification and general properties. Journal of molecular biology 1970, ro¢. 51, €. 2,
s. 379-391.

12 Srov. tamtéz, s. 380.
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CAS3 a CAS4 se tedy uplatiiuji pii DNA metabolismu, opravé a rekombinaci DNA,
transkripéni regulaci a segregaci chromozomi. '?

Ptesna funkce proteinu CAS9, ktery nas zajima nejvice, byla objasnéna az v roce 2012.
Protein CAS9 je kli€¢ovou RNA vazebnou DNA endonukledzovou komponentou CRISPR
koédované interference, coZ znamend, ze prostiednictvim malych RNA molekul crRNA
+ tracrRNA identifikovanych pozdé¢ji, s kterymi CAS9 protein interaguje, je CAS9
navadén do konkrétniho mista v molekule DNA a ve specifickém misté sekvenci DNA
Stépi. Objev je natolik vyznamny, Ze v ném autofi vidi jeho pouziti jako presného
edita¢niho nastroje pro pozménovani genetické informace v pozadovanych sekvencnich
mistech.!* Profesor Martin Jinek, jeden z hlavnich autord objevné publikace, je aktudlné
jednim z nejvyznamnéjSich Ceskych védcu ve svété, ktery se svym kolegou Chilinskim
stoji u objevu prilomové metody editace genomu pomoci molekuldrniho nastroje

CRISPR/CAS9.

1.4.2. Identifikace CRISPR sekvenci u Prokaryot a Archae

V roce 1987 byla publikovéana prace, ktera osvétlila funkci iap genu v modelovém
organismu Escherichia coli. Gen zastava dulezitou roli pfi izozymové konverzi alkalické
fosfatazy. Autofi pii mapovani okoli genu zjistili, Ze za genem se nachéazeji nestandardni
struktury. Na 3" konci genu objevili 5 vysoce homologickych sekvenci, které jsou tvoreny
29 nukleotidy, ze kterych 14 nukleotidii paruje mezi sebou a vytvareji tak strukturu stonku
a ocka. Mezi témito pravidelné se opakujicimi sekvencemi neboli repeticemi se nachazeji
nerepetitivni homologické mezery obsahujici 32 nukleotidl. Pro lepsi predstavivost je

logika uspotadani sekvenci zndzornéna na obr. 1.

13 Srov. JANSEN, Ruud a kol. Identification of genes that are associated with DNA repeats in
prokaryotes. Molecular microbiology 2002, ro¢. 43, €. 6, s. 1565—-1575.

14 Srov. JINEK, Martin — CHYLINSKI, Krzysztof a kol. A programmable dual-RNA-guided DNA
endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 2012, ro¢. 337, ¢. 6069, s. 816-821.
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Obr. 1 Struktura CRISPR — opakujici se sekvence konstantni délky, 21 — 40 nukleotidd, se symetrii
utvarejici palindromatické struktury stonku a ocka. Homologické sekvence jsou pieruSovany mezerami
o délce 20 — 58 nukleotidd bez sekvenéni homologie, navzajem se tedy od sebe lisi. Zde jsou uvedeny dva
ptiklady: prvni CRISPR objeven u bakterii Escherichia coli v roce 1987 a druhy CRISPR identifikovan
u Archea Haloferax mideteranei objeven v roce 1993. Prevzato Ishino Y. a kol. 2018.1

Autofi se tehdy jenom domnivali, ze podobné sekvence by mohly ovliviiovat stabilitu
mRNA genu, ale jejich ptesnou funkci nedokazali identifikovat.'¢

Z diavodu nedostatku sekvencnich dat DNA zvlasté¢ mobilnich genetickych elementt,
bylo velice tézké popsat biologickou funkci téchto zvlastnich palindromickych repetici.
V roce 1993 doslo k objeveni palindromickych repetic v ti§i Archea, konkrétné pfi
zjistovani mechanismu adaptace halofilického druhu Haloferax mediterranei na prostredi
s vysokou koncentraci soli. Funkce téchto sekvenci vSak byla stdle neznamé. Autofi se
domnivali, Ze by se mohla podilet na regulaci genové exprese pii adaptaci na zvySenou
koncentraci soli, nebo tfeba na konverzi DNA formy B do Z pro specifickou vazbu
proteinu, nebo pii opravé DNA. 7 Zatimco se védecky svét piehupl do genomické éry

diky sekvenovani nejriiznéjSich genomd, byly podobné sekvence detekovany v mnoha

15 Srov. ISHINO, Yoshizumi a kol. History of crispr-cas from encounter with a mysterious repeated
sequence to genome editing technology. Journal of bacteriology 2018, ro¢. 200, ¢. 7, s. 2.

16 Srov. ISHINO, Yoshizumi a kol. Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for alkaline
phosphatase isozyme conversion in Escherichia coli, and identification of the gene product. Journal of
bacteriology 1987, ro¢. 169, €. 12, s. 5429-5433.

17 Srov. MOJICA, Francisco J. M. — RODRIGUEZ-VALERA, Francisco E. Transcription at different
salinities of Haloferax mediterranei sequences adjacent to partially modified Pstl sites. Molecular
microbiology 1993, ro¢. 9, €. 3, s. 613-621.
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dalSich bakteridlnich genomech a genomech ftiSe Archae, avSak funkce byla stale
neznamou.

V roce 2002 Jansen spole¢né s dal$imi autory presné popisuje tyto opakujici se kratké
sekvence a oznacuje je CRISPR, tedy nahromadéné pravidelné rozmisténé kratké
palindromické repetice. Tyto repetice se vyskytuji vylucné v fisi bakterii a Archae. V 1isi
eukaryot a virti detekovany nejsou. Kolektiv autort si navic v§ima, ze CRISPR lokusy,
tedy pfesna umistnéni téchto repetitivnich sekvenci v genomu bakterii a Archae, jsou
v tésné blizkosti cas genil a tim predpokladaji funkéni zavislost obou komponent. Protoze
neveédéli presnou souvislost, domnivali se, Ze se jedna o rozsifené mobilni genetické
elementy. U cas genil ptredpokladali jejich spojitost s metabolismem DNA. Déle popsali,
ze CRISPR lokusy se nachéazeji v intergenovych oblastech, obsahuji mnoho pfimych
repetic s velmi nizkou sekvenéni variabilitou, jsou rozesety, nebo prolozeny
nekonzervovanymi sekvencemi a vedouci sekvence o délce 300 - 500 pari bazi se nachazi
pied skupinou takhle uspoiadanych repetic.'®

Dalsi predél ptinesl az rok 2005. Tehdy Spanélsky mikrobiolog Francisco Chuan
Martinez Mojica, autor publikace z roku 1993, se svym tymem objasnil, ze CRISPR
sekvence patfi do rodiny repetic vyskytujicich se v Sirokém spektru druhii bakterii
a Archae. Funkci téchto repetic, zel v tom Case stdle neznal, ale to, co objasnil je plivod
nehomologickych vypliovych piimych repetic nachazejicich se té¢sn¢ za CRISPR. Jejich
puvod je odvozen od jiz existujicich exogennich DNA chromozomu nebo prenosnych
genetickych elementl, jakymi jsou bakteriofagy, profagy, nebo konjugaéni migrujici
plazmidy. Uvedené extrachromozomalni formy DNA nebyly schopny infikovat
hostitelsky organismus, ktery byl jiZ nositelem nehomologické vyplnové sekvence, ktera
byla Uplné identicka s ¢asti sekvence infikujiciho patogenu. Z toho se da odvodit velice
uzké propojeni CRISPR se sousednimi nehomologickymi repeticemi a ochranou
organismu proti exogenni DNA. Sekvence CRISPR jsou tedy dal§si komponentou
bakteridlniho imunitniho systému, kde kazdé formé& exogenni DNA odpovida specificka
vypliiova sekvence u hostitele, ktera vykazuje identitu k uréité ¢asti cizorodé DNA."

V roce 2007 doSlo kone¢né k objasnéni a potvrzeni CRISPR/CAS komplexu u bakterie

Streptococcus thermophilus. Vlozeni fagové sekvence do oblasti nehomologickych

18 Srov. JANSEN, Ruud a kol. Identification of genes that are associated with DNA repeats in
prokaryotes, s. 1565.

19 Srov. MOJICA, Francesco J. M. a kol. Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic repeats
derive from foreign genetic elements. Journal of molecular evolution 2005, ro€. 60, €. 2, s. 174—182.
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vypliovych sekvenci s CRISPR repetici zpusobilo, Ze takto upravend bakterie je
rezistentni vi¢i odpovidajicimu bakteriofagu. Jakmile doslo k vystépeni této sekvence,

bakterie rezistenci k bakteriofagu ztratila.?

1.4.3. Funkéni souc¢innost molekul CRISPR a Cas9

Protein Cas9 sehrava dilezitou roli ve ,,vrozené* imunitni odpovédi Prokaryot
a Archea, tim, ze nastépi a vaze fragment cizorodé DNA a napomaha jeho inzerci do
pomyslné bakterialni patogenni knihovny, ve které se nachazeji v tematickych oddélenich
stejné zalozky, které oznacujeme CRISPR. Jakmile je bakterie napadena exogenni
formou DNA faga nebo infek¢niho plazmidu, okamzité zacne v této knihovné listovat
a hledat odpovidajici sekvenci patogenu, podle které vniklou cizorodou DNA identifikuje
a Stépenim znici. Molekularni komplex CRISPR/CAS9 je tedy prokazatelné podstatou
»vrozené* jako i ziskané imunity u Prokaryot a Archae. Tyto organismy se tak brani proti
cizorodym patogeniim, jakymi jsou bakteriofadgy nebo migrujici patogenni plazmidy.
V ptipadé opakované infekce stejnym patogenem, je hostitelsky organismus schopen
sahnout do pomyslné knihovny patogennich sekvenci jiZ pfitomnych v genomu a vybrat
tu spravnou, kterd na zakladé homologie k té exogenni navadi restrikéni systém
CRISPR/CASY do ptesného sekvencniho lokusu, ¢imz dochazi k rozStépeni cizorodé

DNA, a tudiz k jeji likvidaci a zamezeni pokra¢ovani infekce (obr. 2).

20 Srov. BARRANGOU, Rodolphe a kol. CRISPR provides acquired resistance against viruses in
prokaryotes. Science 2007, ro¢. 315, ¢. 5819, s. 1709—-1712.
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Obr. 2 Pribéh ziskané imunity prostiednictvim CRISPR-Cas molekularniho systému. V prvnim kroku
infekce se aktivuje ,,vrozeny* bakterialni imunitni systém. Protein Cas rozeznava rozstépenou cizorodou
molekulu DNA bakteriofaga nebo plasmidu. Tuto krati¢kou ¢ast vklada do jedné z pfimych repetic
CRISPR, a tak ji uchovava v hostitelském organismu. V piipadé reinfekce dochazi transkripci CRISPR
lokusu k produkci dlouhé prekurzorové molekuly pre-crRNA, ktera je rozstiizena na kratké CRISPR RNA
— crRNA. Tato je svoji ¢asti komplementarni k cilové sekvenci bakteriofaga, kterd ma byt st€pena. Tento
komplex pak aktivné rozeznava sekvenci bakteriofaga, dochazi ke konforma¢ni zméné proteinu Cas9 a tim
ke specifickému dvouvldknovému $tépeni cizorodé DNA. Pievzato Ishino Y. a kol. 2018.2!

Detailn¢jsi prozkoumdni molekularntho mechanismu CRISPR/CAS9 piinasi
publikace z roku 2012, ktera ukazuje klicovou roli tzv. CRISPR RNA — crRNA, ktera se
paruje s dals$i malou transaktivatni RNA — tracrRNA. Tyto dvé molekuly vytvare;ji
komplex, ktery oznaCujeme jako sgRNA. Molekula sgRNA nabiji a fidi protein Cas9
k cilové sekvenci, se kterou RNA podjednotka crRNA paruje na zakladé principu

komplemetarity. Takhle navadény protein Cas9 zavadi dvouvlaknové Sté€peni v presném

21 Srov. ISHINO, Yoshizumi a kol. History of crispr-cas from encounter with a mysterious repeated
sequence to genome editing technology, s. 2.
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misté. Délka parujici se oblasti crRNA a cilové sekvence je v rozmezi mezi 20 — 28
nukleotidy. Ke Stépeni dochézi na tietim nukleotidu v oblasti vazby PAM proteinové
domény. Ttislozkovy molekularni komplex crRNA-+tracrRNA+CAS9 je rozhodujici pro
mistn¢ specifické stépeni cilové DNA a zdlraznuje jejich potencial vyuziti pro editaci

genomu programovatelného pomoci RNA (obr. 3).%2

trachl\%

crBRNA

Target DNA
5!

Obr. 3 Editace genomu za pouziti CRISPR/CAS9. Principem editce genomu je dvouvlaknové $tépni
DNA v konkrétnim mist¢ genomu. Komplex sgRNA tvoii dvé molekuly RNA: crRNA obsahuje
homologickou sekvenci k cilenému mistu a tractRNA vaze endonukledzu Cas9 a pfivadi ji k mistu, kde ma
dojit ke specifickému S$tépeni. Protein Cas9 obsahuje dvé casti: REC — rozpoznédvajici a NUC
— nukleazovou. REC je dulezita pii rozpoznani nukleové kyseliny. NUC ¢ast obsahuje NHN a RuvC
nukledzové domény, které §tépi DNA a PAM doménu, kterd rozviji dvousroubovici DNA v daném misté.
REC ¢ast $té€pi vlakno DNA v misté komplementarity cilové DNA k crRNA a NUC ¢ast vldkno druhé.
Pfevzato Ishino Y. a kol. 2018.2

22 Srov. JINEK, Martin — CHYLINSKI, Krzysztof a kol. A programmable dual-RNA-guided DNA
endonuclease in adaptive bacterial immunity, s. 816—817.
23 Srov. ISHINO, Yoshizumi a kol. History of crispr-cas from encounter with a mysterious repeated

sequence to genome editing technology, s. 10.
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Vroce 2014 Jennifer Doudna a Emmanuelle Charpentier publikovali v ¢asopise
Science fenomenalni praci, ve které jasn¢ popsali mechanismus molekularniho néstroje
editace genomu CRISPR/CAS9, ktery se stal diky své piesnosti zasahu cilové sekvence
jednim z nejvétsich milnikd v molekuldrni biologii.**

Na téchto strankach byl popsan pomérné komplikovany proces postupného objevovani
kliCovych komponent bakteridlntho imunitniho systému az po vyvoj vysoce
uc¢inného biomolekularniho nastroje pro cilené a ptesné pozménovani genomu — tedy jeho
editaci.

Tento ndstroj je mozné pouzit napii¢ organismy bakterii, rostlin, Zivoc¢icht, ¢lovéka.
Diky této metod¢ se oteviel prostor pro genetickou terapeutickou manipulaci. Metoda
CRISPR/CAS9 je prilomova ve své jednoduchosti, rychlosti, piesnosti a ekonomické
dostupnosti. Diky jejimu Sirokospektralnimu vyuziti se stala nedilnou soucasti zékladniho
a aplikovaného vyzkumu v oblasti molekuldrni biologie, molekuldrni genetiky,
biomediciny.

Naslednym krokem bude potieba mnohem detailnéjSiho seznameni se s i¢innosti
metody, aby bylo daleko Iépe mozné identifikovat nejenom jeji velké vyhody, ale také

potencidlni rizika zvlast¢ v oblasti lidské genové terapie.

1.4.4. U¢innost metody CRISPR/CAS9

Na zékladé dosavadnich poznatkil je moZzné shrnout, Ze CRISPR lokusy se nachézeji
v intergenovych oblastech, obsahuji kratké mnohopocetné ptimé repetice s velmi nizkou
sekvenéni odliSnosti a jsou rozmistény v kombinaci s nekonzervativnimi vypliovymi
sekvencemi. CRISPR sekvence se nachazeji ve vice nez 40 % bakteridlnich a 90 % druhti
Archae. CRISPR repetice se nachazeni v blizkosti cas lokust. Nehomologické sekvence
vlozené¢ mezi sekvence CRISPR odpovidaji ¢asti genetické informace virti a jinych
mobilnich genetickych elementt, které¢ v kone¢ném dutsledku cili na restrikéni Stépeni
infekéniho agens v pfesném misté. U eukaryotickych bunék podobny systém sekvenci
neexistuje, urcitou analogii k prokaryotickému systému CRISPR/CAS je RNA

interference.>

24 Srov. DOUDNA, Jennifer - CHARPENTIER, Emmanuelle. Genome editing. The new frontier of
genome engineering with CRISPR-Cas9. Science 2014, roc€. 346, ¢. 6213.

25 Srov. MAKAROVA, Kira S. a kol. A putative RNA-interference-based immune system in prokaryotes:
computational analysis of the predicted enzymatic machinery, functional analogies with eukaryotic RNAi,
and hypothetical mechanisms of action. Biology direct 2006, ro€. 1, €. 7.
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Zjednodusené by se dalo fict, ze CRISPR/CAS9 pracuje ve tfech krocich. Prvnim je
skenovani a nalezeni cilové sekvence, ve druhém kroku nésleduje specifické Stépeni za
vzniku dvouvlaknového zlomu DNA a ve tfetim kroku dochazi k lokalni modifikaci
nukleotidu, zaceleni a opraveni DNA.

I kdyz edita¢ni nastroj CRISPR/CAS 9 je jednoduchy pro manipulaci, u¢inny a cenové
dostupny, je nutno podotknout, ze védci neustéale pracuji na jeho vylepSovani. Pracuje se
zv]asté na zmenSeni proteinové endonukledzové podjednotky CAS9, pii zachovani jeji
funkce a zvyseni presnosti §t&peni a na rozsiteni CAS9 variant pro cilenou mutagenezi.?
Nastroj funguje velice efektivné, ale taky s prokazatelnym rizikem moZznych
nevyzadanych zasahi mimo cilovou sekvenci. Riziko nevyzddanych zasahii je
charakteristické zvlast¢ pro oblasti otevien¢ho a transkripéné aktivniho chromatinu.
Vyskyt moznych nezaddoucich dvouvlaknovych stépeni je pravdépodobné dany uritou
nedokonalou komplementaritou bazi mezi vodici sgRNA a nezadouci cilovou sekvenci,
zvlasté vSak, pokud se nekomplementarni spojeni nékolika nukleotidii vyskytuje v misté
PAM domény CAS9.?’

Co vlastné ovliviiuje to, jestli komplex CRISPR/CAS9 bude stépit specificky anebo
nespecificky? Zda se, ze PAM doména v CAS9 proteinu je pii specifickém $t€peni nejvic
rozhodujici. V misté vazby, konkrétné na pozici ¢tvrtého nukleotidu smérem dovnitf
dochazi k rozliSovani konkrétniho typu nukleotidu. V piipadé pfitomnosti adeninu anebo
tyminu na této pozici je komplex veden k substitucni inzerci nebo v pfipadé cytozinu
k deleci. V ptipad¢€, ze na zminované ¢tvrté pozici se nachdzi guanin, komplex se stdva
vice nepfedvidatelnym a dochazi ve vy$§i mife k nespecifickym $t€penim.?®
Pfi navrhovani ¢inného molekuldrniho néstroje je pochopitelné klicové navrzeni sgRNA
nukleotidi, které specificky paruji s cilovym mistem a sousedi s vazebnym mistem PAM
proteinové domény. O urcitych nespecifickych Stépenich miize rozhodovat konkrétni
bunécny typ, na kterém se metodicky musi editani néstroj vyladit. Pfi zvySovani

specificity a eliminaci nezadoucich zasahii se n¢kdy pfistupuje ke snizovani mnozstvi

26 Srov. ADLI, Mazhar. The CRISPR tool kit for genome editing and beyond. Nature communication 2018,
roc. 9, €. 1911, s. 1-13.

27 Srov. HSU, Patrik D. — SCOTT, David A. a kol. DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9
nucleases. Nature biotechnology 2013, ro€. 31, ¢. 9, s. 827-832.

28 Srov. CHAKRABARTI, Anob M. a kol. Target-specific precision of crispr-mediated genome editing,
Molecular cell 2019, ro¢. 73, €. 4, s. 699-713.
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aktivniho CAS9 proteinu, ¢imz vSak také dochéazi ke snizovani pozadovanych Stépeni
v bunécné populaci.

Ptipadné¢ se vyuziva CAS9 nikédza, kterd zavadi jenom pozi¢ni jednovldknové
Stépeni.? Dale se vyuziva uprava 5° konce sgRNA, nebo tieba fuze restriktdzy Fokl
s katalyticky inaktivnim proteinem CAS9.*° Zajimavym piistupem pro zvyseni
specificity je strukturné fizené proteinové inzenyrstvi, konkrétné postupna substituce
aminokyseliny alaninu ve vazebném zlabku PAM domény CAS9 pro zvyseni specificity
Cas9 u bakterie Streptococcus pyogenes (SpCas9). Zde za pomoci cileného hlubokého
sekvenovani
a analyzy nespecifickych mist §t€peni jednotlivych alaninovych mutantt SpCas9 autofi
demonstruji, Ze zvySena specificita vybrané varianty SpCas9 (eSpCas9) snizuje Gcinky
nespecifickych zasazeni a udrzuje stabilni Stépeni v pozadovaném misté. Tak, by
eSpCas9 varianta mohla byt Siroce uzite¢na pro aplikaci v u€inné editaci genomu, ktera
vyzaduje vysokou troven specifity.*!

V procesu je také potieba zohlednit urcité faktory, které ovliviiuji terapeutickou
uspésnost v piipadé daného bunééného typu. Kli¢ova je celkova kondice bunééné kultury,
kterd ma byt pfedmétem terapeutického zasahu editacnim nastrojem. Dal§im kritériem je
volba editaéni strategie a volba nasledné genové opravy bud’ NHEJ anebo HDR. Pii
studiu genti se vyuziva jeho cileného naruseni diky zavedeni dvouvldknového zlomu.
Dvouvlaknovy zlom je zaveden ve specifickém misté a muze byt opraven dvéma
zpusoby: bud’ NHEJ, tedy nehomologické spojeni rozpojenych fetézct s odstranénim
anebo nespecifickou inzerci nukleotidi v mist¢ Stépeni. Druhym zpiisobem je
homologicka piima oprava, HDR.

V ptipadé NHEJ dochazi k zavedeni mutace, ktera naruSuje cteci kod potadi
nukleotidii. Inaktivace takto poskozeného genu dochazi prostiednictvim degradace
transkriptu poskozeného genu molekuldrnim komplexem NMD, ktery rozeznava
nesmyslné a chybné mRNA a zabezpecuje kontrolu a translaci téch spravnych transkripti.
Pokud by vsak doslo k translaci chybné mRNA, vysledkem by byl nefunkéni protein,

ktery by byl oznacen a nasledné proteolyticky degradovan. Pro tyto operace ma bunka

2 Srov. RAN, Ann F. a kol. Double nicking by rna-guided crispr cas9 for enhanced genome editing
specificity. Cell 2013, ro¢.154, €. 6, s. 1380-1389.

39 Srov. TSAI Shengdar Q. a kol. Dimeric CRISPR RNA-guided FokI nucleases for highly specific
genome editing. Nature biotechnology 2014, ro¢. 32, €. 6, s. 569-576.

31 Srov. SLAYMAKER, M. Ian a kol. Rationally engineered Cas9 nucleases with improved specificity.
Science 2016, ro¢. 351, €. 6268, s. 84-88.
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velice dobfe vyvinuty systém kontroly, kdy zkousi spradvnou a vhodnou proteinovou
konformaci pfed vlastnim proteinovym exportem. NHEJ zplsob se v molekularni
biologii nejcastéji vyuziva k zaneseni mutaci v disledku nehomologického spojeni po
Stépeni. Tim se gen vytadi z funkce, a tak je mozné sledovat disledky absence tohoto
poskozeného genu v buiice.*

Druhou cestou, jak se bunka dokéze vypotradat se zavedenym dvouietézcovym
zlomem v kodujici oblasti genu je, HDR. Ta probiha za ptitomnosti exogenni sekvence
homologické k mistim $tépeni a procesem homologické rekombinace dojde k nahrazeni
cilové sekvence za exogenni. Tak muze dojit k opravé urcité genové mutace, kterd je
timto zplisobem nahrazena exogenni spravnou formou. Mezi zavedené mutace patii
delece, inzerce, substituce urcitého nukleotidu.

NHEJ a HDR se od sebe vyznamné odliSuji svoji u¢innosti. Tato G¢innost zavisi na
nékolika faktorech: bunéény typ a faze, ve které se builka nachazi béhem bunécného
cyklu. NHEJ je nékolikrat preferovanéj$i zptsob opravy nez HDR. Oprava genu
a nahrazeni chybné genové varianty formou spravnou je proces molekuldrné a pro buiiku
koncii s naslednou inaktivaci genu. NHEJ forma opravy je mnohem pravdépodobné;jsi
béhem celého bunééného cyklu, proto ji mizeme pozorovat jak v mitotickych, tak v
post-mitotickych bunikach. HDR forma opravy je mnohem vice buiikou preferovana ve
stavu S/G2 faze bunééného cyklu. Tedy ve stavu aktivniho bunééného déleni. Proto
mnohé procedury vymény a opravy genil vyzaduji populaci bun&k v délicim se stadiu.*’

Samoziejmé velkou vyzvou v mutagennich postupech je zvyseni ti¢innosti HDR nad
NHEJ, coz jsou povazovany za nerovnomérné silné kompetitivni molekuldrni drahy
opravy DNA. Navic HDR je esencidlni pfi klicové draze CRISPR/CAS9.

Dalsim z terapeutickych faktort, ovliviyjicich u¢innost CRISPR/CAS9 je zptisob
dopraveni molekul CRISPR/CAS9 do konkrétniho bunécného typu. Z toho divodu je
velice dulezité zvolit spravnou kombinaci pfistupl a terapeutickou strategii, aby bylo
modifikovano dostatecné mnozstvi bunék v cilové bunééné populaci, a tim doslo ke

kyZenému terapeutickému projevu (obr. 4).3

32 Srov. HENTZE, Matthias W. — KULOZIK, Andreas E. A perfect message: RNA surveillance and
nonsense-mediated decay. Cell 1999, ro¢. 96, ¢. 3, s. 307-310.

33 Srov. CHAPMAN, Ross J. a kol. Playing the end game: DNA double-strand break repair pathway
choice. Molecular cell 2012, ro¢. 47, ¢. 4, s. 497-510.

34 Srov. COX, David B. T. — PLATT, Jeffrey R. Therapeutic genome editing: prospects and challenges.
Nature medicine 2015, ro¢. 21, ¢. 2, s. 121-131.
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Obr. 4 Bunécné faktory ovliviujici terapeutickou uspéSnost. Aby byla genomicka editacni terapie
ucinna, musi v tkani existovat dostatek bunék nesoucich pozadovanou genomovou modifikaci, aby se
zvratilo onemocnéni. Pokud je editace efektivni, oSetfeni vytvoii populaci bun¢k nesoucich pozadovanou
genomickou modifikaci (zobrazenou rizovou barvou). V zavislosti na tom, zda edita¢ni udalost vytvari
v cilovych bunikdch zménu kondice, upravené builky se umérné zvysi nebo snizi relativné k neupravenym
bunkdm (znazornénym hnéd€) v prubéhu Casu v tkanich. Pomérné vysoké trovné bunck nesoucich
terapeutické genomové modifikace v tkani postizené onemocnénim pravdépodobné povedou
k terapeutickému u¢inku. Pokud jsou vSak pro zvraceni onemocnéni zapotrebi nizké hladiny sekretovaného
genového produktu, pak mize byt Gspésné editovani malého poétu bunék terapeuticky Géinné. Prevzato
Cox D. B. T. - Platt J. R, 2015.%

Jak jiz bylo uvedeno, G¢innost, s jakou se dosdhne terapeutického efektu za pouziti
edita¢niho nastroje CRISPR/CASY se také odviji od kone¢né strategie aplikace molekul
do cilové tkané&. Jsou dva zndmé pristupy: ex vivo a in vivo, pficemz editacni molekuly
mohou byt dopraveny do bunck bud’ ve formé nukleovych kyselin kédujicich editacni
nastroj anebo ve form¢ samotnych proteint.

Pfi tpravé ex vivo jsou buinky konkrétni tkané vyjmuty z pacienta, upraveny
v laboratornich podminkéch a poté znovu vraceny do tkan¢€. Aby byl tento zptsob 1é¢by
uspesny, musi byt cilové bunky schopny prezit mimo télo a po Gprave in vitro nasledné
transplantovany do cilové hostitelské tkané. V tomto ptipadé je mozné pouzit Sirokou
Skalu molekuldrnich transfernich pfistupti jako je elektroporace, kationtové lipidy,
penetracni peptidy nebo karbonova nanovlakna. Editace ex vivo vykazuje mnohem vyssi

ucinnost nez in vivo, a to z diivodu efektivni kontroly celkového mnozstvi terapeutickych

35 Srov. tamtéz, s. 128.
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molekul a z divodu mozZnosti kontroly stavu a kondice bunécné kultury. Regulace
a kontrola téchto parametrt je dilezitd pii moznych editacnich zasazich mimo cilovou
sekvenci.’® Nejtéz§i vyzvou pro ex vivo terapii je zachovani Zivotaschopnych lidskych
kmenovych bunék po vyjmuti z organismu, dale béhem kultivace, ptfi kter¢ mize
dochézet ke ztraté Zivotaschopnosti nebo dulezitych fyziologickych vlastnosti bunék.
I kdyz je tfeba terapeuticky zékrok proveden Uspésné, pii navratu upravenych bunék je
velke riziko, Ze je organismus nerozpozna jako vlastni. Tim dochazi k jejich eliminaci.

Terapie in vivo zahrnuje Gpravu genomu bunék in situ, tedy ptimo v téle. Tato aplikace
je zatim v ptipadé CRISPR/CAS9 jenom hypotetickym piistupem. Pro systémovou
terapii in vivo je charakteristicka pfiméa aplikace edita¢niho néstroje a vSech pottebnych
molekularnich komponent pifimo do téla pacienta za pouziti Cinidel, ktera jsou bud’
relativné nespecifickd vici bunéénému typu nebo fazi cyklu, a tak dochézi k provedeni
editace v Siroké skale typt tkani anebo za uziti specifickych ¢inidel, ¢imz dochazi
k editaci jenom v konkrétni specifické tkani. In vivo aplikace mlze byt potencidlné
mutagenni a je vice neptedvidatelna. Jeji velkou vyhodou oproti ex vivo terapii vsak, je
mozné zasazeni jakéhokoli bunééného typu, ¢imz se prekonava in vitro faze kultivace
a riziko snizené zivotaschopnosti bunééné populace a také riziko eliminace upravenych
bunck po navratu do hostitelského organismu. Timto pfistupem je mozné terapeuticky
1é¢it onemocnéni, ktera postihuji vice organii, protoze in vivo terapii je mozné zasadhnout
Sirsi organové spektrum. Vyznamnou bariérou v piipade in vivo strategie je odpoveéd’
imunitniho systému, jak na transgen, tak na peptidy molekuldrniho nastroje, které se
prezentuji na povrchu bunék. To vSe se zjiStuje na Urovni preklinickych testd. Dalsi
otazkou je také vhodné mnoZstvi injektdZze nukleaz do organismu, aby nedochazelo
k nespecifickym $tépenim.?’

Vhodna tcinnost, specificita nukledzového Stépeni a eliminace rizika nespecifickych
Stépeni nukleoprotedzového komplexu CRISPR/CAS9 jsou velmi dilezitymi faktory,
které rozhoduji o bezpecnosti metody. Potencidlni nespecifické mutace, které by editacni
nastroj mohl do bunééné populace zanést svoji snizenou specificitou, by mohly ptipadné
ovlivnit expresi onkogend nebo snizit celkovou kondici bunééné populace. Onkogenni

mutace vznikl¢é editaci mimo cilovou sekvenci mohou vést k riistu a expanzi editovanych

3¢ Srov. HSU, Patrik D. — SCOTT, David A. a kol. DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9
nucleases, s. 830.

37 Srov. COX, David B. T. — PLATT, Jeffrey R. Therapeutic genome editing: prospects and challenges,
s. 127.
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bunék, a tak 1 nizka mira nespecificky cilené mutageneze by mohla mit velmi nebezpecné
dasledky.

Dalsim kritickym faktorem je zptsob dopraveni editacnich molekularnich néstroji ve
formé nukleové kyseliny nebo proteinit do bunék. Na vybéru metody se odviji bud’
kratkodobé anebo dlouhodoba exprese nastroje v cilovych bunkach. Pro ex vivo aplikaci
by jednim ze zptsobti pienosu vektorti nesoucich editacni systém, mRNA, nebo proteint
mohla byt elektroporace. Samoziejm¢ lze pouzit integracné kompetentni lentivirové
vektory, které vSak nesou riziko nebezpecné integrace do transkripcné aktivnich oblasti.
Dale mlzZe byt pouZita metoda pronikajicich peptid anebo chemické konjugace.

Pro in vivo aplikaci jsou zvlast€¢ vyhodné vektory odvozené od adenovirt. Jejich
vyhodou je vysoka t¢innost ptenosu do specifickych tkani jako je o¢ni tkan, mozek, jatra
anebo svaly. Nevyhodou je mald pfenosova kapacita a piipadnd agresivngj$i imunitni
odpovéd” proti specifickym serotypim. Moznymi alternativami jsou vyuziti
nanopartikuldrni konjugace, ptipadné lipidické anebo proteinové importni molekuldrni
komplexy.*® Prehled jednotlivych zpiisobti dopraveni edita¢niho nastroje CRISPR/CAS9

znazornuje obr. 5.

38 Srov. tamtéz, s. 129.
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Obr. 5 Metody dopraveni edita¢niho molekuldrniho nastroje do bunék. Pouzivaji se dvé strategie, virova
a nevirova cesta. U virové se vyuzivaji virové vektory jako adenovirové, ptidruzené adenovirové
a lentivirové vektory. U nevirovych strategii se vyuziva nékolika strategii: lipidové a polymérni partikule,
mechanické mikroinjekce a elektroporace. Pievzato Li H. a kol. 2020.%°

1.5. CRISPR/CAS9 v zakladnim a aplikovaném vyzkumu

Nasledujici podkapitola piiblizi konkrétni a praktické vyuziti editacniho nastroje
CRISPR/CAS9 v zakladnim a aplikovaném vyzkumu. Molekuldrni ndstroj
CRISPR/CAS?Y je sofistikovanym molekularnim nastrojem pro cilenou editaci genomu,
coz je také jeho primarni cil. Existuji v§ak nejriznéjsi ptistupy a vyuziti tohoto nastroje,
které oznacujeme jako CRISPRy nové generace. VéEtSinu z nejdilezitéjSich piistupti
schematicky znazornuje obr. 6. Je vSak téméef nemozné obsahnout molekularni uziti
metody CRISPR/CASY a jeji variaci a modifikaci, proto budou naznaceny jenom zakladni
molekularni strategie.

Kromé& editace lidského genomu, kde musi byt zachovana restrikéni aktivita
katalytického mista CAS9 proteinu, tedy obou dvou stépicich katalytickych domén HNH
a RuvC, kter¢ jsou klicové pro zavedeni dvouvlaknového zlomu v oblasti PAM domény

Cas9 proteinu, zavedenim bodové mutace bud’ do jedné nebo do druhé domény dochazi

39 LI, Hongyi a kol. Applications of genome editing technology in the targeted therapy of human diseases:
mechanisms, advances and prospects. Signal transduction and target therapy 2020, ro¢. 5, ¢. 1, s. 16.
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k tomu, Ze takhle upraveny protein Cas9 §tépi v daném misté jenom jedno vldkno DNA.
Mluvime o tzv. nCas9 — nikaza Cas9. Zavedenim mutace v obou §tépicich proteinovych
doménach Cas9 proteinu dochazi ke katalytické inaktivaci endonukledzové aktivity obou
podjednotek, ¢imz se vyuziva specifické vazby deaktivovaného CRISPR/dCAS9
komplexu k vazbé na cilovou sekvenci DNA. Tim tedy nedochazi ke Stépeni cilové
sekvence, ale knavedeni nejriznéjSich modifikatori, které jsou fuzovany
s deaktivovanym proteinem dCAS9. Mezi tyto modifikatory fadime tieba aktivatory nebo
represory genové exprese, ¢imz je mozné velice snadno sledovat zvySenou, nebo
snizenou expresi genu.*

Dale je to epigenomicka editace, jejiz podstata tkvi v navadéni nejrtiznéjSich
histonovych modifikacnich enzyml nebo enzymii modifikujicich DNA do specifického
mista genu nebo jeho regulacni oblasti. Tyto enzymy muizou lokdln¢ svymi
posttranslacnimi modifikacemi, jako je acetylace a metylace urc¢itych aminokyselinovych
zbytkli N konct histonti a v pfipadé DNA metylace cytozind, ovlivnit otevienéjsi nebo
uzavienéj§i chromatinovy stav a tim aktivovat, nebo deaktivovat genovou
expresi.* #2434 Dale se deaktivovany molekulafni nastroj CRISPR/CAS9 vyuziva
v nejriiznéjsich zobrazovacich a topologickych chromatinovych technikéach.*#¢

DalSim pfistupem je bodova editace nukleotidi. Nikdzova forma CAS9 proteinu
zavadi enzym citidin deamindzu APOBEC k cilové sekvenci. Nasledné¢ dochazi
k jednovlaknovému Sté€peni a odstranéni amino skupiny z cytozinu za vzniku tyminu,
a tim k zavedeni mozného stop kodonu v transkriptu daného genu. Timto krokem gen
druhotné vyfadime z funkce na Urovni translace.*’ Poslednim je mapovani RNA

transkriptii, za pomoci proteinu CAS13.%8

40 Srov. QI L.S. a kol. Repurposing CRISPR as an RNA-guided platform for sequencespecific control of
gene expression. Cell 2013, ro¢. 152, €. 5, s. 1173-1183.

41 Srov.tamtéz, 1173-1175.

42 Srov. STEPPER, Peter a kol. Efficient targeted DNA methylation with chimeric dCas9-Dnmt3a-
Dnmt3L methyltransferase. Nucleic acids research 2017, ro€. 45, ¢. 4, s. 1703—-1713.

43 Srov. LIU, Shawn X. a kol. Editing DNA methylation in the mammalian genome. Cell 2016, ro&. 167,
¢. 1,s.233-247.

4 Srov. KWON, Deborah Y. a kol. Locus-specific histone deacetylation using a synthetic CRISPR-Cas9-
based HDAC. Nature communication 2017, ro¢. 8, ¢. 15315.

45 Srov. MA, Hanhui a kol. Multicolor CRISPR labeling of chromozomal loci in human

cells. Proceedings of the National academy of sciences USA 2015, ro€. 112, &. 10, s. 3002—-3007.

46 Srov. DENG, Wulan. Reactivation of developmentally silenced globin genes by forced chromatin
looping. Cell 2014, roc. 158, ¢. 4, s. 849-860.

47 Srov. KOMOR, Alexis a kol. Programmable editing of a target base in genomic DNA without double-
stranded DNA cleavage. Nature 2016, ro¢. 533, ¢. 7603, s. 420—424.

48 Srov. DOENCH, John. Am I ready for CRISPR? A user's guide to genetic screens. Nature rewievs
genetics 2018, ro€. 19, €. 2, s. 67-80.
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Obr. 6 Nejvyznamnéjsi oblasti vyuziti molekularniho nastroje CRISPR/CAS9. Uprostied se nachazi
rozpletené chromatinové vlakno. V jednotlivych zvétsenych kruzich mizeme vidét vyuziti CRISPR/CAS9
k riznym molekularnim uc¢eltim. Horni fadek: editace lidského genomu s plné funkeéni katalickou aktivitou
proteinu CAS9; zavedeni transaktivatoru do blizkosti genu, jehoz expresi se bude regulovat; epigenomicky
editing; chromatinové mapovani. Spodni fadek: katalyticky inaktivni nikdza CAS9 vytvati zéklad pro
nukleotidovu editaci bez zavedeni dvojitych zlomd; zacileni mRNA vznikajici pfi traskripci genu a jeji
sledovani za pomoci CAS13 proteinu; dale jsou to techniky pro chromatinovou topologii a chromatinové
znadeni za pomoci fluorescenénich barvicek. Prevzato Adli M. 2018.4°

1.6. Mutagenni Fetézova reakce — Gene-drive

Edita¢ni ndstroj CRISPR/CAS9 se stava podkladem pro vyvoj dalSich a dalSich
mnohem sofistikovangjSich biomolekularnich strategii. Jednim z téchto postupti je tzv.
metoda mutagenni fetézové reakce, neboli gene-drive, kterd si nepochybné zaslouZzi
detailnéjsi vysvétleni. Jedna se o genialni molekularni strategii, diky které je mozné §ifit
pozadovanou terapeutickou mutaci genu v cilové populaci napii¢ generacemi, a tak

uniknout principiim klasické dédi¢nosti.

1.6.1. Klasicka dédi¢nosti podle Mendela a pohlavné vazana dédi¢nost

Nejdiive budou velice stru¢né piedstaveny zaklady dédi¢nosti podle Mendela, které

jsou kli¢ové k pochopeni metody. Kazdy gen je v organismu zastoupen ve dvou kopiich.

49 Srov. ADLI, Mazhar. The CRISPR tool kit for genome editing and beyond, s. 5.
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Jedna kopie neboli alela se nachazi na chromozomu od otce a druhd se nachédzi na
chromozomu od matky. Alela miize byt dvojiho typu, a to bud recesivni anebo
dominantni. Jak recesivni, tak dominantni alela mé sviij charakteristicky vnéjsi projev
neboli fenotyp. Po oplodnéni tedy miizou nastat kombinace, kdy obé pritomné alely t¢hoz
genu v daném potomkovi jsou recesivni. Takovy organismus oznac¢ujeme jako recesivni
homozygot. Pokud jsou ob¢ alely dominantni, jedna se o dominantniho homozygota.
V ptipadé, kdy potomek mé kombinaci recesivni a dominantni alely v daném genu
oznacujeme ho heterozygotem. Pokud se kiizi recesivni homozygot s recesivnim
homozygotem, potomstvo je uniformni a ve 100 % recesivnim homozygotem. Pokud se
kiizi dominantni homozygot s dominantnim homozygotem, potomstvo je opét uniformni
a ve 100 % dominantnim homozygotem. Kdyz dochazi ke kiizeni homozygota
dominantniho a homozygota recesivniho potomstvo je opét uniformni, a to ve 100 %
tentokrat heterozygotni, protoze dochdzi ke kombinaci alel recesivni a dominantni ve
stejném pomeru. Pokud bychom kiizili homozygota recesivniho s heterozygotem vznine
v potomstvu 50 % heterozygotlh a 50 % homozygotii recesivnich. V ptipadé kiiZzeni
homozygota dominantniho s heterozygotem vznikne 50 % heterozygoti a 50 %
homozygotii dominantnich. A posledni kombinaci je kiizeni heterozygota
s heterozygotem. V tomto ptfipad¢ je potomstvo nejpestiej$i. Vznika 25 % potomki
homozygotn¢ dominantnich, 50 % je heterozygoti a 25 % homozygotné recesivnich
potomk.

Mendelovskou dédicnosti se dédi v pfipadé clovéka 4633 monogenetickych
onemocnéni, kdy mutace v jednom konkrétnim genu vyvolavé fenotyp onemocnéni.*® Za
propagaci daného onemocnéni je tedy odpovédna ptritomnost alely s konkrétni mutaci.
V ptipadé, zZe nositelem onemocnéni, tedy ur¢ité mutace, je recesivni alela, postizenym
bude vzdy homozygotné recesivni jedinec. V ptipadé heterozygota bude pienasecem
recesivni alely, ale diky pfitomnosti dominantni alely se fenotypové nebude lisit od
zdravého jedince. V pifipadé vzacnych onemocnéni vazanych na dominantni alelu dojde
k manifestaci onemocnéni jak u dominantniho homozygota, tak u heterozygota, jedinym
zdravym bude recesivni homozygot.

Dalsim typem dédi¢nosti je pohlavné vazand dédi¢nost, tedy dédicnost vdzana na geny

vvvvvv

onemocnéni vazano na X chromozom, hemofilie typu B. Hemofilie zptisobuje mutaci

50 Srov. Online mendelian inheritance in man. Gene map statistics (10.5.2022) [2022-02-20].
<https://omim.org/statistics/geneMap>.
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v genu pro srazenlivost krve, hemokoagulaéni faktor IX, ktery se nachdzi na
X chromozomu. Zeny jsou obvykle pfenase¢ky tohoto onemocnéni. V piipadé Ze
maminka je ptrenasecka recesivni alely, je tady 25% pravdépodobnost, Ze se ji narodi

jeden zdravy syn a druhy nemocny, jedna Gplné€ zdrava dcera a jedna dcera pienasecka.

1.6.2. Princip mutagenni Fetézové reakce

V roce 2015, tedy necely rok poté, co Charpentier a Doudna publikovaly mechanismus
CRISPR/CAS9, byla publikovana zasadni prace Ganze a Biera. Autofi dokazali na
zéklad€é principu molekuldrniho néstroje CRISPR/CAS9 zavést v populaci musek
octomilek Drosophilla melanogaster autokatalytickou, jakousi samofizenou mutagenezi,
kterou se zavedena mutace v populaci neztraci vlivem dédi¢nosti, nybrz se rozsifuje
v potomstvu. Autorim se podatilo nevidané. V ptipad€ heterozygota, doslo k pfevodu
heterozygotni mutace na homozygni mezi homologickymi chromozomy ve vétSing
somatickych bunck a bun€k germindlni linie. Metoda fungovala s velmi vysokou — az
95 % tUisp&snosti.’! Strategie Gisp&iného experimentu spo¢iva v navrzeni plazmidového
konstruktu, ktery obsahuje cas9 gen, dale privodcovskou sgRNA a hrani¢ni kazety ke
Cas9-sgRNA, které jsou homologické k okrajovym cilovym sekvencim po zavedeni
dvouvlaknového Stépeni v cilovém misté (obr. 7). Tim dochézi k naruseni genu a na
zaklad¢é homologické rekombinace dojde k opraveé mista St€peni prostiednictvim vlozeni
kazety CAS9-sgRNA. Zavedenim mutace je gen vyfazen z provozu. Tato kazeta tam
pochopitelné setrvava, ba co vic na zakladé dalsi homologické rekombinace v pribéhu
oplozeni se dostava i do sesterského chromozomu, tedy na misto druhé alely, kterou méni.
Tim dochézi k vyfazeni principt klasické dédi¢nosti monogenetickych znakt. Pokud je
mutace zavedena v rannim embryondlnim stadiu, téméi kazda bunka tohoto organismu

bude nositelem zavedené mutace a bude stabilni v prabéhu populace.

31 Srov. GANTZ, Valentino M. — BIER, Ethan. The mutagenic chain reaction:method for converting
heterozygous to homozygous mutations. Science 2015, ro€. 348, ¢. 6233, s. 442-444,
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Obr. 7 Schéma naznacujici mutagenni fetézovou reakci (MCR — mutagenic chain reaction). Jako
vychozi produkt vidime plazmid sestavajici z kazety nesouci Cas9 transgen, sgRNA pro zacileni na
sledovanou genomickou sekvenci a lemujici homologickd ramena odpovidajici genomické sekvenci
priléhajici k cilovému §tépicimu se mistu. Z plazmidu se produkuje jak CAS9, tak sgRNA, které se
seskladaji do aktivni formy a dochazi ke dvouzlomovému Stépeni v cilové sekvenci (schéma A-B). Na
zaklad¢ homologické piimé opravy dojde k vloZeni kazety Cas9-gRNA z plazmidu do pozadovaného mista
(schéma C). Tak se Gsp&sn¢ zavede mutace do pozadovaného mista. Kdyz se nasledné pti oplodnéni potkaji
jedna mutovana alela a druha ne, dojde na zakladé homologické rekombinaci k vlozeni Cas9-sgRNa kazety
i to druhé alely, ¢imz se z heterozygotni mutace stdva homozygotni (schéma D-F). Pfevzato Ganz V. M.
—Bier E., 201532

Technologie mutagenni fetézové reakce neboli gene drive, by méla byt pouzitelna pro
genetické manipulace nejriznéjSich organisml. Urychluje genetickou manipulaci,
piedstavuje silny a velice efektivni systém pro dodavani transgenti v populacich a jejich
stabilnimu §ifeni. M4 velky potencial v boji proti nejriznéj$im chorobam a Skidctim
a ptipadné slouzi jako specificky doruc¢ovaci nastroj pro strategie genové terapie v boji
proti nejrizngj$im geneticky podminénym onemocnénim. Timto ndstrojem je mozné
zavadét a udrzovat stabilni inzeréni a deleéni mutace v kodujici €asti gent a vytvaret
mutace regulacni. Zakladnim cilem metody je tedy stabilita zavedené mutace, ktera se

roz§ifuje v populaci nezavisle na dédi¢nosti.

52 Srov. GANTZ, Valentino M. — BIER, Ethan. The mutagenic chain reaction:method for converting
heterozygous to homozygous mutations, s. 443.
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Asi je mozné tusit, Ze tento nastroj pifinasi velmi velké nebezpeci mozného zneuZiti.
Existuje mnozstvi studii na modelovych organismech. Je vSak obrovskym rizikem, kdyz
se manipulované organismy se dostanou do pfirozené populace, kde dojde k masivnimu
Sifeni transgend, ¢imz dojde ke zvyhodnéni nebo potlaceni uréitych genti v populaci.
Velice az témét markantnim piikladem je snaha o zastaveni Sifeni malarie, kterou prenasi
prvek Plasmodium prostiednictvim komari rodu Anopheles.>® Pii aplikaci gene-drive by
pyramidovym efektem dochazelo k rozSifovani transgenti, které by byly letalni pro
samicky. Dtsledkem tohoto postupu by bylo uplnému vybiti rodu Anopheles. Neni mozné
dohlédnout, co by vymizeni tohoto druhu na druhé strané vSak znamenalo pro celkovy
prirodni ekosystém. A na druhé stran¢ jsou statistiky neuprosné, na malarii umird kazdé
dv¢ minuty jeden Cloveék. Jak se nejenom k této otdzce postavit? Je ziejmé, ze postupné

se otvird prostor pro diilezité otazky s ne Uiplné€ jasnym feSenim.

1.7. Védecky pokrok a fenomén syntetické biologie

Molekularni edita¢ni nastroj CRISPR/CAS9 by mohl byt nepochybné klicovy pro
syntetickou biologii. Syntetickou biologii se rozumi progresivni védni biotechnologicky
obor, ktery zahrnuje pfepracovani organismi na genetické urovni tak, aby ziskaly nové
vlastnosti vyuzitelné v biotechnologické a biomedicinské praxi. Syntetickd biologie se
zabyvéa pochopenim nejriznéjSich funkci riznych biologickych systému v pfirozeném
prostiedi a tyto poznatky pak vyuZziva na zamérny cileny design nové vytvotenych neboli
umélych anebo pozménénych biologickych systému s konkrétnimi funkcemi. Synteticka
biologie zahrnuje nékolik aspekti vyzkumu. Jednd se o pfipravu minimélnich
syntetickych zivotaschopnych biologickych systémi, jako jsou butiky, organismy, nebo
malé genomy — tak je tomu tfeba u virl. Dale je to hloubkova identifikace a pouziti
biologickych casti a vytvofeni funkéniho souboru biologickych nastroji. A pak je to
konstrukce zcela nebo ¢4ste¢né umélych biologickych systémii.>* Synteticka biologie si
klade za cil vyrabét umélé biologické komponenty a systémy, a dokonce i Zivé organismy,

které v ptirod¢ neexistuji. Dostupné definice zaroven kladou diiraz na metodologii.

53 Srov. HAMMOND, Andrew a kol. A CRISPR-Cas9 gene drive system targeting female reproduction in
the malaria mosquito vector Anopheles gambiae. Nature biotechnology 2016, ro€. 34, ¢. 1, s. 78-83.

54 Srov. European group on ethics in science and new technologies in the European Commission. Ethics
of synthetic biology, roc. 25, s. 13, (17.2.2010) [2022-02-25].
<https://op.europa.eu/en/publication-detail/-/publication/c9b00815-2268-4ba7-bdfe-
59d96dfb1f5d/language-en/format-PDF/source-77404369>.
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Metody diive pouzivané v riznych biotechnologiich se zdaji byt pfili§ femeslné,
pokusné a Casové narocné. Specialisté na syntetickou biologii se snazi vybudovat
skute¢né ,,inzenyrstvi“ zivych organismd, strukturovanym zptisobem s vyuzitim metod
vychazejicich z inzenyrské védy a praxe, zejména matematického modelovani
a poc¢itatové simulace. Cilem je dokoncit racionalni navrh a testovani novych
biologickych systém pied pokusem o jejich vybudovani pomoci genetického
inZenyrstvi, syntetické chemie nebo jinych technologii, a nasledn€ posoudit jejich zajem
a jejich dopad na zdravi, Zivotni prosttedi nebo spole¢nost.>

Jaky je vlastné rozdil mezi editaci genomu a syntetickou biologii? V nékterych
ohledech je synteticka biologie podobna editaci genomu, protoze oba ptistupy zahrnuji
zménu genetického kodu organismu; nicméné, nékteti védci délaji rozdil mezi témito
dvéma pfistupy zaloZeny na tom, jak se tato zména provadi. V syntetické biologii védci
obvykle spojuji dlouhé useky DNA a vkladaji je do genomu organismu. Témito
syntetizovanymi kousky DNA mohou byt geny, které se nachazeji v jinych organismech,
nebo mohou byt zcela nové. Pfi editaci genomu védci obvykle pouzivaji nastroje
k provadéni menSich zmén ve vlastni DNA organismu, jako tifeba CRISPR/CASO.
Nastroje pro editaci genomu Ize také pouzit k odstranéni nebo ptidani malych tsektt DNA
v genomu.

Dalsi dualezitou otdzkou je, jestli jsou védci schopni syntetizovat novy genom?
Odpovéd’ zni ano, to jiz bylo provedeno. V roce 2002 védci ve Spojenych statech poprvé
syntetizovali virovy genom. Virové genomy jsou mnohem mensi ve srovnani s genomy
vétSiny bakterii a mikroorganismu. Védci ukazali, Ze je mozné vytvofit virus détské obrny
od nuly, a upozornili na riziko, Ze by syntetickd biologie mohla byt pouZzita k vyvoji
biologickych zbrani. I kdyz tato skupina vyzkumnikd neméla v imyslu svym vyzkumem
ublizit, jejich prace pochopiteln¢ vyvolala obavy, ze by Spatni aktéti mohli pouzivat
syntetickou biologii ke zlym tuceliim. Je tedy dulezité se ptat, jaké jsou etické a socialni
disledky téchto a podobnych tendenci? V ptipad¢, Ze by tento vyzkum byl zneuzit,
piedstavoval by vyznamnou hrozbu pro vetejné zdravi a bezpecnost, zemédelské plodiny
a jiné rostliny, zvifata, Zivotni prostfedi nebo narodni bezpecnost.

Projekty, které navrhuji syntetizovat celé¢ genomy, vyvolavaji dilezité etické otazky
o potencidlnich Skodach a ptinosech pro spolecnost. Mnoho etickych otazek relevantnich

pro syntetickou biologii je podobnych etickym diskusim souvisejicim s editaci genomu.

55 Srov. European group on ethics in science and new technologies in the European Commission, Ethics
of synthetic biology, roc. 25, s.14—15.
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Piekracuji lidé moralni hranice pfepracovanim organismii pomoci technik syntetické
biologie? Pokud syntetickd biologie piinese nové zplisoby 1écby a vyléeni nemoci, kdo
k nim bude mit pfistup? Jaké jsou environmentdlni dopady zavadéni modifikovanych
organismil do ekosystéma? Takové etické otazky jsou pfedmétem vyzkumu od pocatku
objevu lidského genomového projektu a budou dale zkoumany v souvislosti s tim, jak se
technologie vyviji a méni. VétSina védcl, etiki a politikii souhlasi s tim, Ze cela
spolecnost musi diskutovat a zvazovat potencialni Skody a piinosy syntetické biologie.
Pfedni hlasy v bioetice, v¢etné Prezidentské komise pro studium bioetickych problémi
a Narodni akademie véd, inzenyrstvi a mediciny, vyjadiily dilezitost zapojeni vefejného
dialogu do fizeni vznikajicich technologii syntetické¢ biologie a Upravy genomu. Jak
ukazuje syntéza viru obrny, existuji také obavy tykajici se biologické bezpecnosti
souvisejici se syntetickou biologii. Federalni program vybranych patogennich agens
vlady USA reguluje drZeni vysoce rizikovych infekénich agens, jako je obrna, pro
vyzkum a jiné ti¢ely. Navic federaln€ financovany vyzkum, jako je vyzkum podporovany
Narodnim institutem zdravi, ktery zahrnuje vysoce rizikové infekéni agens, podléha
dodatecnému dohledu a fizeni rizik, jak je stanoveno v zasad¢ ,,Dual use research of
concern>®. Obecnéji feeno, to znamena, ze federalni vlada mé zavedenou politiku, kterou
pfisn€é koordinuje a reguluje nové biotechnologické vyzkumu, aby tak dohlizela na

uvadéni produktii syntetické biologie na trh.>’

5 Dual-use research of concerns je soubor pravidel popisujicich vyzkum, ktery ma poskytnout jasny
ptinos, ale ktery by mohl byt snadno zneuzitelny k opa¢nym a nebezpecnym cilim.

57 Srov. National human genome research institute. Synthetic biology [2022-02-10].

< https://www.genome.gov/about-genomics/policy-issues/Synthetic-Biology>.
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2. Editace genomu lidskych somatickych bunék

Druhé kapitola pojednava o vyuziti CRISPR/CAS9 v lidskych somatickych neboli
télnich bunkach. Po ptedstaveni hlavnich terapeutickych strategii vyuziti editace genomu
prostfednictvim CRISPR/CAS9, budou uvedena vybrand geneticky podminéna
onemocnéni, kterd jsou v pokro€ilé fazi klinickych studii. Tim bude dokézan velky
potencial genové terapie zaloZené na editaci prostiednictvim CRISPR/CASO.

Bunky organismu délime na buiiky télni neboli somatické a na buiiky pohlavni neboli
germinalni. Somatickd buiika je kazda bunka organismu kromé bunék pohlavnich. Déli
se mitotickym délenim, jsou jasn€ diferencovany a tvoii tkan¢ se specifickou funkci. Tyto
bunky si zachovavaji dvojitou sadu chromozomi, tedy 23 pari. Somatické bunky
vytvareji v lidském organismu nejriznéjsi tkané, které maji specifickou funkei, a tak
dotvareji homeostatické prostiedi.

Progenitorové buniky, bunécné pohlavni prekurzory, jsou specifické tim, Ze jako télni
diploidni buniky se ve specifickych nikach pohlavnich zlaz déli meiotickym délenim za
vzniku pohlavnich bunék, tj. spermii a vaji¢ek které maji jenom jednu sadu chromozomii,
a proto jsou oznacovany jako haploidni.

Zpusoby terapeutické aplikace editace na zakladé bunécného kritéria se tedy rozlisuji
na editaci somatickych bunck, editaci bun¢k pohlavnich a editaci bun€k ranného
embryonalniho vyvoje.

Editace somatickych bun¢k ma nékolik dilezitych charakteristik. Aplikace somatické
editace genomu se vyluéné vaze na dany bunécny typ, ktery je predmétem genové terapie
a nezasahuje bunky celého organismu. Neni dédi¢na, tedy se dotykd jenom urcitého
konkrétniho jedince, ktery tyto zmény nepienasi do dalSich generaci. Editace genomu
somatickych buné€k je cilenou strategii genové terapie, kterda ma za cil vylécit, nebo
zmirnit projevy né¢jakého typu geneticky podminéného onemocnéni, které je vyvolano
urditou konkrétni mutaci.’® Monogenetickd onemocnéni jsou zpiisobena mutaci jedné
nebo obou kopii (alel) daného genu. Mezi nejvyznamnéj$imi monogenetickymi
onemocnénimi se uvadéji: hemofylie, svalova dystrofie, B-talasemie, cystickéd fibroza,
Tay-Sachsova nemoc, myotonicka dystrofie, neurofibromatoza, spinélni svalova atrofie,

srpkova anémie, syndrom fragilniho X chromozomu, fenylketonurie. K plné¢ manifestaci

58 Srov. NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE. Human
genome editing: Science, ethics and governace. Washington, DC: The National academies press, 2017,
s. 82
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daného onemocnéni prispivaji rizné vlivy jako prostiedi nebo Zivotni styl. Kazdopadné
plati, ze mutace musi byt jasné spojena a surcitym fenotypem, tedy vné&jSim
patologickym projevem. Pro studium téchto geneticky podminénych onemocnéni se
vyuzivaji modelové organismy. V ptipadé Uspésného vyvoldni onemocnéni v téchto
organismech a jeho Uspé$ného 1éceni je mozné, Ze metody a postupy takhle odpoveédné
provéfené genové terapie se stanou soucasti klinickych testii, coz se samoziejmé uz také

dgje.”

2.1. Terapeutické editacni strategie v 1é¢eni monogenetickych onemocnéni

Genova terapie vyuZivajici editaci genomu se neustdle vylepSuje a vyviji. Tyto
pristupy se tykaji hlavné opravy, inaktivace nebezpe¢nych mutaci, zavedeni ochrannych
mutaci, vkladani terapeutickych transgenti, niceni virové DNA. Specifickd volba strategie
pouziti molekularniho editacniho pfistupu zavisi na povaze monogenetického

vvvvvv

editatniho nastroje CRISPR/CAS9 v genové terapii monogenetickych onemocnéni
(obr. 8).%°

Prvnim pfipadem jsou nemoci, u kterych dochazi k expresi dominantniho aberantniho
genu za vzniku patogenniho proteinu. Jeho hromadénim dochazi k propagaci
onemocnéni. NejvyznamnéjSimi piiklady jsou geny /A# u Huntingtonovy nemoci a gen
fgfr3 u Achondroplazie. Cilem editace konkrétniho genu je zasah ve specifické oblasti za
vzniku dvouvlakonového zlomu. Bunéénou opravou NHEJ dojde k ndhodnym delecim,
pfipadné inzercim, ¢imz se dany gen inaktivuje. Tato inaktivace probihd na dvou
moznych Urovnich. Degradace mRNA s nesmyslnym ¢tecim rdmcem anebo degradace
nefunkéniho proteinu po piipadné translaci téchto nesmyslnych mRNA (obr. 8a).
Vysledkem edita¢niho z4sahu byly inaktivace aberantni genové alely, aktivace zdravé
recesivni alely a obnoveni funkci. Druhou z moznych editacnych strategii je odstranéni
nebezpecného genu zavedenim specifickych dvou dvouvldknovych zlomii v hrani¢nich
genovych oblastech s naslednou NHEJ opravou. Tato strategie by mohla byt efektivni
v ptipad¢ Spinocelebralni ataxie, Huntingtonovy nemoci a Friedrichovy ataxie (obr. 8b).

Ve vsech ptipadech se jedna o neurodegenerativni monogeneticka onemocnéni.

59 Srov. tamtéz, s. 83.
80 Srov. COX, David B. T. — PLATT, Jeffrey R. Therapeutic genome editing: prospects and challenges,
s. 124.
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V potadi tfeti je piiklad Amyotrofické laterdlni sklerdzy, kterou zpisobuje
nahromadéni bodovych mutaci v genu sod/. Tim dochazi k postupnému genovému
znehodnoceni az uplné ztraté funkéniho proteinu. Pro obnovu a zachovani neni mozné
pouzit strategii dvojitého zlomu a NHEJ opravy. Editace musi byt navrZena cestou HDR,
¢imZ dojde k vyméné poskozené¢ho genu za zdravy, obnoveni funkce genu a odstranéni
patogenni aktivity pii zachovani fyziologickych hladin genové exprese (obr. 8c).
Podobnou edita¢ni strategii je mozné tesit Tay-Sachsovu nemoc, u které by bylo mozné
obnovit funkci genu pfi zavedeni dvojitého zlomu ve specifickém misté genu a dodani
homologické bezchybné génové €asti s naslednou HDR opravou. Dal§imi podobnymi
pristupy by bylo mozné zamezit vstupu viru HIV do bun¢k v ptipadé cilené editacni
mutageneze koreceptoru CCRS, ktery je klicovy jako koreceptor pro vstup viru do buiiky.
Anebo NHEJ inaktivace genu pcsk9 u hypercholesterolémii, ptipadné posileni funkce
genu app u Alzheimerovy nemoci HDR opravou.®!

Ctvrta strategie je pondkud komplikovangjsi. Je velice podobna virové genové terapii.
Jedna se o vloZeni kopie zdravého genu anebo vyhodné mutovaného genu do oblasti
nového bezpecného lokusu mimo cilovy poskozeny nebo uplné nefunkéni gen, ¢imz by
doslo k obnoveni jeho funkce dalkove. Misto vlozeni musi byt velice peclivé vybrano,
aby vlozeny gen neovliviioval expresi sousednich genl a také nepodléhal obrannym
umlcovacim bunéénym mechanismim. Modifikovany editac¢ni nastroj CRISPR/CAS9 by
se vyuzil praveé na cilené vlozeni zdravé formy genu. Vyznamnym piikladem je vlozeni
genu pro chimericky antigénni receptor do T-lymfocytd, kterym by bylo mozné

dosahnout zvraceni onemocnéni u nékterych typt leukémii (obr. 8d).

61 Srov. tamtéz, s. 125.
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2015.92

2.2. Vyuziti CRISPR/CAS9 u somatickych monogenetickych onemocnéni

Jednim z uspéSnych editacnich zasahl je terapeutické lé¢eni vazné kombinované
imunodeficience vdzané na X chromozom (SCID-X1). Onemocnéni je zplisobeno mutaci
v genu il2rgi, ktery je kliCovy pro zdravy vyvoj T-lymfocytl ze svych hematopoetickych
bunécnych prekurzord. Postizeni timto onemocnénim postradaji aktivni imunitu a musi
zit v naprosto sterilnim prostfedi. Déti, které trpi syndromem, jsou znamy také jako

bublinové déti. Nejvyznamnéj$im piipadem takového ditéte je David Vetter, ktery zil

2 Srov. tamtéz, s. 128.
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mezi lety 1971-1984. Prekurzory T-lymfocytl jsou schopny ptekonat vyvojovy blok
a rozSifovat se ke svym poskozenym protéjskiim, a tak zprostiedkovat a zabezpecit
terapeutickou napravu onemocnéni. U tohoto onemocnéni byla diky CRISPR/CAS9
genové terapii prokdzana az 20 % frekvence cilené integrace bez vedlejSiho
cytotoxického vlivu. Zaroven nebyly detekovany zéasahy editatniho ndstroje mimo
pozadovanou sekvenci a také byla prokazédna vysokd vazebna afinita CAS9
ribunukleoproteinového komplexu k cilové sekvenci. V pfipadé modifikace CD34"
hematopoetickych bun¢k je prokdzana frekvence cilové integrace v medianu az 45 %
a u Sesti pacientti doslo k vylé¢eni onemocnéni jak strategii in vitro terapie, tak in vivo.%

Dalsim z geneticky podminénych onemocnéni je hemofilie typu B. Jednd se
o monogenetické onemocnéni s dédi¢nosti vazanou na X chromozomu. Onemocnéni je
zpusobeno mutaci v genu, ktery koduje hemokoagulaéni faktor IX. Ten je produkovan
hepatocyty a je esencidlni v pribéhu krevni srazlivé destickové reakce. K vaznym
projeviim onemocnéni dochdzi jiz pii mensim nez jednoprocentnim poklesu normdalni
genove aktivity. Pfi zvraceni jednoprocentni prahové genové aktivity dochazi ke zmirnéni
z vazného na stiedné vazny pribeh. To znamena, Ze i malé procentudlni zvyseni aktivity
faktoru IX v bunécné populaci jaternich bunck ptfinasi velky terapeuticky tspéch. Jiz
vroce 2011 byla provedena uspéSnd studie na mySim modelu, kde za pomoci ZFN
strategie doSlo k 3 — 7 9% obnoveni aktivity mutovanych alel gent, co vedlo k zvraceni
onemocnéni obnovenim aktivity faktoru IX.%*

Zajimavou je také nedavna studie na indukovanych pluripotentnich bunkach, coz jsou
bunky somatického pivodu, ve kterych je navozen jakysi umély embryondlni stav.
Indukovana pluripotentni buiika mtze dat vznik dal§im bunieénym typtim. Autoii uvedené
studie navrhli plasmidy se zdravou formou druhé¢ho exonu hemokoagula¢niho faktoru IX
s homologickymi konci k poSkozené casti po specifickém Stépeni. Nasledovala
transfekce plasmidu a edita¢niho néstroje CRISPR/CAS9 do indukovanych bun¢k. Védci
sofistikované nasmérovali diferenciaci takto upravenych bunék do linie hepatocytarnich
bunék, aby se tim co nejlépe priblizili fyziologii onemocnéni. Podle vysledki doslo

k Uuspésné genové opraveé a zvyseni aktivity faktoru srazlivosti krve IX.%

63 Srov. PAVEL-DINU, Mara a kol. Gene correction for SCID-X1 in long-term hematopoietic stem cells.
Nature communications 2019, ro€. 10, ¢. 1, s. 1634.

64 Srov. LI, Hojun a kol. In vivo genome editing restores haemostasis in a mouse model of haemophilia.
Nature 2011; ro€. 475, ¢. 7355, s. 217-221.

65 Srov. MORISHIGE, Satoshi a kol. CRISPR/Cas9-mediated gene correction in hemophilia B patient-
derived iPSCs. International journal of hematology 2020, ro€. 111, €. 2, s. 225-233.
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Dalsi z dulezitych experimentil se tyka vyzkumu HIV viru. Je zndmé, ze virus HIV
pro vstup do T-lymfocyti pottebuje pomocny koreceptor CCRS. Je prokéazano, ze pokud
dojde k mutacim v obou alelach genu ccr3, vznika absolutni rezistence vici viru HIV
T-lymfocytl v humanizovanych mysich modelelii.®® Tato terapie zaloZena na editaci
genomu s vyfazenim funkce koreceptoru CCRS je aplikovatelna jiz v prvni fazi
klinickych testii u HIV positivnich pacientl. Lymfocyty CD4" infikované virem HIV jsou
odebrany, ex vivo editaci ZFN dochazi k zruSeni genu CCRS5 a takhle upraveny jsou
vraceny zpatky do pacienta.’’” U pacienti s AIDS a piipojenymi hematologickymi
komplikacemi, kteti prosli antiretrovirovou terapii, se uvadéji klinické testy, u kterych
dochazi k oSetfeni hematopoetickych kmenovych bunék, tedy krevnich prekurzora
ex vivo strategii za pouziti editatniho nastroje CRISPR/CAS9 a navraceni takto
osetfenich bun€k zpatky do organismu. Cilem téchto pfistupl je vyfazeni koreceptoru
CCRS z funkce.®®

Dalsi praci tykajici se HIV genové terapie je inaktivace provirdlni DNA HIV viru
v hostitelské DNA. Virus HIV se ve svém infek¢nim cyklu integruje do hostitelsk¢ DNA,
kde prebyva a ¢eka na bunécnou aktivaci vyvolanou imunitni reakci. Tento tzv. latentni
virus je nejveétsim problémem uspéchu riznych forem antiretrovitalni terapie, protoze je
velmi obtizné ,,spici® virus v hostitelské DNA eliminovat uplné. Pfi bunécné aktivaci
dochazi k probuzeni latentniho viru, ktery se za¢ne rychle replikovat, pucet a infikovat
dalsi CD4" T-lymfocycy. Védcim se povedlo diky editaénimu agens CRISPR/CAS9
zavést do bun¢k JLat10.6, které byly latentné infikovany virem HIV-1, cilenou mutaci,
jiz latentni virus deaktivovali.*’ Na zakladé t&chto uspéchii Americky tfad pro kontrolu
potravin a Ié¢iv (FDA) povolil CRISPR/CAS9 pii 1éceni HIV-1 pozitivnich pacienta
a oteviel tim cestu k jeho klinické terapeutické aplikaci.”

Lécba srpkovité anémie diky CRISPR/CASY editaci zaznamenala také svlyj uspéch.

Srpkovitd anémie neboli falciformni anémie, je autozomalné recesivni dédicné

% Srov. PEREZ, Elena E. a kol. Establishment of HIV-1 resistance in CD4+ T cells by genome editing
using zinc-finger nucleases. Nature biotechnology 2008, roc. 26, €. 7, s. 808—816.

67 Srov. TEBAS, Pablo a kol. Gene editing of CCRS5 in autologous CD4 T cells of persons infected with
HIV. New england journal of medicine 2014, ro¢. 370, ¢. 10, s. 901-910.

%8 Srov. HU, Chen. U.S. National library of medicine: Safety of transplantation of CRISPR CCR5
modified CD34+ cells in HIV-infected subjects with hematological malignances (23.5.2017) [2022-01-
20].<https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03164135?term=CRISPR%2FCAS9&cond=HIV-+Infections
&draw=2&rank=1>.

% Srov. ZHU, Weijun a kol. The CRISPR/Cas9 system inactivates latent HIV-1 proviral DNA.
Retrovirology 2015, ro€. 12, ¢. 22.

70 Srov. PARKINS, Kezia. FDA approves first trial investigating CRISPR gene editing as HIV cure
(16.9.2021) [2022-01-22]. <https://www.clinicaltrialsarena.com/news/crispr-gene-editing-hiv-cure/>.
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onemocnéni, které se projevuje zménou tvaru cervenych krvinek z tzv. promacknutych
piskotli na protazené srpky. Tato morfologicka zména je diisledkem jediné mutace v genu
pro hemoglobin, pfi niz je na Sesté pozici ve struktufe PB-hemoglobinového fetézce
aminokyselina valin misto kyseliny glutamové. V disledku této mutace hemoglobin
vazany v ¢ervenych krvinkach nedostate¢né vaze kyslik. Kromé jiného srpkovity tvar
¢ervenych krvinek zplisobuje velmi ¢asté ucpavani cév, s ¢imz jsou spojeny velké bolesti
az smrt. Primérna délka zivota s timto onemocnénim je u muzii 43 let, u Zen 48. Nemoc
se vyskytuje v tropickych a subtropickych pasmech. Za nemoc je odpovédny protein genu
bcllla, ktery je transkripnim faktorem a potlacuje expresi y-globinu a fetalniho
hemoglobinu v erytroidnich buiikach. Autofi prostfednictvim elektroporace dopravili do
CD34+ hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék ziskanych od zdravych
darcti editaéni nastroj CRISPR/CAS9, pificemz CRISPR-Cas9 cilil na BCLI11A
erytroidné specificky zesilovac. Priblizné 80 % alel v tomto lokusu bylo modifikovéano,
bez znamek editace mimo cil. Diky této genetické tpravé doslo k obnoveni tvorby
spravné formy hemoglobinu.”! Na zakladé podobnych studii FDA schvalil prvni klinicky
test na lidech za pouziti CRISPR/CASO pfi 1é¢bé srpkovité anémie. V téchto a podobnych
projektech se piimo angazuje Jeniffer Doudna, kterd usiluje o co nej$ir$i dostupnost této
metody viude, kde se nemoc srpkovité anémie objevuje.’?

Zainym piikladem uspésné terapeutické aplikace CRISPR/CAS9 je Duchennova
muskularni dystrofie s ex vivo aplikaci editaéniho nastroje CRISPR/CAS?9. Je to nemoc,
kterd se vyskytuje pouze u chlapcti s incidenci 1/3000. Onemocnéni je zptisobeno mutaci
genu na dystrofin. Postizeni jiz béhem pubertalniho véku jsou na voziku, doZivaji se
20 — 30 let a umiraji na srde¢ni selhani. Pro studium tohoto onemocnéni se vyuzivaji mysi
mdx/UTR"", které jsou modelovym organismem pro svalovou dystrofii. MySim chybi
funkéni gen pro dystrofin, nemohou chodit, maji Spatnou funkci srdce a pozd¢ji se u nich
objevuje srde¢ni selhani. Do téchto mysi byl in vivo vpraven editacni reagens. Po urc¢itém
case doslo k obnoveni potfebné hladiny dystrofinu. Mysi po urcitém case zacali chodit,
obnovil se srdcovy sval a kosterni svalstvo.”> CRISPR/CAS9 by tedy mohl slouzit jako

terapeuticka 1écebna strategie pro pacienty s dédi¢nou dystrofii.

"' Srov. FRANGOUL, Haydar a kol. Crispr-cas9 gene editing for sickle cell disease and B-thalassemia.
New england journal of medicine 2021, ro¢. 384, €. 3, s. 252-260.

2 Srov. SANDERS, Robert. FDA approves first test of CRISPR to correct genetic defect causing sickle
cell disease, (30.3.2021) [2022-01-20]. <https://news.berkeley.edu/2021/03/30/fda-approves-first-test-of-
crispr-to-correct-genetic-defect-causing-sickle-cell-disease/>

3 Srov. EL REFAEY, Mona a kol. In vivo genome editing restores dystrophin expression and cardiac
function in dystrophic mice. Circulation research 2017, ro¢. 121, ¢. 8, s. 923-929.
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DalSim piikladem je monogenetické dominantné védzané onemocnéni dédicné
hluchoty, které vyvolava jednonukleotidovd mutace v genu tmc . Dsledkem této mutace
je absence kanalku na vlasenkovych bunikach, ¢imz je znemoznén pfevod mechanického
vzruchu na elektricky signdl vedouci do mozku. Védci aplikovali CRISPR edita¢ni
reagens do mySiho modelu Bethoven metodologickou aplikaci in vivo pfimo do usi.
Mysim se po ¢ase obnovil sluch.” Kdyz to domyslime do disledkd, takové vazné dédicné
onemocnéni by se mohlo 1¢é¢it dokonce ambulantné, kdy hluchy pacient pfijde a do ucha
mu je vpichnuto editacni reagens. Po n€kolika dnech by doslo k jeho vyléceni.

Mezi dal$i kandidaty onemocnéni, na které se vztahuji moznosti [é€eni CRISPR/CAS9
editaci, patfi: Tyrosinemie I typu (in vivo)”, infekce virem Hepatitidy B (in vivo)’s,
B-Talasemie (ex vivo), syndrom vazné kombinované imunodeficience vazané na
X chromozom (ex vivo), cysticka fibréza (in vivo), nddorovad onemocnéni imunitniho
charakteru, Duchennova muskularni dystrofie (ex vivo), Huntingtonova nemoc (ex vivo)
a rizné variace neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova nemoc,
Parkinsonova nemoc.”” Déle se jedna o nemoci kardiovaskularniho systému, dédi¢né
onemocnéni o¢i jako vrozeny Sedy a zeleny zakal, retinoblastom, vrozena rohovkova
dystrofie.”

Velmi slibné se rozvijejici oblasti je nddorova imunoterapie za vyuziti nastrojii editace
genomu. Podstatou této genové terapie jsou geneticky upravené T lymfocyty, které se
oznacuji jako chymerické antigenni receptorové T buiiky. Po izolaci T lymfocytt z krve
dochdzi k jejich upravé editatnim nastrojem tak, aby dokdzaly cilené reagovat diky
specifickému receptoru na svém povrchu na piislusny druh nadoru. Nésledné se tyto
buiiky pomnozi a aplikuji se zpétné do pacienta.” Piehled dalsich klinickych piipadi
genové terapie prostfednictvim CRISPR/CAS9 uvadi studie: Pokroky v genové terapii
zalozené na CRISPR/CAS9 v lidskych genetickych onemocnénich.®

74 Srov. GAO, Xue a kol. Treatment of autosomal dominant hearing loss by in vivo delivery of genome
editing agents. Nature 2018, ro¢. 553, ¢. 7687, s. 217-221.

75 Srov. YIN, Hao a kol. Genome editing with Cas9 in adult mice corrects a disease mutation and
phenotype. Nature biotechnology 2014, ro¢ 32, €. 6, s. 551-553.

76 Srov. LIN, Su-Ru. The CRISPR/Cas9 system facilitates clearance of the intrahepatic hbv templates in
vivo. Molecular therapy nucleic acids 2014, roc. 3, €. 8, s. 186.

7 Srov. NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE. Human
genome editing: Science, ethics and governace., s. 92-93.

78 Srov. CAl, Shang a kol. The research advances and applications of genome editing in hereditary eye
diseases. Zhonghua yan ke za zhi 2017, ro€. 53, €. 5, s. 386-391.

7 Srov. REIN, Lindsay A. M. a kol. Applications of gene editing technologies to cellular therapies.
Bioliology blood marrow transplantation 2018, ro¢. 24, ¢. 8, s. 1537-1545.

80 Srov. WU, Shao-Shuai a kol. Advances in CRISPR/CAS-based gene therapy in human genetic
diseases. Theranostics 2020, ro¢. 10, ¢. 10, s. 4374-4382.
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3. Editace genomu germinalnich bunék a embryonalni
editace

Tteti kapitola pojednava o editaci bunék germinalni linie, tedy bunc¢k pohlavnich,
jejich prekurzorti a bun¢k embryondalnich. Po kratké charakteristice uvedenych typi
bunék, bude nasledovat vycet motivaci vedoucich k editaci genomu pravé téchto
bunéénych typt. V jadru tfeti kapitoly bude pojmenovan klicovy bioeticky problém
diplomové prace, ktery souvisi s eticky problematickou lidskou dédi¢nou editaci
a eti¢nosti jinych neterapeutickych edita¢nich postupl. Nasledné¢ budou nastinény
zéakladni bioetické otazky, které¢ z uvedeného bioetického problému vyplyvaji. K hlubsi
analyze a lepSimu pochopeni celé problematiky bude uvedena geneze odborného nazoru
Siroké védecké obce na lidskou dédi¢nou editaci genomu a alternativni aplikace
CRISPR/CASY genové terapie. Jako prakticky vystup analyz je zminéna tzv. translacni
cesta, kterd je procesem zavedeni dédicné editace genomu v klinické praxi. Zavér
kapitoly se dotyka nejpravdépodobnéjSich cest budouciho vyuziti dédi¢né editace a

uptesnéni technického provedeni jeji klinické aplikace.

3.1. Lidska dédi¢na editace

Editace bun€k germinalni linie pfedstavuje soubor vSech genetickych manipulaci
vedoucich ke zméné genomu pohlavnich bunék, jejich prekurzord. Mezi buiky
germinalni linie patii: primordialni zarodecné bunky a gamety — vajicka a spermie. Podle
uvedeného vyctu je evidentni, ze pokud jsou modifikace zavedeny do pohlavnich bunék
a jejich prekurzori uspésné, dochazi k prenosu pozadovanych mutaci na potomky daného
jedince.®! Metoda probihd tak, e editacni agens se injikuje do vaje¢niki@i/varlat nebo
primordidlni zarodecné buiiky, jsou editacnim agens in vitro oSetieny a vraceny zpatky

do jedince, ¢imz dochazi k produkci modifikovanych pohlavnich bungk.

81 Srov. NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE. Human
genome editing: Science, ethics and governace, s. 111.

81 Srov. LI, Dali a kol. Heritable gene targeting in the mouse and rat using a CRISPR-Cas system. Nature
Biotechnology 2013, ro¢. 31, €. 8, s. 681—683.

82 Srov. GREELY, Henry T. CRISPR’d babies: human germline genome editing in the ‘He Jiankui
affair’. Journal of law and the biosciences 2019, ro¢. 6, ¢. 1, s 111-183.
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V ptipadé pouziti editacnich nastroji u embryi mluvime o embryonalni editaci.
K modifikacim v tomto pfipad¢ dochazi v jednotlivych fazich ranného embryondlniho
vyvoje: jednobunécna diploidni zygota, blastomera, embryonalni kmenové bunky
blastocysty (vnitini bunéénd masa). Pii GspéSném zasaZeni genu v diploidni zygoté je
vysokd pravdépodobnost, ze zavadénou zménu bude obsahovat kazda buinika vyvijejiciho
se embrya, a to jak t€lni, tak buiika pohlavni. V ptipadé editace ve vysSich bunécnych
embryonalnich vyvojovych stadiich jsou bunky editaci zasazeny s rtiznou frekvenci. Tim
vznikd populace bunék modifikovanych a nemodifikovanych. Tento fenomén
oznacujeme jako bunéény mozajcizmus (zavedenou mutaci neobsahovala kazda buiika
vyvijejicitho se embrya, anebo bunky obsahovaly rizné mutace v dusledku nekolika
nasobného zasahu edita¢niho nastroje mimo cilovou sekvenci).

Ukéazalo se, Ze embryondlni editace genomu funguje u embryi mnoha druhid
zivocichtl. To zrychluje tempo mnoha oblasti biologie a vede k rychlejsimu a levnéjsimu
studiu funkce genit v modelovych organismech a ekonomicky dillezitych druzich, jako
jsou plodiny, hospodarské zvifata a energetické suroviny. Upravené nukleazy, zejména
CRISPR/CAS9, lze snadno pouzit k upravé genti v ranych embryich savct, jako jsou
mysi, krysy a jiné Zzivodisné druhy.®® Znamy je piipad &inskych védcl, ktefi
prostfednictvim metody CRISPR/CASY vytvofili super muskularniho psa pravdépodobné
pro bojové ucely. Psi embrya byla editovana v genu pro myostatin, ktery zabranuje
enormnimu ristu svalové hmoty. Kdyz védei vypli tento gen prostfednictvim
CRIPSR/CASY, doslo k vyfazeni myostatinu z funkce, a tim k deregulaci rastu svalové
hmoty. Takto modifikovani psi byly 2x svalnat€j$i neZ nemodifikovani. Je dulezité
poznamenat, Ze tuto zménu obsahuji vSechny bunky organismu, protoze zména byla
provedena na embryondlni urovni. Disledkem toho je vznik uplné nového druhu psa,
ktery bude plodit potomky se stejnou mutaci, jaka byla zavedena do rodict
prostiednictvim CRISPR/CAS9.%

Podobnost mezi lidskymi embryi a embryi jinych Zivocichl zvySuje moZnost, Ze do
postupt lidské reprodukce mohou byt zaclenény metody Upravy genomu prosttednictvim

CRISPR/CAS9. Jiz editace genomu mysi diploidni zygoty v jednobunééné fazi

8 Srov. SINGH, Priti a kol. A mouse geneticist’s practical guide to crispr applications. Genetics 2015,
roc. 199, ¢. 1, s. 1-15.

8 Srov. REGALADO, Antonio. First gene-edited dogs reported in China (19.10.2015) [2022-01-20].
<https://www.technologyreview.com/2015/10/19/165740/first-gene-edited-dogs-reported-in-china/>.
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zprostfedkovand CRISPR/Cas9 je naprostou rutinou. V této souvislosti neni ptekvapujici,
ze by lidskd embrya nemohla byt podobn¢ upravovana.

Na zacatku roku 2015 byla zvefejnéna jedna z prvnich studii prokazujicich, Ze metoda
CRISPR/CASY by mohla byt pouZita k Gpravé genii v ranych stadiich lidskych embryi.
Vtéto studii byly pouZity polyspermni tfipronuklearni zygoty, které vznikaji
s 2 — 5 % pravdépodobnosti pfi in vitro fertilizaci. Na rozdil od normélnich diploidnich
zygot, nejsou schopny dalSiho embryondlniho vyvoje. Autofi publikace do téchto
ttipronuklearnich zygot za pouziti CRISPR/CAS9 zavedli mutaci v oblasti genu pro
B-globin, jehoZ naruseni je odpovédné za vyvoj B-thalasemie. I kdyZ se autorim povedlo
gen zasahnout a zavést dvouietézcovy zlom v genu, piesto pozorovali nékolik klicovych
negativnich postrannich efektl. Jednak byla detekovana nizkéa frekvence zddouci HDR
opravni drahy za pfitomnosti opravného templatu zdravé formy genu. Dale bylo
zaznamenano n¢kolik zasahi mimo cilovou sekvenci genu, a za tieti, embryim
v pozd&j§im stadiu vyvoje byl detekovan tzv. mozajcismus.®

Dalsi studie je zroku 2017, kdy metoda CRISPR/CAS9 byla pouzita v ptipadé
lidskych embryi postizenych hypertrofickou kardiomyopatii, kterd vede k srdecnimu
selhani. Nemoc se ¢asto manifestuje v pozdéjsim véku, takze nic netusici rodice predavaji
poskozenou alelu genu svym détem. Toto onemocnéni je ve 40 % vyvolano mutaci v genu
mybpc3. Védci vzali zdrava vajicka od darkyné a spermie muze, ktery mél tuto mutaci.
Po oplodnéni, do embryi vlozili edita¢ni nastroj CRISPR/CASY, ktery tspésné provedl
zménu v mutaci poskozeného genu, dokonce bez postrannich efektl jako mozajcizmus,
nebo zdsahy mimo cilovou sekvenci. Tato studie byla provedena jenom pro ovéfeni
konceptu, ze CRISPR/CAS9 bude fungovat i v lidskych embryich. Embrya tedy nebyla
vloZena do délohy matky, aby se narodili Zivi jedinci, ktefi by byli nositeli zavedené
mutace.

V listopadu 2018 se viak védecky svét otiasa ve svych etickych zakladech. Cinsky
védec He Jankui na druhém mezindrodnim summitu k editaci lidského genomu v Hong
Kongu, ktery organizovala americkd Akademie véd, Americkd narodni akademie
mediciny, Britska kralovska spole¢nost a Akademie véd Hong-Kong, publikuje s velkym

nadSenim Uspésné pouziti metody CRISPR/CASY pii editaci lidskych embryi a narozeni

8 Srov. LIANG, Puping a kol. CRISPR/Cas9-mediated gene editing in human tripronuclear zygotes.
Protein cell 2015, ro€. 6, €. 5, s. 363-372.

86 Srov. MA, Hong a kol. Correction of a pathogenic gene mutation in human embryos. Nature 2017, ro¢.
548, €. 7668, s. 413—419.
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takto upravenych embryi. Téma naprosto ovladlo priib&h celé konference.®’” P¥i uvedeni
dalsich dat a studii tykajicich se ¢inského experimentu byl nasledujici text inspirovan
prednaskou doktorandky Alzbéty Ressnerové M.Sc z laboratoie Smart Devices, ve
védeckém pracovisti Ceitec, kterd uvadi dalsi podrobné informace k ptipadu editovanych
dvoj¢at Nany a Lulu.®®

Zékladni podstatou experimentu byla silnd iniciace Pekingu pomoct lidem postizenym
virem HIV. He Jankui se snazil shromazdit optimdlni pocet dobrovolnikli pro sviij
vyzkum. Pfihlasilo se mu osm pard, ve kterych byl otec HIV pozitivni a matka negativni.
He Jankuimu se povedlo pfipravit 13 modifikovanych embryi. Modifikovand embrya
nesla editaci poSkozeny gen ccr5. Vytazeni genu He Jankui docilil za pomoci
CRISPR/CASY deleci 32 part nukleotidi na tfetim chromozomu. Protein CCRS je
koreceptorem esencialnim pro vstup viru HIV do buiky, tzn. Ze po zavedeni kyzené
mutace jsou embrya vuci viru HIV rezistentni. Dvé z péti matek, do kterych He Jankui
implantoval embrya, zGstaly téhotné. Jedné z nich se narodila nestejnd dvojcata Nana
a Lulu. O narozeni ditéte druhé matce se vi jenom tolik, ze se narodilo predcasné.

He Jankuimu se vsak pozadované mutace upln¢ nepovedly. Jedna divka z dvojc¢at byla
v mutaci heterozygotem — tzn. jedna alela nesla nepozménény gen ccr5, ve druhé alele
byla mutace editaénim nastrojem zavedena tspésné. To znamenad, ze k produkci proteinu
CCRS5 v T-lymfocytech dochézelo, ale v nizsi mife. V ptipadé druhého dvojcete doslo
k pozadované deleci u obou chromozomt, tedy obé¢ alely genu byly vyfazeny z funkce
a nedochézelo k produkci koreceptoru. He Jankui publikoval, Ze doted’ neexistuji zadné
podobné modifikované déti. Cely ptipad je provazeji mnohé nejasnosti. He Jankui byl za
tento po¢in okamzité odsouzen védeckou obci.?*® Kromé pokuty byl taky odsouzen za

nedovolené medicinské praktiky na tfi roky vézeni’' Je otdzkou, jak se mu povedlo

87 Srov. GREELY, Henry T. CRISPR’d babies: human germline genome editing in the ‘He Jiankui
affair’, s 111-183.

88 Srov. RESSNEROVA, Alzbéta. Genova editace pomoci CRISPR, jak daleko miizeme zajit?
(23.11.2021) [2022-01-25]. <https://www.youtube.com/watch?v=p91-9m-Ecyg>.

8 Srov. CYRANOSKI, David. The CRISPR-baby scandal: what's next for human gene-editing. Nature
2019, roc€. 566, €. 7745, s. 440-442.

% Srov. BELLUZ, Julia. Is the CRISPR baby controversy the start of a terrifying new chapter in gene
editing? (22.1.2019) [2022-01-26]. <https://www.vox.com/science-and-
health/2018/11/30/18119589/crispr-gene-editing-he-jiankui>.

! Srov. NORMILE, Dennis. Chinese scientist who produced genetically altered babies sentenced to

3 years in jail (30.12.2019) [2022-01-26].
<https://www.sciencemag.org/news/2019/12/chinese-scientist-who-produced-genetically-altered-babies-
sentenced-3-years-jail>.
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vyfadit obé funke¢ni alely genu ccr5. Zda se, ze imunni vici viru HIV je jenom jedna
z dvojcat.*?

Postupem casu se zacaly vynorovat studie popisujici vyznam genu ccr3. Je zapotiebi
poznamenat, ze zabranéni HIV infekei, vyfazenim genu ccrj neni jedinou funkci toho
genu. Protein CCRS je Siroce spektralnim proteinem. Jedna se o chemokinovy receptor,
ktery se podili na mnoha imunitnich bunéénych reakcich a signalnich kaskadach. Je
dalezity pro zahdjeni imunitni odpovédi organismu tieba na Zapadonilskou horecku,
protoZe spousti migraci bun¢k imunitniho systému do mozku. Dale chrani plice, jatra
a jiné organy proti t&Zkym priibéhtim dal§ich virovych onemocnéni.”® Existuji viak lidé,
ktefi od narozeni gen ccr postradaji. Jsou senzibilni na nejriznéj$i onemocnéni, mohou
piedéasné umirat s roztrousenou sklerézou’, nebo zemfit v mladém véku®’.

Na druhou stranu se vSak objevuji taky studie, které vypovidaji, ze CRISPR/CAS9
editovana dvojc¢ata Nana a Lulu, maji diky zavedené mutaci ,,vylep$eny* mozek’, ktery
by mohl byt schopen lepsi regenerace svych motorickych center v pfipadé mozkového
ataku.”’ Je mozné, e diky této mutaci se dvojéata stanou mnohem inteligentn&jsimi
a budou mit efektivngjsi pamét, jak je tomu v piipadé mysi bez tohoto genu.”®

Je tedy opravdu velkou otazkou, jestli nové narozenym dvojcatim Nané a Lulu bylo
pomozeno, nebo ubliZzeno. Nic to v§ak neméni na tom to, Ze jsou na svéte. Jsou to vSak
taky ty, o jejichz narozeni se vi. Kolik je jiz CRISPR/CAS9 editovanych déti, o kterych
spole¢nost viibec nic nevi a jiZ jsou na svété? Jsou znami taky dalsi protagonisté, kteti
editaci déti planuji. Mezi nimi je taky rusky védec Denis Rebrikov, ktery editaci genu pro
dédicnou hluchotu umoZzni narozeni déti nékolika rodicovskym parim, které maji jasné

genetické predispozice pro toto onemocnéni.””

%2 Srov. COHEN, Jon. Did CRISPR help or harm the first-ever gene-edited babies? (1.8.2019) [2022-01-
26]. <https://www.science.org/content/article/did-crispr-help-or-harm-first-ever-gene-edited-babies>.

% Srov. tamtéz.

%4 Srov. GADE-ANDAVOLU, Radhika a kol. Association of CCR5 delta32 deletion with early death in
multiple sclerosis. Genetics in medicine 2004, ro€. 6, €. 3,s. 126-131.

% Srov. SCHMIDT, Fabian. CRISPR-Cas9 babies likely to die earlier, Berkeley study says. (3.6.2019)
[2022-01-26]. <https://www.dw.com/en/crispr-cas9-babies-likely-to-die-earlier-berkeley-study-says/a-
49025884>.

% Srov. REGALADO, Antonio. China’s CRISPR twins might have had their brains inadvertently
enhanced. (21.2.2019) [2022-01-26]. <https://www.technologyreview.com/2019/02/21/137309/the-
crispr-twins-had-their-brains-altered/>.

%7 Srov. JOY, Mary T. CCRS Is a therapeutic target for recovery after stroke and traumatic brain injury.
Cell 2019, ro¢. 176, €. 5, s. 1143-1157.

%8 Srov. ZHOU, Miou a kol. CCRS is a suppressor for cortical plasticity and hippocampal learning and
memory. Elife 2016, ro¢. 5. (20.12.2016) [2022-01-26]. <https://elifesciences.org/articles/20985>.

9 Srov. CYRANOSKI, David. Russian biologist plans more CRISPR-edited babies. Nature 2019,

ro¢. 570, ¢. 7760, s.145-146.
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Jeniffer Doudna ve své vyro¢ni zpravé odsoudila podobné experimenty a volad po
jasném legislativnim ukotveni moznosti pouziti CRISPR/CAS9 a taky trestech za

svévolné zneuziti metody v piipadé jinych nedovolenych manipulaci.'®

3.2. Motivace pro vyuziti lidské dédi¢né editace

Hlavni motivaci k vylepSovani a zdokonalovani molekularnich néstroji pro editaci
genomu v embryondlnich bunikach a bunkach pohlavnich je eliminace vyskytu
monogenetickych dédi¢nych onemocnéni v populaci spojenych s urcitou morbiditou
a taky mortalitou. U polygennich onemocnéni pouziti metody dédi¢né editace genomu
zatim nepfipadéd v uvahu, protoze na manifestaci onemocnéni se muze podilet vice gent.
Je zde znacny vliv prostiedi, navykl, Zivotospravy, znecisténi.

Soubor monogenetickych onemocnéni neni nijak zvlast velky, ale v ptipad¢ pouziti
editace genomu piinadsi rodi¢im, kteti bud’ trpi monogenetickym onemocnénim, nebo
maji jasné genetické predispozice k tomu, Ze jejich dité bude postizené, jasny efekt, a tim
je: zdravi jejich ditéte. Navic toto dit€ nejen, ze bude zdravé, ale taky nebude pfenaseCem
nezdravé genové alely daného onemocnéni v pfistich generacich. Je potfeba si uvédomit,
ze takhle navrZzena editacni strategie se neobejde bez postupti fertilizace in vitro
a preimplanta¢ni diagnostiky, kterou se selektuji embrya s pozadovanou genovou
opravou, vhodna pro implantaci do délohy matky. Embrya se Spatn€é zavedenou mutaci

anebo bez zavedené mutace se likviduji, nebo se pouZzivaji k dal§im védeckym uceltim.

3.3. Charakterizace a vymezeni studovaného bioetického problému

Na zéklad¢ hlubsiho pochopeni souvislosti spojenych s CRISPR/CASO9 editaci je nyni
mozné vymezit hlavni bioeticky problém. Re§enym problémem, kterym se dale bude
diplomova prace zabyvat, je zkoumadni eti¢nosti vyuziti biomolekuldrniho néstroje
CRISPR/CASY v eticky problematické dé&dicné editaci, kontroverznich pfistupech
neterapeutického vylepSovani jedince, jako 1 zkoumani etickych parametri v piipadé

klinické aplikace v oblasti somatické genové terapie.

190 Srov, DOUDNA, Jennifer. Crispr’s unwanted anniversary. Science 2019, roé. 366, &. 6467, s. 777.
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Zatimco genova editace pomoci molekularniho néstroje CRISPR/CAS9
v somatickych bunikach bude zjevné soucasti terapeutickych postupii pii 1éCeni jedincii
u editace embryonalnich bunék, pohlavnich bunéénych prekurzort, vaji¢ek a spermii je
problém mnohem kontroverznéj$i a eticky problematicky. Studovany problém

omezujeme pouze na lidsky druh Homo sapiens sapiens.

Stanoveny problém je velmi komplexni a vychdzi zné¢ho nckolik okruha
metodologickych, bioetickych a socidlnich otazek, které se pokusime nastinit a rozvinout
v nasledujicim vyctu.

Prestoze se metoda CRISPR/CAS9 neustale zdokonaluje, existuje soubor rizik, ktera
se tykaji moznych nespecifickych zasahti po pouziti editacniho agens v genomu. Jsou tu
také rizika vyskyti dalSich nezadoucich ucink vyvolanych editaci. Z metodického
hlediska vyvstava otazka, jak co nejefektivnéji eliminovat rizika a jaké jsou
nejoptimalnéj§i podminky pro pouziti molekuldrniho néstroje. Tomuto metodickému
zdokonalovani se vénuje velké usili zvlasté v oblasti CRISPR/CAS9 somatické genové
terapie a v modelovych organismech geneticky podminénych onemocnéni.

I kdyz by metodicky bylo vSe spravné provedeno a molekularni nastroj by byl co
mozna nejlépe optimalizovan, je té¢zké predikovat, jaky postranni dopad by mohlo mit
zavedeni, byt zdravé alely genu v daném jedinci a nasledné v dalSich generacich. To
souvisi s dokonalym pochopenim nejenom funkce aberantniho genu, ktery onemocnéni
zpusobuje, ale taky dalSich SirSich souvislosti a vlivli na propagaci onemocnéni. Jaka je
tedy hranice mezi potencidlnim prospéchem a rizikem uZiti metody?

Protoze pouzivani metody CRISPR/CAS9 je na zacatku svého potencialniho
terapeutického vyuziti v lidské dédi¢né editaci, neni vytvoren dlouhodoby dostate¢né
velky statisticky soubor dat o téchto faktech, coz ¢ini vyuziti editatni metody
pfinejmensim nejasnym a hiife prediktivnim. !

Jednou z neméné dulezitych metodickych otdzek bude monitorovani, kontroly a vznik
instituci, které budou odpovidat za terapeutickou aplikaci dédicné editace a kontrolovat
ji.192 Bude dilezité si polozit otazku, jak ochranit védecky svét od védcli, ktefi nemaji
zadné etické zabrany a délaji si, co cht¢ji? Jak budou reagovat zdkonodarné organy

jednotlivych stat na toto riziko zneuziti? Jak bude probihat implementace téchto

191 Srov. NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE. Human
genome editing: Science, ethics and governace, s. 122.
102 Srov. tamtéz, s. 119-125.
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zakladnich ochranni principti do legislativni normativy jednotlivych stati? Bude ta
konvence platit pro v§echny staty, anebo jenom pro nékteré?!'%?

Rozhodujici otazkou je, jak se vlastné bude dale vyvijet vyzkum a spektrum
terapeutické/neterapeutické aplikace metody? Na metodu CRISPR/CAS9 bychom mohli
aplikovat princip naklonéné roviny (slippery slope), kdy po piekro€eni stanovenych
etickych limiti terapeutického uzivani CRISPR/CAS9 dojde k jejimu nekontrolovanému
a taky neterapeutickému vyuziti v klinické praxi. Nejdiive to bude zakladni vyzkum ve
form¢ terapeutického 1éCeni aberantnich genli v somatickych bunkach jedincti, dale
terapeuticka aplikace v pfipad€ riznych monogenetickych onemocnéni na trovni lidské
dédicné editace a o nékolik let pozdé€ji to uz bude tieba neterapeutické genetické
vylepsovani.'*

Metoda CRISPR/CAS9 je fenomendlni ve své jednoduchosti, rychlosti, piesnosti,
velké efektivité a dostupnosti. Tim se stdva vSak taky lehce zneuzitelnou. Podstata
neterapeutického genetického vylepSovani genofondu populace spociva ve snaze neustale
piekonavat limity lidského organismu a zdokonalovat jeho schopnosti. Jedna se
o moznost genetického navrzeni vlastniho ditéte (designed babies). Tento koncept se ve
vetejnych védeckych diskusich spojuje s motivem hry na Boha (playing God). Poptavka
po takto navrZzeném ditéti mize vychazet jednak od rodici, ale taky pii dostupnosti
velkého poctu embryi, jako produkti IVF, mlze vychazet ze strany nejriznéjSich
védeckych, laboratornich a farmaceutickych skupin. Je potieba si uvédomit, ze selekce
lidskych jedinct se jiz déje, a to v pritbéhu preimlantacni genové diagnostiky (rejekce
vazné geneticky posSkozenych embryi), asistované reprodukce (selekce nejvhodnéjSich
embryi k pfenosu, selekce pohlavi jedince), piipadné selekce prostfednictvim potratové
strategie.

Neterapeutické genetické vylepSovani zahrnuje jednak kosmetické upravy jako jsou,
barva oc¢i, vlasi, vySka, muskulatura jedince. Ovliviiovani genetickych znakti vSak
nesouvisi jenom s morfologickymi znaky, ale souvisi také s vylepSovanim inteligence,
rozumovych schopnosti a dovednosti az po urcité - nazvéme to sci-fi schopnosti lidského

druhu (super arméda, odolnost ¢lovéka vii¢i extrémnim podminkam...).!%

103 Srov. RESSNEROVA, Alzbéta. Genovi editace pomoci CRISPR, jak daleko miizeme zajit?

194 Srov. NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE. Human
genome editing: Science, ethics and governace, s. 128.

195 Srov. RESSNEROVA, Alzbéta. Genovd editace pomoci CRISPR, jak daleko miizeme zajit?
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Dal8i mozZnosti neterapeutického vyuziti CRISPR/CAS9 je volné experimentovani
a zavadéni cilenych Skodlivych mutaci do vznikajiciho embrya bez implantace do délohy
matky. To miize pfipominat hrizostrasné praktiky nacistického rezimu béhem druhé
svétové valky na lidech. Probihajici sice ve skrytosti, v prostfedi laboratofi, bez lidské
bolesti a utrpeni, ale presto pii ztrate lidské distojnosti.

Ve zminovanych metodologickych pfistupech mlizeme vnimat velmi nebezpecnou
eugenickou selekéni mentalitu. Vime, Ze védecka sféra se svym pokrokem a inovativnimi
metodami miize byt velmi silné¢ ovlivnéna nazorem transhumanistd'®, ktefi zastavaji
nazor, ze lidsky druh by se mél dale vylepSovat, byt vice odolny vic¢i nemocem, vice
moralni, vice inteligentni, a tak smétfovat k vyvoji nad¢loveéka, jak to popisuje jeden
z prednich piedstaviteld tohoto myslenkového proudu James Hughes.!”” Je nutno

pfipomenout, ze transhumanismus je jednim z pilifd moderniho satanismu.

Tim se zde otvira velmi Siroky prostor pro dalsi otazky filozofického charakteru
tykajici se riznych pohledi na vznik lidského Zivota. Kdy je zérodek lidskou osobou
a poziva tak lidskych prav a lidské distojnosti?

V souvislosti s dostupnosti metody vyvstava soubor dal$ich eticko-socialnich otazek,
tykajicich se omezenosti rodiCovské autonomie, nemoznosti vyuziti metody vlivem
kultury, narodnosti, socialniho postaveni, ndbozenstvi, vyspélosti té, které zeme. S tim
také souvisi otazka terapeutické turistiky, jak je tomu tfeba v ptipad¢ fertilizace in vitro
dnes. Nezplsobi nerovnomérnost dostupnosti metody socialni rozdéleni spole¢nosti?
Maji mit viibec lidi moznost si vybirat, jak bude jejich dit¢ vypadat, jaké bude mit
vlastnosti a inteligenci? Pokud by si rodi¢e vybirali vlastnosti déti, nebyli by si lidé potom
dost podobni? Jaké efekty by mély dédi€né zmény genomu na spolecnost? M4 védecky
svét za kazdou cenu ochranit lidstvo pred genetickymi chorobami? Co vSe je povazovano
za chorobu a co uz ne? Jak tézka by musela byt choroba, aby byla opravena pomoci

CRISPR/CAS9? Kdo bude rozhodovat o tom, co je normalni/zdravé, a co uz neni? Jak

196 Transhumanismus vét, Ze ¢lovek byl stvofen Piirodou. Odmita koncept boha v pojeti hlavnich
svétovych nabozenstvi. Jeho podstatou je neustalé zdokonalovani lidské rasy. Lidstvo je pfechodem

k nad¢loveéku. Transhumanismus je cestou, skrze niz clovék mize stvofit néco co presahuje jeho
samotného. Zpusobtim, jak toho dosahnout, se nekladou hranice. Transhumanismus je jednim z pilift
moderniho satanismu, materialistické filosofie, jejiz piivod mizeme hledat na prelomu 18. a 19. stoleti.
Prevzato (3.6.2022). <https://satanovakomunita.cz/>

197 Srov. HUGHES, James. Citizen cyborg: Why democratic societies must respond to the redesigned
human of the future. Cambridge, MA: Westview press, 2004.
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vira a ndbozenstvi mohou chranit ¢loveka a jeho distojnost ve spleti riiznych bioetickych

nazorovych ptistupa?

3.4. Vyvoj védecké bioetické diskuse k vyuziti CRISPR/CAS9

vvvvvv

nasledovat vyvoj odborného nazoru védecké obce k vyuziti CRISPR/CAS9 v klinické
terapii.

Jednim z klicovych dokumentli k ndhledu na bioeticky problém, ktery diplomova
prace analyzuje, je Umluva na ochranu lidskych prav a ddstojnosti lidské bytosti
v souvislosti s aplikaci biologie a mediciny: Umluva o lidskych pravech a biomediciné."®®
Tento dokument byl schvaleny Radou Evropy 4. dubna 1997 ve Spanélském Oviedu.
Ctvrta kapitola Umluvy pojednava o zakazu diskriminace ¢lovéka na zékladd jeho
genetické vybavy, dale o genetickych testech a jejich vypovédni hodnoté, také o zdsazich
do lidského genomu a kone¢né o vybéru pohlavi potomka. V ¢lanku 13 zminované
kapitoly je deklarovéano, ze zasah zaméteny na upravu lidského genomu Ize provést pouze
preventivné, za diagnostickym nebo terapeutickym ucelem a pouze v piipadé, ze jeho
cilem neni zavést zadnou zménu do genomu viech potomki.'%”

Na zaklad¢ Oviedské deklarace je mozné rozliSit, ze editace bun¢k somatického
puvodu je piipustnou formou genové terapie za dodrZeni obecné platnych etickych
principt. Editace bunék zarode¢né linie a embryonalni editace je nepfipustna, protoze
dochazi k ptfimé projekci pozméinovani genomu do potomkl lidského jedince
a nasledujicich generaci. To znamena, Ze geneticky modifikovana embrya se nesmi
implantovat do dé&lohy matky snaslednym t€hotenstvim a narozenim takto
modifikovanych déti.

Oviedskou deklaraci pfijalo 29 zemi, Sest zemi smlouvu podepsalo, ale ve svém
zakonodarstvi neratifikovalo. Mezi zemémi, které Oviedskou deklaraci nepodepsaly ani
neratifikovaly, je Velka Britanie, Irsko, Belgie, Némecko a Rakousko. Ceska republika
Oviedskou deklaraci ratifikovala v ¢ervnu 2001 a ucinnosti nabyla 1. fijna 2001. Je

publikovana pod ¢. 96/2001ve Sbirce mezinarodnich smluv.

198 Srov. Council of Europe. Convention for the protection of human rights and dignity of the human
being with regard to the application of biology and medicine: Convention on Human Rights and
Biomedicine (4.4.1997) [2022-02-10]. <https://rm.coe.int/168007cf98>.

109 Srov. tamtéz.
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Védecka obec byla jiz od pocatku objevu CRISPR/CAS9 jako edita¢niho nastroje
vroce 2014 velmi opatrnd a zdrzenliva pii jeho pouzivani v pohlavnich buiikach
a embryich. Jiz vlednu 2015 J. Doudna svolala do Napa Valley pracovni schiizi
nejvyznamnéjSich odbornikil v oblasti editacnich inovaci. Mezi nimi laureaty Nobelovy
ceny za fyziologii a medicinu Davida Baltimore, nebo Paula Berga. Vystupy téchto
vyznamnych védci jsou uvedeny v ¢lanku ¢asopisu Science z roku 2015.11°

Editace genomu somatickych bun€k predstavuje obrovskou nadéji pro lidi, ktefi se jiz
narodili s geneticky podminénym onemocnénim. Na druhé stran¢ se v§ak odmita jakékoli
zneuziti editace CRISPR/CAS9 v lidskych pohlavnich a zarodecnych buiikach. Autofi
vyzyvaji k tomu, aby se mnohem intenzivnéji mluvilo o socialnich a pravnich duasledcich
modifikace genomu lidskych zarodecnych bunék. Déle vyjadiuji snahu vynalozit, co
nejvetsi usili na podporu transparentniho vyzkumu k hodnoceni u€innosti a specifi¢nosti
CRISPR/CASY technologie v genovém inZenyrstvi lidskych a nelidskych modelovych
syst¢émi. Tim by se argumentaéné podlozila potencidlni aplikace CRISPR/CAS9
v genové terapii zarodeénych linii. Clenové této pracovni schiize vyzyvaji k vytvoreni
celosvétové reprezentativni skupiny vyvojari a uzivateld technologii genomového
inzenyrstvi a odbornikill v genetice, pravu a bioetice, stejné¢ jako ¢lenti védecké komunity,
vetejnosti a ptisluSnych vladnich agentur a zdjmovych skupin, ktefi by reflektovali
aktualni etické vyzvy a vytvareli by experimenta¢ni ramec zasad biotechnologického
vyuziti editaéniho nastroje CRISPR/CAS9.!!!

Zahy po této prvotni iniciativé zké védecké obce se ustanovila Komise pro editaci

lidského genomu'!?

pod zastitou Narodni akademie véd US, a Americké spole¢nosti pro
medicinu, za podpory Britské kralovské spoleénosti a Cinské akademie véd. V prosinci
2015 se ve Washingtonu pod vedenim zminénych spole€nosti organizovala prvni
mezinarodni konference o editaci lidského genomu od objevu editaéniho nastroje
CRISPR/CAS9. V priibéhu jedndni byla vyslovena velmi silnd podpora k prohloubeni
zakladniho a klinického vyzkumu v piipadé¢ editace somatickych bunék. V ptipadé lidské
dédicné editace bylo vysloveno vazné omezeni, které je podobné tomu dfivéjSimu.

Clenové komise uvadi, ze by bylo nezodpovédné pokradovat v jakémkoli klinickém

pouziti editace genomu zarodecné linie, pokud a dokud nebudou na zaklad¢ vhodnosti

110 Sroy. BALTIMORE, David. — BERG, Paul. a kol. A prudent path forward for genomic engineering
and germline gene modification. Science 2015, ro¢. 348, ¢. 6230, s. 36-38.

1 Srov. tamtéz.

112 Srov. National academies of sciences, engineering, and medicine. Human genome editing initiative.
[2022-02-15]. <https://www.nationalacademies.org/our-work/human-gene-editing-initiative>.
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vyfeSeny prislusné problémy s bezpe€nosti a uc¢innosti metody, prohloubeno porozumeéni
a vyvazeni potencidlnich rizik, vyhod a dokud nedojde k jasnému vymezeni moznosti
vyuziti metody v oblasti zarodecni linie. Zdidraziiuje se nutnost existence Siroké
spolecenské shody o vhodnosti aplikace lidské dédicné editace a jakékoli klinické pouziti
by mélo probihat pouze pod ptislusSnym odbornym a regulacnim dohledem. Upozoriiuji,
ze stanovend kritéria nebyla splnéna pro zadné navrhované klinické pouziti a otazky
bezpecnosti pouziti metody nebyly dostate¢né prozkoumany. Dale se uvadéji prekazky,
které brani schvaleni lidské dédiéné editace. Jsou to naptiklad omezenost ptipadi
ptesvédCivého prospéchu, rozdilnost regulacni a pravni legislativy tykajici se zdkazl
uprav zarodecné linie. Je vSak vyjadieno, ze klinické vyuziti zarode¢né linie a jeji Upravy
by mély byt pravidelné monitorovany a diskutovany, pticemz plati, ze kazdy ndrod ma
pravomoc regulovat ¢innosti spadajici do jeho jurisdikce, ale musi respektovat, ze lidsky
genom je sdilen vSemi narody. Bylo vyjadieno ptfani, aby Mezinarodni spoleCenstvi
usilovalo o stanoveni norem tykajicich se pfijatelného pouziti upravy lidské zarode¢né
linie, dale aby harmonizovalo piedpisy s cilem odradit od nepfijatelnych ¢innosti
a zaroven, aby vzdy postupovalo ve prospéch zdravi a dobrych Zivotnich podminek pro
véechny.!!?

V prosinci 2015 se na mezinarodni konferenci o editaci lidského genomu stanovily
zékladni otazky, které souvisi s pouzitim metody CRISPR/CAS9 v bunikach zarode¢ni
linie v hypotetickych klinickych experimentech. Jedna se o nésledujici okruhy: Jaké je
riziko a frekvence nezadoucich zasahl editacniho nastroje CRISPR/CAS9 mimo cilenou
sekvenci upravovaného genu? Jaké je riziko nelplné genové editace bunc¢k embryi
v jejich rané fazi vyvoje? Jaky mé vliv zavedena mutace v cilovém genu? Jaky je celkovy
vyznam editacni strategie v daném bunééném typu? Dale se jedna o otazku, jak nejlépe
predikovat intenzitu Skodlivych Gcinkt, které genetické zmény vyvolaji za plsobeni
Siroké Skaly okolnosti, s nimiZ se setkdva lidska populace, v€etné interakci s jinymi
genetickymi variantami a se Zivotnim prostiedim. Jakym zplsobem lze predikovat
zavaznost dusledki editace zérodec¢né linie u jednotlivel a jak u budoucich generaci,
které¢ genetické zmény ndsledné ponesou? Je potieba taky brat v ivahu otazku, jak

pristoupit ke skute¢nosti, Ze po zavedeni mutace do lidské populace by bylo velmi obtizné

113 Srov. National academies of sciences, engineering, and medicine. On human gene editing:
international summit statement. (3.12.2015) [2022-02-15].
<https://www.nationalacademies.org/news/2015/12/on-human-gene-editing-international-summit-
statement>.
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odstranit nezddouci genetické zmény tak, aby nezistaly v Zddné komunité nebo zemi.
Velkym rizikem je takeé to, Ze editace zarode¢ni linie otevira prostor pro tzv. vylepSovani
lidi. Jak by dochazelo k feSeni obtiznych situaci, kdy trvalé¢ genetické ,,vylepSeni*
podmnozin populace by zplsobilo velké prohloubeni socidlni nerovnosti a vedlo by
k fenoménu exkluzivity urc€ité spolecenské vrstvy. Konecnou obavou je velka nejasnost
ohledn¢ moralnich a etickych tivah o zamérném pozménovani lidské evoluce pomoci této
technologie.!'*

V tnoru 2017 se konalo dalsi zasedani Komise pro editaci lidského genomu, kterou
organizovala Narodni akademie v&d US a Americké spole¢nosti pro medicinu. Uastnili
se ji nejvyznamné&jsi odbornici v oboru genové terapie, etiky a prava.'!® Tato konference
prinesla velmi dulezité poznatky z oblasti zakladniho vyzkumu v oblasti editace genomu,
z oblasti editace somatickych bunék. Pojednévala taky o dédicné editaci bunék zarode¢né
linie, o teoretickém vylepSovani lidi a konecné poskytla nahled na vetejny zdjem a dalsi
socialni poznatky. Protoze jeji zavéry byly formulovany 14. unora, zavérecnd zprava
konference se nazyva Valentynska. Obsahuje deset zakladnich kritérii, ktera musi byt
splnéna, pokud by mélo dojit ke klinické aplikaci dédi¢né editace bunck zarodecné linie.
Tato kritéria jsou nasledujici: musi absentovat rozumné alternativy k 1éceni v tom kterém
konkrétnim pifipadé onemocnéni. Musi byt splnéno omezeni v prevenci zdvazné nemoci,
stavu a dasledku onemocnéni. Je zapotiebi, aby bylo splnéno omezeni Giprav genii na ty,
které byly ptesveédCive prokazany, ze zptisobuji nebo siln¢ predisponuji onemocnéni nebo
stav. Dale musi platit, Ze aberantni geny se musi pfevadét na verze, které prevladaji
v populaci a je znamo, Ze jsou spojeny s béznym zdravim s malymi nebo zddnymi dikazy
o nepfiznivych ulincich. Je nutno vytvofit a zajistit dostupnost diveéryhodnych
preklinickych a / nebo klinickych udaji o rizicich a potencidlnich ptinosech postupt pro
zdravi. Musi byt zajistén prubézny a piisny dohled nad klinickymi hodnocenimi uc¢inki
postupti pro zdravi a bezpe¢nost G¢astnikli vyzkumu. Nesmi chybé&t komplexni plany pro
dlouhodobé, vicegeneracni sledovani pti sou¢asném respektovani osobni autonomie. Je
potieba, aby byla zajiSténa maximalni transparentnost studii v souladu s ochranou
soukromi pacientd. V pribéhu studii je nutné, aby bylo zajisténo pokracujici
pfehodnocovani zdravotnich i spole¢enskych pifinost a rizik se Sirokou ucasti a vstupy

odborné vetejnosti. Dale musi byt zajiStény spolehlivé kontrolni mechanismy, které

4 Srov. tamtéz.
115 NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE. Human genome
editing: Science, ethics and governace., s. 279-291.
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zabrani rozSifeni aplikace CRISPR/CAS9 na jiné pouziti neZ prevenci vazného
onemocnéni nebo stavu.!'®

V roce 2020 Americka narodni 1ékafska akademie, Narodni akademie véd a Britska
kralovska spole¢nost Spojeného kralovstvi, na zdkladé mezinarodniho konsorcia
o vyuziti dédi¢né editace, vydava ve Washingtonu publikaci Heritable Human Genome
editing (Dédi¢na editace lidského genomu, HHGE), ktera se problému dédi¢né editace
lidského genomu a jejiho vyuziti v klinické praxi vénuje velmi hluboce. Této publikaci
predchazela téméf ro¢ni mezinarodni védecka diskuse na riznych trovnich v priibéhu
mésict srpna 2019 az ledna 2020. Do této veifejné diskuse bylo zapojeno 10 narodnosti
ze 4 kontinentd. U¢astnili se ji odbornici v oblasti védy, mediciny, genetiky, psychologie,
etiky a prava.!!’

Jiz v uvodu této publikace se autofi velice jasné vymezuji vici nelegalnimu ptipadu
narozeni ¢inskych dvojc¢at s editovanym genem ccr3. Tento ptipad jeste vice vyvolal vinu
touhy po obnové odborné diskuse ve véci dédi€né editace lidského genomu nejen na
veédecke, socidlni, vladni Grovni, ale také na irovni moralni a nabozenské. V publikaci je
jasné vyjadieno, Ze je nezbytné, aby se ustanovily kontrolni rezimy a mechanismy vyuziti
dédicné editace lidského genomu. V piipadé vyskytu monogenetickych onemocnéni
a hypotetického klinického pouziti metody dédi¢né editace lidského genomu je naprosto
esencialni dokonald bezpeCnost a vysoka Ucinnost pouzité metody. Za piedpokladu
existence bezpecné a efektivni metodiky, dale za predpokladu rozhodnuti o povoleni
klinického pouziti HHGE, bude udéleno jednotlivym zemim, kde nebude chybét
fundovana diskuse o védeckych, etickych, morélnich aspektech a konkrétnich aplikacich
metody, povoleni zvést CRISPR/CAS9 dédicnou editaci v pohlavnich buiikach nebo
embryich.!"®  Vsechny tyto aspekty jsou predmétem probihajicich narodnich
a mezinarodnich rozhovord, véetn¢ aktudlni prace odborného poradniho vyboru pro
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), ktery pracuje na vytvareni standardii pro
spravu a dohled nad editaci lidského genomu, jak na narodni, tak na globalni tirovni. Dalsi
kliCovou mezinarodni komisi, kterd byla ustanovena Americkou ndrodni lékaiskou

akademii, Narodni akademii véd a Kralovskou spolecnosti Spojeného kralovstvi,

116 Srov. tamtéZ, s. 189.

117 NATIONAL ACADEMY OF MEDICINE, NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, AND THE
ROYAL SOCIETY. Heritable human genome editing. Washington, DC: The National academies press,
2020.

18 Srov. tamtéZ, s.1.
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je Mezinarodni komise klinického pouziti editace v lidskych pohlavnich bunkach.
Tuto spolecnost tvoii ¢lenové z 10 zemi. Zakladnim tkolem této komise je: zvazeni vSech
technickych, védeckych, 1€¢katskych a regulacnich pozadavk na mezinarodni Grovni,
jakoZz 1 zvéazeni spoleCenskych, moralnich a etickych problémd, které jsou neoddélitelné
spjaty s t€émito pozadavky. Dilezita je napiiklad odbornd analyza nejistot souvisejicich
s vysledky a analyza potencialnich vyhod a Skod pro ucastniky klinického vyuziti HHGE.
Dal$im rozmérem zkoumani téchto komisi bude, jestli viibec technologie asistované
reprodukce mohou byt dostatecné, bezpecné a efektivné vyvinuty pro odpovédné klinické
vyuziti HHGE.'"?

Predkladand publikace formuluje nékolik dualezitych zavéri, které se tykaji

o4

preklinického vyzkumu ke klinické aplikaci u lidi. V angli¢tiné je oznaCovana jako

translational pathway*.!°

3.5. Obecni principy translac¢ni cesty

Translacni cesta, tedy proces zavedeni metody dédi¢né editace lidského genomu
do klinické praxe je pomé&rné slozity a komplikovany.'?! Zodpovédna realizace translaéni
cesty k pocatecnimu klinickému vyuziti HHGE by méla zahrnovat vytvofeni platformy
pro zékladni vyzkum s cilem optimalizovat technologie tpravy genomu
z metodologického hlediska tak, aby terapeutickd aplikace CRISPR/CAS9 byla
bezpecna. Pro uspésné zavedeni HHGE v ptipadé konkrétniho geneticky podminéného
onemocnéni nesmi chybét soubor preklinickych dikazti na podporu navrhovaného
terapeutického pouziti editacniho nastroje. To pochopitelné¢ obndsi vytvoieni navrhu
metodiky a vhodnou kalibraci metody pro konkrétni genetické onemocnéni. U toho musi
probihat komplexni doprovodni referen¢ni vyzkum obsahujici testovani v kultivovanych
lidskych bunkach a v zygotach modelovych organism konkrétnich geneticky
podminénych onemocnéni, dale testovani cinidel pro upravu genomu v embryich
modelovych organizmil, pak jest¢ hodnoceni rodi¢ovskych genomil a testovani editacnich
reagens pro upravu genomu v kultivovanych rodic¢ovskych buiikach. Az poté nésleduje

preklinické testovani na lidskych embryich spojené s charakterizaci cilovych mist ipravy

19 Srov. tamtéz, s. 2—4.
120 Srov. tamtéz, s. 28.
121 Srov. tamtéz, s. 28-30.
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a identifikace rizika pravdépodobnych zasahli mimo cilovou sekvenci v genomu. Nutné
se vyhodnocuje také riziko vzniku mozajcizmu a co nejlépe se predikuje samotny vyvoj
geneticky upraveného embrya. Probiha detailni klinické hodnoceni navrhovaného pouziti
s naslednym vytvofenim a charakterizaci editovanych lidskych embryi s upravenym
genomem. Vhodna embrya jsou pienesena do dé€lohy. Proces t€hotenstvi se velmi peclive
sleduje; je nutné provadét dlouhodobé sledovéani kazdého ditéte, které se narodi po
aplikaci HHGE. Ze shroméazdénych dat se vytvatfi dostupné informacni databaze, které
umozni klinické hodnoceni aplikace HHGE pro budouci rozhodovani o vyuziti této
aplikace v klinické praxi. Veskery proces uspésné translacni cesty musi podléhat piisné
kontrole a schvéleni ze strany ndrodnich regulacnich systémt, které se opiraji
o fundovany informovany souhlas rodi¢a.'??

Detailngjsi rozpracovani jednotlivych krokt transla¢ni cesty obsahuje Tab. 1, ktera je
soucasti diplomové prace jako ptiloha a je uvedena pod nazvem: Translacni cesta —
zakladni aspekty a vystupy védecké obce.

Na nasledujicich strankéch je pro prehlednost zndzornéno grafické schéma translacni
cesty jako procesu zavedeni HHGE v klinické praxi (obr. 9) a schéma, které piiblizuje
postupné kroky translaéni cesty v pfipadé konkrétniho geneticky podminéného

onemocnéni (obr.10).

122 Srov. tamtéz, s. 123.
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Clinical Pathway for a
Societal Specific Proposed Use
Considerations* of HHGE
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Obr. 9 Grafické schéma transla¢ni cesty jako procesu zavedeni metody HHGE do klinické praxe.
Oranzova plocha uvadi socialni, etické, regulacni a institucionalni navrhy a uvahy tykajici se potencialniho
zavedeni a kontroly HHGE v klinické praxi. Nezbytnym doplnénim je modra plocha tykajici se vyvoje
bezpecné a ucinné metody a soubor preklinickych studii podporujici navrhovany zptisob pouziti metody.
Tento preklinicky vyzkum neprobihda na germinalnich bunkéach, ale na somatickych a jinych.
K preklinickym experimentim se vyuzivaji zvifeci modely a lidska embrya, kterd nejsou smefovana
k dalsimu vyvoji v t&hotenstvi.'?? Na zelené plose se obé platformy potkavaji. V obecné diskuzi na narodni
a mezinarodni Grovni dochazi k profilaci pozadavki téch kterych stati na zavedeni metody HHGE
v klinické praxi pro konkrétni pfipady pouziti. V dalsim kroku dochazi k vlastnimu schvaleni metody
a k zahajeni klinického pouzivani. Klicovou je kontrola a pribézné vyhodnocovani bezpecnosti a G¢innosti
v ruznych fazich vyvoje lidského jedince — preimplantacni, prenatdlni a postnatalni, coz poskytuje
platformu pro dalsi rozliSovani a pouziti metody i v dalSich hypotetickych piipadech. V pribéhu této
informacni vymény ma dochazet k precizovani a zvefejiiovani pracovnich protokold a co nejsir§iho souboru
informaci. Na cely tento proces dohlizi kontrolni organ jak na narodni trovni, tak na mezinarodni, ten
rozhoduje o dalSich klinickych moznostech vyuziti editani metody HHGE. Pievzato National academy of
medicine, national academy of sciences, and the royal society. Heritable human genome editing, 2020.'%*

123 Srov. tamtéz, s. 32.
124 Srov. tamtéz, s. 162.
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Clinical Pathway for a Specific
Proposed Use of HHGE

Sufficient basic research foundation
to develop methodologies
(scientific and clinical)

Development of
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Proposed mejrhodology L methodology and
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any future uses of HHGE
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Obr.10 Krokovy proces zavedeni metody HHGE v konkrétnim klinickém vyzkumu. Schéma naznacuje
ti'i kliové ¢asti tohoto procesu. Prvni z nich, oznacen zelené, je vyvoj bezpecné a efektivni metody oveérené
dostatecnym souborem preklinickych dikazi. Tato ¢ast sestava ze tfech krokid: vytvofeni dostate¢ného
souboru dat zakladniho vyzkumu pro vyvoj metodologie (jak védecky pristup, tak klinicka aplikace),
navrzeni metody pro konkrétni pfipad vyuziti a poslednim je dostatecny preklinicky soubor dikazi pro
uvazované zavedeni konkrétniho vyuziti metody. Druhy proces je oznacen oranzové a predstavuje proces
rozliSovani, rozhodovani a nutnych souhlasi k aplikaci metody. Obsahem tohoto procesu je rozvazovani
na narodni urovni, ze metoda HHGE se zavede v klinické praxi pro konkrétni ucel. Toto rozhodnuti je
v ptimé korelaci s informacemi mezinarodnich diskusi. Souc¢asné probiha institucionalni a/nebo narodni
védecky vyzkum a etické hodnoceni komisnich souhlasi. Dale se pfehodnocuje regulacni schvaleni
pocatecniho klinického vyuziti. Ttretim procesem translaéni cesty zavedeni metody HHGE do klinické
praxe, oznaceném modfe, je proces klinického hodnoceni aplikacnich krokid. Sklada se z pocatecni
testovaci faze a ustaveni t¢hotenstvi. Dale dochazi k hodnoceni bezpecnosti a u€innosti, monitorovani
a posouzeni post-implantacnich a post-natalnich vysledki. Tyto vysledky se dale publikuji
v impaktovanych casopisech pro informovani §iroké védecké obce o budoucich pouzitich metody HHGE.
Rozhodovani o dalsich moznostech zlepseni a rozsifeni moznosti pouZiti metody je poslednim krokem.
Pfevzato National academy of medicine, national academy of sciences, and the royal society. Heritable
human genome editing, 2020.'%°

125 Srov. tamtéz, s. 122—123.
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3.6. Nejpravdépodobnéjsi cesty budouciho vyuziti metody HHGE

Pokud by HHGE vstoupila do klinické praxe, ty nejpravdépodobnéjsi zplsoby
aplikace se budou tykat rodicii, ktefi jsou nositeli vdzného dédicného monogenniho
onemocnéni s velkou morbiditou anebo pred¢asnym umrtim ditéte. Dale by Slo o ptipady
rodi¢l, u kterych by byla velkd pravdépodobnost, ze nékteré z jejich déti by zdédilo
patogenni genotyp vazného monogenniho onemocnéni. Pak by sem patiily piipady
zahrnujici jiné monogenni podminky s méné zdvaZnym dopadem a nékteré piipady
polygnnich onemocnéni. Pravdépodobn¢ by se jednalo také o pripady zahrnujici jiné
aplikace HHGE, vcéetné zmén, které by posilily nebo zavedly nové rysy nebo se pokusily

odstranit n&které nemoci z lidské populace.'?

3.7. Technické navrhy pro co nejefektivnéjsi provedeni metody HHGE

Jak konkrétné by aplikace edita¢nich agens probihala? Prvni kategorie modifikaci se
tykd ranych stadii vyvoje embrya. Jednim z prvni zplisobli je zavedeni editacnich
reagencii do aktivovaného oocytu souCasn¢ s vpravenim spermie. Zatim neni uplné
objasnéno vytvofeni novych epigenetickych modifika¢nich vzorcii u ustanoveného
prvojadra nove formujici se zygoty, coz by mohlo ovliviiovat pritbéh editacni reakce.

Druhou cestou je zavedeni editacnich reagenci tésn€ po oplodnéni, tedy pii formovani
zygotického prvojadra. Tato strategie je velmi obtiznd, ale zarucCuje, ze vSechny buiky
organismu budou nositeli poZadované mutace a jedinec bude tvofit pohlavni bunky,
kterymi se zména udrzi v potomstvu. Metoda se provadi bud’ pfimou mechanickou
injektdzi anebo elektroporaci (rozvolnéni bunééné membrany pomoci elektrického
proudu a vpraveni reagencii do bunécného nitra s ochlazenim a zacelenim membrany).

Ptfi zavadéni editacnich reagencii v pozdéjSich embryondlnich fazich ptichazi velmi
velké riziko vzniku mozajcizmu, to znamend, Ze vznikne heterogenni populace
embryonalnich bunék s pozadovanou zménou, bez pozadované¢ zmény (nékteré bunky

neprojdou editaci genomu) a bunék s neZzadoucimi zménami. Nejoptimalng;si zplsob
Cour 27

126 Srov. tamtéz, s. 10.
127 Srov. tamtéZ, s. 65, 88.
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I nadale vSak nejsou Upln€é prozkoumany pfirozené procesy prvotnich fazi
embryonalniho vyvoje, zvlasté epigenetickd reprogramace jak samciho, tak samiciho
prvojadra po splynuti. Tyto procesy se tykaji smazani a znovuustaveni metyla¢nich
modifikaci na cytozinu, dalSich histonovych modifikaci a ustaveni novych transkripénich
epicenter.'?® Je tedy diileZité prozkoumdavat souvislosti téchto epigenetickych remodelaci
s ucinnosti na editacnich reagens.

Zajimavou je taky hypotetickd metoda ziskani pohlavnich bunék — tzv. in vitro
gametogeneze. Je to metodicky proces, kdy z pluripotentnich lidskych kmenovych bunék
se nastavenim spravné diferenciaéni cesty vytvofi prekurzory pohlavnich bunék, které by
produkovaly neomezené mnozstvi jak samcich, tak samicich gamet. Pokud by se
kmenové bunky geneticky nemocnych rodi¢ii in vitro oSetfily editatnim nastrojem,
znamenalo by to, ze vSechny pohlavni bunky vznikajici ze svych editovanych prekurzorii
by nesly zavedenou pozadovanou mutaci a systém by se vyvaroval hrozicimu
mozajcizmu a nezddoucim zasahim, jako 1 nadmérné eliminaci pfipravovanych
embryi.'?

Dalsi moznou strategii je izolace spermatogonidlnich kmenovych bun¢k, tedy bunék,
ze kterych se v pribbéhu spermatogeneze vyvijeji spermie a vajicka. Je znamé, Ze tyto
bunky je mozné izolovat od riznych zivociSnych druhi. U mysi byly tyto bunky
editovany a vraceny do organismu. Samci jedinec zacfal produkovat spermie
s pozadovanou genovou tpravou.'*°

Dal§im zvifecim modelem pro ziskéni pohlavnich bunécnych prekurzori je cesta
vyuziti reprogramace somatickych bunck na indukované pluripotentni kmenové bunky
a jejich nasmérovani prostiednictvim specifickych transkripénich faktord do linie
primordidlnich zarode¢nych bunck produkujicich gamety. Druhou cestou je jaderny
prenos somatického jadra do enukleovaného oocytu a nastaveni embryonalniho vyvoje
s dal$i diferenciaci embryondlnich kmenovych bunék na progenitorové bunky
produkujici gamety, tedy se jednd o formu in vitro gametogeneze. Pochopitelné na
lidského jedince neni mozné z etickych divodu tyto ptistupy aplikovat, ale predstavuji

urdité teoretické piistupy.!®!

128 Srov. tamtéz, s. 71-72.

129 Srov. tamtéz, s. 76—77.

139 Srov. WU, Yuxuan a kol. Correction of a genetic disease by CRISPR-Cas9-mediated gene editing in
mouse spermatogonial stem cells. Cell research 2015, ro€. 25, ¢. 1, s. 67-79.

131 Srov. NATIONAL ACADEMY OF MEDICINE, NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, AND
THE ROYAL SOCIETY. Heritable human genome editing, s. 78-80.
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4. Z:akladni etické principy

Clovék je neustale konfrontovan s celym spektrem nejriiznéjsich vyzev. Mohou to byt
vyzvy spolecenské, socialni, ekonomické, kulturni, ale taky vyzvy tykajici se védeckého
pokroku, ktery je mnohem rychlejsi nez etickd reflexe dopadu modernich védeckych
objevi. Pii reflexi o novych védeckych pokrocich, zvlasté s ohledem na edita¢ni néstroj
CRISPR/CASDO a jeho pouziti v lidské genové terapii, je dilezité eticky promyslet nové
klinické strategie z perspektivy obecné platnych zakladnich etickych principt, které
¢lovéku piinélezi z podstaty jeho vlastni existence. Soubor téchto principt byl oznacen
jako Barcelonska deklarace. Etické principy duastojnosti, autonomie, integrity
a zranitelnosti predstavuji referen¢ni kritéria hodnoceni nejriznéjSich etickych otazek
tykajicich se ¢loveka. Praktickou aplikaci se z téchto Ctyt dale mohou odvijet principy,
které jsou urCeny pro konkrétni oblast feSenych problémt z etického hlediska. U eticky
problematické aplikace CRISPR/CAS9 v ptipadé¢ lidské dédicné editace a pak
v neterapeutickych postupech, jakymi je volné neterapuetické experimentovani,
vylepSovani lidského jedince potazmo lidského druhu, jsou v mnoha ohledech v ohrozeni
vSechny Ctyii etické principy. Je tedy dulezité tyto principy definovat a pfiblizit jejich

smysl a vyznam a reflektovat.

4.1. Barcelonska deklarace a zakladni etické principy

Diive nez se piistoupi k hodnoceni bioetického problému pouziti metody
CRISPR/CAS9 v lidské dédi¢né editaci z hlediska kiestanské etiky, je potieba ptibliZit
koncept zékladnich etickych principd, které jsou obecné platné pii odborném hodnoceni
bioetickych otdzek. V evropském prostfedi byly tyto principy definovany na zakladé
vyzkumu Evropské komise pod nazvem Zdkladni etické principy v evropské bioetice
a pravu mezi lety 1995-1998 a jejich vystupy jsou znamé jako Barcelonska deklarace
z roku 1998. Autoti Petr Kemp a Jacob Dahl Rendtorff poskytuji filosofickou syntézu

Styt zakladnich etickych principii, a to diistojnosti, autonomie, integrity a zranitelnosti.'¥

132 Srov. KEMP, Peter - RENDTORFF, Jacob D. The Barcelona declaration. Synthesis philosophica
2008, ro¢. 23, €. 2, s. 239-251.
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4.1.1. Princip distojnosti

Slovo diistojnost je odvozeno z latinského slova dignitas, coz znamena znamenitost,
vyjimecnost, vznesenost, urozenost, hodnota. Lidska dlstojnost je jakymsi privilegiem,
které pfinalezi kazdé lidské osobé pro jeho lidskou pfirozenost. Je neodvolatelna.
Dustojnosti se vyjadiuje rovnost vSech lidskych bytosti v jejich nejhlubsi podstaté.
Rozhodujicim etickym principem se stala diky ktest'anské reflexi ¢lovéka stvofené¢ho
Bohem k jeho obrazu. Diustojnosti je kazdé lidské bytosti pfiznan moralni status
a schopnost moralniho jednani. Je jakousi vlastni vnitini hodnotou lidské osoby. Clovék
je podle principu diistojnosti povazovan za samostatnou bytost, kterd mé jak individualni
rozmér, tak rozmér interpersondlni. Je pfipisovana osobé& jako takové bez ohledu na
vaznost onemocnéni a na psychicky stav. V opacném piipadé by to mélo velmi vazné
disledky ve zpisobu zachazeni s danou osobou. Tento princip je klicovy pfi
zakonodarstvi a odviji se z n€j zakladni lidsk4 prava. Nejvyznamnéjsim lidskopravnim
dokumentem tykajici se lidské dustojnosti a jejich aspekti je VSeobecna deklarace
lidskych prav, ktera byla promulgovana Valnym shromazdénim OSN 10. prosince 1948.
Vseobecna deklarace lidskych prav byla pivodné€ jenom obecnym a nezavaznym textem.
Teprve postupné se piepracovala do formy mezinarodni akceptovatelné smlouvy, kterou
jednotlivé staty ratifikovala. Pro nasi potfebu se dotkneme jenom prvnich tfech bodii
samotné Deklarace.

Hned v prvnim ¢lanku VSeobecné deklarace lidskych prav je uvedeno, Ze vSichni lidé
se rodi svobodni a sob¢ rovni v diistojnosti i v pravech. Jsou nadani rozumem a svédomim
a maji spolu jednat v duchu bratrstvi. Druhy ¢lanek mluvi o rovnosti vSech v pravech
a svobodach, stanovenych deklaraci bez jakéhokoli rozdilu rasy, barvy pleti, pohlavi,
jazyka, naboZenstvi, politického nebo jiného smysleni, narodnostniho nebo socialniho
pivodu, majetku, rodu nebo jiného postaveni. Ve tfetim ¢lanku je jasné promulgovano,
7e kazdy ma pravo na Zivot, svobodu a osobni bezpe&nost.'*?

Kazdy ¢lovek je osobou. To je realita, ne jenom vlastnost, kterd se v pribchu lidského
vyvoje ziskava. Clovék je definovan lidskou p¥irozenosti. Osoba je jednotou téla, duse
a ducha a jako takova ptedstavuje odusevnélou existenci s hlubokym vnitinim duchovnim
dynamismem. Koncept osoby je neustale zkouSen a Casto vystavovan nejriiznéj$im

redukcionismtiim. V obecné antropologické diskusi se velmi ¢asto vedou spory, kdy se

133 Srov. Valné shromazdéni Organizace spojenych nirodfi, New York, (10. 12. 1948), [2022-01-23].
<http://www.lidskaprava.cz/uploads/03 _dokumenty/04 uvod/00_VDLP UDHR-.pdf>.
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lidska bytost stava osobou a kdy ji byt pfestava. Katolicka cirkev jasné€ deklaruje, Ze kazda
lidskd bytost je osobou od svého ptfirozen¢ho poceti, az po pfirozenou smrt. Lidska
distojnost je respektovana od zacatku samotného zivota az po jeho pfirozeny konec.
Pokud je vSak v ohrozeni koncept osoby, bude ohrozena také jeji diistojnost.

Soucasti distojnosti jako principu je schopnost hledat a poznat pravdu. Dustojnost
prameni ze svobody. I touto svobodou je ¢lovék obrazem Boha — Stvotitele. Clovék je
diky dtstojnosti moralni bytosti. Tento princip je kritériem ve vétSin¢ etickych
rozhodovani, jakymi jsou: ochrana vznikajiciho Zivota, ukonceni lidského Zivota, je
dilezitym kritériem pfi posuzovani etické kvality medicinskych zasahii (oplodnéni in
vitro, genovéa technologie, transplantace, experimentovani s ¢lovékem).** Z principu
dastojnosti jsou odvozeny principy sluzebnosti a kreativity. Sluzebnost clovéka
vysvétlujeme tak, Ze cloveék nema absolutni nadvladu nad pfirodou. Ma byt jejim
ochrancem a uchovavat ji neporusenou. Kreativitou se rozumi schopnost ¢lovéka vytvaret
nové prostiedky slouZici k zlepSeni kvality Zivota. Tyto aktivity se tykaji i technickych
metod a umélych terapeutickych zasahi pii léCeni nebo experimentovani, pokud
predstavuje zasah do pfirozenych funkci a schopnosti ¢loveéka. Kreativita je jednim
z dimenzi personality, a tedy pfinalezi principu lidské distojnosti. Oba principy maji vést
k péci a k eliminaci rizik poskozovani a ni¢eni lidského jedince a druhu. '3

Diusledkem platnosti principu distojnosti je mj. princip spole¢ného dobra. Dlstojnost
a hodnota osoby ptfedpokladd spolecenstvi, v némz kazdy ma povinnost pfispivat ke
spole¢nému dobru a také se podilet na vytvareni tohoto spolecného dobra. V podstat¢ se
jedné o socialni spravedlnost vyzadujici distribuci spole¢nych dober, pficemz kritériem
neni jenom zdasluha, ale potieba. Jednd se o rozdileni prostiedkii podle potieby
prostiednictvim solidarni pomoci a podpory. Lékarskd péfe nesmi byt jen vysadou
bohatych. Podle tohoto principu je klicovou povinnosti statu ptispivat k zajisténi 1ékarské
péce pro vSechny, aby tak zajiStoval dostate€nou péci zamétenou na zdravotni potieby
obcanli. Pod spolecné dobro patii vyzkum novych lécebnych metod, ktery mnohdy
vyzaduje experimentovani s lidskymi subjekty pii testovani jejich ucinnosti
a nezavadnosti. Jde hlavné¢ o hledani novych 1€k proti nemocem, zavadéni nové

chirurgické terapie a dalsi.'*®

134 Srov. ONDOK, Josef P. Bioetika, biotechnologie a biomedicina. Praha: Triton 2005, s. 61-62.
135 Srov. tamtéz, s. 63—64.
136 Srov. tamtéz, s. 67.
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4.1.2. Princip autonomie

Zahrnuje osobni svobodu, kterd je podminkou osobni identity a seberozvoje, uznava
pravo svobodné rozhodovat o sob¢ (fec. autos — ja, nomos — vlada), fidit se vlastnim
rozumem, respektuje samostatnou tvorbu myslenkovych plani a cild, a tak umoznuje
vytvafet harmonické podminky k vlastnimu vyvoji.'’’ Autonomie dile zahrnuje
schopnost moralniho posouzeni a jednani podle moralnich hodnot, které osoba poklada
za pravdivé. Z principu autonomie se odvozuje pravo na soukromi, schopnost
raciondlniho rozhodovani, schopnost pievzit zodpovédnost. Asi nejzasadnéjSim
problémem z pohledu autonomie je nejasné stanovisko védecké obce ke vzniku a zaniku
lidského Zivota. Otazkou je autonomie embrya, plodu, ¢lovéka s kvantitativni poruchou
védomi, nebo v komatu.

Konkrétni praktickou aplikaci kombinace principl diistojnosti, autonomie a integrity
je odvozeni z vlastnitho prdva na sebeurcCeni, spravného svédomi a informovaného
souhlasu.'*® Dobte formované svédomi je predpokladem spravného etického rozhodnuti.
To vyzaduje detailni informovanost o stavu pacienta a o etickych normach, které
pfichdzeji v ivahu pii rozhodovani o terapeutickych zakrocich. Na zaklad¢ téchto
informaci je potieba ziskat moraln¢ jisty tisudek a prevzit odpovédnost za jednani ve
shod¢ s takto formovanym svédomim. Informovany souhlas je druhou stranou téze
mince. Pfi rozhodovéni, nesta¢i jenom princip spravného svédomi. Pozadavek
informovaného souhlasu znamena, ze zadny fyzicky nebo psychicky zasah do integrity
lidské osoby v pribé¢hu 1écby nebo experimentu nemiize byt podniknut bez
predchazejiciho svobodného (nesmi byt vyvinut natlak) a informovaného souhlasu
pacienta (pfip. opatrovnika, ktery se zavazuje jednat v zajmu a k prospéchu pacienta).
Podle téchto principti se hodnoti rizné terapeutické zasahy v oblasti pouziti genové
terapie a vaznych operativnich zékrokt.'** Informovany souhlas je podminén svobodnou,
autentickou, rozumovou a moralni reflexi. Informovany souhlas sestava z nasledujicich
myslenkovych krokt: odkryti a vysvétleni problému, porozuméni problému, dobrovolné

piijeti, zptsobila reflexe a kone¢ny souhlas.'*

137 Srov. RENDTORFF, Jacob D. Bioethics and medical ethics: Basic principles in bioethics and biolaw.
The Paideia archive: Twentieth world congress of philosophy 1998, €. 4., s. 132,

138 Srov. ONDOK, Josef P. Bioetika, biotechnologie a biomedicina, s. 64—66.

139 Srov. tamtéz, s. 64—75.

140 Srov. RENDTOREFF, Jacob D. Bioethics and medical ethics: Basic principles in bioethics and biolaw,
s. 133-134.
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K informovanému souhlasu se jasn¢ pfidruZuje odvozeny princip profesiondlni
komunikace, ktery zahrnuje povinnost lékai a Iékatfského persondlu naslouchat
pacientovi, véfit mu a pokud je to mozné, fikat pravdu. Kazda osoba ma pravo na
respektovani vlastniho soukromi, ze strany lékafe pacientovo sdéleni se poklada vzdy za
svétené tajemstvi. Diky profesiondlni komunikaci se ustavuje mezi lékafem a pacientem
vztah ditvéry jak na emociondlni, tak na racionalni urovni. Pii sd€lovani uplné pravdy
o stavu pacienta se musi brat do uvahy celkovy stav pacienta, a to, jestli by to nevedlo
k rezignaci a depresim. Tento princip nedovoluje 1ékaifim sdélovat informace
o zdravotnim stavu pacienta nebo o vlastni terapii osobam, které nemaji k nému
piibuzensky vztah, nebo nejsou jeho opatrovniky. !

V informovaném I¢kaiském rozhodovacim procesu je velmi dulezity princip dvojiho
ucinku, kdy cil 1écebniho zakroku je sdim o sob¢ eticky, ale v dané situaci, miize nepiimo
vést k vysledku, ktery sdm o sobé je neeticky. Vhodnym piikladem miize byt odstranéni
zhoubného nadoru, spojeného s rizikem usmrceni plodu t€hotné Zeny. Primarnim cilem
je zachrana zivota zeny. Bioetické rozhodovani pii aplikaci tohoto principu podléha
nékolika podminkam. Zamysleny cil musi byt eticky spravny, umyslem jednajiciho musi
byt dosazeni dobrého ucinku a vystiihani se — pokud mozno — ucinku skodlivému.
Prospésné ucinky musi z jedndni vyplyvat stejné pifimo jako ucinky Skodlivé, a jako
posledni podminka musi platit, Ze piedvidané prospésné ucinky musi byt vétsi nez tcinky
Skodlivé. Nékdy tyto podminky jsou jesté zptisnény tim, aby Spatny ucinek byl pouze
doprovodny a aby dobrého uc¢inku nebylo mozné dosdhnout Zadnym jinym zptsobem,
ktery by jakykoli Spatny doprovodny ucinek vyloucil. Princip se aplikuje ve zvlaste

zavaznych ptipadech a piipadech operaci spojenych s rizikem smrti.'*?

4.1.3. Princip integrity

Integrita pfedstavuje lidskou nedotknutelnost. Sféra integrity zahrnuje jak dimenzi
duchovni a dusevni, tak rozmér télesny. Odkazuje na soudrznost zivota v ¢ase a prostoru.
Je to princip ochrany pied nezadoucim vnéjSim zasahem podle stanoviska noli me
tangere. Integritu mizeme chapat jako celistvost, totalitu a uslechtilost, nenarusitelnost,
nedotknutelnost. Integrita chrani genetickou dédi¢nost budoucich generaci a stavi se proti

manipulaci genetického dédictvi a jeho genetickych identit. Manipulace s lidskym télem

141 Srov. ONDOK, Josef P. Bioetika, biotechnologie a biomedicina, s. 66.
142 Srov. tamtéZ, s. 68—69.
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podstatné méni osobni integritu. V této souvislosti existuje intimni spojeni mezi integritou
a soukromou sférou lidské osoby jako subjektu individualni autonomie.'*?

K principu integrity se pfidruzuje také princip totality. Jedna se fundamentalni funkéni
kapacity, které ustavuji osobu ¢loveka. Musi byt uchovavany pro dobro ¢lovéka a celé
spolecnosti. Lidskd pfirozenost je otevieny systém s hierarchii jednotlivych funkci.
Termin integrita zahrnuje soulad vSech téchto funkci. Integrita ptfedstavuje jednotu
psycho-socialné-fyzickych aspektii jedinecné lidské bytosti. Principy totality a integrity
se aplikuji v preventivni mediciné, v chirurgické operacni praxi, v feSeni problému

souvisejicich s nejistym pohlavim a transsexualismem.'#*

4.1.4. Princip zranitelnosti

Tento princip se odvozuje od integrity jako zdkladniho principu pro ochranu jak
lidského, tak zivota vibec. Kazdy, nejenom lidsky zivot, je ve své nejhlubsi podstaté
vystaven poSkozeni, zranéni, zni¢eni, smrti. Proto je potfebné jej chranit a peCovat o ngj.
Spolecné s dalSimi principy stoji u zakladu morality. Zakladnim moralnim imperativem
odvozenym z principu zranitelnosti je péce o druhé a eticka zodpovédnost za druhé.'*

Princip zranitelnosti je v moderni spolecnosti Casto ptehlizen, jako by veskera lidska
zranitelnost, lidské utrpeni, nemoci a postizeni mély byt odstranény, a tak se mél vytvofit
prostor pro neruseny Zivot dokonalych lidskych bytosti. Ucta ke zranitelnosti je projevem
diistojnosti k lidskému Zivotu, ktery je zranitelny a koneény.!*® V lidskych bytostech,
jako osobach s vlastni autonomii, princip zranitelnosti vytvafi nejenom moznost, ale
nutnost spravného moralniho jednani. Tim spravnym mordlnim jedndnim vzhledem
k principu zranitelnosti je vlastni péce o zranitelné. Zranitelni jsou ti, jejichz autonomie,
dastojnost nebo integrita mohou byt ohrozeny. Tato zdsada vSak také konkrétné€ vyzaduje
nejen nezasahovani do autonomie, distojnosti nebo integrity bytosti, ale také poskytu;ji
adekvatni pomoci, ktera umozni realizovat, nebo obnovovat jejich potencial. Z tohoto
predpokladu vyplyva, ze existuji pozitivni prava na integritu a autonomii, ktera zakladaji

myslenky solidarity, nediskriminace a spolecenstvi.'#’

143 Srov. RENDTOREFF, Jacob D. Bioethics and medical ethics: Basic principles in bioethics and biolaw,
s.136-137.

144 Srov. ONDOK, Josef P. Bioetika, biotechnologie a biomedicina, s. 62—63.

145 Srov. KEMP, Peter — RENDTOREFF, Jacob D. The Barcelona declaration, s. 247.

146 Srov. KEMP, Peter. Final report to the European Commission on the Project basic ethical principles
in Bioethics and Biolaw 1995-1998, Part B, s. 4-5. (9.7.1999) [2022-02-27].
<http://cometc.unibuc.ro/reglementari/Basic-Ethical-Principles.pdf>.

147 Srov. tamtéz, s. 9.
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4.2. Aplikace zakladnich bioetickych principi

Z uvedenych zékladnich bioetickych principi Barcelonské deklarace vyplyvaji
konkrétni aplikace, které jsou obsazeny v zadvérecné zpraveé k projektu Zdakladni etické
principy v evropské bioetice a pravu adresované Evropské komisi.'*® V nasledujicim
vyctu budou uvedeny ty aplikace, které jsou klicové pii feSeni etickych problémul
a vytvareji tak dulezity podklad pro etickou reflexi.

VsSechny Ctyfi principy, princip dustojnosti, autonomie, integrity a zranitelnosti,
vyjadiuji uctu ke vsem lidskym bytostem jako osobam. Zminované principy by mély byt
v zékladu evropské bioetiky a biologického prava. Respektovani Ctyt etickych principt
znamend projeveni nejhlubsi ucty k lidskému télu na zdklad¢é lidské distojnosti
a zraniteln¢ integrity lidské osoby. Diky témto principtim dochézi k integraci lidské osoby
do vétsiho svéta Zivé ptirody, ¢imz se prohlubuje ucta ke vSemu zivému a tim se také
podnécuje a prohlubuje lidska zodpoveédnost ve vztahu k celému zivému svétu. Tyto Ctyti
principy by mély byt prosazovany v ramci solidarity a mély by vést k odpovédnosti celou
spolecnost. Hlavni aplikace odpovida integraci principi do etiky péce, kterd je
nasméfovana ke vSemu zivému a zajiStuje seberealizaci Clov€éka v socidlnim staté.
V civiliza¢nim vyvoji spole¢nosti pisobi zdkladni principy zménu interpretace, a to od
naroku na smluvni prdva k naroku na ochranna prava, kterd jsou konfrontovana
s technologickym vyvojem v riznych oblastech biomediciny a biotechnologie. Konkrétni
aplikaci principl v klinické praxi je jasna identifikace vztahu lékate a pacienta, ktery se
musi opirat o fundovany informovany souhlas. Pro dodrzovani téchto principti ve vsech
evropskych zemich by mély byt ustanoveny konkrétni etické rady. Kontrolou dodrzovani
téchto principii by dochazelo k harmonizaci politického, socidlniho, kulturniho,

spolecenského a védeckého prostiedi.'

4.3. Biomedicinské principy podle T. L. Beauchampa a J. F. Childresse

Ve druhé poloving 20. stoleti, formulovali Beauchamp a Childress tzv. Ctyfi principy
lékaiské etiky, které vystizné shrnuje Marek Vacha.'>® Jedna se o princip neskodéni

(nonmaleficence), dobiecinéni (beneficence), autonomie a spravedlnosti.

148 Srov. tamtéZ, s. 5—6.
149 Srov. tamtéz, s. 5
130 VACHA, Marek a kol. Zdklady moderni lékarské etiky. Praha: Portal 2012, s. 55-59.
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Jako prvni se uvadi princip neSkodéni, ktery piedstavuje v 1ékai'ské etice povinnost
neskodit druhym. Z tohoto jednoduse formulovaného principu vyvstavaji dal§i moralni
pravidla: nezabijet, nezptisobovat bolest a utrpeni, neznevazovat hodnotu clovéka,
neurazet, nepozbavovat druhé jejich dober. Lékart neustale musi zvazovat vyhody a zatéze
indikované 1écby a vyhybat se tém, které jsou nevhodné zatéZujici pro pacienta a zvolit
nejlepsi postup. Tohle je zvlasté dulezité v obtiznych rozhodnutich udrzovat pacienta
vhodnou pé&i, nebo 1é¢bou udrzujici zivot ukongit.'!

Jako druhy se uvadi princip prospésnosti (beneficence), ktery zahrnuje povinnost volit
vzdy to, co je pro pacienta prospéSné. Tento princip podporuje a rozviji dal§i moralni
pravidla k ochrané a obrané jinych prav, prevenci posSkozeni a odstraiiuje podminky, které
by mohly Skodit. Dale pomdahd postizenym osobam a chrani osoby vystavené
potencialnimu nebezpedi.'>

Je povinnosti 1ékafe mirnit utrpeni pacienta, a to i podanim utlumujicich 1¢ka, véetné
opiatil, kterymi se potlaci predpokladané bolestné projevy, ale objevi se nezamyslené
Skodlivé ucinky, jako tlumeni dechovych center, sniZzeni peristaltiky, urCité zkraceni
zivota a aplikace navykové latky. Zde na praktickém ptikladu Iékatského postupu je
popsan konflikt mezi principem dobiecinéni a neskozeni. Tento konflikt se snazi vyfesit
princip dvojiho tc¢inku, ktery se v medicinské praxi objevuje velmi €asto. Tento princip
obsahuje nékolik podminek. Lékatrsky postup a jednéni je samo o sobé dobré nebo
pfinejmensim indiferentni. V umyslu jednajiciho je na prvnim misté dobry efekt, nikoli
efekt Spatny. Musi platit podminka, ze dobry efekt neni docilen prostfednictvim Spatného
efektu. Existuji viak velmi zdvazné diivody k dovoleni &i pFipusténi efektu Spatného. !>

Ttetim je princip autonomie, ktery je popsan jiz vyse. V medicinské praxi ma pacient
na zéklad¢ tohoto principu plné pravo pozadat o vysazeni stavajici 1é¢by ¢i nasazeni 1€Cby
nové, ato i v ptipade, ze disledkem bude jeho trvalé poskozeni ¢i smrt. V diisledku tohoto
principu dochazi ke kombinaci dvou modelti vztahu lékaf — pacient, a to modelu
paternalistického a partnerského, v disledku, ¢eho sdm pacient spolutvoii vlastni
léCebnou terapii, ale i nadale podléha rozhodovani lékate, pokud ptani, volby c¢i

pozadavky pacienta jsou v rozporu s jeho vlastnim dobrem.!'>*

151 Srov. tamtéZ, s. 56.

152 Srov. tamtéz.
153 Srov. tamtéZ.
134 Srov. tamtéz, s. 57.
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Ctvrtym principem je princip spravedlnosti, jehoZ podstata tkvi v respektu k tomu, co
je pravem vsech, a tim je z medicinské perspektivy dostupnost adekvatni 1ékaiska péce
pro vSechny. Pochopitelné tento princip je narusovan vaznymi okolnostmi, jakymi jsou
valka, Zivelna katastrofa, kdy se 1ékatské péce dostava primarné postizenym a tém, kteti

maji pteci jenom alespon optimisti¢téjsi vyhlidky na preziti.'>®

4.4. Reflexe etickych principii v CRISPR/CAS9 genové terapii

Na zavér této principialni Casti je na mistn¢ vlastni eticka reflexe, ktera promysli
aplikaci zakladnich etickych principt na uziti CRISPR/CAS9 genové terapie.

Podle Kempa zakladni etické principy musi chranit lidské osoby v biomedicinskych
vyzkumech. Principy lidské dlstojnosti, integrity, autonomie a zranitelnosti jasné
omezuji a limituji moZnosti experimentovani, vedou k minimalizaci rizik spojenych
s 1éEbou a musi byt pouzity k ochrané lidskych osob pied jejich Cistou instrumentalizaci
ve vyzkumu.'*® Kemp dale zdiiraziiuje, Ze po aplikaci bioetickych principii v genetice by
lidska osoba neméla byt redukovdna pouze a jenom na jakousi genetickou strukturu
a lidsky genom by nemél byt komercializovan. Tim podtrhuje, Ze pii genetickém
vylepSovani lidskych bytosti by méla byt respektovana télesnd integrita, kterd zahrnuje
1 tu genetickou, a proto je tak dulezité chranit genetickou integritu jak jedince, tak celé
spole¢nosti. Princip integrity zahrnuje jak osobni, socidlni, tak i spolecenskou soudrznost
hodnot, které by spole¢nost jako takova neméla ménit.'>’

Kemp se dale dotyka nedostatku konsensu ohledné konceptu osoby. Velmi ranym
embryonalnim stadiim vyvoje lidského jedince neni ptidélen status osoby. Podle Kempa
je vSak ptijatelnd gradualisticka koncepce, podle které je mozné sledovat postupujici
vyvoj vztahu mezi etickymi principy a vyvojem lidské osoby v Case. Tedy vyvijejici se
lidsky jedinec v ranych embryonalnich fazich osobou neni, ale v pribéhu svého vyvoje

se ji stava.'>

135 Srov. tamtéZ, s. 58.

156 Srov. KEMP, Peter. Final report to the European Commission on the Project basic ethical principles
in Bioethics and Biolaw 1995-1998, Part B, s. 5-6.

157 Srov. tamtéz, s. 6

158 Marek Vécha a kol. k tématu uvadi: ,,Gradualismus je kompromisnim feSenim mezi ontologickym
personalismem a empirickym funkcionalismem. Podle této koncepce ma embryo vyznamnou, i kdyz ne
absolutni hodnotu, v priibé¢hu nitrodélozniho vyvoje se jeho prava zvétsuji. Embryo/fétus ma tedy narok na
odstupnovanou ochranu. Diploidni zygota méa tedy nulova prava a jakozto jedina bunka nulovou distojnost,
novorozenec je jiz plnohodnotnou osobou. Gradualismus ovSem nikdy nedefinoval, co by to byla caste¢na
distojnost ne¢kterého z prostiednich stadii, a pokud diistojnost pfifazujeme ve $kale zygota-novorozenec po
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Podle Kempa je embryo povaZovano za ,,potencidlni osobu®, za budouciho lidského
jedince a Clena $irsi spole¢nosti a jako takové je existencialnim vyjadfenim osudu lidstva,
proto si zasluhuje ochranu. Uvadi vsak, ze je velmi obtizné pfipsat ranym embryondlnim
stadiim vyvoje lidského jedince vlastni autonomii, distojnost a status osoby, protoZe to
neni osoba ve své konecné integrité, a pfipousti, ze embrya velmi rané faze vyvoje se
mohou stat pfedmétem experimentovani.'>

Pokud lidskému jedinci v obecnych medicinskych podminkach neptinalezi status
lidské osoby v jeho pocatecnich fazich embryondlniho vyvoje, lidské embryo pozbyva
vlastni lidské distojnosti a mlze byt redukovdno na pouhy shluk bunék, ktery se
instrumentalizuje na biologicky material, se kterym je mozné dale manipulovat. Aplikace
CRISPR/CAS9 genové terapie se v tomto ohledu fadi mezi mnohé dalSi embryonalni
experimentalni pristupy, které jsou uzivany v biomedicinské praxi, jako in vitro
fertilizace, preimplantacni diagnostika, prenatalni diagnostika.

Eticky problematicka lidska dédicnd editace prostfednictvim editacniho ndstroje
CRISPR/CAS9 nerespektuje princip integrity, jehoz soucasti je i integrita geneticka.
Naruseni principu autonomie je mozné sledovat v kontextu uvahy, jestli geneticky
upraveny jedinec by se rozhodl pro genetickou zménu, kterou v embryonalni fazi jeho
vyvoje rozhodli za n€ho jeho rodice, byt informovanym souhlasem. Dédi¢nd editace
lidského genomu také nerespektuje princip zranitelnosti, ktery se vztahuje na ochranu
zivota jako takového. V piipad€, ze se geneticka uprava nezdafi, je embryo vystaveno
likvidaci nebo kategorizaci jako biologického materidlu, ktery mtze slouzit pro dalsi
experimentovani, tfeba i neterapeutické.

V pfipad¢ dédicné editace genomu je na misté uvazovat o aplikaci bioetickych
principi neSkodéni a dobiecinéni. Pokud se rodi¢ové, ktefi maji jasnou genetickou
predispozici k tomu, ze jejich dit€¢ po nich zdédi geneticky podminéné onemocnéni, je
pochopitelné, Ze k poZzadovanému terapeutickému zakroku pfistoupi, protoze touzi po
zdravém ditéti, které jiz nebude pienaSet onemocnéni na své potomky (princip
dobiecinéni). Na druhé¢ stran¢ je vSak nutno domyslet i to, ze metoda CRISPR/CAS9 je

v terapeutickych aplikacich na zacatku vyvoje své klinické aplikace, a tim takeé

stupnich, po kolika takovych stupnich cesta k osobé vede a jak jsou tyto stupné velké. Gradualismus rovnéz
nikdy nevysvétlil, pro¢ by se vyvoj lidské diistojnosti mél zastavit po narozeni a proc¢ by status osoby nemél
rtizné stoupat a klesat v pribéhu celého lidského Zivota.“ VACHA, Marek a kol. Zaklady moderni 1ékaiské
etiky. Praha: Portal 2012, 193—-194.

159 KEMP, Peter. Final report to the European Commission on the Project basic ethical principles in
Bioethics and Biolaw 1995-1998, Part B, s. 6.
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predstavuje znacné riziko. Rizikem muZe byt nedostatecné vyladéni podminek pro
uspesny cileny zédsah v konkrétnim piipadé onemocnéni. DalSim rizikem je nizsi
specificita editacniho néstroje CRISPR/CASY, coz souvisi s vyskytem zdsahti mimo
cilovou sekvenci. Rizikem je také vyskyt bunééného mozajcizmu, diky kterému efekt
terapeutického zasahu bude v bunééné populaci sniZzeny. Je mozné se tedy ptat, jestli
editani nastroj je navrzen tak, aby byl pro klinickou terapii daného onemocnéni
bezpecny (princip neSkodéni)? Otazkou je, jak spravné aplikovat princip dvojiho G¢inku
piiuvedeném konfliktu principti dobte¢inéni a neSkodéni v konkrétnim piipade geneticky
podminéného onemocnéni lé¢eného CRISPR/CASO.

Dalsim z bioetickych principi je princip spravedlnosti. Bioeticky princip
spravedlnosti bude aplikovan na dostupnost CRISPR/CAS9 genové terapie pro vSechny,
nemocné, ktefi budou nositeli nebo prenaseci genetického onemocnéni. Je otazkou,
jakym zptisobem bude CRISPR/CAS9 genova terapie spravedlivé pfistupnd pro vSechny
tyto pacienty. Jak bude ovliviiovat tuto dostupnost rozdilnost kultury, narodnosti,
socialniho postaveni a financniho zdzemi? Nebude tak dochézet jesté vice k rozdélovani
spoleCnosti na ty, ktefi si 1é¢bu mohou dovolit, a ktefi na to nemaji?

Dalsi strategii pouziti editacniho nastroje CRISPR/CAS9 je neterapuetické
vylepSovéani jedince, potazmo druhu. Neterapeutickym vylepSovanim dochazi
k nerespektovani principu distojnosti a integrity, a to nejenom geneticky modifikovaného
lidského jedince a jeho potomstva, ale také celého lidského druhu, ktery je tim vystaven
ohrozeni. Je dulezité poznamenat, ze kazda zavedena mutace ptinasi urcité dusledky. Jaké
budou? Jaké jsou vyhody a jaké jsou nevyhody a vilbec motivace vedouci
k neteraputickému vylepsovani lidského jedince?

Pi1i CRISPR/CAS9 editaci somatickych bunék je respektovan princip lidské
diistojnosti. Princip autonomie je stvrzen informovanym souhlasem pacienta, ktery se pro
genetickou terapii rozhoduje pii plné informovanosti vyhod a rizik spojenych s lé¢ebnym
procesem. Dochazi vSak k naruSeni integrity, které je doprovazeno jistym ohroZenim
pacienta po aplikaci metody, coz souvisi s principem zranitelnosti. V editaci somatickych
bunék je nutné rozliSovat disledky principii dobfecinéni a neSkodéni, peclivé je

vyhodnocovat a eliminovat mozné negativni G¢inky somatické genové terapie.
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5. Eticko-krestanska reflexe vyuziti CRISPR/CAS9
v genové terapii

Posledni kapitola diplomové prace se bude zabyvat bioetickym postojem katolické
cirkve k aktudlnimu vyvoji v oblasti biomediciny v ¢ase dilezitych biomedicinskych
prulomovych objevii, jakym nepochybné molekularni editacni nastroj CRISPR/CAS9 je.

Katolicka cirkev pfedklada principy a moralni hodnoceni biomedicinského vyzkumu,
pficemz se fidi rozumovym parametrem v soucinnosti s parametrem kiestanské viry
a z ni plynouci kfest’anské nauky. Tim poskytuje jakysi celostni pohled na Zivot ¢lovéka,
jeho hodnotu a jeho poslani.

V paté kapitole se prvné vymezi bioetické principy pro eticko-kiestanskou
argumentaci, jez jsou obsazeny v novéjsich dokumentech katolické cirkve. Na zakladé
uvedenych principidlnich argumentii bude nasledovat bioetickd reflexe somatické
a dédicné genové terapie, doplnéna o prispévky autorii ze sborniku bioetickych reflexi
Papezské akademie pro Zivot.

Vybér dokumentu a literatury byl omezen jenom na ty, které pojednavaji o etickych
aspektech pouziti genové terapie z eticko-kiest'anské perspektivy. Dokumenty cirkevniho
magisteria obsahuji zdkladni principidlni argumentace k feSeni otazek, které spadaji pod
tematické zaméteni urcitého vatikanského dikasteria, jez dokument zpracovava a vydava.
Tyto dokumenty vznikaji v soucinnosti s pfidruzenymi institucemi, jejichz ukolem je
vytvaret prostor pro odbornou a fundovanou diskusi k feSenému problému. V otdzkach
bioetiky je touto vatikdnskou instituci Papezsk4 akademie pro Zivot (PAV).

Mezi zékladni feSené projekty PAV patii: uméla inteligence, roboticka etika, globalni
bioetika, lidské védomi v oblasti neurovéd a poslednim z feSenych projektii je editace
lidského genomu. K jednotlivym tematickym okruhim PAV organizuje nejriznéjsi
kongresy a sympoézia. Jeden z kongrest, ktery se tykal genové terapie a genetickych
manipulaci, prob¢hl ve Vatikanu ve dnech 20.—21. tinora 2009. V roce 2010 Jean Laffitte
a Ignacio Carrasco de Paula vytvofili vystupni publikaci vSech ptispévki, které na
kongresu zazn€ly, pod nazvem ,Le nuove frontiere della genetica e il rischio

dell’eugenetica®, v prekladu ,,Nové hranice v genetice a riziko eugeniky*.!*

160 LAFFITTE, Jean — CARRASCO DE PAULA, Ignacio. Le nuove frontiere della genetica e il rischio
dell’eugenetica. Pontificia academia per la vita. Citta del Vaticano: Libreria Editrice vaticana, 2010.
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Papezska akademie pro Zivot se 1 v této dobé snazi o reflexi moderniho védeckého
pokroku a jeho aktudlnich objevii. Mezindrodni asociace pro vzdélavani v etice
v soucinnosti s PAV organizovala od 23. do 25. ¢ervna 2022 mezinarodni konferenci na
Univerzité v Padové pod nazvem: ,,Vzdélavani v etice a nové technologie: spoluprace
anebo rozpor®“. Podle zdkladnich informaci se konference tykala novych védeckych
objevii v oblasti informacnich a komunikac¢nich technologii, déle oblasti novych
biomedicinskych oborti s diirazem na biotechnologii. Soucésti konference byla také
analyza védeckého pokroku v nanotechnologiich a neurovédach.'®!

Dalsi mezindrodni konference, organizovana PAV, pod nazvem: ,FEtika
programovaného Zivota® prob&hne 26. — 27. zaii 2022 v Rimé.'®> Konference se bude
tykat etiky v genetickém inzenyrstvi a pouziti novych terapeutickych ptistupt. S nadéji
je tedy mozné ocekavat dalsi ptispévek do bioetické diskuse z pozice cirkevniho
magisteria.

Kromé papezskych instituci existuji dals$i centra, kterd podporuji Sifeni eticko-
kiestanskych principi ve spolecnosti. Jednim z nich je Narodni katolické bioetické
centrum (NCBC). Jeho poslanim je poskytovat bioetické vzdélavani, podporovat
informovanost, reflektovat biomedicinsky pokrok s cilem udrzeni diistojnosti lidské
osoby ve zdravotnictvi a biomedicinském vyzkumu na zaklad€ uc¢eni magisteria katolické
cirkve.

Podle zdznamu Katolické zpravodajské agentury, predstavenstvo NCBC deklaruje, Ze
cirkev se stavi na stranu nenarozenych lidskych bytosti.!®> Reaguje tak, na posledni studie
anglické laboratofe Institutu Francise Cricka, kterd provedla deleci genu pomoci
molekularni metody CRISPR/CAS9 na embryich. Autofi pouzili 25 lidskych embryi,
z nichz 18 editovali v genu pou5f1. Zbytek embryi slouZilo jako negativni kontrola. Deset
embryi po zdsahu vypadalo normaln¢, ale 8 vykazovalo nezddouci zasahy podél celého
chromozomu, ktery gen nese, a u ¢tyf z nich zaznamenali nezddouci delece a adice DNA
v blizkosti genu. V abstraktu zminéné publikace autofi dokonce zduraznuji, Ze jejich
prace podtrhuje dulezitost dalSiho zdkladniho vyzkumu pro posouzeni bezpecnosti

technik editace genomu u lidskych embryi, coZ povede k debatam o potencidlnim

161 Srov. International association fo education and ethics, Ethics education and new technologies:
cooperation or conflict? 10th International konference for education and ethics, 23. —25. June 2022,
University of Padova. [2022-03-10] <https://www.zipinternationalcongress.com/>.

162 Srov. 1st. Internation conference ethics of engineering life. (8.6.2022). <https://iceel.info/>.

163 Srov. Catholic news agency. Catholic bioethicist warns against gene-editing experiments. (27.6.2020)
[2022-03-15]. <https://www.catholicnewsagency.com/news/44994/catholic-bioethicist-warns-against-
gene-editing-experiments>.
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klinickém vyuziti této technologie. Publikace byla zvefejnéna jenom v online formé na
serveru BioRxiv a doted’ nebyla recenzovana.'® Studie si zaslouZila odsouzeni Sirokou
védeckou obci.

Joseph Meaney, PhD., vykonny feditel NCBC, uvedl v rozhovoru pro tydenik EWTN
Pro-Life Weekly, ze experiment, ktery se anglické laboratofi nepovedl, byl pfedvidatelny,
protoze pokud se objevuji nové védecké metody a pouzivaji se v novych biomedicinskych
oblastech, dochazi ke spousté chyb. Varoval také pred argumenty nékterych védct, kteii
tvrdi, Ze takové experimenty jsou etické, protoze modifikovanym embryim je zapovézeno
narozeni. Zdiraznil, Ze 1 kdyZ mize existovat pfipustné pouziti takové technologie pro
dospélé a déti v déloze, je eticky nepfipustné dité v laboratoii pocit a experimentovat
s nim.

V bieznu 2020 Papezska rada pro novou evangelizaci vydala aktualizovanou verzi
Direktafe pro katechezi'®’, kterd obsahuje také nové sekce o bioetice. Publikace poskytuje
univerzalni normy pro pastoraci a evangelizaci v soucasnosti a v ¢ase aktudlnich vyzev.
V bioetické sekci se nachazi, ze védecky vyzkum a jeho aplikace nejsou moralné
neutrdlni a Zze moralka jednani nemulze byt zaloZzena na samotné technické i¢innosti,
uzitku nebo dominantnich ideologiich. Direktai dale pojednavd o genetickém
experimentovani a riziku, Ze takové jednani povede k eugenickym praktikdm. Zaroven
uvadi, ze je dulezité¢ peclivé rozliSovat mezi terapeutickym zasahem a manipulaci,
pricemz Meaney dale tika, ze uprava genetickych abnormalit je zakonna, pokud

podporuje dobro ¢lovéka, aniz by to ovlivnilo jeho identitu a integritu. '

5.1. Zaklady etické argumentace

Ucitelsky ufrad cirkve nebrani védé ve jejim vyvoji, ale povzbuzuje tento vyvoj
k rozvoji obecného dobra pro lidsky Zivot a zasazuje se o zachovani diistojnosti a integrity

kazdého ¢loveka. Kongregace pro nauky viry vydala v roce 2008 bioeticky dokument,

167

instrukce Dignitas personae o nékterych otazkach bioetiky'®’, jenz je pro hodnoceni ndmi

164 Srov. ALANIS-LOBATO, Gregorio a kol. Frequent loss of heterozygosity in CRISPR-Cas9-edited
early human embryos. Proceedings of the National academy of sciences 2021, ro¢. 118, €. 22.

165 Srov. Vatican news. New direktory for catechesis released. (25.6.2020) [2022-03-18].
<https://www.vaticannews.va/en/vatican-city/news/2020-06/vatican-publishes-new-directory-for-
catechesis.html>.

166 Catholic news agency. Catholic bioethicist warns against gene-editing experiments.

167 KONGREGACE PRO NAUKU VIRY, Instrukce Dignitas personae o nékterych otazkach bioetiky.
Kostelni Vydii: Karmelitanské nakladatelstvi, 2009.
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stanovené otazky, tedy eti¢nosti aplikace editacniho nastroje CRISPR/CAS9 v klinické
praxi jak bunék somatickych, tak geminalnich, z hlediska katolické cirkve zasadni.
Instrukce Dignitas personae vychazi z ptivodniho uceni, které je obsazeno v instrukci
Donum vitae'® z roku 1987, obohaceného o aktualni bioetické stanovisko v souvislosti
s rychlym vyvojem vyzkumu v biomedicin€ a molekularni biologii.

Jeden ze zédkladnich bioetickych principti kiestanské etiky tykajicich se ochrany
lidského zivota a jeho dustojnosti je tento: Embryo od okamziku svého vzniku, tedy
splynuti spermie a vajicka za vzniku diploidni zygoty, musi byt posuzovano jako lidska
bytost, které prinalezi status osoby. Od okamziku vzniku diploidni zygoty, této osob¢
piinaleZi bezpodminedna tcta v jeji télesné a duchovni celistvosti.!® Tato principialni
orientace kiestanské etiky je zndma jako ontologicky personalismus.!’® Ontologicky
personalismus je koncepci, kterd je v pfimém protikladu k empirickému funkcionalismu,
ve kterém existuje rozdil mezi lidskou bytosti a lidskou osobou. Lidska bytost se
v pribehu svého vyvoje osobou stava, ale mize ji také v pribehu svého Zivota piestat
byt.!'”! V kiestanské etice jsou obecné platné etické principy diistojnosti, autonomie,
integrity a zranitelnosti, doplnény o bioetické principy dobfecinéni, neskozeni
a spravedlnosti.

Konfrontaci hodnoty lidské dustojnosti a novych védeckych objevll vyvstavaji na
povrch mnohé limitni situace. Hrani¢ni limitni situace vychazeji ze Spatného pochopeni
komplexniho pohledu na osobu, ktery prameni bud’ z ptirodniho redukcionismu anebo
redukcionismu socidlniho.

Pfirodni redukcionismus vychazi z predpokladu, ze lidsky zivot je pouhym bodem,
anebo jednim z mnoha elementl ptirodniho vyvoje, ktery sméfuje k novému druhu se
specidlnimi a dokonalej$imi vlastnostmi. Lidska télesnost se svoji podstatou neodliSuje
od té zviteci, a tedy je mozné, aby byla regulovatelna genetickymi a biologickymi zasahy
do individua. Nebere se v potaz rozmér lidské bytosti jako osoby, hodnota tcla je
redukovadna pouze na materidlni stranku. Z hedonistické koncepce je povazovana za
objekt pozitku, potéSeni a prospéchu a v utilitaristické koncepci je hodnota lidského téla
povazovana a redukovana na objekt vyuziti a uziteCnosti. Dlsledkem ptirodniho

redukcionismu je redukce lidské bytosti a jeji télesnosti na materialisticky vyuzitelnou

168 KONGREGACE PRO NAUKU VIRY, Instrukce Donum vitae o respektovani poéinajiciho lidského
zivota a o dustojnosti plozeni. Brno: Obcanské sdruzeni Hippokrates, 2007.

169 Srov. DP 4, 5.

170 v ACHA, Marek a kol. Zdklady moderni lékarské etiky, s. 52-54.

171 Srov. tamtéz, s. 49-51.
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hmotu, ktera se stdvé instrumentalnim objektem novodobych védeckych objevi a jejich
aplikaci.!”

Socidlni redukcionismus tvrdi, Ze hodnota lidského zivota a lidské dustojnosti je
v rukou spolecnosti. Hodnota lidského zivota je méfitelnd podle principu uZitecnosti
lidského zivota pro spolecnost. Dlsledky tohoto pfistupu jsou jasné. Oddélenim principti
svobody a pravdy a tvrzenim, Ze to, co je dobré, ma byt uznano bud’ individualni anebo
spoleCenskou vili, dochazi k prohloubeni utilitaristického pojimani lidské existence
a potirani lidské distojnosti a hodnoty.!”

Lidska bytost se nesmi stat jenom jakymsi pouhym Zijicim organismem, ktery podléha
fyzikalnim zékonitostem, je pfedmetem experimentovani, a tim ma slouzit dobru vSech,
nybrz sama o sobé je tim nejvysSim dobrem a zasluhuje si nejvyssi moznou miru respektu,
diistojnosti a ochrany. Védecké pozndni, biomedicinské aplikace a zasahy se tedy musi
stat soucasti mnohem $ir$i antropologické reflexe. Reflexe, ktera pii moralnim hodnoceni
biomedicinskych zasaht reflektuje lidskou osobu z hlediska jeji totality, a ne jenom

z hlediska parcialnich p¥istupt. 7

5.2. Lidska distojnost v cirkevnich dokumentech

Clovek jako lidska osoba se z hlediska kiestanské antropologie t&§i nejvyssi mozné
mife distojnosti, jako stvotfeni podle Boziho obrazu. Zde se nachazi pramen a pocatek
lidské identity a diistojnosti. Clovék se podili svoji existenci na Bozim Zivot&, odvozuje
se od n¢j a k nému sméfuje. Podle konstituce Gaudium et spes je Clovek ve své nejhlubsi
podstaté jednotou téla a duSe, je obdafen intelektem, kterym se podili na svétle Bozi
mysli, ma védomi, skrze které ¢lovék naslouchd svému Bohu, ma svobodu jako nejvyssi
existencialni princip ¢lovéka stvoreného podle Boziho obrazu.'”

V teologicko-antropologické reflexi se tajemstvi ¢loveka jako osoby, se v§im, co k ni
piinalezi, zcela vyjasiiuje v Jezisi Kristu, vtéleném Bozim Synu. Vztahem jednoty
s nebeskym Otcem, Kristus svym vtélenim dava ¢lovéku tcast na bozské ptirozenosti

a v ném je kazdy ¢lovek povazovan za boziho syna a dceru. V Jezisi Kristu ¢lovek chape

172 SARMIENTO, Augusto. Genetica ed eugenetica alla luce della Teologia morale. In LAFFITTE, Jean
— CARRASCO DE PAULA, Ignacio. Le nuove frontiere della genetica e il rischio dell’eugenetica,
s. 164—-165.

173 Srov. tamtéZ, s. 165.

174 Srov. tamtéz, s. 166.

175 Srov. GS 12-17.
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plnou hloubku posvéceného lidstvi Kristovym bozstvim. Hypostatickd unie v Kristu
neznamend umenseni vyznamu lidské distojnosti, ale vlastni naplnéni a existencialni
maximalismus, ktery se uskute¢iiuje a naplno realizuje v Duchu Svatém. Skrze Kristiv
kiiz a vzkiiSeni je ¢lovek spasen a vykoupen, je uren pro vécnost a povolan, aby se
podilel na trinitarni 1asce Zivého Boha jiZ zde na zemi a stal se jeji soucasti v plné mife
ve vécénosti.!’

Hned v uvodu Instrukce Dignitas personae se jasné proklamuje, ze dastojnost osoby
musi byt ptizndna kazdému ¢loveéku od jeho poceti az po pfirozenou smrt. Dale naznacuje,
ze véfe modernich bioetickych objevii musi byt tento zékladni kiestansko-
antropologicky princip v centru etickych uvah o bioetickém vyzkumu.!”” Buiiky prvnich
stadii embryonalniho vyvoje nesmi byt redukovany jenom na pouhy shluk bunék.

Kli¢ovym etickym argumentem pro diistojnost lidské bytosti v téchto fazich je kontinuita

vyvoj jedince, tzn. ze bez diivéjSich jednodussich stadii embryondlniho vyvoje by

vvvvvv

,Lidsky plod od zacatku své existence, tedy od okamziku vzniku diploidni zygoty, vyzaduje
bezpodminecnou uctu, kterd moralné nalezi lidské bytosti v jeji télesné a duchovni celistvosti. Lidskou
bytost je nutno od okamziku poceti respektovat jako osobu a jako s osobou s ni také zachéazet. Od téhoz

okamziku je tfeba také uznat prava této lidské bytosti jako osoby, mezi, nez patii predev§im

neporusitelné pravo na Zivot naleZejici kazdému nevinnému lidskému tvoru.*!”8

Lidskému embryu tedy nalezi diistojnost, kterd ptislusi osob¢. Tato dlstojnost nalezi
kazdému cloveku, protoze svou vlastni distojnost a hodnotu mé kazdy v sobé
nesmazatelné vtisténou.!”” Hodnotu lidské diistojnosti doplituje dale ontologicky princip,
ktery se odvozuje od vnitini spojitosti mezi ontologickym rozmérem a zvlastni hodnotou
kazdého lidského Zivota. Ontologicky princip se rozumem rozpoznava jako pravdivy,
protoze se shoduje s pfirozenym mravnim zakonem. Na zakladé toho by se m¢l stat
bioeticky princip o nedotknutelnosti lidského Zivota od jeho poc¢atku az po jeho pfirozeny
konec, zakladem vsech pravnich tprav.'® Na to upozortiuje emeritni papez Benedikt

XVI. ve své promluvé ke generdlnimu shroméazdéni OSN.
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,»Pravo kazdého ¢loveéka na zZivot ma zaklad v pfirozeném zakong, ktery je vepsan do lidského srdce
a je pfitomen v riznych kulturach a civilizacich. Vyjmout lidska prava z tohoto kontextu by znamenalo
ohraniceni jejich Sife a ustupek relativistickému pojeti, pro néz se vyznam a interpretace tohoto prava
mohou meénit a nasledkem toho by se mohla popirat jejich univerzalita ve jménu kulturnich, politickych
socidlnich, a dokonce nabozenskych pfedstav. Velkd riiznorodost nazorti nesmi zasttit skutecnost, ze

univerzalitu nelze vztahovat pouze na prava, ale ze se tyka také nositele téchto prav, tedy lidské

osoby. 18!

Jak upozoriiuje Instrukce Donum vitae, pocatek lidského Zivota mé své autentické
misto v manzelstvi a roding, a je zplozen tkonem, kterym se vyjadiuje vzajemna laska
mezi muzem a zenou. Ma-li byt plozeni skute¢né zodpovédné vic¢i nenarozenému
novému zivotu, musi byt plodem manZelstvi.'®> Distojnost kazdého ¢lovéka v sobé&
ukryva tajemstvi muzské a Zenské originality. Manzelé vzajemnym sebedarovanim se
v lasce, ucté a vérnosti, sexudlnim stykem, ktery je pro n€ vyhrazenym, sméiuji
k vytvoteni spoleCenstvi osob, ve kterém se vzdjemné zdokonaluji a spolupracuji
s Bohem na tvofeni a vychové novych Zivych bytosti.'s? Biih, ktery je laska a Zivot, vlozil
do muze a zeny povolani ke zvlastni ucasti na svém tajemstvi spolecenstvi osob i na svém
dile Stvotitele a Otce.'®

Kazdy ¢lovek tedy musi byt respektovan jiz na zékladé své pouhé existence, ktera je
vysostné Bozim darem. Pokud se cirkev vyjadiuje k etickym aspektiim souvisejicich
s védeckym pokrokem, necini tak proto, aby se viméSovala do oblasti I¢kaiské védy, ale
spise vyzyva viechny lidi k etické a spoletenské odpovédnosti za jejich jednani.'®

V zavéru dokument zdiraziiuje mravni uceni cirkve, které je zalozeno na uznéni
a podpofte vSech dari, které Buh Stvofitel clov€ku udé€lil. Témito dary jsou zivot, poznani,
svoboda, laska, intelektudlni ¢innost, praktické schopnosti. Tim v§im je ¢lov€k povolan
slouzit Bohu, aby se podilel na stvofitelské Bozi moci. Pii této uvédomélé lidské ¢innosti
v jednoté s Bozim zdmérem se ¢lovek podili na ochrané a rozvoji lidské distojnosti, jako
i dobra viech lidskych bytosti a lidské osoby v jejim celku. Clovék ve svych d&jindch
zneuzil svym postojem svoji moc i schopnosti, které mu Buh svéfil a zavinil tak rtizné

formy nespravedlivé diskriminace a utlaku téch nejslabsich a nejbezbrannéjsich. Lidska
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historie vSak také ukazuje, Ze skute€ny pokrok tkvi v porozumeéni a uznani hodnoty
a distojnosti kazdé osoby. To je zdkladem prava a dusledkem platnosti etickych principa,
na jejichz zaklad¢ je lidskd spoleCnost usporddana. Dokument zdlraznuje, Ze jsou
zakazany jakékoli formy chovani, které by lidskou distojnost poslapavaly a posSkozovaly.
Katolicka cirkev nebrani védeckému pokroku, ale upozoriiuje, Ze se nesmi stat
prostiedkem evidentniho a nepfijatelného zneuzivani k ciliim, které potiraji lidskou
dastojnost. Opravnénost kazdého zakazu je zaloZena na potfebé chranit skute¢né moralni

dobro jak jednotlivce, tak celé spolegnosti. '8¢

5.3. Eticka reflexe somatické genové terapie

Jak potvrzuje Instrukce Dignitas personae, genovou terapii lze aplikovat na dvou
urovnich, na somatickych buiikkach a na zarodecnych a embryonalnich kmenovych

bunkach.

»Somatickd genova terapie nabizi eliminaci nebo redukci genetickych vad, vyskytujicich se na
urovni télnich ¢i somatickych bunék, to znamena buné¢k, které nejsou reprodukéni a ze kterych jsou
slozeny tkan¢ a télesné organy. V tomto ptipadé jde o zakroky, jez sméfuji do urcitych bunécnych
oblasti a maji ucinky, které se tykaji doty¢ného jedince. Naproti tomu zarode¢na genova terapie usiluje
o korekei genetickych vad pritomnych v zarode¢nych buiikach tak, aby terapeutické ucinky, dosazené
na doty¢né osobé¢, byly piedany jeho pripadnému potomstvu. Tyto zdsahy genové terapie, at’ somatické
¢i zarode¢né, mohou byt uskuteénény na plodu pied narozenim a pak se mluvi o genové terapii in utero,

anebo po narozeni na ditéti ¢i dospé&lém. %

Protoze molekularni editatni nastroj CRISPR/CAS9 je v aktualni biomediciné
a klinické genové terapii jednim z nejefektivnéjSich nastrojii genoveé terapie, podrobime
jeho klinické vyuziti na zaklad¢ kiestansko-antropologické reflexe zakladnim moralnim
a bioetickym kritériim, kterd jsou naznacena v 26. ¢lanku Instrukce Dignitas personae,

kde je uvedeno doslovné:

,»Z moralniho hlediska je nutno peclive rozliSovat: Zasahy do somatickych bun¢k pro jednoznaéné
terapeutické ucely jsou zasadné moralné dovoleny. Jejich cilem je totiz obnova normalni genetické

vybavy nemocného, nebo omezeni poskozeni, kterd pochazeji z genetickych anomalii nebo jinych
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chorobnych zmén. Vzhledem k tomu, Ze genova 1écba mize byt u nemocného spojena se zavaznymi
zdravotnimi riziky, je ovSem potieba peclivé dbat na dodrzovani etického principu, podle kterého je
vzdy nezbytné piedem zajistit, aby 1é¢ena osoba nebyla vystavena rizikim zdravotniho poskozeni nebo

télesné integrity, které by byly nadmérné nebo nepfimétené zavaznosti poruchy, ktera ma byt 1écena.

Vyzaduje se také informovany souhlas nemocného nebo jeho zakonného zastupce. %8

Je tedy ziejmé, ze editacni nastroj CRISPR/CAS9 je mozné aplikovat jako klinickou
terapeutickou metodu v pfipadé somatické genové terapie, za dodrzeni pfisnych
podminek a na zdklad¢ dodrzeni etickych principl, které podobné aplikace v praxi
vyzaduji.

Zkoumani somatické genové terapie a jeji hodnoceni na zaklad¢ bioetickych principti
piimo koresponduje s bioetickymi principy prospésnosti, spravedlnosti, autonomie
a informovaného souhlasu. Somatickd genova terapie nesmi piedstavovat pro daného
jedince ohroZeni. Omezeni rizik vyplyvajicich z klinické aplikace somatické genové
terapie musi byt co nejveétsi.'®

Somatické genova terapie je podle principu prospésnosti dobrem, protoze jejim cilem
je zmirnéni lidského utrpeni v disledku propagace geneticky podminéné nemoci.
Rodi¢ové maji moralni povinnost predchdzet a zmirnovat disledky geneticky
podminéného onemocnéni u svych postizenych déti. Pokud toto onemocnéni je
diagnostikovano vcas, genetickd aplikace ma byt aplikovéana co nejdiive za splnéni vSech
platnych bezpecnostnich parametri. Tedy, v pfipad¢, ze aplikace somatické genové
terapie ma potencidl pro snizeni, potazmo uplnou eliminaci propagace geneticky
podminéného onemocnéni, ma byt aplikovéana.'”®

V ptipadé¢ metody CRISPR/CAS9 se bude samoziejmé jednat o aplikace, které jsou
odsouhlaseny a pfisné kontrolovany ptislusnymi kontrolnimi zdravotnickymi orgéany. Je
zde zabezpecena dostatecna klinicka studie a samoziejme nastroj je kalibrovan do vysoce
efektivniho a bezpe¢ného maddu, bez rizika nezddoucich zasahli nebo jinych postrannich
efektt, které by prib¢h nemoci jesté zhorsily.

Je tedy ziejmé, ze piislusnd aplikace somatické genové terapie je piimo vdzana na
piesvédceni dokonalého pozndni dané metody a ucinnosti pouziti této metody. V piipade,

ze by naopak klinickd zkuSenost prokédzala, Ze aplikaci genové terapie nedochazi
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k pozadovanému uc¢inku, pfevazuje nutnost chranit daného jedince proti moznému
ohroZzeni nad nutnosti zmirnéni jeho utrpeni a vyvstdvd moralni povinnost pro
pozastaveni aplikace genové terapie a nalezeni jiného zplsobu léCeni postizeného
pacienta.'”!

Dalsi otazkou etické reflexe je vztah aplikace somatické genové terapie v soucinnosti
s bioetickym principem autonomie. Pti klinické aplikaci somatické genové terapie se
musi postupovat nanejvys opatrné a obezietné vzhledem k autonomii daného jedince.
Kone¢né slovo v dané aplikaci ma samoziejmé pacient, ktery se informovanym
souhlasem v plné svobod¢ rozhodne, Ze se genové terapii podrobi. V pifipadée, Ze
predmétem aplikace nového genetického ptistupu je miminko, za které rozhodu;ji rodice,
musi se jasn¢ pohlizet na aktualn¢ stanovené standardy ustanovené narodnimi
a mezinarodnimi umluvami. Takovou je napt. Helsinska deklarace, ktera stanovuje
podminky, pfi kterych by se dané postizené dité stalo soucasti klinického experimentu za
pouziti urcité aplikace genové terapie. Zakladnim principem takového pfiistupu je, Ze se
bude chrénit zdravi a pfinese prospéch celé skupiné vybranych jedinct.'*?

V kazdém pripad¢ informovany souhlas je jednoznacné jasnym dlsledkem
respektovani principu lidské distojnosti a integrity. Informovanému souhlasu musi
pfedchazet vysvétleni diagnozy, vysvétleni pfislusnych 1ékaiskych postupi, které
nemocny bude muset podstoupit s jejimi jak pozitivnim, tak negativnimi potenciadlnimi
diasledky. V ptipad¢ novych aplikaci somatické genové terapie je nutno taky zminit, ze
jedinci, ktefi uvazuji o podstoupeni novych klinickych aplikaci genové terapie se nemusi
vzdy rozhodovat v plné svobod¢. Dand aplikace jim miiZze byt piedstavena ve svétle
urcitého ,,terapeutického uspéchu* ¢imz je jim vlita urcitd nadéje, ale pfesto je jasné, Ze
je minimalni Sance k uzdraveni. Samoziejmé zde vstupuji do hry dalsi faktory, jako
sdéleni o absolutnim pravdivém stavu pacienta lékafem, psychické nastaveni pacienta,
dodani psychickych sil, vztah pacienta a l¢kate. V piipadé, ze se jednd o velmi
komplikované a delikéatni ptipady vazné nemocného ditéte v komunikaci s rodici o jeho
stavu, je nutno brat v potaz, ze rodiCové jsou piipraveni podstoupit vSe, jen aby své dité
zachranili, a tedy 1 pfijmout urcitd rizika spojena s novymi a méné prozkoumanymi

genetickymi aplikacemi. V téchto a podobnych ptipadech je velmi komplikované, ale
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taky klicové naznacit, Ze metoda nemusi byt ti€innd, aby tak nedochazelo k prohlubovani
fale$nych nadéji na zachranu.!'”

Pokud se jedna o otdzku snesitelnych rizik spojenych se somatickou genovou terapii,
v tomto ohledu je naprosto esencialni vidét aplikaci genové terapie v celé §iii dusledkd,
které aplikace mlze ptinést. Je tedy nutné se ptat, jaky je prospéch a jaka jsou rizika pro
daného jedince pfi aplikaci konkrétni genové terapie v pripadé konkrétniho onemocnéni,
aktudlniho stavu vyvoje a vaznosti onemocnéni.'”* Pokud bychom méli soubor pacient,
ktefi trpi pokroc¢ilym stadiem rakovinového onemocnéni, rovina se preklapi samoziejme
na stranu zkusit v8e, co by mohlo stav zvratit. Zde mluvime o tzv. soucitné aplikaci
(compassionate use), neboli pouziti posledni nadéje (last hope use), pii které jsou pacienti
ochotni podstoupit mnohem vétsi riziko, které pfindsi nova, ne dokonale prozkoumana,
aplikace genové terapie.!®

Experimentalni 1écebné postupy prvni a druhé faze klinického testovani by piipadaly
v uvahu v piipadé souboru pacientii s postupujicim rakovinovym onemocnénim, ktefi
podstupuji paliativni 1€cbu, protoZze uz neexistuje jiny nevyzkousSeny ucinny lécebny
postup. Tito pacienti jiz nemaji Gpln¢ co ztratit, ale taky nemaji upln¢ co ziskat. Pokud
tito pacienti poskytnou kvalifikovany informovany souhlas, védomi si, ze vztah
prospéchu a rizika v jejich piipade je nulovy, z jakési altruistické pozice mohou napomoci
dobru, tedy tém, kteii onemocni v budoucnosti.'*®

Dalsim aspektem etického pohledu na somatickou genovou terapii je princip
naklonéné roviny (slippery slope). Tim, Ze somatickd genova terapie se stane soucasti
klinickych postuptl, jak tomu naznacuje aktudlni vyvoj, je velmi dilezité si uvédomit, Ze
je to taky prostor pro zneuziti dobfe oveéfené metody v oblasti neterapeutickych
klinickych postupi, jakymi jsou lidska dédi¢na genova terapie, vylepSovani jedince, nebo
vylepSovani lidského druhu. To znamend, Ze somatickd genova terapie by se stala
podkladem pro kontroverzni neterapeutické genetické ptistupy.'®” Zde se jasn& objevuje
riziko eugenické selekce a jinych eugenickych tendenct, které se podsouvaji i do klinické

aplikace metody CRISPR/CASO9. Klinickym vyuzitim této metody je mozné velice piesné
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ménit, pii znalosti funkce daného genu, nejenom poskozené geny, ale taky ovliviiovat
aktivitu jinych ve prospéch ptani zadatell. Zmény inteligence, muskulatury, barvy vlast,
ktize, pohlavi, to jsou jasné aplikace pozitivni eugeniky. Je nutno zddraznit, Ze neni uplné
jasny rozdil mezi tim, co je povaZovano za lécebnou terapii a co za vylepSeni. Oba pojmy
sdileji spole¢ny cil, a tim je poskytnout zlepSeni, i kdyz zlepSeni je béZné chapano jako
»Zmena, kterd méni to, co je normalni*, at’ uz pro lidstvo jako celek, nebo v ptipadé
konkrétniho jedince. Co je vSak povazovano za normadlni, je nejednoznaéné a meni se
v pribéhu casu. Otazkou zistava, zda odchylka od normalu ptedstavuje ,,nemoc*.
Napftiklad v komunité neslySicich mnoho lidi odmita nazor, Zze hluchota je néco, co je
potieba lécit. V disledku toho musi vzniknout jasna identifikace, ktera onemocnéni jsou
dostateCné zdvazna, k tomu, aby bylo mozné provést upravu, pfiCemz je nutno vzit
v ivahu rlizné nazory a existujici alternativni zptisoby 1é¢by.!*® Nejednoznaény slovnik
normalni/nenormalni, defektni/nedefektni, dokonaly/nedokonaly je velice znepokojivy
a evokuje navrat eugenickych tendenci pod plastém molekularni klinické mediciny
a moderni genové terapie.'”’

Je velice nepravdépodobné, ze somatickd genova terapie bude dostupna vsem lidem
bez rozdilu kultury, ptislusnosti, rasy, socidlniho postaveni a ekonomického zazemi. Tim
dochazi k poruSeni etického principu spravedlnosti. Disledkem toho nastane jesté vétsi
spolecCenské rozdéleni, nejednota, nerovnost, a jistym zptisobem také stigmatizace téch,
kteti né¢jakou geneticky fizenou modifikaci neprodélali. Je tedy potfeba neustale koncept
somatické genové terapie promyslet, reflektovat jak z hlediska stanovenych a obecné
platnych bioetickych principl, tak z hlediska technologicky zvladnutych a dokonale
proveienych klinickych aplikaci.

Jak je konkrétné je regulovana terapeuticka somaticka genova terapie v ptipad¢ editace
genomu? Editace genomu piedstavuje vyzvu pro kontrolni a regulacni medicinské
instituce, protoZe editacni pfistupy se znacné lisi v zavislosti na pivodu tkani a na tom,
jak bude terapie vyuZivdna. Terapie vyuZivajici Gpravu somatického genomu, jsou
klasifikovany jako pokrocilé terapeutické 1€katrské vzorky pro moderni terapiit ATMP.
Jedna se o terapeutické vzorky gent, tkani nebo bunék. Technické pozadavky stanovené

touto legislativou jsou na vysoké urovni, protoze typ a mnoZzstvi Gdaji nezbytnych
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k prokazani kvality, bezpe¢nosti a ucinnosti riznych ATMP jsou vysoce specifické a jsou
hodnoceny kritérii pro jednotlivé tiidy, které vypracovala Evropska agentura pro 1écivé
ptipravky (EMA). VSechny léky musi byt povoleny, nez budou zpiistupnény pacientim.
Zatimco vétSina 1€kid je registrovdna na vnitrostatni urovni, pro ATMP je povinny
centralizovany postup, na ktery dohlizi EMA, aby byla zaji$téna dostupnost ve vSech
Clenskych statech prostfednictvim jediné licence, coz urychluje piistup pacienti k t€émto
1é¢ebnym postuptim. To vyzaduje, aby zadosti byly posuzovany védeckymi vybory EMA

a schvaleny Evropskou komisi.?”

5.4. Eticka reflexe dédi¢né genové terapie a neterapeutické genové
terapie

Z argumentacnich principi, které uvadi instrukce Dignitas personae plyne, ze dédi¢na
genova terapie zaloZend na editaci genomu prostiednictvim CRISPR/CAS9 patii mezi

experimentalni pfistupy, jez jsou povazovany z etického hlediska za nepftipustné.

,Moralni hodnoceni zarode¢né genové terapie vyzaduje odlisny piistup. VSechny genetické zmény,
které budou uskute¢nény na zarode¢nych bunkach, by byly pfedany v§em moznym potomktm. Protoze
rizika spojena s jakoukoli genetickou manipulaci jsou zna¢na a dosud ne zcela kontrolovatelna, za
soucasného stavu védeckého poznani neni moralné pfipustné podstupovat riziko, Zze by mohlo byt
ohrozeno potomstvo. K hypotetickému pouziti genové terapie u embrya je tieba jesté dodat, ze ji lze
uskutecnit pouze v souvislosti s oplodnénim in vitro, a tak zde opét vyvstavaji vSechny etické namitky

spojené s timto postupem. Z téchto diivodu je tieba fici, Ze v soucasnosti jsou vSechny formy zarode¢né

genetické terapie nedovoleng. %!

Instrukce déle upfesiiuje, ze dédicna genova terapie se nevyhne postuptim in vitro
fertilizace, preimplantacni diagnostiky a selekci embryi; tudiz dédi€nd editace je
povazovana jenom za jeden z experimentalnich odstinti metod, které kiest'anska etika
nedovoluje.

V ¢lanku 27 Instrukce Dignitas personae nalézame velmi dulezité stanovisko
Kongregace pro nauku viry v pfipadé vyuziti genové terapie pro jiné Ucely nez
terapeutické. Zvlast¢ se pojednava o zdsazich, které by meély vést k vylepSeni

a zdokonaleni genetického fondu ¢lovéka. Kongregace v této ¢asti jasn¢ zduraziuje, ze

209 Srov. BRIGDEN, Tanya — HALL, Allison. Somatic genome editing: ethics and regulation.
201 DP 26
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podobné tendence jsou deklarovany jako nepfipustné a nastifiuje zakladni etické otazky,

které z podobnych aplikaci vyvstavaji.

,»Ponechame-li stranou technické obtize a skute¢na i moznad rizika, takové manipulace by
podporovaly eugenickou mentalitu a nepfimo vedly ke spolecenské stigmatizaci lidi, kterym se urcitych
kvalit nedostava, a k privilegovani vlastnosti, které sice v ur€ité kultufe nebo v urc¢itém, spolecenském
prostiedi mohou byt cenény, samy o sobé vSak nejsou vyslovené lidské. Takovy ptistup by odporoval
zakladni pravdé o rovnosti vSech lidskych bytosti, z n¢hoz vychdzi princip spravedlnosti, jehoz
porusovani by v dlouhodobé perspektivé ohroZovalo pokojné souziti mezi lidmi. Navic se vynofuje
otazka, kdo by mél urCovat, jaké zmény by byly pozitivni a jaké negativni, anebo které meze by se mély
pro jednotliva piani na vylepSeni stanovit, protoze by nebylo fyzicky mozné splnit pfani na vylepseni
vSech jednotlivych osob. At uz by odpovéd’ na poloZené otazky byla jakakoli, vzdy by se opirala
o neurcita a sporna kritéria. To vSe vede k zavéru, ze takové snahy by dfive ¢i pozdéji poskodily
spole¢né dobro a vedly k neodivodnéné podpote viile jednéch nad svobodou druhych. Zavérem je tieba

poznamenat, ze pokus vytvofit novy typ ¢lovéka obsahuje ideologicky prvek, podle néhoz se ¢lovek

snaZi stanout na misté Stvotitele.“202

Uvedené poznatky uptesiuji, Ze prestoze molekularni editani nastroj CRISPR/CAS9
je v biomediciné a molekularni biologii diky efektivité¢, jednoduchosti, nizké cené
a presnosti prilomovy, neni mozné jej vyuzivat pro svévolné pouziti v klinické praxi.
Z eticko-ktestanského thlu pohledu jsou dédicna editace genomu a jeji odvozené cesty
vyuziti CRISPR/CASD, jako neterapeutické aplikace, vylepseni jedince a zdokonalovani
lidského genofondu, povazovany za nepiipustné.

Eticka neptipustnost uvedenych postupt se odtivodiiuje také opatrnosti a obezietnosti,
kviili moznym technickym problémtim ohledné kalibrace metody na jednotlivé ptipady
klinického pouZiti, rizika nespecifickych zasahli v genomu, rizika vyskytu mozajcismu.
Instrukce dale uvadi obavy z mozné legalizace postupii dédi¢né editace. Rizikem je
socidlni a kulturni rozdé€leni spoleCnosti, kategorizace spolecnosti na modifikované
a nemodifikované, ¢imz by byla vaznym zplsobem narusena sociologicka rovnovaha,
ktera vychazi z principu spravedlnosti. Je otdzkou, kdo by byl arbitrem, jenz by
rozhodoval, kterd modifikace se vykona a ktera ne. Navic — jak by byl zachovan princip
spravedlnosti, aby vSichni lidé méli moznost podstoupit modifikaci podle svych prani,
kdyz jenom pro nekteré by aplikace byla cenové dostupna? Tim by dochazelo k velmi

vaznému prohloubeni rozdild mezi bohatou a chudou vrstvou a ke stigmatizaci

202 pp 27
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spole¢nosti. Timto piistupem je jasn¢ deklarovano eugenické chovani na lidském druhu,
které potira lidskou distojnost.

Ve védecké obci panuje konsenzus, Ze je moralné a eticky neptipustné pfi aktualnim
stavu poznani metody CRISPR/CASO9, aby doslo k legalizaci dédi¢né genové terapie; je
zdiirazilovan princip lidské diistojnosti, integrity, uZite¢nosti, spravedlnosti a neSkozeni.

Pro relevantni reflexi je vSak potifebné se ptat, jaké by mohly byt potencialni vyhody
zavedeni terapeutické dédicné genové terapie.

Terapeutickd aplikace dédicné genové terapie predstavuje skuteCné, a ziejmé
1 konec¢né feseni problému vyskytu genetickych onemocnéni, zatimco terapeutické zasahy
na somatické trovni dospélého jedince jsou povazovany za symptomatické, nebo
v ditsledku vazné morbidity, za paliativni.?*

V ptipad¢ rodi¢ovského paru, ve kterém kazdy z rodict je homozygotem v prenosu
genetického onemocnéni, germindlni genova terapie pfedstavuje jediny mozny
prostiedek, jak se témto rodicim miize narodit zdravé dit€. To mlze byt vnimano, jako
pozadovana odpovéd’ ve prospéch plnohodnotného zivota ditéte, které rodic¢e mohou
privést na tento svét. Pokud kazdy zrodi¢ii je heterozygotem v pifenosu genetického
onemocnéni, germindlni genova terapie predstavuje velice efektivni metodu
k preimplanta¢ni diagnostice a vybéru zdravého embrya. Takovd germindlni genova
terapie by mohla byt realizovana modifikaci gamet a naslednou umélou inseminaci pro
ujisténi, ze pocaté dité pochazi z geneticky upravenych gamet. Pfenos modifikovanych
gamet vSak rodi¢iim nezarucuje jistotu zdravi jejich potomka, protoze transfer genu do
spermii mé své metodologické limity a mnohé z oSetfenych spermii nebudou nositelkami
pozadované zmény. Uvedeny postup jenom zvétSuje pravdépodobnost narozeni zdravého
ditéte. Germindlni genova terapie by vSak vtomto piipadé¢ piedstavovala eticky
pristupnéjs$i tfeSeni oproti eugenickym metodam eliminace, prenatdlni diagnostiky
anaslednych potratt anebo preimplantacni diagnostiky, které jsou v ptipadé¢ téchto rodict
jedinym moZnym piistupem ke zdravému ditéti. Dalsi hypotetickou vyhodou zavedeni
dédicné genové terapie je respektovani autonomie genetickou nemoci postizenych rodic¢u

s narokem na zdravé ditg. 2%

203 Srov. ZIMMERMAN, Burke K. Human germ-line therapy: the case for its development and use. The
Journal of medicine and philosophy 1991, roc€. 16, €. 6, s. 593-612.

204 Srov. COOK-DEEGAN, Robert Mullan. Human gene therapy and congress. Human Gene Therapy
1990, roc¢. 1, €. 2, s. 163-170.
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Proti vyhoddm vyuZivat klinickym zplsobem dédi¢nou genovou terapii se vSak uvadi
protiargumenty, které maji nejrizné;jsi divody podlozené jak védeckymi, tak moralné-
etickymi argumenty.

Germindlni genova terapie s pienosem genu do embrya je eticky nepfipustnd, protoze
predpokladd vytvofeni a ztratu velkého poctu embryi. Nedilnou soucasti celého
terapeutického procesu je preimplantacni diagnostika s cilem eliminovat poSkozena
a geneticky nevhodnd embrya, coZz neodpovidd distojnosti lidského zivota, ani
diistojnosti embrya. (Je dulezité vSak uvést, Ze je na zakonodarstvi jednotlivych statl, jak
definuji lidskou bytost a od kdy v embryondlnim vyvoji mluvi o lidské osob¢).

Dalsim divodem je, ze jenom ¢ast modifikovanych gamet bude obsahovat
pozadovanou zménu. To znamena, Ze pi1 umélé inseminaci modifikovanych gamet
existuje i nadale riziko, ze se rodi¢iim narodi dité s genetickym onemocnénim. Je vysoce
nepravdépodobné, Ze by rodice nemuseli absolvovat preimplanta¢ni diagnostiku, kterou
by doSlo keliminaci homozygotnich embryi. Umélé oplodnéni a preimplantacni
diagnostika jsou charakterizovany negativnim etickym hodnocenim.?%

Pokud by rodic¢e byli heterozygoti v recesivné dédicné nemoci, dédi se podle klasické
mendelovské dédicnosti znakll, rodice s 25 % pravdépodobnosti pocnou normalni dité,
s 50 % pravdépodobnosti pocnou pienasece onemocnéni — stejného genotypu jako rodice
a s25 % pravdépodobnosti se narodi nemoci postizené¢ déti. Je tedy 75 %
pravdépodobnost, ze se rodi¢im narodi fenotypové zdravé déti. V tomto piipade je témért
nesmyslné pfistoupit ke germindlni dédicné genové terapii z objektivnich diivodi
nemoznosti pozménit soubor pohlavnich bunék tak, aby vSechny byly v daném znaku
homozygoty. I tato cesta vede k jedinému fesent, a to k in vitro fertilizaci a preimplantacni
diagnostice.?%

Germindlni dédi¢na genova terapie tedy nevymyti Uplné¢ vSechny genetické
predpoklady k propagaci nemoci v dané rodiné. Zda se tedy iluzi, Ze dédicna genova
terapie by mohla eliminovat geneticky podminéné onemocnéni tplng.>"’

Navic, rizika, kterd souvisi s pouzitim metody CRISPR/CAS9 pravdépodobné
nebudou snadno odstranitelna. Pokud by pfi jejim pouziti doslo k nezddoucim zasahtim,

tyto zasahy se stanou soucasti genetické vybavy potomstva. Je pomérné tézké si

205 Srov. SUAUDEAU, Jacques. Attuali possibilitadi intervento genetico. In LAFFITTE, Jean

— CARRASCO DE PAULA, Ignacio. Le nuove frontiere della genetica e il rischio dell eugenetica,
s. 92-93.

206 Srov. tamtéZ, s. 94.

207 Srov. tamtéz.
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predstavit, jaké by byly jejich nasledky. Funkce spousty genil jsou provazané a nevi se,
jaky by byl efekt, byt pozitivné¢ sméfované genetické opravy na celkovou bunétnou
a celkovou homeostazi jedince.

Hraniénim pfistupem dédicné genové terapie je samoziejme riziko vyvoje
kontroverznich terapeutickych ptistupti, o kterych bylo pojednano diive. Takové jednani
piekracuje vechny stanovené bioetické principy.?®

Dé&di¢na genova terapie je z pohledu magisteria povazovana za moraln¢ nepfiijatelnou.
Tyto procesy zahrnuji vSechny dostupné biomedicinské generativni aplikace, jakymi jsou
in vitro fertilizace, preimplantacni diagnostika k eliminaci geneticky poskozenych nebo
nezdravych embryi a selekce nejzivotaschopnéjSich a spravné editovanych embryi.
V prabehu celého procesu genetické manipulace neni respektovana diistojnost embrya

a diistojnost lidského Zivota. Tyto procesy jsou povazovany za eugenické.?%’

208 Srov. SUAUDEAU, Jacques. Attuali possibilitadi intervento genetico. In LAFFITTE, Jean

— CARRASCO DE PAULA, Ignacio. Le nuove frontiere della genetica e il rischio dell eugenetica,
s. 95-96.

209 Srov. tamtéz, s. 92.
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Z.avér

Edita¢ni molekularni nastroj CRISPR/CAS9 je fenomenalnim biomolekuldrnim
objevem 21. stoleti a diky nému obory jako molekularni biologie, medicina, genova
terapie proZivaji takiikajic revoluci. Jedna se o velice jednoduchy, u¢inny a cenové
dostupny molekuldrni nastroj odvozeny od bakterialniho imunitniho systému, byl
navrzen pro cilenou editaci, tedy pozménovani genetické informace v presném misté
sekvence DNA. I kdyZ nastroj funguje velice efektivné, je nutno podotknout, Ze pfi jeho
aplikaci existuje riziko nechténych zasahli mimo pozadovanou cilovou sekvenci.
Uginnost metody ovliviiuji nejriizngjsi faktory, jakymi jsou bunéény typ, faze bunééného
cyklu, kondice bunécéné kultury, editacni strategie a volba nasledné genové opravy.
Vyladéni néstroje pro jeho aplikaci v 1éceni monogenetického onemocnéni piedstavuje
pomérné slozity proces. Kromé jiného jednotlivd onemocnéni vyzaduji odliSny princip
aplikace, jakymi jsou postupy ex vivo a in vivo. Klicovou podminkou uspésnosti metody
je vhodné zvolend kombinace vSech zminovanych faktort a dalSich jinych tak, aby
nedochézelo k nezadoucim zasahiim edita¢niho nastroje mimo cilovou sekvenci (mozné
riziko spusténi onkogentll). Podminky aplikace maji sméfovat ke snizeni mozajcizmu
bunécné populace, aby se tak zvysila efektivita propagace zavedené genetické zmény
v bunécné kultuie, a tim se efektivné obnovila funkce poruseného genu. VsSechny
zminované aspekty rozhoduji o bezpeCnosti samotné metody v konkrétnim piipadé
genetického onemocnéni a uspésnosti jeho 1écebné terapie.

Klinické strategie aplikace CRISPR/CAS9 byly rozdé€leny na dvé zékladni. Prvni je
editace genomu somatickych bunék, ktera se s velkou pravdépodobnosti stane — pii
eliminaci rizik, zachovani etickych principti a spravné kalibraci metody — pro konkrétni
typ geneticky podminéného onemocnéni, béZnym terapeutickym postupem. Provedena
genetickd zména se v tomto piipadé v potomstvu nesifi, ale tykd se vyluéné jenom
konkrétniho jedince. Druhou aplikaci je eticky problematickd dédi¢na genova terapie, ze
které se odvozuji kontroverzni neterapeutické postupy, jakymi jsou: vylepsovani jedince,
potazmo druhu, a volné neterapeutické experimentovani. Pfi porovnani téchto dvou
postupll je velmi dulezité jasn¢ identifikovat etické rozhrani mezi lé€enim nemoci
a vylepSovanim, coz je pfedmétem mnoha etickych diskuzi. Somaticka genova CRISPR
terapie jiz zaznamenala ohromny klinicky tUspéch, a proto je mozné konstatovat, ze
dédicnd editace genomu se nejevi jako Upln€ nutnd. Mnoha geneticky podminéna

onemocnéni se diagnostikuji a vyhodnocuji pomoci preimplantacni diagnostiky na Grovni
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cyklt in vitro fertilizace a vybé€ru vhodného embrya pro implantaci, anebo pfi
onemocnéni v pokrocilej§im stadiu vyvoje pii aplikaci somatické editace jedince, kterd je
jednou z moznych terapeutickych piistupd.

Od objevu edita¢niho nastroje CRISPR/CAS9 az do soucasnosti se védecky ndzor
ohledné dédi¢né editace posunul, a to od absolutniho zdkazu az k rezervované otevienosti
terapeutické aplikace dédi¢né editace za velmi ptisnych jak védeckych, tak pravnich
kritérii, ktera budou kontrolovat ptislusné védecko-etické instituce a komise. Zavedeni
lidské dédi¢né editace v klinické praxi oznacujeme jako translacni cestu. Ta stanovuje
piisnd kritéria pro terapeutickou aplikaci lidské dédi¢né editace v pohlavnich bunkach
nebo embryonalnich buiikidch s naslednou implantaci takto upraveného embrya do délohy
a narozeni geneticky upraveného jedince.

Zda se, zZe translacni cesta u vybranych geneticky podminénych onemocnéni by se tak
stala pravné-odbornou strategii, kterd ma za cil eliminovat zvySujici se riziko zneuZiti
metody CRISPR/CAS9 nekontrolovanymi a neterapeutickymi postupy, které jsou
védeckou obci zapovézeny. Translaéni cesta piinasi velké mmnozstvi bioetickych,
metodologickych, spole¢enskych, socidlnich, pravnich a kulturnich otazek, které se musi
stat predmétem vetejné védecké diskuze.

Dédicnd genova terapie a z ni odvozené aplikace vylepSovani lidského jedince, tvorba
déti na zakazku, slepé experimentovani na Zzivych bytostech atp. v sobé ukryva
nebezpecnou selekéni eugenickou mentalitu, kterd ohrozuje ve své nejhlubsi podstaté
lidskou distojnost a ohrozuje tak obecné etické principy lidské integrity, autonomie
a zranitelnosti, které pfinalezi kazdé lidské bytosti.

Pouziti editacniho nastroje CRISPR/CASY, jako soucasti postupii somatické genové
terapie, je povazovano z pohledu kiest'anské etiky za moralné dovolené pii zachovani
zékladnich etickych principii daného lidského jedince, jako i bioetickych principti
dobfeinéni, neskozeni, autonomie a spravedlnosti. Kone¢né slovo v navrhovaném
1é€ebném postupu ma samoziejmée pacient, ktery se na zédklad¢ informovaného souhlasu
svobodn¢ rozhodne, zda podstoupi somatickou genovou terapii, nebo nikoli.
Informovany souhlas je praktickym duasledkem platnosti principu lidské duastojnosti
a integrity v 1ékatské praxi.

Genetické manipulace bun€k germinalni linie a embryonalnich bunék jsou oproti
tomu v cirkevnich dokumentech z etického diivodu zapovidéany.

Genova terapie by meéla byt ve své nejhlubsi podstaté¢ slova terapie lécenim

konkrétniho onemocnéni daného organismu, pfiCemz ma byt respektovano integralni
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dobro osoby s jejim télesnym, citovym, intelektudlnim a spiritudlnim rozmeérem, pfi
dodrZeni vSech platnych bioetickych parametrt a principti. Klinické zésahy, které smétuji
k vylepSovani genomu jedince, potazmo spolecnosti, jsou neptipustné. Lidsky zivot se
nesmi stat predmétem positivisticko-materialistické mentality s eugenickym podkladem.
Ma svoji velkou hodnotu proto, Ze Zivotem je. Toto presvédceni je vepsano do srdce
lidské existence. NeporuSitelnost a nedotknutelnost lidského Zivota se vztahuje na kazdou
lidskou bytost. Na pocatku kazdé lidské existence je Blh, darce zZivota. Jediné jemu
pfinalezi misto Stvofitele, pficemz Clovek se jenom podili na stvofitelské Bozi moci.
Z této pravdy Zjeveni vyvstava klicovd moraln¢ teologickd orientace ontologického
personalismu, jako bytostného principu diistojnosti kazdé lidské bytosti od poceti az po
prirozenou smrt. Tim je jasn¢€ poloZen zaklad jedine¢nosti osoby a osobni identity.
Nékteré 1éCebné procesy a biomedicinské postupy byly pied nckolika lety
nepredstavitelné. Ne vSechno, co moderni geneticky vyzkum poskytuje, je vSak dobré
a prospesné. Kiestanska etika ve svétle neyjmodernéjSich védeckych objevli odmita
eugenickou mentalitu, ktera potird lidskou dastojnost a neustdle bude obhajovat lidsky
zivot, jako nejvyssi mozné dobro od jeho poc¢atku az po ptirozenou smrt. Védecky pokrok
je jenom tehdy opravdovym a lidstvu prospéSnym, kdyz chrani a respektuje lidskou

distojnost kazdé lidské osoby.
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Seznam pouzitych zkratek

AAV
APOBEC

app
ATMP

bellla

Cas

CAS9

cerd

CD34"

CD4"

crRNA

CRISPR

dCAS9

DNA
DoV

DP
EMA
pou5fl

eSpCAS9

— adeno associated virus — vektory odvozeny od adenoviru

— apolipoprotein B mRNA editing enzyme — apolipoproteinovy mRNA

edita¢ni enzym B citidin deaminazy modifikujici cytozin na uracyl

— amyloid precursor protein — amyloidni proteinovy prekurzor

— Advanced therapy medical products - Pokrocilé terapeutické 1€kaiské

vzorky pro moderni terapii

— BAF chomatin remodeling complex subunit — gen pro podjednotku

chromatin remodelac¢niho komplexu BAF

— CRISPR associated enzyme — enzym spojeny s CRISPR

— Crispr associated protein 9 — Protein 9 sdruzeny s CRISPR

— chemokin receptor type 5 — gen pro chemokinovy reptor typu 5

— cluster of diferentiation 34 — povrchovy glykoproteinovy adhézny antigen
T - lymfocytt

— cluster of diferentiation 4 — povrchovy glykoproteinovy koreceptor

pritomny na vngjSi strané cytoplazmatické membrany pomocnych T-

lymfocytt

— CRISPR associated RNA - CRISPR asociujici molekula RNA

— Clustered regularly interspaced short palindromic repeats — Nahromadéné

pravidelné rozmisténé kratké palindromické repetice

— deactivated CAS9 protein — protein CAS9 s deaktivovanou Stépici

aktivitou

— Deoxyribonucleic acid - Deoxyribonukleova kyselina

— Instrukce Donum vitae o respektovani pocinajiciho lidského Zivota a o

duastojnosti plozeni.

— Instrukce Dignitas personae o nékterych otazkach bioetiky

— European medicines agency - Evropska agentura pro 1é¢ivé piipravky

— POU class 5 homeobox 1 — POU proteinovd doména, tiidy 3,

transkrip¢niho faktoru 1

— enhanced Streptococus pyogenes CAS9 — protein CAS9 bakterie

Streptococcus pyogenes se zvysenou mirou specificity
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FDA

Fok I

frfr3

GS
HDR

HGP
HHGE
HIV
htt

HV

1ap

il2rgi

IVF
JLat10.6
MCR
mdx/UTR*"

mRNA
mybpc3
NCBC
NHEJ

NHN

NIH
NMD

— Food and drug administration — Americky tfad pro kontrolu potravin
a léciv

— Flavobacterium okeanokoites IIS nuclease — restrini endonukledza
bakterie Flavobacterium okeanokoites

— fibroblast growth factor receptor - gen pro receptor, ktery vaze
fibroblastovy rostouci faktor

— Pastoralni konstituce o cirkvi v dnesnim svété Gaudium et spes.

— homology direct repair — bunécna strategie spojujici DNA konce na
zaklad¢é homologické rekombinace

— Human genome project — Projekt lidského genomu

— Heritable human genome editing - Dédi¢na editace lidského genomu

— Human imunodeficiency virus — Virus lidské imunodeficience

— huntingtin — gen pro huntingtin

— Encyklika Humanae vitae o spravném ptredavani lidského Zivota.

— isozym alcalic phosphatase - gen odpovédny za konverzi izozymové
alkalické fosfatazy

— interleukin 2 receptor subunit gamma — y podjednotka receptoru pro
interleukin 2

— in vitro fertilisation — in vitro fertilizace

— bunécna linie s latentnim virem HIV

— Mutagenic chain reaction - mutagenni fetézova reakce

— uthropin heterozyous mdx mouse — heterozygni kombinace absence
dystrofinu s postsynaptickou svalovou dysfunkci u mysiho modelu

— mediated ribonucleid acid — mediatorova ribonukleova kyselina

— myosin binding protein C3 — gen pro myozin vazebny protein C3

— National christian bioetic centrum — Néarodné kiest'anské bioetické
centrum

— Non homologic end joining — opravna buné¢na strategie zlomi DNA
zalozena na nehomologickém spojenim DNA konci

—nuclease domain CAS9 — nukledzova stépici podjednotka CAS9 vazebna
s crRNA

— National institute of health — Narodni institut pro zdravi

— non sense mediated decay — komplex rozeznavajici chybné transkripty

mRNA
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NMD

NUC
PAM

PAV
pesk9

REC
RecB
RecC
RecD
RecBCD

RNA
[-Scel

sgRNA

sodl
spCAS9

TALE
TALEN

tmcl

tracrRNA

WHO
ZFN

— non-sense mediated decay — komplex degradujici nesmyslné transkripty
mRNA

— nuclease domain CAS9 — nukledzova doména CAS9 proteinu

— protospacer adjacent motiv — proteinova vazebna doména pro DNA
cilovou sekvenci

— Pontificia academia per la vita — Akademie pro zivot pii Svatém stolci

— proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 — proproteinova konvertaza
subtilisin/kexin typu 9

— recognition domain — rozpoznavajici doména CAS9 proteinu

—enzym s helikdzovou aktivitou

— enzym rozpoznavajici piekiizend mista DNA pii oprave

—enzym s helikdzovou aktivitou

— komplex enzymu bakterie E. coli podilejicich na rekombinantni opravé
DNA

— ribonucleid acid — ribonukleova kyselina

— Saccharomices cerevisiae [ meganuclease — mitochondrialni
meganukledza kvasinky Saccharomices cerevisiae

— single guide RNA — jednoducha navadéci molekula RNA pozistavajici
z tractRNA a crRNA

— superoxid dismutase gen — gen pro superoxid dismutazu

— Streptococcus pyogenes CAS9 — protein CAS9 odvozeny z bakterie
Streptococcus pyogenes

— transcription activator-like effector — efektor transkripcni aktivace

— transcription activator-like effector nuclease — transkripéné aktivacni
nukledzovy aktivator

— transmembrane channel-like protein 1 — gen pro tranmembranovy
kanalovy protein 1

— trans-activating CRISPR RNA - trans aktivaéni CRISPR ribonukleova
kyselina

— World Health Organisation — Svétova zdravotni organizace

— zink finger nuclease — nukledza proteinového motivu zinkového prstu
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Prilohy

Tab. 1 Transla¢ni cesta — zékladni aspekty a vystupy védecké obce (doslovny pieklad.)

»Nemél by probéhnout zadny pokus vedouci k ustaveni tehotenstvi s vyvojem embrya, které bylo
geneticky modifikovano editaci genomu, dokud a pokud nebylo jasné stanoveno, Ze je mozné ucinné
a zodpovédné objasnit, ze zavedené genomové zmény v embryu nebudou mit nezadouci Ucinky
a dopady. S témito kritérii se zatim nepocitalo a je potfebné, aby je budouci vyzkum postupné
objastioval.*?!?

,»Je potfebné, aby byl veden rozsahly spolecensky dialog jesté diive, nez se jakakoli krajina rozhodne
povolit klinické vyuziti HHGE. Toto mozné zavedeni vyvolava mnoho dalSich spolecenskych a etickych
otazek mimo dosah Mezinarodni etické komise, které maji byt reflektovany a hodnoceny. Na vetejné
spolecenské diskusi maji participovat také ti, ktefi jsou nositeli dédicnych onemocnéni, jsou to tedy ti,
kterych by se aplikovana metoda méla nejvic tykat.“?!!

,,Neni mozné definovat jednu obecnou odpovédnou translacni cestu pouzitelnou napfi¢ vSemi moznymi
zpusoby pouziti dédi¢ného editovani lidského genomu, protoze pouziti, okolnosti a ivahy se velmi lisi,
stejné jako pokroky v zakladnich znalostech, které by byly zapotiebi, nez by byla vibec mozna aplikace
ruznych druhti pouziti. Klinické pouziti HHGE by mélo postupovat podle principu graduality. Vzdy by
meély existovat jasné prahy pro povoleni pouziti na zakladé¢ toho, zda mize byt a byla jasné definovana
odpovédna translacni cesta pro hodnoceni bezpecnosti a €innost pouziti v konkrétnim pifipadé a zda se
zemé rozhodla pouZiti povolit.*?!?

,,Pokud by se n¢jaka zemé rozhodla dovolit HHGE v klinické praxi méla by zabezpecit, aby pouziti této
metody se vztahovalo na vymezend kritéria jeho pouziti, kterymi jsou:

o Vazné monogenetické onemocnéni, kterého etickd komise uréi jeho
zavaznost podle kritéria incidence, morbidity a frekvence pred¢asné smrti.
Pocet monogenetickych onemocnéni je pfiblizné 4000.

o Pouziti HHGE je omezeno na zménu patogenni genetické varianty, o které je
znamo, ze je zodpovédna za zavazné monogenetické onemocnéni na
opravenou variantu sekvence, jez je bézna v piislusné populaci a o které je
znamo, ze neni ptivodcem choroby.

o Embrya bez genotypu, ktery zptisobuje onemocnéni, nebudou podrobena
procesu Upravy genomu, jeho pienosu a ustaveni téhotenstvi, aby bylo
zajisténo, ze zadni jedinci pochdzejici z upravenych embryi nebyli vystaveni
rizikim HHGE bez jakéhokoli potencialniho prospéchu.

o Pouziti HHGE je omezeno na situace, ve kterych potencialni rodi¢e nemaji
moznost mit vlastni geneticky zdravé dit¢ bez monogenetického onemocnéni.
Pficemz plati, ze ve vSech embryich téchto rodi¢t by doslo k propagaci
onemocnéni bez zasahu metody HHGE, anebo maji extrémné Spatné
genetické predikce, protoze ocekavany podil nemoci nepostizenych embryi
by byl neobvykle nizky, coz Komise stanovuje na 25 procent nebo méng¢,
a pokusili se alespotl o jeden cyklus preimplantacniho genetického testovani,
ale bez ispéchu.“?!3

,»Pred jakymkoli pokusem navozeni stavu téhotenstvi s embryem, které bylo oSetfeno metodou HHGE,
je nutné, aby preklinické studie prokazaly, Ze HHGE lze provadét s dostateéné vysokou ucinnosti
a presnosti, aby byla klinicky signifikantni. Pro kazdé pocatecni pouziti HHGE by preklinické dikazy
0 bezpecénosti a ucinnosti mély byt zalozeny na studii statisticky vyznamného souboru upravenych
lidskych embryi a mély by prokézat, Ze tento proces ma schopnost generovat a s vysokou piesnosti
vybrat vhodny pocet embryi. Tato embrya by méla spliiovat nasledujici kritéria:

o Vybrana embrya maji zamyslené upravy a zadné jiné.
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o 'V souboru embryi je nedostatek dalSich pozménénych variant zavedenych
procesem editace mimo cilova mista; celkovy pocet novych genomovych
variant by se nemél vyrazné liSit od poctu nalezeného u srovnatelnych
neupravenych embryi.

o Vpopulaci embryi po =zavedeni genomovych tprav chybi dukazy
0 mozajsmu.

o Embrya maji mit vhodny klinicky stupeni vyvoje pro ustanoveni t¢hotenstvi.

o Poméry aneuploidie nesmi byt vy$s$i, nez se ocekavalo na zakladé
standardnich postupti technologie asistované reprodukce.‘*!4

»Dalsi kritérium se tyka ovéfeni kvality a vhodnosti modifikovanych embryi HHGE pied vlastni
implantaci do délohy matky:

o Standardy by mély zlstat stejné jako pii obecnych postupech asistované
reprodukce, ktera by méla sledovat vyvojova stadia az do faze blastocysty,
kdy by mélo dojit k transferu embrya do délohy.

o Zavedena cilova mutace prostiednictvim HHGE v embryu by méla byt
ovétena pomoci biopse bunck ve stadiu blastocysty s naslednym testovanim
pfitomnosti zmény ve vSech burnikach blastocysty a vyloucenim nezadoucich
zmén v misteé zasahu a zaroven ovétrena nepiitomnost nezadoucich mutacnich
zasahil.

o Pokud je po pfisném vyhodnoceni udéleno schvaleni pro regulovany pfenos
embryi do délohy matky, je velmi dilezité proces téhotenstvi neustale
monitorovat a sledovat dal$i vyvoj jiz narozené¢ho jedince a dospélého
Cloveka. <213

,,Veédecky vyzkum by mél pokracovat ve vyvoji metod, diky kterym by bylo mozné produkovat funkéni
lidské gamety z kultivovanych lidskych pluripotentnich kmenovych bun¢k. Tento proces je oznacovan
jako in vitro gametogeneze a predstavuje jakousi ndhradu za editaci genomu zygoty. Metoda in vitro
gametogeneze se neustale vyviji a v aktualni fazi vyvoje neni pouzitelnd pro klinické studie. Dal§im
z teoretickych aplikaci je izolace spermatogonialnich bunéénych prekurzord, jejich nasledna editace
a navraceni do pohlavnich zlaz (metoda je teoretickd, protoze je spojena s mnoha etickymi otdzkami
a z technického hlediska je spojena s velkym rizikem vyskytu mozaicizmu). Prostiednictvim in vitro
gametogeneze by se oteviela dalsi moznost pro potencialni rodice, jak se vyhnout dédi¢nosti onemocnéni
ucinnou produkci, testovanim a vybérem embryi bez genotypu zplsobujiciho onemocnéni. Pouziti
takovych gamet odvozenych in vitro v reprodukénim prostfedi nastoluje velmi vazné 1ékarské, etické
a spolecenské problémy, které je tieba peclivé vyhodnotit. Takto produkované gamety bez Upravy
genomu by musely byt prvné schvaleny pro pouziti v technologii asistované reprodukce, az poté by
mohly byt zvazovany pro klinické pouziti dédi¢né upravy lidského genomu. Rodice, ktefi jsou pfimo
postiZeni, nebo jsou pfenaseci vaznych monogenetickych onemocnéni nemaji moc Sanci mit jinak zdravé
dité, které bude jejich. K jinym feSenim se radi adopce nebo piijeti vajicka nebo spermie od ciziho darce
s nislednymi cykly in vitro fertilizace a preimplanta¢ni diagnostiky.?'®

,Jakakoli zemé, ve které se klinicky zvazuje pouziti dédi¢né editace lidského genomu HHGE, musi
zajistit mechanismy a mit pfislusné regula¢ni organy, které zajisti spInéni vS§ech nasledujicich podminek:

o Jednotlivei vykonavajici ¢innosti souvisejici s HHGE v klinické sféfe
a organy na n¢ dohlizejici musi dodrzovat zasady lidskych prav, bioetiky
a musi brat v potaz globalni dohled.

o Zavedeni HHGE v klinické praxi musi vychéazet z osvédéenych postupii
souvisejicich technologii, jako jsou techniky mitochondridlniho pfenosu,
preimplantacniho genetického testovani a iprav genomu somatickych bun¢k
prostiednictvim editace.

o Rozhodovani o klinickém zavedeni HHGE je podlozeno poznatky
z nezavislych mezinarodnich hodnoceni pokroku ve védeckém vyzkumu,
bezpecnosti a G¢innosti HHGE, které naznacuji, Ze technologie jsou natolik
pokrocilé, ze by mohly byt zvazovany pro klinické pouziti HHGE.

o Védecké a etické hodnoceni jakékoli aplikace pouzivani HHGE je pecliveé
provadéno piislusSnym organem nebo procesem, piicemz jednotliva
rozhodnuti jsou pfijimana ne obecné, ale pfipad od ptipadu.
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o Oznameni o zvazovanych aplikacich HHGE je poskytovano pfislusSnym
organem, pod jehoz kontrolu aplikace spada.

o Podrobnosti o schvalenych aplikacich (vcetné genetického stavu,
laboratornich postupti, laboratofe nebo kliniky, kde to bude provedeno,
a narodnich organd zajistujicich dohled) jsou vefejné pristupné, zatimco
rodinna identita je pochopitelné chranéna.

o Podrobné postupy a vysledky budou publikovany v recenzovanych
Casopisech, aby bylo zajisténo Sifeni znalosti, které budou v oboru
postupovat.

o Jsou uplatiiovany normy odpovédného védeckého chovani jednotlivych
vySetfovateld a jednotlivych laboratofi.

o  Vyzkumni pracovnici a klinic¢ti 1ékafi prokazuji vedouci postaveni tim, zZe
organizuji a UCastni se otevienych mezinarodnich diskusi o koordinaci
asdileni vysledkti relevantniho védeckého, klinického, etického
a spoleCenského vyvoje, ktery ma dopad na hodnoceni bezpecnosti,
ucinnosti, dlouhodobého monitorovani HHGE a spolecenské pfijatelnosti.

o Zpravy o vyboceni od stanovenych smérnic jsou prijimany, piezkouméavany
a ptipadné ukladany sankce.**!’

»Me¢€la by vzniknout Mezinarodni védecka poradni komise, ktera by méla zvazovat jakémkoli klinické
pouziti dédicné editace lidského genomu (HHGE). Komise by méla byt zalozena na principu
interdisciplinarity a jejimi ¢leny by méli byt nezavisli odbornici schopni vyhodnocovat védecké dikazy
o0 bezpecnosti a ucinnosti editace genomu a souvisejicich technologif asistované reprodukce. Komise by
meéla poskytovat pravidelné informace o pokroku v technologiich, na nichz bude zavedeni HHGE
zaviset, jejich hodnoceni a doporucovat dalsi vyvoj vyzkumu, ktery by byl nutny k zavedeni aplikace
HHGE do klinické praxe. Komise by méla dale posuzovat, zda byly splnény veskeré preklinické
pozadavky za urcitych okolnosti, za nichz 1ze HHGE zvazovat pro klinické pouziti. Dal§im tkolem
ustanovené komise bude piezkoumavat udaje o klinickych vysledcich z jakéhokoli regulovaného
pouzivani HHGE a poskytovat rady ohledné védeckych a klinickych rizik a potencidlnich pifinost
moznych dalgich aplikaci.**'®

,»Aby bylo mozné pokracovat v aplikacich HHGE, které by byly mimo ramec schvaleného primarniho
ucelu pouziti HHGE v klinické praxi, musi Mezinarodni védecka poradni komise s odpovidajicim
postavenim a rtuznorodymi odbornymi znalostmi a zkuSenostmi vyhodnocovat a vydavat doporucéeni
tykajici se navrhovaného nového zpiisobu pouziti metody v klinické praxi. Tento mezinarodni organ by
mél: jasné definovat kazdy navrhovany zpisob pouziti metody a specifikovat jeji omezeni. Mél by
navrhnout jasny proces, jak ma byt novy zptsob aplikace metody HHGE v praxi zaveden. Déle ma
umoznit a svolavat transparentni diskuse o spolecenskych problémech spojenych s novym zptisobem
vyuziti metody HHGE. Déle ma neustale reflektovat udélené povoleni, zda bylo vhodné ptekrocit prah
prvotniho omezeni a novy zpiisob vyuziti metody zavadét.*!”

»Klicové je vytvofeni mezindrodniho mechanismu kontroly, ktery by predaval jasné instrukce
piislusnym vnitrostatnim organtim a zvefejnoval by obavy tykajici se vyzkumu nebo provadéni tpravy
dédicného lidského genomu, ktera se odchyluje od stanovenych pokyni nebo doporucenych
standardd.?%°
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