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CRISPR 
Clustered Regularly-Interspaced 

Short Palindromic Repeats 

Soustředěná, Pravidelně Oddělená 
Krátká Palindromická Opakování 



Historie 

1987 – popsána soustředěná opakování u Escherichia coli 

2000 – podobná opakování identifikována i u jiných prokaryot 

2002 – poprvé použit název CRISPR 

2005 – navržena funkce v získané imunitě u bakterií 

 (publikováno po tříletém zasílání do mnoha časopisů) 

  – úseky „spacer“ pocházejí z virů, které infikovali buňku 



CRISPR 
Segmenty prokaryotické – bakteriální DNA 

obsahující krátké repetice sekvencí bází. 

Každá repetice je následována krátkými segmenty „spacer DNA“ 
pocházející z předcházejících expozicí bakteriálními viry či plasmidy. 

Úseky „spacer“ rozpoznávají a štěpí tyto exogenní genetické elementy 
způsobem analogním k RNA interferenci u eukaryotických organizmů. 

CRISPR se nachází u 40% genomů bakterií a u 90% genomů Archaea. 



Cas 
s CRISPR-asociované geny 

kódují enzymy: nukleázy a helikázy 

Helikázy – rozpoznávají a rozvolňují DNA 

Nukleázy – štěpí DNA dvakrát 

(na každém vlákně jednou) 



Jednoduché schéma lokusu CRISPR 

délka jednoho opakování 24 – 48 bp (párů bází, nukleotidů) 



CRISPR / Cas systém 
Prokaryotický – bakteriální imunitní systém, 

který dává vznik rezistenci na cizí genetické elementy, 

jako jsou plasmidy a fágy (bakteriální viry), 

 a zajišťuje tak určitou formu získané imunity. 



Schéma antivirového obranného mechanizmu CRISPR u bakterií 



Fáze odpovědi CRISPR u tří typů adaptivní imunity 

1. Rozpoznání a vyštěpení (Cas1 a Cas2) 
sekvence „protospacer“ 

2. Ligace „protospacer“ do vedoucí sekvence 
3. Jednořetězcová extenční oprava 

 
4. Vznik primárního transkriptu CRISPR 
5. Vznik crRNA (po štěpení Cas) 
6. Sestřih crRNA (u II. a III. typu imunity) 
7. Asociace crRNA s proteiny Cas 
8. Degradace vniklé DNA 



Biotechnologie využívající CRISPR/Cas systém 

• Odlišení kmenů bakterií pomocí segmentů „spacer DNA“ 

• Imunizace průmyslově důležitých bakterií - v potravinách a při fermentaci 

• Studium nižších biologických systému (plísně) 

• Produkce biopaliv kvasinkami 

• Produkce geneticky modifikovaných organizmu (GMO), plodin 

• Genová manipulace (komáři) 

 rezistence vůči parazitům malárie, neplodnost u samic 

• Funkční inaktivace genů „in vitro“ a „in vivo“ 

• Oprava genových mutací „in vitro“ a „in vivo“, 

 u zvířecích modelů a lidského materiálu 



Důvody požití biotechnologie CRISPR/Cas9 

•Přesnost 

přesně vyštěpuje a vkládá sekvenci 

na specifickém místě 

 

•Jednoduchost 

používá 1 enzym a 1 RNA 



crRNA = CRISPR RNA   tracrRNA = trans-activating crRNA 
(20 nukleotidů)   komplex crRNA/tracrRNA aktivuje protein Cas 

PAM = Protospacer adjacent motif 
         - rozpoznáván proteinem Cas 
        (3 nukleotidy, např. 5’-NGG-3’) 



5 – 62 crRNA na jednom čipu (array) 





Štěpení genomické DNA 

• Dvouvláknové zlomy – double strand break 
   vedou k nehomolognímu koncovému spojení 
 - non-homologous end joining (NHEJ), 

 
• Jednovláknové zlomy – single strand break 
   vedou k homologní přímé opravě 
 - homology directed repair (HDR), 
   → méně inkorporovaných chyb 
   nutná přítomnost opravného templátu DNA 
   – přesahuje zlom o 40-90 nukleotidů na každé straně 



Další aplikace – CRISPR interference 
u neštěpících „dead“ verzí Cas 

• Inhibice transkripce pomocí RNA interference 

 - komplementární vazba CRISPR na DNA 

 s následnou epigenetickou modifikací (DNA metylace) 

• Aktivace genů pomocí transkripčních faktorů 

 - syntetické transkripční faktory navázané na Cas 

 a vázající se do různých míst promotoru genu 
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Biomedicína využívající CRISPR/Cas systém 

• Inhibice genů kódujících rezistenci na antibiotika 

• Inhibice genů kódujících rezistenci na nádorovou terapii (u melanomu) 

• Nové možnosti pro transplantace 

 – u xenotransplantace eliminace retrovirových DNA z genomu prasete 

  – u alotransplantace vytvoření lidských cév bez exprese HLA II. třídy, 

  která bývá příčinou rejekce transplantátu 

Vědecký výzkum 

Systematická studie funkce genů lidského genomu - jejich postupná inaktivace 

 1/10 (2 000 genů) ze všech 20 000 genů je esenciální 

 - ↑ aktivace, ↓ mutace, = přítomnost v jiných druzích 



Science: Největší průlom ve vědě roku 2015 



2015 Světové moratorium aplikace CRISPR 
na lidských zárodečných buňkách 

pro klinické použití 
Vědci se musí vyhnout, i pokušení při laxní jurisdikci, tomu, aby 
prováděli pokusy s modifikací genomu lidských zárodečných buněk za 
účelem klinické aplikace do té doby, než všechny možné důsledky 
budou prodiskutovány mezi vědeckými a vládními organizacemi. 

Technologie CRISPR není dostatečně dobře vyvinuta pro jakékoli 
klinické použití k provádění dědičných změn u lidí! 

Existují významné limity našich vědomostí o lidské genetice, 
interakcích genů s prostředím a vzájemném ovlivnění chorob či stavů 
u jednoho pacienta. 



In vitro fertilizace 

 

• ↓ DNA metylace v placentě 

• ↑ DNA metylace v pupečníkové krvi 

• ↓ genomový imprinting → 

 ↑ Beckwith-Wiedemann syndrom 

 ↑ Angelman syndrom 

 ↑ nádory 



neživotaschopná embrya 

Reparace beta-talasemie – genu beta globin 

Čínští vědci pro časopis Nature: 
velice nízká účinnost, ovlivnění jiných genů → zastavení výzkumu 



Prosinec 2015, Washington D.C. 
Mezinárodní summit o editaci lidských genů 

Předseda David Baltimore 

Členové národních akademií věd Ameriky, Británie a Číny 

• Souhlas pro základní a klinický výzkum 

• Specifické rozlišení mezi užitím: somatických buněk, kde účinky oprav jsou 
omezeny na jedince, versus zárodečných buněk, kde změny genomu budou 
zděděny budoucími generacemi. 

• Alterace lidských gametocytů a embryí s cílem zavedení dědičných změn u 
lidí může mít nechtěné a dalekosáhlé důsledky pro lidskou evoluci, 
geneticky (interakce genů s prostředím) a kulturně (sociální Darwinismus). 
Takové počínání je nezodpovědné! 



SCIENCE VOL 351 22 JANUARY 2016 



neživotaschopná embrya 

Rezistence na HIV – mutace genu CCR5 

velice nízká účinnost 



Únor 2016 
Velká Británie schválila úpravu lidských embryí 

Tým vedený Kathy Niakanovou z Ústavu Francise Cricka v Londýně 
Cíl: 
Vypínáním genů zjistit, které geny jsou pro vývoj embrya důležité a kdy, a 
tak odpovědět na otázku, jak a proč se vývoj vajíčka nedaří 
Omezení: 
Pokus na embryu může trvat maximálně 14 dnů a pak musí být ukončen 
Nepřípustné: 
Vkládat upravená embrya do dělohy, a nechat dále vyvíjet v těle matky 



Zdravotnická legislativa České republiky 
Úmluva o lidských právech a biomedicíně 

Přijata sdělením MZV č. 96/2001 Sb.m.s. 

Vyhlášená mezinárodní smlouva ratifikována parlamentem 

→ musejí s ní být v souladu všechny další právní předpisy, 

 a to na základě článku 10 Ústavy České republiky. 

Článek 12: Prediktivní genetická vyšetření lze provést pouze pro 
zdravotní účely nebo pro vědecký výzkum spojený se zdravotními účely 
a v návaznosti na odpovídající genetické poradenství. 

Článek 13: Zásahy do lidského genomu lze provádět pouze pro 
preventivní, diagnostické nebo léčebné účely, a to pouze tehdy, pokud 
není jeho cílem jakákoliv změna genomu některého z potomků. 



Zdravotnická legislativa České republiky 
Zákon č. 372/2011 Sb. o zdravotních službách 
Zákon č. 373/2011 Sb. o specifických zdravotních službách 

§ 30 - Genová terapie 

odst. 1 Zásah směřující ke změně lidského zárodečného genomu lze provádět u 
pacientů pouze pro preventivní nebo léčebné účely u závažných geneticky 
podmíněných nemocí za podmínky zachování jeho přirozené biologické integrity 
v zárodečných buňkách. Tyto zásahy se nesmějí provádět, pokud by mohly vést 
ke změnám v genetické výbavě zárodečných buněk. 

odst. 2 Výslovně zakazuje klonování, když stanoví, že každý postup, jehož účelem 
je vytvořit lidskou bytost, která má shodný lidský genom s jinou lidskou bytostí, a 
to živou nebo mrtvou, je zakázán. 

Zakázáno je také přenášet celý lidský genom do buněk jiného živočišného druhu 
a naopak a lidské embryo do pohlavních orgánů jiného živočišného druhu. 



Zdravotnická legislativa České republiky 
Zákon č. 296/2008 Sb. o lidských tkáních a buňkách 
při jejich darování, opatřování, vyšetřování, zpracování, skladování a distribuci 

Poskytovatelé zdravotních služeb 

- jsou povinni zajistit sledování závažných nežádoucích událostí, 
závažných nežádoucích reakcí nebo podezření na ně. 

- jsou odpovědní za vedení a uchování záznamů o tkáních a buňkách a 
zacházení s nimi, včetně vedení a uchování záznamů, které umožňují 
sledovatelnost při jimi zajišťovaných činnostech, a to způsobem, 
kterým není porušena ochrana údajů. Sledovatelnost je nutno zajistit 
po dobu nejméně 30 let od použití buněk. 

- jsou povinni neprodleně oznámit zjištění rizika přenosu nemoci 
tkáněmi a buňkami nebo pochybnosti o tom, zda některé laboratorní 
vyšetření bylo řádně provedeno. 



Zdravotnická legislativa České republiky 
Zákon č. 227/2006 Sb. o výzkumu 
na lidských embryonálních kmenových buňkách 

• Správa výzkumu – MŠMT: vydává povolení, provádí kontrolu, vede registr linií 

• Lze provádět pouze na liniích a) dovezených nebo b) získaných z 
nadbytečných lidských embryí v centrech asistované reprodukce 

• Povolení výzkumu na lidských embryonálních kmenových buňkách se vydává 
na dobu 6 let, a to pouze na konkrétní a v žádosti podrobně popsanou 
výzkumnou činnost. Povolení lze prodloužit nejvýše jednou, a to o 4 roky. 

• Lze použít jen taková nadbytečná lidská embrya, která nejsou starší než 7 dnů 

• Písemný souhlas ženy a muže, od nichž bylo nadbytečné embryo získáno, a 
dárce zárodečných buněk 



Děkuji za pozornost 


