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STRESZCZENIE

W ramach terapii 0s6b z chorobami genetycznymi proponuje si¢ zastosowa¢ edycje genomu indukowanych
pluripotencjalnych komérek macierzystych (induced pluripotent stem cells - iPSc) lub hematopoetycznych
komérek macierzystych (hematopoetic stem cells - HSC) ze szpiku chorego. Pozornie wydaje sie, ze takie
podejscie pozwala na otrzymanie komorek autogennych. Nie bedzie to jednak zawsze przeszczep autologicz-
ny w $cistym tego pojecia znaczeniu. Odrzucenie transplantu bedzie bardziej prawdopodobne w przypadku
choréb recesywnych warunkowanych mutacjami typu nonsens, poniewaz u tych pacjentéw bialko pojawiajace
sie po edycji genomu bedzie ,,obce” dla organizmu gospodarza, pomimo Ze zostanie wyprodukowane przez
autogenne komorki. Abstrahujac od opisywanego powyzej zagadnienia do$¢ unikalnej sytuacji transplantolo-
gicznej, wykorzystanie pochodnych iPSc czy komérek HSC z edytowanym genomem wydaje si¢ bardziej obie-
cujace w przypadku chorob, ktérych objawy zaleza od dysfunkcji komoérek krwi niz np. w dystrofii mig$niowej
lub mukowiscydozie. Edycja genomu jest rowniez stosowana do udoskonalenia autogennych limfocytéw T
z chimerycznym receptorem antygenowym (chimeric antigen receptor T-cells - CAR-T). Edycja genomu w po-
faczeniu z technologia iPSc powinna umozliwi¢ otrzymanie tzw. uniwersalnych komérek do transplantacji,
w tym uniwersalnych CAR-T. Edycja genomu jest wiec szczegdlnie istotna w kontekscie immunologicznym.
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ABSTRACT

Genome editing of induced pluripotent stem cells (iPSc) or hematopoietic stem cells (HSC) from the patient’s
bone marrow is proposed as part of the gene therapy. It seems that this approach allows obtaining autogenous
cells. However, it will not always be an autologous transplant in the strict sense of this term. Transplant rejec-
tion will be more likely to occur in recessive diseases caused by nonsense mutations, since in these patients’
organism the protein that appears after genome editing will be “foreign” to the host, although it will be pro-
duced by autogenous cells. Apart from the aspect of the quite unique transplant situation described above, the
use of iPSc derivatives or HSC cells with an edited genome seems to be more promising in diseases in which
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symptoms depend on blood cell dysfunction than, for example, in muscular dystrophy or cystic fibrosis. Ge-

nome editing is also used to refine autogenous T cells with chimeric antigen receptor T-cells (CAR-T). Finally,

genome editing in combination with iPSc technology should enable the production of the so-called universal

cells for transplantation, including universal CAR-T. Genome editing is therefore particularly important in

an immunological context.
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KONSEKWENCJE IMMUNOLOGICZNE
ZASTOSOWANIA TECHNIK EDYCJI
GENOMU NA POZIOMIE KOMOREK PLURI-
I MULTIPOTENTNYCH

W artykule podjeto prébe przedstawienia ztozonych,
immunologicznych konsekwencji zastosowania edycji
genomu indukowanych pluripotencjalnych komoérek
macierzystych (induced pluripotent stem cells — iPSc) oraz
multipotencjalnych komdrek macierzystych w celach te-
rapeutycznych.

Za technologie reprogramowania (otrzymywania
iPSc) przyznano Nagrode Nobla w 2012 roku. Najwigk-
sza przeszkoda jej upowszechnienia w terapii jest ryzy-
ko rozwoju potworniakéw (teratoma). Powoli jednak
biotechnolodzy tworzg takie terapie komorkowe zalezne
od iPSc, aby unikna¢ ryzyka rozwoju tych guzéw [1].
W przypadku choréb krwi i szpiku edycja hematopo-
etycznych komoérek macierzystych (hematopoetic stem
cells - HSC) pozwala oming¢ ten problem. Z kolei na
korzys¢ iPSc przemawia to, Ze tatwiej je hodowac w wa-
runkach in vitro niz HSC, a zatem latwiej modyfikowac.
Niemniej metody hodowli HSC sg stale udoskonalane.
Z immunologicznego punktu widzenia istotne jest to, ze
reprogramowanie lub tez pobranie szpiku prowadzi do
otrzymania komorek do przeszczepu autologicznego. Ko-
morki iPSc otrzymuje si¢ z dojrzalych komérek dawcy.
Moga to by¢ komoérki skory czy nawet komorki z osadu
moczu. Wydaje sie, ze polgczenie reprogramowania czy
pobrania szpiku z technologia edycji genomu gwarantuje
unikniecie probleméw powodowanych przez mechani-
zmy zwigzane z odrzuceniem przeszczepu. Sytuacja jest
jednak bardziej skomplikowana. W zwigzku z tym, ze
wiekszo$¢ chordb genetycznych dziedziczy sie w sposob
recesywny, nalezy mie¢ na uwadze, iz polaczenie tych
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metod stwarza pewien problem. W organizmie takiego
chorego niekiedy nie stwierdza si¢ przed transplantacja
biatka prawidlowego, a nawet nieprawidlowego. Sytuacja
taka nie wystepuje, je$li choroba wynika z mutacji domi-
nujacej. W tym przypadku powstaje prawidtowe biatko
kodowane przez jeden prawidlowy allel genu, ktérego
heterozygotyczna mutacja w drugim allelu warunkuje
chorobe i synteze zmutowanego biatka (zazwyczaj na sku-
tek mutacji typu zmiany sensu, missense). Jak wskazano,
takich choréb genetycznych jest mniej [2]. W przypadku
schorzen dziedziczonych w sposéb recesywny mozliwe sg
w uproszczeniu dwie sytuacje: w obrebie biatka zmienia
sie pojedynczy aminokwas (nie przesuwa si¢ ramka od-
czytu) albo zmiana jest wigksza, wlacznie z brakiem biat-
ka wskutek mutacji typu nonsens. Szczegdlnie ten ostatni
przypadek jest niekorzystny dla prob zastosowania edy-
cji genomu na poziomie nietotipotencjalnych komoérek
macierzystych. W tej sytuacji po zastosowaniu np. mul-
tipotencjalnych komoérek macierzystych ze zmienionym
genomem u doroslego chorego nastepuje produkcja bial-
ka, z ktérym uklad odpornosciowy osoby leczonej sie nie
zetknal wezeéniej. Mozna wigc powiedzie¢, ze komoérki
poza produkowanym biatkiem sg autogenne, ale biatko
terapeutyczne dla tego osobnika przypomina niekiedy
biatka odlegle filogenetycznie, a obserwowane komplika-
cje moga przypominac te, ktére opisywano w odniesieniu
do klasycznej terapii genowej [3]. Sytuacja jest podobna
do tych, gdy chory poddawany jest np. terapii z zastoso-
waniem preparatu biatkowego, takich jak w okolo 10%
przypadkéw hemofilii, kiedy wystepuja mutacje typu
nonsens. Oczywiscie brak biatka czynnika VIII lub IX
w organizmie chorego przed podaniem go w terapii nie
jest jedyng przyczyna braku tolerancji immunologicznej,
ale ta zmienna jest istotna [4, 5]. Choréb warunkowa-
nych wystepowaniem mutacji typu nonsens jest wiele,
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ale nieprzypadkowo wskazano hemofilie, poniewaz zja-
wisko wystepowania przeciwcial przeciwko podawanym
terapeutycznym preparatom biatkowym jest w tym przy-
padku dobrze opisane, podobnie jak skuteczno$¢ edycji
genomu komorek z mutacjg warunkujacg hemofilie za
pomoca techniki CRISPR [6, 7]. W przypadku zastosowa-
nia autogennych komoérek macierzystych zaczynajacych
produkowac¢ biatko, ktérego wczesniej komorki osoby
poddawanej terapii nie produkowaty, problem ten bedzie
wystepowal cze$ciej [8]. Terapia z wykorzystaniem metod
edycji genomu jest jak do tej pory wyjatkowo mocno per-
sonalizowana. Poza komérkami autogennymi w zalezno-
$ci od mutacji konieczne jest przygotowanie wlasciwego
sgRNA lub uwzglednienie sekwencji PAM, odpowiedniej
dla miejsca edycji. Konsekwencje zastosowania tego po-
dejécia beda bardzo trudne do przewidzenia i odpowie-
dzi uktadu odporno$ciowego pacjentéw na te przeszczepy
réznorodne.

in vivo

niebezpieczne

zakaz edycji

totipotencjalne

Bardzo czesto dyskutuje sie, na ile techniki edycji
genomu sa lepsze od klasycznej terapii genowej. Nalezy
zauwazy¢, ze nadal rozwaza sie zastosowanie terapii ge-
nowych polegajacych na wprowadzeniu transgenéw do
komérek chorego. W przypadku choréb recesywnych,
w ktérych nie ma efektu nabycia nowej funkeji, klasycz-
na terapia genowa ma pewne szanse na sukces. Czym
innym jest wspoélistnienie transgenu terapeutycznego
z genem chorobotworczym, nawet w przypadku cho-
roby dziedziczonej recesywnie, niz ,naprawienie” obu
alleli genu z mutacjami. Réwniez w przypadku klasycz-
nej terapii genowej wiecej szans wydaje si¢ mie¢ zasto-
sowanie komoérek modyfikowanych ex vivo, poniewaz
préby modyfikowania za pomocg wiruséw niosgcych
transgen leczniczy komérek in vivo s3 o wiele bardziej
niebezpieczne dla pacjenta (ryc. 1) [9]. Ponadto w terapii
in vivo wystepuje réwniez problem efektywnego dostar-
czania transgenu do odpowiednich komdrek. W terapii
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RYCINA 1. W terapii choréb uktadu immunologicznego edycja genomu moze odegrac szczegdlng role. Mozliwa jest edycja hematopoetycznych
komorek macierzystych, z ktérych powstang prawidtowe dojrzate komérki. Wariant z wprowadzeniem wektora in vivo wydaje sie niebezpiecz-
ny dla pacjenta. Wirus moze doprowadzi¢ miedzy innymi do zakazenia lub niechcianych zmian w genomie. Ponadto czesto edycji podlegaja
komérki dojrzate, ktdre stosunkowo szybko umieraja. Wykorzystanie komdrek totipotencjalnych cztowieka jest zakazane w terapii. Korzystne
wydaje sie pozyskanie od pacjenta komérek macierzystych, np. HSC, lub opracowanie dla niego iPSc. Kolejnym etapem przygotowania komé-
rek do celéw terapeutycznych powinna by¢ modyfikacja tych komérek dzieki technikom edycji genomu, wzglednie tradycyjnej terapii genowej
ex vivo, a nastepnie, po zréznicowaniu iPSc do HSC, podanie komérek pacjentowi. HSC moga by¢ stosowane bezposrednio, niemniej trudniej
je edytowac czy ogdInie modyfikowac genetycznie
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genowej jest to transgen leczniczy, z kolei w przypadku
technik edycji genomu - transgen kodujacy CAS9 lub
bialko chimerowe PE. Zastosowane in vivo wirusy moga
prowadzi¢ do wystapienia choréb infekcyjnych czy mu-
towania genéw (miejsce wprowadzenia transgenu jest
przypadkowe), a efekty wprowadzenia transgenéw do
komoérek dojrzatych sg przejsciowe. Wydajnos¢ takich
zabieg6w jest rowniez znikoma. Gen edytowany podlega
naturalnej regulacji ekspresji, poniewaz jest kontrolowa-
ny przez fizjologiczny promotor. Transgen wprowadzany
w trakcie klasycznej terapii genowej ma promotor sztucz-
ny, co réwniez dziata na korzy$¢ edycji genomu. Techniki
edycji genomu maja przewage w stosunku do klasycznej
terapii genowej rowniez w przypadku choréb genetycz-
nych warunkowanych mutacjami dominujacymi. W tych
chorobach biatko prawidlowe wspélistnieje w komérkach
chorego ze zmutowanym, wiec gen zmutowany musi by¢
edytowany do prawidlowego, aby poprawi¢ stan pacjen-
ta. Wprowadzenie kopii transgenu prawidlowego, obok
istniejacej kopii genu prawidtowego, nie musi przynie$é
poprawy. Wiele bialek funkcjonuje jako trimery, a nawet
tetrametry, w ktorych kazda podjednostka musi by¢ pra-
widlowa. Z kolei prowadzenie prac z komérkami iPSc
lub multipotencjalnymi komérkami macierzystymi po-
zwala na selekcje odpowiednich klonéw - takich, ktére
majg genom edytowany w zamierzony sposob, oraz ta-
kich, ktore zawierajg odpowiednig liczbe kopii transge-
nu. Dodatkowo wypada przyzna¢, ze w przypadku terapii
in vivo wykryto do$¢ wyrazng immunogenno$¢ CAS-9, co
tym bardziej uzasadnia dziatania ex vivo z koniecznos$cia
stosowania transgenu CAS-9 w wektorach episomalnych
ijest to zmienna dziatajgca na korzys$¢ klasycznych terapii
genowych [10].

Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze obecnie nie
wolno edytowa¢ genomoéw ludzkich komérek totipoten-
cjalnych, czyli takich, z ktérych mozna otrzymacd caty
organizm ludzki, zarodkéw, plodéw oraz gamet. Mozna
natomiast, jak opisano powyzej, dokonywa¢ edycji geno-
mu autogennych indukowanych komérek pluripotencjal-
nych, komoérek multipotencjalnych i komoérek dojrzatych.
Uzasadnienie tego zakazu jest skomplikowane i wykra-
czajace poza wady CRISPR-CAS9 czy PE, ale obawa przed
powstaniem organizméw ze zmianami w genomie inny-
mi niz zaprojektowane i przekazywanymi do kolejnych
pokolen jest wazng przestanky. Wiecej mozna sie dowie-
dzie¢ o zasadach podejmowania takich decyzji chociazby
z uzasadnienia wyroku TSUE [11]. Oczywiscie edycja
genomu na poziomie komorek totipotencjalnych nie po-
wodowalaby probleméw zwigzanych z produkcja ,,obce-
go” bialka przez komoérki autogenne. Bez watpienia zakaz
jej prowadzenia na poziomie komorek totipotencjalnych
w przypadku ludzi ma powazne podstawy, a terapia na
tak weczesnym etapie Zycia nawet po ewentualnym znie-
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sieniu zakazu nie bedzie szybko mozliwa. Przyjmujac
wiec do wiadomosci orzecznictwo TSUE lub decyzje
innych instytucji odpowiedzialnych za regulacje dziatan
terapeutycznych z zastosowaniem edycji genomu oraz
konieczno$¢ ich stosowania po urodzeniu, trzeba liczy¢
sie z tym, ze w niektdrych przypadkach w trakcie takiej
terapii dojdzie do odrzucenia przeszczepu komérkowego.
Z merytorycznego punktu widzenia jedng z najwazniej-
szych przestanek zakazu jest nieprzewidywalno$¢ konse-
kwencji zastosowania technik edycji genomu na poziomie
zarodka dla gatunku ludzkiego, wynikajaca ze skompli-
kowanych proceséw towarzyszacych edycji genomu opi-
sanych w pi$miennictwie [12-15]. Najogélniej ujmujac,
bledy edycji sg eliminowane poprzez selekcje negatywna
komorek niepozadanych. Nie ma przy tym zgody na se-
lekcje w celach terapeutycznych sposréd tysiecy komo-
rek totipotencjalnych marginalnej populacji wykazujacej
pozadany genom, tak jak wolno to robi¢ w przypadku
komoérek pluripotencjalnych czy multipotencjalnych.
Ponadto wychwycenie wszystkich bledéw wymagato-
by sekwencjonowania catego transkryptomu komoérek,
z bardzo duzym pokryciem, aby wykry¢ nawet niewielki
odsetek komoérek z nieplanowanymi zmianami genomu.
Wprowadzenie populacji komérek multipotencjalnych
z blednie edytowanym genomem do organizmu biorcy
nie wywola jednak tak negatywnych skutkéw jak rozwdj
calego organizmu z takimi bledami w genomie - organi-
zmu, ktéry moze je przekazaé potomstwu. Z tego powodu
zakaz edycji genomu obejmuje réwniez gamety. Niekto-
rzy pacjenci z chorobami genetycznymi kwestionujg ten
zakaz, poniewaz nawet je$li sami zostang wyleczeni, ich
potomstwo moze by¢ chore. Nawet gdyby takie restrykcje
zniesiono, to bez watpienia edytowanie genetyczne po-
chodnych hematopoetycznych komoérek macierzystych
stosowa( sie bedzie w terapii 0s6b urodzonych z chorobg
genetyczng lub tez w przypadku edycji genoméw CAR-T.

TECHNOLOGIA EDYCJI GENOMU
W CHOROBACH Z DYSFUNKCJA KOMOREK
UKLADU ODPORNOSCIOWEGO

W przypadku CRISPR-CAS9 jedna z pierwszych sytu-
acji, ktdra przyciagnela uwage nie tylko biotechnologéw,
byta préba zablokowania transmisji wirusa HIV w czasie
zycia plodowego przeprowadzona w Chinach [16]. Wia-
domo, ze gen kodujgcy receptory chemokinowe CCR5
i CXCR4 (koreceptory HIV) bioragce udzial w transmisji
wirusa moze by¢ edytowany, co umozliwia jej zapobie-
ganie. Procedura przeprowadzona w Chinach wymagata
interwencji na etapie zycia zarodkowego, co spotkato si¢
nie tylko z dezaprobatg $wiata naukowego, ale nawet dos¢
permisywnych biotechnologicznie lub bioetycznie wtadz
Chin. Mozliwo$¢ zastosowania technologii CRISPR-CAS9
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w przypadku AIDS nie jest obecnie brana pod uwage na
wczesnych etapach zycia zarodkowego lub ptodowego,
pomimo pewnych sukceséw w trakcie badan na zwierze-
tach [17]. Mozliwe jest rowniez w tym przypadku wyko-
rzystanie pochodnych komérek iPSc czy HSC i zastoso-
wanie w nich edycji np. genu CCR5, a nastepnie podanie
komorek pacjentowi z AIDS [18]. W tym zakresie terapia
genowa nie spelni swojej funkcji, poniewaz transgenowi
kodujacemu receptor chemokinowy wiazacy sie z biatka-
mi HIV bedzie towarzyszyt transgen kodujacy odmiane
receptora niewiazacego si¢ z biatkami HIV. Jesli jednak
uzyje sie polaczenia technologii iPSc z CRISPR-CAS9
w celu edycji CCR5 i wyselekcjonuje si¢ odpowiednie
iPSc, to po wprowadzeniu do organizmu chorego otrzy-
manych z iPSc limfocytéw T pojawi sie znaczaca popu-
lacja limfocytow opornych na HIV. Mozliwe jest rowniez
oczyszczanie za pomocg edycji genomu limfocytéw pa-
cjenta ze zintegrowanego do jego genomu DNA wiruso-
wego [19]. Podejscie to stanowi przyczynek do rozwazan
nad usuwaniem z genoméw DNA powstatego na sku-
tek odwrotnej transkrypcji RNA réznych retrowiruséw.
Takze wiele wiruséw DNA prébowano eliminowaé za
pomocg CRISPR-CAS9. Byly to miedzy innymi wirus
opryszczki typu 1 (Herpes simplex virus 1 - HSV-1), wi-
rus cytomegalii (CMV) czy wirus Epsteina-Barr (EBV)
[20-22]. Poniewaz cze$¢ wiruséw wykorzystuje RNA jako
zapis genetyczny, opracowuje si¢ réwniez systemy, ktére
rozpoznaja i eliminujg ich RNA [23]. Tego typu podejscie
rozwazano nawet w odniesieniu do SARS-CoV-2 [24].
W tym przypadku mozna nawet powiedzie¢, ze system
CRISPR-CAS9 wrdcil do swego pierwotnego dzialania,
ale prowadzi je w komorkach eukariotycznych, a nie bak-
teryjnych.

Bardzo duzg grupe chorych, u ktérych mozna zasto-
sowac technologie CRISPR-CAS9 polaczong np. z iPSc,
stanowig osoby z mutacjami dziedzicznymi, ktére po-
woduja niedobory odpornosci. Technologia iPSc ma
wieksze szanse sukcesu w przypadku choréb, w ktérych
komorki transplantowane sg do krwiobiegu [25]. Przy-
ktadem takiej choroby, nieimmunologicznej, ale trak-
towanej jako klasyczny przyklad zastosowania edycji
w polaczeniu z reprogramowaniem, moze by¢ anemia
sierpowatokrwinkowa. W tym przypadku podanie HSC
lub erytroblastow ze zmienionym genomem daje szan-
s¢ na duzy sukces terapeutyczny. Oznacza to nastepu-
jaca sekwencje dzialan: otrzymanie komorek iPSc, np.
z komoérek moczu pacjenta, ewentualnie bezpo$rednio
HSC ze szpiku; edycja genomu tych komérek w obrebie
genu kodujacego hemoglobine; otrzymanie hematopo-
etycznych komoérek macierzystych ze zmienionym (,,na-
prawionym”) genem hemoglobiny oraz podanie takich
komorek pacjentowi i ich réznicowanie si¢ do erytrocy-
tow in vivo po zasiedleniu szpiku. W przypadku rézne-
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go typu dziedzicznych anemii trwajg badania kliniczne.
Choroby, takie jak mukowiscydoza, stanowia trudniejsze
wyzwanie, poniewaz pojawienie si¢ np. 20% komoérek
prawidlowych nie spowoduje tak wyraznej poprawy jak
w przypadku hemofilii.

Tradycyjna terapia genowa, podobnie jak edycja ge-
nomu, oferuje pewne rozwigzanie, gdy wprowadzenie
transgenu umozliwia pojawienie sie brakujacego biatka.
Mozna tu wskaza¢ cigzki ztozony niedobdr odpornosci,
warunkowany mutacja genu deaminazy adenozynowej
czy zespol Wiskotta-Aldricha [26-28]. Terapia genowa
moze by¢ zastosowana takze w przypadku komoérek iPSc.
Oczywiscie podobnie w przypadku choréb immunolo-
gicznych, w ktérych dochodzi do mutacji typu nonsens
i ktére sg warunkowane recesywnie, przeszczep komorek
nie bedzie stricte autologiczny. Niejednokrotnie jednak
w chorobach immunologicznych obserwowane sympto-
my wynikaja z nabycia nowych funkgji przez zmutowane
biatko i choréb genetycznych warunkowanych mutacja
dominujaca, a wigc biatko prawidtowe réwniez jest obec-
ne w komdrkach chorego. Kiedy rozwaza si¢ tradycyjna
terapie genowg, nie mozna wyeliminowac tego zjawiska.
Umieszczonemu w komdrce transgenowi o prawidlowej
sekwencji towarzyszy gen zmutowany. Z kolei udana
edycja genomu pozwala na zmiane zmutowanego genu,
usuwajac w ten sposob nabycie nowej funkcji. W takich
przypadkach wystepuje wyrazna przewaga metod edycji
genomu nad klasyczna terapig genowa. Przykladem takiej
choroby jest agammaglobulinemia dziedziczona w spo-
sob sprzezony z chromosomem X oraz zesp6l aktywnego
PI3K-§ [29, 30].

Choroby nowotworowe nalezg réwniez do takich,
w ktérych dochodzi do dysfunkeji uktadu odpornoscio-
wego. Dlatego nastepnym, bardzo waznym przykladem
jest proba polaczenia technologii edycji genomu z terapia
z zastosowaniem limfocytéw T z chimerowym recepto-
rem antygenowym (chimeric antigen receptors T cells -
CAR-T). CAR-T to nowy rodzaj terapii immunologicz-
nej. Dzigki powstaniu biatka chimerowego z polaczenia
domeny zmiennej przeciwciala rozpoznajacego antygen
nowotworowy z domenami transdukcji sygnatu limfo-
cytéw cytotoksycznych powstaje funkcjonalna chimera
limfocytu B i T, czyli limfocyt cytotoksyczny, ktory roz-
poznaje bezposrednio blonowy antygen nowotworowy za
pomocy cze$ci immunoglobulinowej CAR. Nie ma po-
trzeby interakcji TCR z kompleksem antygen-MHC [31].
Jedna z przyczyn zaburzenia funkcjonowania uktadu od-
pornosciowego w chorobach nowotworowych jest immu-
nosupresja komoérek ukladu odpornosciowego na skutek
interakeji receptora PD1 z ligandem PD-L1 [32]. Za po-
mocy technologii CRISPR-CAS9 czy PE mozna prébowac
usung¢ geny kodujace biatka uczestniczace w tej interakcji
iw ten sposéb utrudni¢ komérkom nowotworowym neu-
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tralizowanie ataku komérek CAR-T [33]. Powoddw edycji
genomu CAR-T jest jednak duzo wigcej [34].

Ostatnim przyktadem zastosowania edycji genomu
w tym opracowaniu jest tworzenie komoérek do uniwer-
salnych transplantacji (dla kazdego pacjenta). Stosowa-
na dotychczas w klinice technologia CAR-T wymaga

IPS
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MHC1 TCR
knock out knock out
(AR
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MHC1 /3, iR TR
brak L.t v S brak

=~ Y Ty

RYCINA 2. Opracowanie uniwersalnych CAR-T. Dziatanie to dla kazde-
go pacjenta wymaga usuniecia genéw kodujacych dwa typy biatek:
takich, ktére moga spowodowac odrzucenie przeszczepu, oraz tych,
ktére moga prowadzi¢ do odpowiedzi typu przeszczep przeciwko
gospodarzowi, poniewaz przeszczepia sie limfocyty T. W pierwszym
przypadku chodzi o geny, takie jak gen dla 2-mikroglobuliny, ktéra
uczestniczy w prezentagji antygenéw. W drugim przypadku chodzi
0 geny zwigzane z biatkiem TCR. Wykonanie tego typu modyfikacji
nie moze odbyc sie na poziomie limfocytéw T. Potrzebne s3 do tego
albo komarki iPSc, albo HSC. Taka zmiana wymaga zastosowania
edycji genomu typu knock out albo innej, bardziej skomplikowanej
edycji. Wprowadzenie transgenu CAR moze sie odby¢ na etapie
iPSc, MHC lub limfocytéw otrzymanych z komédrek macierzystych.
Zmodyfikowano na podstawie http://www.crisprtx.com/programs/
immuno-oncology [38]
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wykorzystania komoérek od pacjenta, ktory jest leczo-
ny. Znacznie utrudnia to procedure, wydluza czas do
podania terapii CAR-T pacjentowi i zmniejsza szanse
jej powodzenia, zwlaszcza gdy pacjent byt poddawany
wezeséniej diugotrwalej terapii, ktéra uszkodzita jego ko-
morki. W tej sytuacji probuje si¢ tworzy¢ tzw. uniwersalne
CAR-T. W przypadku préb opracowania tzw. uniwersal-
nych CAR-T w gre wchodzi nawet polaczenie techno-
logii iPSc z CRISPR-CAS9 czy PE. W otrzymaniu uni-
wersalnych CAR-T nalezy zapobiec zaréwno odrzuceniu
przeszczepu obcych komorek, jakimi bytyby takie ,,obce”
CAR-T, jak i atakowi uniwersalnych CAR-T przeciwko
prawidtowym komoérkom gospodarza. Nalezy wiec za
pomocg CRISPR-CAS9 czy PE usung¢ (knock out) odpo-
wiednie geny HLA oraz geny, takie jak TRAC. Wszystkie
te manipulacje zdecydowanie latwiej wykonywac na po-
ziomie komorek, takich jak iPSc, ktére stosunkowo fa-
two namnaza¢ w warunkach in vitro (ryc. 2). Nastepnie
z takich komérek mozna otrzymywacé w wyniku rézni-
cowania dowolna liczbe uniwersalnych CAR-T. Zapewne
eliminacja odpowiednich genéw HLA moze pozwoli¢ na
otrzymanie komorek uniwersalnych do réznych celéw,
nie tylko do otrzymywania CAR-T. Jednak CAR-T sta-
wia wyzsze wymagania, poniewaz trzeba dokona¢ takiej
edycji genomu, ktéra zapewni ochrone zaréwno przed
odrzuceniem przeszczepu, jak i przed atakiem komdrek
przeszczepionych na komorki gospodarza. W przypadku
wielu innych komérek, ktére mozna wykorzysta¢ do uni-
wersalnego przeszczepu, a ktore nie wykazuja ekspresji
TCR, nie ma potrzeby ingerencji w geny, takie jak TRAC,
a wystarczy dokona¢ usuniecia genu kodujgcego np.
B2-mikroglobuline, bez ktérej MHC nie dziala [35, 36].
Nalezy pamietaé, ze usuwane w trakcie takiej edycji geny
HLA nie powstaly bez powodu, a takie komérki moga staé
sie rezerwuarem patogendéw albo zmieni¢ sie w komoérki
nowotworowe. Manipulacjom mozna poddawac¢ takze
inne komorki uktadu odpornosciowego niz limfocyty.
W ostatnim czasie powstajg nie tylko CAR-T, lecz takze
makrofagi z chimerowym receptorem antygenowym (chi-
meric antigen receptor macrophages - CAR-M) [37].

PODSUMOWANIE

Uklad odporno$ciowy zajmuje szczegdlne miejsce w za-
kresie stosowania technologii edycji genomu. Bierze si¢ tu
pod uwage kilka zmiennych pozytywnych i negatywnych
z punktu widzenia potencjatu terapii z uzyciem edycji ge-
nomu. Komorki, ktérych genom poddano edycji, moga
by¢ odrzucane przez uktad odpornosciowy, pomimo ze
iPSc lub HSC, z ktérych je otrzymano, byty autogenne.
Nie ma obecnie mozliwosci edycji genomoéw plodow
ludzkich, genoméw komorek totipotencjalnych lub gamet
w celach terapeutycznych. Terapie zalezne od edycji geno-
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mu komorek pacjentéw z chorobami genetycznymi pro-
wadzgcymi do niedoboru odpornosci majg wigksze szan-
se na sukces niz w przypadku chordb, takich jak dystrofia
mie$niowa czy mukowiscydoza. Edycje genéw, np. HLA,
umozliwiajg otrzymanie komoérek uniwersalnych (dla
dowolnego biorcy), znacznie skracajac czas oczekiwania
pacjenta na leczenie. Techniki edycji genomu sg stosowa-
ne w terapii choréb infekcyjnych lub faczone w onkologii
z terapiami CAR-T czy CAR-M, ktdre s3 fundamentalnie
immunologiczne.
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