Prime Editing - nowa metoda edycji genoéw

STRESZCZENIE

Metoda Prime Editing'u polega na wprowadzeniu oczekiwanych edycji w obrebie dane-
g0 genomu przy zastosowaniu konstruktu zbudowanego z nikazy Cas9, pegRNA oraz
odwrotnej transkryptazy, odpowiedzialnej za synteze odcinka, ktéry ma nastepnie zostaé
wlaczony do edytowanej nici. Technika ta bazuje na wczesniej odkrytej metodzie CRISPR/
Cas9. Rézni sie od CRISPR/Cas9 brakiem generowania podwéjnych peknie¢ w obrebie he-
lisy DNA co zawdziecza swojej zlozonej konstrukcji, w tym m.in. obecnosci dodatkowych
elementow tj.: odwrotnej transkryptazy oraz matrycy zawartej w obrebie pegRNA. PE wyko-
rzystuje sie do wprowadzania modyfikacji w obrebie podwéjnej helisy DNA. Praca porusza
glownie tematyke kreowania i udoskonalania oraz testowania nowoczesnej metody Prime
Editing’u. Podano informacje na temat budowy oraz sposobu funkcjonowania systemu, a
takze opisano dotychczas przeprowadzone badania z zastosowaniem PE, wykonane w obre-
bie genoméw komérek pochodzacych z organizméw roslinnych, zwierzecych oraz ludzkich.
W pracy zawarto réwniez informacje dotyczace potencjalnych korzysci oraz nadzieje zwia-
zane z zastosowaniem tej innowacyjnej metody.

WPROWADZENIE

Prime Editing to innowacyjna metoda pozwalajaca na wprowadzanie
okreslonych modyfikacji w obrebie podwdjnej helisy w docelowym loci,
dzieki czemu moze sluzy¢ jako narzedzie genetyki stosowanej. Zgodnie z
definicja PE umozliwia wprowadzenie 12 mutacji punktowych znajdujacych
sie w obszarze 3 pz powyzej i 29 pz ponizej sekwencji PAM oraz sporych de-
lecji, liczacych nawet do 44 pz czy insercji, siegajacych blisko 80 pz [1]. Poten-
cjalne korzysci wynikajace z zastosowania systemu PE sg znaczace i obiecu-
jace [2]. Wszechstronnos¢ systemu podyktowana jest jego wysoka czuloscia i
umozliwia wprowadzenie oczekiwanych edycji warunkujacych np.: wysta-
pienie przedwczesnego kodonu stop, delecji czy insercji, pojedynczych badz
licznych mutacji punktowych jak réwniez zastgpienie aminokwaséw inny-
mi (mutacje zmiany sensu). Dzigeki tym zmianom mozliwa jest utrata ak-
tywnosci danego genu, inzynieria bialek i korekta wadliwych genéw badz
elementow genetycznych [3]. Zdolnos¢ do edycji okreslonych fragmentow
DNA moze zosta¢ wykorzystana w wielu dziedzinach naukowych, w tym
do poprawy jakosci rodlin uprawnych, w inzynierii metabolicznej, w biolo-
gii syntetycznej czy do wielu podstawowych badan laboratoryjnych oraz w
medycynie [4,5]. Dotychczas przeprowadzone badania wykazaly znaczna
przewage PE, biorac pod uwage przede wszystkim dokladnos¢ i specyficz-
nos¢ systemu, ktéra warunkuje znacznie mniejszy procent nieoczekiwanych
modyfikacji w stosunku do CRISPR/Cas9 oraz wigkszg ,,czystos¢ otrzyma-
nych produktow” [2,4-6].

TRZY GENERACJE PRIME EDITOR’OW

W odpowiedzi na ograniczenia dotychczas stosowanego systemu CRI-
SPR/Cas9 do edycji genow zwigzane w szczegolnosci z duzym zagroze-
niem wystapienia mutacji w efekcie cigcia obu nici polinukleotydowych,
podjeto wyzwanie stworzenia systemu dzialajacego w oparciu o ciecie tylko
jednego taficucha helisy DNA. Proces opracowania techniki spetniajacej te
kryteria przebiegal wieloetapowo, dajac tym samym poczatek trzem gene-
racjom PE (Tab. 1). Kazdy z wytworzonych systeméw / prototypéw sktadat
sie z 3 glownych komponentéw, do ktérych nalezaty: nikaza Cas9, odwrotna
transkryptaza oraz pegRNA [6].

PE pierwszej generacji powstaly wskutek fuzji Cas9 H840A nikazy z od-
wrotng transkryptaza pochodzaca z dzikiej odmiany wirusa mysiej biataczki
(M-MLV RT) dajac poczatek biatku PEFP (ang. Prime Editing Fusion Protein)
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Tabela 1. Efektywnos¢ dokonywanych edycji w obrebie poszczegdlnych generacji prime editoréw [1,6,8]

Wprowadzone modyfikacje
w obrebie systemu

edycji

Typ dokonanych

Procent wykrywalnych
btedow w trakcie
dzialania systemow

Poprawa sukcesywnosci dokonywanych
modyfikacji genetycznych w %

InZynieria RT-wytworzenie

5 Transwersja
M3 poprzez wprowadzenie { insercia
D200N+L603W+T330P do M-MLV )
PE2 Inzynieria M3 poprzez Transwersja
dodanie T306K+W313F iinsercja
Mutacje punktowe

Sumarycznie pod dokonaniu zmian
Insercje i delecje

Brak informacji 6,8-krotna poprawa skutecznosci

dokonywanych edycji
. " 0d 1,3 do 3,0-krotna poprawa
Brak informacji skutecznosci dokonywanych edycji
Brak informacji 1,6-5,1-krotna poprawa w stosunku do PE1
Brak informacji Widoczna poprawa w stosunku do PE1

Wykorzystanie sgRNA Edycja genetyczna
komplementarnego do edytowanej nici  (ogoétem)
PE3b .
Sumarycznie po dokonaniu zmian Edy,C]a genetyczna
(ogotem)

13-krotna poprawa skutecznosci
dokonywanych edycji

0,74%

13-krotna poprawa skutecznosci
dokonywanych edycji w
poréwnaniu do PE2

Brak informacji

[6, 7]. Poprzez transfekcje wprowadzono do genomu ko-
morek ssakow z klasy HEK293T dwa plazmidy, z kto-
rych pierwszy kodowat Cas9 z przylaczona M-MLV RT
po C-terminalnej stronie, drugi zas kodowat pegRNA.
Domena pochodzaca z nikazy Cas9 biatka PEFP miata
za zadnie przecig¢ taricuch polinukleotydowy, natomiast
domena M-MLV RT byla odpowiedzialna za synteze
komplementarnego DNA kopiujac informacje genetycz-
na zawarta w pegRNA [1,6]. Utworzony fragment miat
nastepnie zosta¢ wlaczony do wczesniej przecietego tan-
cucha helisy. Zdecydowano sie réwniez na wydluzenie
sekwencji pegRNA, odpowiedzialnej za przylaczenie sie
konstruktu do primerowej sekwencji DNA [6]. Pierwsze
proby wykorzystania tego systemu w celu wprowadze-
nia zmian w genomie komoérek HEK293T przyniosty led-
wie wykrywalne modyfikacje [6,7].

Nastepnie wprowadzono poprawki przyczyniajace
sie do zwigkszenia efektywnosci dzialania PE. W celu
zwiekszenia termostabilnosci, procesywnosci oraz po-
winowactwa DNA-RNA substratu indukowano 5 mu-
tacji w obrebie PEFP, przy jednoczesnym wzroscie stop-
nia inaktywacji obecnych RNAaz [1,6]. W ten sposéb
powstaly PE drugiej generacji, ktére wykazaly 1,6 do
5,1 razy wieksza efektywnos¢, niz PE1, pod wzgledem
przeprowadzania punktowych mutacji oraz znaczna
poprawe w przypadku naprawy mutacji typu indel
(Tab. 2) [6].

Nastepnym krokiem byla optymalizacja pegRNA,
sprawdzajac zaleznos¢ miedzy jej struktura a efektyw-
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noécig dziatania PE2. Okazalo sig, iz primerowe regio-
ny o nizszej zawartoéci cytozyny i guaniny wymagaja
dtuzszych sekwencji PBS. Jest to spowodowane energe-
tycznymi wymaganiami hybrydyzacji miedzy regionami
PBS w pegRNA oraz nacieta nicia DNA. Zaobserwowa-
no réwniez spadek efektywnosci edycji genow w przy-
padku, gdy pierwszym nukleotydem dobudowywanym
na koncu 3’ przez RT jest cytozyna [6].

PE trzeciej generacji zostaly wzbogacone o dodat-
kowy komponent w postaci sgRNA, ktérego glow-
nym zadaniem bylo naprowadzenie nikazy Cas9 na
sekwencje znajdujaca sie naprzeciwko edytowanego
miejsca, lecz w faficuchu niepodlegajacemu edycji [4,6].
Zabieg ten mial na celu naznaczenie nieedytowanego
taricucha polinukleotydowego dajac informacje o jego
wadliwosci, dzigki czemu system naprawczy moégtby
uzy¢ edytowanego wczesniej taricucha jako matrycy
do naprawy powstatego bledu [6,8]. Element ten zostat
zastosowany w celu unikniecia niedopasowania mie-
dzy nicig DNA, ktéra ulegta juz modyfikacji, a drugg,
oryginalna nicia w niezmienionej formie, co mogtoby
prowadzié do represji edycji tego fragmentu genomu
[6,7]. W celu ulepszenia PE3 stworzono sgRNA, ktére
bedzie komplementarne do zmodyfikowanej sekwen-
cji w edytowanej nici DNA. Dzieki temu ciecie mogto
nastgpic¢ dopiero po hybrydyzacji edytowanego odcin-
ka [4]. Tak powstate PE3b obnizyty 0,74% ryzyko wy-
stapienia mutacji typu indel [6].

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



Tabela 2. Efektywnos¢ dokonywanych edycji w PE3. Wyniki testow przeprowadzonych na komérkach z linii HEK3 [6]

Procent wykrywalnych
mutagji typu indel/ bledéw w

trakcie dzialania systeméw

Efektywnosé dokonywanych
modyfikacji genetycznych

Substytucje pojedynczych nukleotydéw w pozycjach +12, +14,
+17, +20, +23, +24, +26, +30, +33 z zastosowaniem matrycy 35-nt

Mate delecje 1 pz oraz 3 pz

Zdolnos¢ przeprowadzania 12 kombinacji
insercji, delecji oraz mutacji punktowych

8,6£2,0%

6,845,4%

6,4%

36+8,7%

Dla 1 pz 29+14%
Dla 3 pz 32+11%

55%

TESTOWANIE ORAZ WDRAZANIE NOWE] GENERAC]JT
MECHANIZMU DO MANIPULAC]I GENETYCZNE]

Zanim przystapiono do konstrukcji prototypéw kaz-
dego z PE, dokonano licznych analiz przeprowadzonych
zaréwno in vitro jak i z wykorzystaniem komérek droz-
dzy, w celu potwierdzenia hipotez dotyczacych kon-
wengcji nowej generacji urzadzenia do edycji genow [6].
Pierwszym etapem badan bylo zsyntetyzowanie inno-
wacyjnej wersji sgRNA wzbogaconej o dodatkowe ele-
menty konstrukcyjne. Podjeto wiec probe wytworzenia
pegRNA, konstruktu powstalego w wyniku przyltacze-
nia do klasycznego sgRNA fragmentu o dtugosci 5-6 nt
zwanego PBS (ang. primer binding site) - odcinka, dzieki
ktéremu mozliwa jest hybrydyzacja konica 3’ nacietej nici
z pegRNA. Do tak wytworzonego elementu dolgczo-
no réwniez matryce o diugosci 7-22 nt, niezbedna do
syntezy cDNA przy pomocy RT, otrzymujac przy tym
gotowy element w postaci pegRNA. Na tym etapie te-
stowano, ktéry wariant pegRNA jest bardziej korzystny
pod wzgledem przylaczania sie nukleolitycznego biatka
oraz sukcesywnosci ciecia helisy DNA. Zaobserwowano
wieksza efektywnos¢ wigzania dCas9 do substratu ele-
mentéw pegRNA z przedluzeniem na koricu 5. Wyka-
zano réwniez taka sama skutecznos¢ ciecia docelowego
zar6wno w przypadku zastosowania konstruktéw pe-
gRNA z przedluzeniem na koncu 5 jak i na koncu 3.
Jednoczesnie kontroli poddano dostepnosé korica 3'-cie-
tej nici polinukleotydowej dla RT, kluczowy dla calego
projektu aspekt, decydujacy o zdolnosci biatka do synte-
zy zmodyfikowanego odcinka DNA. W kolejnym kroku
badano sukcesywnos¢ syntezy oraz przylaczania cDNA
do specyficznych, odpowiednio wyznakowanych przy
uzyciu 5-5Cys substratow w postaci dsDNA, podda-
nych uprzedniemu cigciu. W tym celu zastosowano wy-
tworzone wczesniej warianty pegRNA wraz z M-MLV
RT oraz dCas9 - biatka odgrywajacego decydujaca role
w aspekcie wyznakowania fragmentu, do ktérego ma
zostaé dolaczony nowo zsyntetyzowany odcinek. W wy-
niku doswiadczenia otrzymano przedtuzone o dodatko-
we nukleotydy produkty (powstate w wyniku prawidto-
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wego dziatania RT oraz hybrydyzacji cDNA ze znako-
wanym substratem) uwidocznione na zelu. Nastepnie
do dalszej analizy funkcjonalnosci kreowanego systemu
wykorzystano substrat dsDNA (lecz nie poddany wcze-
$niejszemu cieciu) oraz nikaze Cas9 H840A, ktorej gtow-
nym zadaniem jest ciecie nici zawierajacej sekwencje
PAM. Test ten miat na celu sprawdzenie zdolnosci obu
wariantow pegRNA, zaréwno tych z przedluzeniem
wystepujacym na koricu 5’ jak i tych z przedtuzeniem
na koncu 3’, do odpowiedniego nakierowania peptydu
Cas9 na sekwencje docelowa oraz prawidlowo przepro-
wadzonej odwrotnej transkrypcji, ktérych efektem bytby
prawidlowo zmodyfikowany produkt. Doswiadczenie
przebieglo pomyslnie w przypadku pegRNA z wydtu-
zeniem na kornicu 3’, dajac tym samym jeden oczekiwa-
ny produkt, ktéry zostal odpowiednio zidentyfikowa-
ny przy uzyciu metody sekwencjonowania. Drugi ro-
dzaj uzytych pegRNA wykazal si¢ niskg skutecznoscig
przeprowadzanej odwrotnej transkrypcji. Ostatni etap
prowadzonych badat wymagal uzycia reporterowych
plazmidéw oraz komoérek drozdzy. Gotowy konstrukt
niezbedny do wprowadzenia okreslonych zmian w po-
dwojnej helisie sktadat sie z 3"-pegRNA, RT oraz Cas9.
Kluczowym elementem tego badania bylo skonstruowa-
nie plazmidéw wyposazonych w geny kodujace EGFP-
biatko zielonej fluorescencji oraz mCherry - monome-
ryczne biatko czerwonej fluorescencji, odseparowanych
linkerem niosagcym kodon stop wystepujacy w ramce
odczytu, kodon stop warunkujacy przesuniecie ramki
odczytu o jeden nukleotyd do przodu (+1) oraz kodon
stop dyktujacy przesuniecie ramki odczytu do tylu (-1).
Wszystkie te dziatania miaty na celu oszacowanie poten-
cjalnych rezultatéw wprowadzonych modyfikacji w ko-
moérkach drozdzy w celu ocenienia skutecznosci wyge-
nerowanego systemu oraz obserwacji reakcji systemow
naprawczych danych komérek na wprowadzone zmia-
ny. Odpowiednio skonstruowane plazmidy zostaly na-
stepnie poddane procesowi Prime Editing’u z uzyciem
gotowego systemu. W dalszej kolejnosci dokonano trans-
formacji edytowanych czasteczek do komorek drozdzy
[6]. W rezultacie zaobserwowano:



* ekspresje obu genéw (GFP oraz mCherry) u 37% ko-
morek u ktérych zastosowano proces naprawy niedoj-
rzalego kodonu stop przy uzyciu transwersji

* efektywnos¢ edycji u 15% komorek, w ktorych doko-
nano insercji jednego nukleotydu

* efektywnos¢ edycji u 29% komoérek, w ktérych doko-
nano delecji jednego nukleotydu.

Ten sam eksperyment przeprowadzony z wykorzy-
staniem pegRNA z przedtuzeniem na koncu 5" przynidst
znacznie gorsze wyniki, wykazujac sukcesywnos¢ edycji
u jedynie 9% wszystkich komoérek.

Odkrycia te zaowocowaly dalszymi pracami w celu
udoskonalenia skonstruowanego narzedzia do manipu-
lacji genetycznej, dajac tym samym poczatek 3 genera-
cjom PE opisanym powyzej.

SPOSOB DZIAEANIA SYSTEMU ORAZ
GEOWNE ELEMENTY SKEADOWE

Pomyst na stworzenie nowej technologii zostat zain-
spirowany metoda edycji z wykorzystaniem systemow
CRISPR/Cas9. Ze wzgledu na znaczne ograniczenia
starszego systemu zdecydowano sie wykorzystaé tylko
niektére elementy uzywane w technice CRISPR/Cas9,
poddane odpowiednim modyfikacjom tak, aby osiagna¢
jak najwieksza sukcesywno$é¢ wprowadzanych zmian
genetycznych ograniczajac jednoczes$nie czestosé edycji
wystepujacych poza docelowym loci. GIéwnym zamia-
rem bylo wykreowanie takiego systemu, ktéry nie wy-
magalby wprowadzania DSB w oczekiwanym odcinku
podwojnej helisy, co w znacznym stopniu ograniczylo-
by wystepowanie bledéw wywolanych dziataniem me-
chanizmu naprawczego NHE]. W efekcie skonstruowa-
no nowe urzadzenie do manipulacji genetycznej dajace
obiecujace rezultaty [6-8].

Gléwny mechanizm dziatania w skrécie nazwano ,se-
arch and replace” (,znalez¢ i zastapi¢”). System dziala w
oparciu o zdolnoé¢ odpowiednio przystosowanych kon-
struktéw do rozpoznania odcinka DNA, ktéry ma ulec
modyfikacjom oraz jednoczesnej przebudowie fragmen-
tu podwojnej helisy w celu naprawy wadliwych mutacji
obecnych w genomie [4]. Dziatanie to jest mozliwe dzie-
ki obecnosci dwoéch gléwnych elementéw skladowych
systemu: pegRNA oraz kompleksu biatkowego (Ryc. 1)
[3]. pegRNA jest zbudowany z trzech gléwnych sktado-
wych, z ktérych kazda odgrywa istotng role w procesie
edycji gendéw. Pierwszy komponent stanowi sgRNA,
zawierajace spacer - region komplementarny do kon-
kretnej sekwencji DNA w modyfikowanym genomie.
Kolejnym elementem jest matryca dla RT, niezbedna do
przebiegu procesu odwrotnej transkrypcji przy udziale
tego enzymu. Matryca ta niesie informacje dotyczaca
edycji, ktéra po odczytaniu przez odwrotng transkryp-
taze oraz po syntezie zostaje przylaczona do DNA geno-
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mowego, zastepujac odcinek helisy obdarzony wadliwa
mutacja [6,8,9]. Ostatnim komponentem pegRNA jest
region PBS - Primer Binding Site, o dtugosci 8-16 nt, sta-
nowiacy pewnego rodzaju starter wyznaczajacy miejsce
przylaczenia RT do konstruktu [3,4,8]. PBS jest komple-
mentarne do odcinka jednej nici DNA ulokowanego po-
wyzej sekwencji PAM [5]. Kompleks biatkowy powstal
w wyniku fuzji odpowiednio zaprogramowanej nikazy
(Streptococus pyogenes Cas9-H840A) z odwrotng trans-
kryptaza (M-MLV RT) [2,6]. Nikaza pelni role nukleoli-
tyczna i odpowiedzialna jest za wykonanie naciecia nici
deoksyrybonukleinowej w wyznaczonym miejscu, RT
natomiast przeprowadza transkrypcje fragmentu zapia-
nego na matrycy zawartej w pegRNA [3].

Proces edycji rozpoczyna sie w momencie, gdy goto-
wy konstrukt zostaje nakierowany na docelowe miejsce
w danej komoérce przy pomocy pegRNA [10]. Nastepnie
Cas9n dokonuje ciecia w obrebie nici zawierajacej PAM,
generujac ty samym zwisajacy koniec 5 (Ryc. 1 punkty
1-3 oraz 4) [8,11]. W nastepnym kroku do nacietej nici
zostaje przylaczony docinek PBS stanowiacy primer dla
polimerazy (RT), ktéra po zwigzaniu z odpowiednim
odcinkiem rozpoczyna transkrypcje informacji zawar-
tej w matrycy stanowiacej element pegRNA. Powstaly
produkt reakcji tworzy drugi zwisajacy w miejscu cie-
cia DNA odcinek 3" z oczekiwang sekwencja nukleoty-
dowa [5,6]. Kluczowym momentem w calym procesie
edycji jest reakcja przeprowadzana przez komoérkowe
endonukleazy (np.: FEN1 lub EXO1), aktywowane w
momencie wytworzenia rozgalezionego intermediatu
odwrotnej transkrypcji do podwdjnej helisy, ktére odpo-
wiadaja za wyciecie jednego z zwisajacych fragmentow
[6]. Jak zaobserwowano enzymy te preferencyjnie wy-
bieraja odcinki 5 (Ryc. 1 punkt 4.2 i 5.2) jako substraty
swojej reakgji, ktére na tym etapie ulegaja degradacji w
wyniku trawienia enzymatycznego, umozliwiajac w ten
spos6b ligacje odcinkéw 37 [5,8]. W przypadku PE1 oraz
PE2 od tego momentu system nie uczestniczy w dalszym
przebiegu do$wiadczenia. Efekt kornicowy jest jedynie
zalezny od komoérkowego mechanizmu naprawczego
(MMR), ktéry moze wykorzysta¢ zaréwno edytowang
jak i nieedytowana ni¢ w celu reparacji btedéw [5]. Nato-
miast w przypadku PE3 powstaly heterodupleks w po-
staci podwojnej helisy, z jedna nicig nieedytowana oraz
druga z wprowadzong modyfikacja, ulega nastepnie
cieciu przy uzyciu Cas9n. Polipeptyd po nakierowaniu
na nieedytowang ni¢ przez odpowiednio skonstruowa-
ne sgRNA, komplementarne do faficucha zawierajacego
wprowadzone modyfikacje (w przypadku PE3b), doko-
nuje zerwania ciaglosci helisy [10,12]. Zabieg odbywa sie
dopiero po integracji edytowanego odcinka do helisy i
ma na celu nakierowanie systemu naprawczego na edy-
towany faricuch, wskazujac jednocze$nie wadliwosé tego
drugiego. Dzigki temu naprawa odbywa sie z wykorzy-
staniem zmodyfikowanego odcinka jako matrycy, czego
rezultatem jest otrzymanie komoérek z prawidtowo edy-
towanym DNA [4-7]. W przypadku PE3 drugie ciecie na-
stepuje réwniez w nieedytowanej nici, natomiast sgRNA
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nie wykazuje komplementarnosci ze zmodyfikowanym
fragmentem fanicucha, przez co drugie ciecie moze na-
stapi¢ jeszcze przed degradacja korica 5, wplywajac tym
samym negatywnie na wynik doswiadczenia [6,7].

PE trzeciej generacji zostaly dokladnie przetestowane
w celu okreslenia skutecznosci dokonywanych modyfi-
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kacji (Tab. 1) [3,6]. Zaobserwowano znacznie mniejszy
procent nieoczekiwanych modyfikacji (ang. off-target
effects) w stosunku do sytemu CRISPR/Cas9 [7]. Ma to
zwigzek z specyficznymi wymogami mechanizmu, w
ktérym hybrydyzacja z docelowym DNA zachodzi przy
udziale 3 komponentéw, co stanowi 3 punkty kontrolne
parowania z podwdjna helisa, ograniczajac tym samym

5



prawdopodobienistwo nieprawidlowego dopasowa-
nia skutkujgcego wystgpieniem mutacji poza docelo-
wym fragmentem taricucha deoksyrybonukleinowego.
W przypadku starszego systemu jedynym wymogiem
niezbednym do sparowania jest komplementarnosé¢ po-
miedzy sgRNA (region protospacer) a odcinkiem helisy
zaopatrzonym w sekwencje PAM, ktéra wystepuje dosc¢
czesto w obrebie wielu genoméw. W przypadku PE
pierwszym punktem kontrolnym parowania jest kom-
plementarnos¢ pomiedzy spacer'em w obrebie DNA a
taricuchem podwdjnej helisy. Kolejny etap weryfikujacy
dotyczy hybrydyzacji PBS z taricuchem deoksyrybonu-
kleinowym. Ostatnim wymogiem niezbednym do prze-
prowadzenia prawidlowo edycji jest zdolnos¢ hybrydy-
zacji pomiedzy zwisajagcym fragmentem zawierajgcym
oczekiwang modyfikacje a genomowym DNA. Taki sys-
tem weryfikacyjny w znacznym stopniu ogranicza ryzy-
ko niepowodzenia modyfikacji genetycznych dajgc tym
samym sporg przewage PE nad CRISPR/Cas9 [1].

MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA PRIME EDITING’U

Wiekszos¢ powaznych schorzen jest uwarunkowana
genetycznie. Nieprawidtowo wstawione pojedyncze nu-
kleotydy, delecje badz insercje okre$lonych fragmentow
DNA przyczyniaja sie¢ do powstania choroby. Istotnym
czynnikiem majacym réwniez wpltyw na uposledzenie
funkcji danego organizmu sa czynniki srodowiskowe,
bedace czesta przyczyna inicjacji procesu nowotworze-
nia. Rozwdj nauk biologicznych w tym inzynierii ge-
netycznej, biochemii czy genetyki oraz ciagly postep w
dziedzinie medycyny zapoczatkowatl idee wynalezienia
technologii zdolnej do naprawy wszelkich mutacji wa-
runkujacych wystgpienie choroby.

Obecnie system PE uznawany jest za najnowoczesniej-
sze i jednoczesdnie najbardziej uniwersalne narzedzie do
wprowadzania manipulacji genetycznych. ,System ten
umozliwia wprowadzenie 12 mutacji punktowych znaj-
dujacych sie¢ w obszarze 3 pz powyzej oraz 29 pz poni-
zej sekwencji PAM oraz wprowadzenie sporych delecji
liczacych nawet do 44 pz czy insercji siegajacych blisko
80 pz” [1].

BADANIA Z ZASTOSOWANIEM PRIME EDITING'U

BADANIA NA MATERIALE ROSLINNYM

Odkrycie nowej technologii do manipulacji genetycz-
nej wywolalo spore zainteresowanie naukowcéw, skfa-
niajac ich do przeprowadzenia wlasnych testow potwier-
dzajacych badz obalajacych stusznosé teorii zar6wno na
organizmach roslinnych jak i zwierzecych (Tab. 3.). Kaz-
de z przeprowadzanych doswiadczenn wymagato licz-
nych testow i modyfikacji prowadzacych do zwigkszenia
odsetka prawidlowo wprowadzonych modyfikacji. W
wigkszoséci przeprowadzonych na organizmach roslin-
nych badan gléwnym ich przedmiotem byt ryz upraw-
ny, uznany za idealng rosling modelowg do weryfikacji
wprowadzanych modyfikacji.

Badania dotyczace ryzu obejmowaly ocene lacznie
trzech wariantéw PE, wykorzystujac przy tym zaré6wno
technologie PE2 [13] oraz PE3 [10,13]. Przeprowadzone
modyfikacje dotyczyly egzogennego genu kodujacego
nieaktywne EGFP wprowadzonego do genomu rosliny
oraz endogennego genu ALS kodujacego enzym - syn-
taze acetylomleczanowq [13]. Pierwsza analize przepro-
wadzono z wykorzystaniem kasety kodujacej nieaktyw-
ne EGFP, zmodyfikowane poprzez wprowadzenie mu-
tacji nonsensownych w sekwencjach kodujgcych reszty
chromoforowe Y67 oraz G68 biatka oraz Sp-PE2 i Sp-PE3
wytworzonych z zastosowaniem m-MLV RT uzyska-
nej metodami inzynierii genetycznej z ré6znych warian-
tow enzymu (warianty D200N/1603W /T306K/W313F/
T330P). Gléwnym celem doswiadczenia byto przywro-
cenie funkcjonalnosci EGFP po zastosowaniu PE, obja-
wiajacej sie w postaci rejestrowanych sygnatéw GFP. W
badaniu zastosowano matryce oraz pegRNA o dlugosci
13 nt zaaplikowane do tkanki kalusowej ryzu przy uzy-
ciu transformacji za posrednictwem Agrobacterium. Edy-
cja w przypadku obu konstruktéw miata dotyczy¢ pre-
cyzyjnej substytucji pojedynczych zasad azotowych, a
jedyna réznica w sposobie dziatania obu systeméw bylo
wprowadzenie dodatkowego ciecia przez PE3 47 nt od
pierwszego ciecia helisy DNA. W wyniku badan zaob-
serwowano emisje sygnatéw w ponad 50% komorek ka-
lusowych, zaréwno w przypadku zastosowania PE2 jak
i PE3. Nastepnie po regeneracji komérek wykazujacych
odpornoéé na hygromycyne oraz po ich genotypowaniu
oszacowano sukcesywno$¢ edycji w obrebie uzyskanych
linii komérkowych na poziomie 15,6% w przypadku PE2
oraz 17,1% w przypadku PE3. W dalszej kolejnosci pod-
jeto probe wprowadzenia mutacji S627N w obrebie ALS
wykorzystujac w tym celu Sp-PE3 z PBS o dlugos¢ 13 nt
oraz 16 nt matryce. Docelowa modyfikacja miata warun-
kowaé¢ odpornoséé na herbicydy imidazolinowe. Zasto-
sowane w tym przypadku sgRNA wyznaczalo drugie
miejsce ciecia ulokowane 84 nt ponizej pierwszego. Ana-
liza wykazala sukcesywnos¢ tranzycji G-A w 9,1% ko-
morek kalusowych (4 z 44 otrzymanych linii). Nastepne
badania nie wykazaly zadnych efektéow dokonywanych
edycji w tym w prébach wprowadzania matych insercji
czy delecji. W celu otrzymania bardziej zadowalajgcych
wynikéw przetestowano wykorzystanie SaCas9, ktoére
wykazuje zdolnos¢ do szybszego ciecia docelowych sub-
stratéw [13,14]. Wynik dokonanej analizy nie przyniost
jednak obiecujgcych rezultatow [13].

W przypadku testow w celu oceny funkcjonalnosci
systemu z wykorzystaniem PE trzeciej generacji, prze-
prowadzono sprawdzenie zdolnosci wprowadzenia pra-
widlowych modyfikacji w uszkodzonym egzogennym
genie hptll warunkujacym odpornoé¢ na hygromycyne,
w ktérym uprzednio dokonano mutacji w obrebie triple-
tow kodujacych Gly45 oraz Tyr46 [10]. Wprowadzone
zmiany o charakterze nonsensownym, miaty by¢ odpo-
wiednio naprawione przy uzyciu pegRNA, w ktérego
sktad wchodzily sgRNA dokonujace ciecia 50 pz powyzej
miejsca pierwszego ciecia, 13 nt PBS oraz matrycy o dlu-
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Tabela 3. Badania efektywnosci edycji genéw w materiale roélinnym

Rodzaj PE/
organizm
&

Rodzaj edygcji/ drugie ciecie

PE3/ryz hptll G-T (Tyr 46)/50 nt
; Supstytucja 3 aminokw.
PE3/ryz OSEPSPS (TIAVPS)/ +66 ponizej

PE2/ StALS1 Substytucje zasad azotowych -
ziemniak StALS2 przeksztalcenie Pro186 w Ser
PE3/ StALS1 Tranzycja i transwersja -
ziemniak StALS2 przeksztalcenie Pro186 w Ser

Transwersja T-G (Gly 45) i transwersja

Dlugosé

Piémiennictwo
matrycy RT

Dtugosé PBS Efektywnosé

13 pz 28 pz 9,38%
[10]
13 pz 59 pz 2,22%

13 pz 15 pz 50%

[17]
13 pz 15 pz 0%

PE2/ryz OsALS Transwersja G-T (tryp-leu) i G-A tranzycja 13 pz 15 pz 0,26-2%
PE2/1y7 OsIPA Substytucje AG- GA 13 pz 20 pz Sukces [12]
R OsTB1 Transwersja C-G oraz C-T, insercja AA 13 pz 20 pz

gosci 28 pz. Gotowy konstrukt zostal wytworzony tak,
aby pegRNA zostalo odseparowane od sgRNA przy uzy-
ciu tRNA tworzac tym samym tRNA-pegRNA-tRNA-
-sgRNA-tRNA-PolyA. Kompleks ten zostal obdarzony
dodatkowo promotorem Actin pochodzacym z genomu
ryzu oraz terminatorami w postaci PolyA oraz Nos. Tak
wytworzony mechanizm zostal nastepnie wklonowa-
ny do odpowiednio przystosowanego wektora (pCXU-
N-Ubi-NLS-nCas9(H840A)-Linker1(33aa)-M-MLV-RT-
Linker2(14aa)-NLS-PolyA-E9-Actin-Nos). Zastosowanie
sekwencji NLS (nuclear localization signal) mialo na celu
optymalizacje nCas9. W technologii wykorzystano se-
kwencje promotorowe - ubi (pochodzace z genomu ku-
kurydzy) i Actin oraz terminatorowe Nos oraz E9 (genom
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grochu). Tkanke kalusowa zainfekowano metoda bom-
bardowania czasteczkowego, potem poddano tygodnio-
wej inkubacji w roztworze zawierajacym 50mg/ L higro-
mycyny a nastepnie kolejnej 2-3 tygodniowej inkubacji
w roztworze 75 mg/L higromycyny. W obrebie tkanki
kalusowej zachodzily procesy indukgji i selekcji, dzigki
ktérym mozliwa byla wizualna ocena efektéw dokona-
nych modyfikacji przy uzyciu PE3. Efektem do$wiad-
czenia bylo otrzymanie 32 tkanek kalusowych z nabyta
odpornoscia (objawiajaca sie w postaci rozwoju badanej
tkanki) spoéréd 148 poddanych doswiadczeniu. Korco-
wa analiza przeprowadzona z wykorzystaniem procesu
sekwencjonowania wykazala stopiert efektywnosci na-
prawy kodonéw stop siegajacy 9,38% [10].

N



Dodatkowo sprawdzono efektywnos¢ edycji dokony-
wanych w obrebie endogennych genéw dokonujac przy
tym modyfikacji w obrebie genu OsEPSPS kodujacego
syntaze (EPSPS) [10]. Wykorzystano w tym celu pegR-
NA skonstruowany z matrycy dla RT o diugosci 59 pz,
PBS zbudowane z 13 pz oraz sgRNA dokonujace cigcia
66 pz ponizej miejsca pierwszego ciecia [10]. Podobnie
jak w przypadku pierwszego do$wiadczenia wykorzy-
stano schemat, w ktérym pegRNA zostalo odseparowa-
ne od sgRNA, a gotowy konstrukt zostal wklonowany
do tego samego typu wektora (pCXUN-Ubi-NLS-nCa-
s9(H840A)-Linker1(33aa)-M-MLV-RT-Linker2(14aa)-
NLS-PolyA-E9-Actin-Nos). W tym przypadku testo-
wano wplyw wprowadzonych zmian w postaci trzech
substytucji (T1691, A170V oraz P173S) na wzrost pozio-
mu odpornosci na glifosat [15]. Zastosowano ta sama
metode infekowania tkanek ryzu, a otrzymane produkty
zsekwencjonowano. Efektywnos¢ dokonywanej edy-
¢ji oszacowano na 2,22%. W doswiadczeniu otrzymano
jedna heterozygotyczna linie z jednym allelem zawie-
rajagcym docelowa edycje. Zdecydowano sie réwniez na
analize otrzymanych linii komérkowych pod wzgledem
potencjalnych nieoczekiwanych edycji. Wynik pomiaru
nie wykazal jednak zadnych nieprawidlowosci [10].

Testowano réwniez efektywnos¢ edycji przeprowa-
dzanej przy uzyciu PE3 wprowadzajac modyfikacje w
obrebie genéw OsALS, OsKO2, OsDEP1 oraz OsPDS w
genomach ryzu [16]. Wykonano analize przy uzyciu PE3,
a nastepnie z wykorzystaniem PE3b ze wzgledu na ni-
ski procent sukcesywnie dokonanej edycji (0,05-0,15%)
uzyskanej w pierwszym badaniu. Pierwsze doswiadcze-
nie przeprowadzono z zastosowaniem pegRNA, ktérym
dltugos¢ matrycy RT oraz PBS wynosily 13 pz, drugie
ciecie nieedytowanej nici nastepowalo w odlegtosci 100
pz od pierwszego. Ekspresje pegRNA uzyskano poprzez
wprowadzenie do systemu promotora OsU3. W przy-
padku sgRNA za odczytanie informacji odpowiedzialny
byl promotor OsU6. Drugie do$wiadczenie miato przy-
nieé¢ bardziej obiecujace efekty modyfikacji ze wzgledu
na zastosowanie sgRNA komplementarnego do juz edy-
towanego taricucha. W tej strategii wykorzystano 4 inne
geny wprowadzajac zmiany réwniez w 5 docelowych
miejscach. Druga analiza otrzymanych wynikéw wy-
kazata wzrost wartosci efektywnosci systemu do 0,4%.
Podczas tego badania zastosowano réwniez rézne wa-
rianty matrycy RT o dtugosci od 13 do 23 nt. Zaobserwo-
wano tez spadek czestosci nieoczekiwanych edycji. Naj-
wyzszy procent sukcesywnie dokonanych edycji (1,55%)
otrzymano po wprowadzeniu znacznych modyfikacji w
obrebie konstruktu poprzez zastosowanie odpowiednio
zoptymalizowanych kodonéw dla M-MLV RT oraz Cas9
jak réwniez sygnaléw NLS czy specjalnie przystosowa-
nych promotoréw i terminatoréw dla genu Cas9HS840-
-M-MLV-RT oraz kilku innych modyfikacji. Do testow
wykorzystano tgcznie 5 wariantéw systeméw utworzo-
nych z wykorzystaniem réznej diugosci matrycy RT oraz

PBS w celu przetestowania zaleznoéci miedzy sukcesyw-
noécia edycji a dtugoscia obu konstruktow [16].

Badania dokonane na materiale roslinnym w postaci
komoérek tetraploidalnego ziemniaka (Solanum tubero-
sum) wykazaly wieksza efektywnos¢ edycji dokonanej
z wykorzystaniem PE2 niz systemow trzeciej genera-
qji [17]. Obserwacji tych dokonano podczas testowania
efektywnosci edycji Pro 186 z wytworzeniem Ser w ob-
rebie gendw StALS1 oraz StALS2. Zastosowano w tym
przypadku pegRNA z PBS o diugosci 13 pz oraz matryca
dla RT o dtugosci 15 pz. W przypadku PE3 do gotowe-
go plazmidu pDePPE poza pegRNA-StALS dotaczo-
no jeszcze sgRNA, nastepnie oba konstrukty (PE2 oraz
PE3) przeniesiono do komoérek ziemniaka przy pomo-
cy Agrobacterium. Po tygodniowe]j inkubacji na podtozu
z kanamycyng, dwie trzecie zainfekowanych komorek
przeniesiono do medium zawierajacego 30 ng/ml chlo-
rosulforonu w celu weryfikacji sukcesywnosci dokona-
nej edycji, ktérej oczekiwanym efektem byloby nabranie
odpornosci na inhibitory ALS. Wyniki zebrane z calego
doswiadczenia obejmujgcego 40 transgenicznych organi-
zmoéw roslinnych traktowanych PE3 jak i PE2 wskazaly
zaledwie jedna prawidlowo dokonang edycje w obrebie
genomu zregenerowanej roéliny hodowanej na podtozu
zawierajacym inhibitor. W DNA roslinnym zidentyfiko-
wano prawidlowa substytucje 3 nukleotydéw, ale obec-
na na jednym allelu oczekiwanego genu. Prawidlowa
manipulacja genetyczna zostala osiagnieta przy pomocy
PE2, ostatecznie wykazujac 50% skutecznos¢ dokonanej
edycji (proba ta obejmowala 2 zregenerowane rosliny).
Na podstawie dokonanych badan wykluczono twierdze-
nie gloszace o wiekszej skutecznosci systemu PE3 niz
PE2 w obrebie organizméw roslinnych [17].

U ryzu wykonano réwniez serie badan i testow ma-
jacych na celu okreslenie skutecznosci dokonywanych
edycji w zaleznosci od ich rodzaju, dtugosci matrycy RT
oraz PBS, a takze rodzaju uzywanego systemu [18]. Ana-
lizie poddano zdolnos¢ systemu PE2 do wprowadzania
w obrebie genu OsPDS drobnych insercji 2-3pz, delecji o
dtugosci 28 pz oraz transwersji w pozycji +1, wykorzy-
stujac w tym celu pie¢ wariantéw systemu, réznigcych
sie¢ miedzy soba matrycg RT. Badania przeprowadzone
zostaty w kazdym przypadku dla 96 préb. Analiza otrzy-
manych wynikéw wykazata 31,3% efektywnos¢ trans-
wersji A-T przy zastosowaniu wariantu pePDS5 oraz 0%
skutecznosci edycji genomu (transwersja A-C) z zastoso-
waniem pePDS6. W przypadku insercji skutecznosé do-
konanych zmian wynosita 12,5% oraz 19,8% w zalezno-
$ci od zastosowanej matrycy. Nie powiodla sie natomiast
proba wprowadzenia delecji. Kolejna analiza dotyczyta
wplywu dlugosci matrycy RT oraz PBS na efektywnos¢
dokonywanych modyfikacji. Otrzymane wartoéci wy-
kazaly pewna rozbieznos¢ wynikéw, dajac rezultaty w
postaci 3,1%, 1% badz 0% efektywnie dokonanych edycji
w zaleznosci od zastosowanych dlugosci sekwencji PBS
oraz matrycy RT jak i sekwencji PBS. Podczas badan za-
obserwowano pozytywny wynik do$wiadczenia warun-
kujacego nabycie tolerancji na herbicydy poprzez sukce-
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sywne wprowadzenie mutacji W2125C w obrebie genu
OsACC1 zaobserwowane u 14% prob badanych. Prawi-
dlowa transwersja G na C wywolala oczekiwany efekt
w postaci braku reakgji ze strony roélin na poddanie ich
dziataniu 5 uM haloxyfop-R-metylu, nie zaobserwowa-
no inhibicji wzrostu. Testowano réwniez system PE3
dodajgc sgRNA do wczeséniej stosowanych PE2. Pierw-
sze doswiadczenie z zastosowaniem strategii cigcia w
pozycji +59 wektora PE2-peWX1 oraz promotora TaU3
do ekspresji sgRNA, nie powiodlo sie, dajac negatywny
wynik dokonywanych edycji. Zastosowano wiec 3 rézne
sgRNA, w celu sprawdzenia najbardziej optymalnego
dla dokonywanych edycji cigcia, ktére warunkowatoby
najwyzszy procent wprowadzonych edycji. W badaniu
wykorzystano peACCI pegRNA, z zastosowaniem sgR-
NA warunkujacym ciecie w pozycji -31, +78, oraz +116.
Najwyzsza wartos¢ procentowa (18,8%) zaobserwowano
w przypadku ciecia w pozycji -31. Dwa warianty w ana-
lizie wykazaly kolejno 10,4% oraz 16,7% efektywnosci
dokonywanych modyfikacji [18].

W genomie ryzu wykonano doswiadczenie, ktérego
zatozeniem bylo wywotanie odpornosci na herbicydy
poprzez wprowadzenie substytucji G-T w obrebie genu
OsALS kodujacego syntaze acetylomleczanowa, odpo-
wiedzialng za biosynteze rozgalezionych aminokwasow
w genomie roslinnym [12]. Modyfikacja ta ma na celu
przeksztalcenie tryptofanu w leucyne w laricuchu poli-
peptydowym enzymu w celu wywotania odpornosci na
BS [12]. Zabieg ten wykonano z zastosowaniem prime
editor’a drugiej generacji z pegRNA, w ktérego sktad wli-
czaly si¢ matryca RT o dlugosci 15 pz oraz PBS o dlugosci
13 pz ulegajacy ekspresji dzigki zastosowaniu promoto-
ra OsU3. Po zainfekowaniu tkanki roslinnej i inkubagji,
przystapiono do analizy otrzymanych wynikéw. Uzy-
skano 0,26-2% sukcesywnosci dokonywanych modyfika-
qji (réznica wynikajaca z obecnosci w réznej iloéci komo-
rek nieedytowanych naczyniach hodowlanych). Zespét
wykonat réwniez badania z zastosowaniem systemu PE2
w celu wprowadzenia zmian w obrebie promotora genu
OstBS1, wplywajacych na zahamowanie transkrypcji
tego genu, negatywnie wplywajacego na powstawanie
pakéw bocznych. Kolejne przeprowadzone przez Butt'a
i wsp. (2020) badania wskazaty brak zwiekszenia sku-
tecznosci/taka sama skutecznos$é¢/réwng skutecznosé
dokonywanych edycji w obrebie genoméw roslinnych
po zastosowaniu PE3 w stosunku do prime editor’ow
drugiej generacji. Analizy dokonano z wykorzystaniem
obu typéw PE, w obrebie genu OsALS. PE3 generadji z
dodatkowym sgRNA dokonujacym ciecia w pozycji +55
oraz PE2 uzyto do zainfekowania tkanki. Po odpowied-
nim okresie inkubacji w medium zawierajacym 0.75 uM
BS, zaobserwowano prawie réwna liczbe zregenerowa-
nych roslin z wbudowang odpornoscia na BS zaréwno w
przypadku zastosowania PE3 jak i PE2 [12].

Podjeto réwniez prébe wykonania eksperymentu z
wykorzystaniem nowoczesnej technologii do manipula-

cji genetycznej w genomie pomidora [19]. W pierwszym
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etapie badan w doswiadczeniu zastosowano system PE
przystosowany do komorek ssakéw, wszczepiony do
roslinnego binarnego wektora. W eksperymencie wyko-
rzystano sekwencje kodujaca zmodyfikowang w wyniku
licznych mutacji lucyferaze, niezdolng do petnienia swo-
jej funkgji. Skonstruowany system zbudowany zostal z
dwoéch rodzajéw pegRNA réznigcych sie¢ miedzy sobg
dtugoscia PBS (13 pz oraz 14 pz) oraz cieciem podykto-
wanym przez sgRNA (32 nt oraz 49 nt ponizej miejsca
pierwszego ciecia). Oba konstrukty wyposazone byly w
tej samej dlugosci matryce RT - 23 nt. Celem doswiad-
czenia byla naprawa mutacji, efektem czego lucyferaza
odzyskataby utracong funkcje. Wynik eksperymentu
wykazal jednak dos¢ niska efektywnosé edycji siegajaca
0,26%. Z tego wzgledu wprowadzono jeszcze kilka po-
prawek majacych zwiekszy¢ sukcesywnosé dokonywa-
nych manipulacji genetycznych - wymiane pochodzacej
z genomu czlowieka odwrotnej transkryptazy hMMV na
roélinng pMMYV i zmiane promotora na S5A, ktére osta-
tecznie spowodowaly wzrost wartosci sukcesywnie do-
konanych zmian do 2,6%. Testowano réwniez zdolnos¢
systemu do edycji endogennych genéw - GAI, ALS2
oraz PDS1, wykorzystujac w tym przypadku siedem ro-
dzajow pegRNA, réznigcych sie miedzy soba diugoscia
matrycy. Po etapie selekgji i regeneracji zaobserwowa-
no wstapienie oczekiwanych modyfikacji w przypadku
miejsc podyktowanych tylko przez 4 rodzaje pegRNA,
dajac tym samy wartos¢ sukcesywnej edycji siegajaca od
0,025-1,66% [19].

W genomie kukurydzy badano efektywnos¢ edycji
gendw z pomoca odpowiednio zmodyfikowanych sys-
temoéw, wykorzystujac w tym celu 6 r6znych zaprojek-
towanych wektoréw, ktérych zastosowanie odpowia-
datoby za wystapienie odpornosci na herbicydy [20].
Edycje przeprowadzano w obrebie genéw kodujacych
ALS (ZmALS1 oraz ZmALS2). Wprowadzono dwie r6zne
modyfikacje, testujac przy tym rézne strategie dokony-
wanych manipulacji. Pierwsza zmiang byla pojedyncza
mutacja P165S. Zastosowano w tym celu system PE3
oraz PE3b w celu poréwnania sukcesywnosci dokona-
nych edycji. Jednoczesnie badaniu poddano zdolnosé
PE do wprowadzania mutacji podwdjnej, obejmuja-
cej mutacje W542L oraz S6211, konstruujac w tym celu
wektory kodujace dwa warianty pegRNA oraz sgRNA.
Systemy te stworzono z wykorzystaniem 2 roznych kon-
cepcji, majacych na celu zwiekszenie stopnia ekspres;ji
pegRNA. Pierwsza zakladala podwojenie liczby kaset
ekspresyjnych pegRNA, druga warunkowata skonstru-
owanie technologii wyposazonej w system podwdjnych
promotoréw oraz Csy4. Ostatnie dwa systemy wykorzy-
stujace technologie PE3 oraz PE3b stworzono w oparciu
o koncepcje wykorzystujaca system podwéjnych pro-
motoréw, uwzgledniajac jednak w tym przypadku ich
zastosowanie do wprowadzenia mutacji pojedynczej
P165S. Tak powstate technologie wykorzystano do zain-
fekowania genomu kukurydzy. W wyniku tego postepo-
wania otrzymano 7 z 16 linii komérkowych z sukcesyw-
nie wprowadzong modyfikacja S6211 (wprowadzona z
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wykorzystaniem systemu z podwéjnym systemem kaset
ekspresyjnych). Jedna z transgenicznych linii wykazata
réwniez sukcesywnie dokonang homozygotyczng edy-
cje na obu genach. Natomiast préby edycji okreslonych
mutacji z zastosowaniem wektoréw obdarzonych w sys-
tem Csy4 oraz z wykorzystaniem systemoéw PE3 i PE3b
odpowiedzialnych za mutacje 1655 nie powiodty sie [20].
Wyniki wykonanych badan potwierdzily jednak zdol-
noé¢ systeméw do dokonywania jednoczesnie dwoch
nieallelicznych edycji w obrebie jednego genomu.

Wszystkie wyzej opisane badania wykazaty zdolnosé
system6éw do wprowadzania oczekiwanych manipulacji
genetycznych, jednak ze wzgledu na wciaz ograniczona
wiedze na ten temat oraz niskie wartosci sukcesywnie
wykonanych edycji, technologie PE wcigz wymagaja
ulepszenia i sporego nakladu pracy.

BADANIA NA MATERIALE ZWIERZECYM

Pierwsze badania z wykorzystaniem systemoéw PE
wykonano réwniez na organizmach zwierzecych. Prze-
prowadzono analizy w celu opracowywania najbardziej
optymalnej i najbardziej skutecznej metody do wykony-
wania modyfikacji genetycznych w obrebie organizmow
zwierzecych.

Weryfikacji poddano zdolno$¢ do wprowadzania mo-
dyfikacji w genach Ar oraz Hoxd13 w obrebie genomu
myszy, testujac przy tym strategie systemu PE3 oraz
PE3b [21]. Wstepny etap analiz wymagat przetestowania
sytemu w warunkach in vitro. W tym celu skonstruowa-
no kilka wariantéw systeméw wykonujacych 3 docelowe
transwersje: G-C i G-T w obrebie Hoxd13 oraz G-T w ge-
nie kodujacym receptor androgenowy (Ar). W doswiad-
czeniu zastosowano réznej diugosci matryce RT liczace
10-20 nt oraz PBS o dtugosci 10-17 nt, w celu wynalezie-
nia najbardziej optymalnego wariantu konstruowanego
systemu. Wyniki analiz wykazaly najwieksza skutecz-
noé¢ po zastosowaniu systeméw z matryca o dlugosci
14-17 nt oraz sekwencjg PBS zbudowana z 12-, 13- badz
16 nt. Mniejszy stopienr prawidtowo dokonanych edycji
zaobserwowano w przypadku strategii PE3b, dlatego
tez zdecydowano sie¢ na zastosowanie technologii PE3
do dalszych analiz. W kolejnym etapie przystapiono do
badan in vivo wykorzystujac w tym celu mysie embriony,
do ktérych wszczepiono odpowiednio przystosowane
systemy z rezultatem 44% prawidlowo dokonanej edy-
¢ji G-C oraz 75% skutecznie wprowadzonej modyfikacji
G-T w obrebie genu Hoxd13 u badanych blastocyst. Na-
stepnie embriony przeniesiono do macic matek zastep-
czych. Ostateczny wynik badania potwierdzil prawidio-
wo dokonang transwersje G-C u 8 sposréd 30 otrzyma-
nych myszy, natomiast u 2 z 19 badanych osobnikéw za-
obserwowano prawidlowo wprowadzona modyfikacje
G-T (gen Hoxd13) [21].

Genom myszy zostal przebadany réwniez pod wzgle-
dem wszystkich 3 strategii PE (PE2, PE3 oraz PE3b) wy-
korzystanych w celu wprowadzenia edycji w obrebie
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genéw Dnmtl oraz Chd2 [22]. W do$wiadczeniu zasto-
sowano chemicznie zsyntetyzowane i zmodyfikowane
pegRNA oraz sgRNA, ktére nastepnie wszczepiono em-
brionom myszy. Sukcesywnie dokonane modyfikacje za-
obserwowano w przypadku zastosowania strategii PE3,
dajac ostateczne rezultaty w postaci 47,4% sukcesywnie
wprowadzonych modyfikacji w obrebie Chd2 oraz 41,3%
prawidtowych modyfikacji w przypadku Dnmtl. W obu
wariantach zaobserwowano jednak nieoczkiwane muta-
¢je typu indel, jedynie niewielki procent osobnikéw nie
wykazal ich obecnosci (13% dla Dnmtl oraz 10,5% dla
Chd?2). Wykorzystanie technologii PE2 w celu dokona-
nia modyfikacji w obrebie tych samych genéw wykazato
natomiast znacznie nizszy procent efektywnie wprowa-
dzonych mutacji. Zaobserwowano 2 zamierzone mody-
fikacje w obrebie genu Dnmt1 sposréd 22 badanych oraz
5w przypadku genu Chd2 sposréd 25 badanych embrio-
néw. Edycja z zastosowaniem tej strategii nie wykazala
natomiast obecnoéci mutacji typu indel. Zastosowanie
technologii PE3b przyniosto znaczny spadek czestosci
nieoczekiwanych mutacji w stosunku do PE3 oraz nie-
co wyzszy procent edycji dokonanych w docelowym loci
(91,7% w przypadku Dnmt1 oraz 47,5% Chd2) [22].

U muszki owocowej testowano systemy PE2 oraz PE3
w celu sprawdzenia zdolnosci nowoczesnej technologii
do wprowadzania oczekiwanych edycji [23]. Do badan z
zastosowaniem PE2 wykorzystano komorki z linii S2R+
PT5. Celem tego do$wiadczenia byto dokonanie insercji
odcinka o dlugosci 23 pz w obrebie genu ebony. Anali-
za PCR wskazata efektywnos¢ dokonanej modyfikacji
siegajaca 0,42% w przypadku zastosowania specjalnego
systemu ekspresji Gal4/UAS, w ktérym do ekspresji PE2
dochodzi w przypadku obecnosci pACT-Gal4 (sygnat
ulega w tym przypadku amplifikacji) oraz 0,006% z wy-
korzystaniem systemu wykorzystujacego Actin5c jako
promotor. Kolejne przeprowadzone modyfikacje obej-
mujace loci ebony mialy na celu wprowadzenie kodonu
stop przy zastosowaniu strategii PE3. Wyniki doswiad-
czenia wskazaly na 6% efektywnos¢ dokonanej edycji. To
samo do$wiadczenie przeprowadzone z zastosowaniem
technologii PE2 przyniosto lepsze rezultaty, dajac tym
samym 8,4% efektywnie dokonanych edycji przy jed-
noczesnie mniejszej czestosci wystepowania bledéow w
postaci mutacji typu indel. Kolejna analiza obejmowata
testowanie systeméw PE w warunkach in vivo. Badaniu
poddano rézne geny warunkujace tatwe w obserwacji
efekty fenotypowe. Za pomoca PE2 oraz PE3 wprowa-
dzono modyfikacje majace na celu wywota¢ wystapienie
niedojrzatego kodonu stop w obrebie genéw warunku-
jacych umaszczenie ebony, bialy kolor oczu oraz forky.
Najwigkszy procent efektywnosci dokonanych edycji
wykazatla strategia PE3, procent sukcesywnie wprowa-
dzonych zmian oszacowano na 35,2% w przypadku ebo-
ny, 11,6% w przypadku genu white oraz 21,9% w genie
forky [23].

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



BADANIA NA MATERIALE LUDZKIM

Pierwsze badania dotyczace wykorzystania systemu w
celu naprawy bledéw genetycznych obecnych w komér-
kach ludzkich zostaty przeprowadzone przez Anzalone
(2019) na komorkach z linii HEK293T z zastosowaniem
PE w leczeniu schorzen tj. choroba Taya-Sachsa czy tez
anemia sierpowata. Dodatkowo badaniom poddano inne
linie komérkowe tj. K562, U20S, HeLa, w celu spraw-
dzenia zdolnosci systeméw do wprowadzania oczeki-
wanych mutacji w liniach innych niz HEK293T [6]. W
komérkach z linii HEK293T wprowadzono mutacje HBB
E6V, odpowiadajaca za wystapienie anemii sierpowate;j.
Zabieg ten wykazat sie 44% skutecznoscia warunkujac
powstanie genomu obdarzonego wadliwa mutacja (Mat-
soukas, 2020). Po wytworzeniu modelu chorobowego
przystapiono do naprawy wczeéniej dokonanych mody-
fikacji przy zastosowaniu technologii PE3. Efektem tego
dziatania otrzymano linie obdarzone oczekiwang mody-
fikacja (zawierajace HBB typu dzikiego). Kazde z 14 wy-
korzystanych pegRNA wywotalo oczekiwany rezultat z
r6zna efektywnoscia (26-52%) oraz z czestoscia mutacji
indel siegajaca 2,8+0,8%. Zastosowanie cichych mutacji
w obrebie PAM zagwarantowalo jeszcze wieksza specy-
ficznos¢ i doktadnosé systemu [6,7]. Wykonano réwniez
badania nad potencjalnym wykorzystaniem systemu w
celu naprawy mutacji wywotujacej chorobe Tay’a-Sach-
s’a wpierw dokonujac insercji 4 pz w genie HEXA wy-
wolujacych efekt chorobowy. Analiza wprowadzonych
modyfikacji wykazata niski procent mutacji indel (0,8%)
przy jednoczesnej efektywnosci siegajacej 31% [7]. Na-
stepnie w celu naprawy wczesniej dokonanej mutacji w
postaci gromadzenia sie gangliozydu w komérkach ner-
wowych mézgu zastosowano technologie PE3 oraz PE3b
wykorzystujac w tym celu 3 rézne sgRNA oraz ponad 40
wariantéw pegRNA. Sposréd wykorzystanych pegRNA
19 wykazato sukcesywnosé réwna badz wieksza niz 20%
[6]. Najwieksza sukcesywnos¢ wykazata strategia PE3b,
dzieki ktdrej najwyzszy procent efektywnie dokonanej
edycdji siegat 33% [7]. Kolejne doswiadczenia z zastoso-
waniem pozostatych 3 linii komérkowych potwierdzity
zdolnos¢ systemu do wprowadzania oczekiwanych mo-
dyfikacji w genomie, wskazujac jednoczesnie najwieksza
sukcesywnosc¢ edycji w obrebie komérek HEK293T [6].

Analizom poddano réwniez uzyteczno$é¢ systemu
w celu wprowadzania modyfikacji w obrebie komorek
hiPS (Human Induced Pluripotrnt Stem Cells - ludzkie
indukowane komoérki macierzyste) [24]. Doswiadczenie
zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem komoérek z
linii AAVS1-eGFP hiPS oraz HEK293T-EGFP (kontrola),
obdarzonych pojedyncza kopia genu GFP, w ktérych
przy pomocy 3 réznych pegRNA (réznica w dlugosci
PBS), miata nastapi¢ substytucja dwoch par zasad z wy-
tworzeniem tyrozyny zamiast tryptofanu. Rezultatem ta-
kiej modyfikacji byto wytworzenie CFP w badanej popu-
lacji HEK293T-EGFP z efektywnoscia siegajaca nawet do
6% poprawnie dokonanej edycji, przy czym najwieksza
wartos¢ sukcesywnie wprowadzonych zmian zaobser-

Postepy Biochemii Prace w druku

wowano w przypadku zastosowania pegRNA z najkrot-
sz sekwencjg PBS (11 nt), a najnizszy procent wykazato
pegRNA z najdluzsza sekwencja PBS (15 nt). W przypad-
ku komérek hiPS najwyzszy procent prawidiowo wpro-
wadzonych modyfikacji wynosit 7,5%. Przeprowadzone
doswiadczenie dato wigec pozytywny wynik wykazujgc
uzytecznoéc¢ systemu w celu wprowadzania edycji w ko-
morkach hiPS [24].

Dokonano réwniez poréwnania efektywnosci PE2 w
stosunku do czestosci wystepowania mutacji typu indel
generowanych przez nukleaze Cas9 w komorkach linii
HEK293T [25]. W doswiadczeniu zastosowano 6 stra-
tegii wprowadzania modyfikacji przy uzyciu systemu
PE2 obejmujacych delecje badz insercje pojedynczego
nukleotydu, delecje badz insercje 3 nukleotydéw oraz
dwa rézne typy substytucji pojedynczego nukleotydu.
Zaobserwowano znacznie mniejszy procent bledéw w
przypadku wykorzystania systemu PE w stosunku do
Cas9 oraz wieksza sukcesywno$¢ dokonanych edycji
z wykorzystaniem systemu Cas9. Osiagnieto rezultaty
w postaci 9,1£2,1% sukcesywnie wprowadzonych in-
sercji, 10,5£3,4% prawidlowo wykonanych delecji oraz
15,6+3,3% udanych substytucji z zastosowaniem techno-
logii PE2. Prowadzono réwniez badania nad specyficz-
noscig systemu PE2, analizujac przy tym jego zdolnos¢
do tolerowania niedopasowania pomiedzy sekwencja
docelowgq a spacer’em. Badania wykazatly mniejsza tole-
rancje niedopasowania PE w stosunku do Cas9, potwier-
dzajac tym samym wigksza dokladnosé systeméw PE.
Przeprowadzona analiza stosunku dlugosci sekwencji
PBS oraz matrycy RT do specyficznosdci wykazala brak
wplywu diugosci matrycy RT na specyficznosé PE2 [25].

System PE3 przebadano réwniez pod wzgledem
wprowadzania oczekiwanych mutacji w organoidach
stworzonych z dorostych komérek macierzystych pobra-
nych od pacjentéw, w celu generowania modeli chorobo-
wych oraz edycji genéw warunkujacych wystepowanie
choréb [26]. Pierwszej modyfikacji dokonano w genie
CTNNB1 kodujacym B-katening, w obrebie, ktérego ob-
serwuje sie czeste wystepowanie mutacji odpowiada-
jacych za inicjacje kancerogenezy, w szczeg6lnodci w
przypadku raka watroby. Edycja miala polegaé na wpro-
wadzeniu delecji nie prowadzacej do przesuniecia ramki
odczytu. W doswiadczeniu zastosowano réznej dtugosci
sekwencje PBS oraz matryce RT. Analiza otrzymanych
wynikéw potwierdzita obecno$é oczekiwanej mutacji
w badanych komérkach. Nastepnie wprowadzono mu-
tacje ABCB11P#2¢ w obrebie organoidéw watrobowych,
odpowiedzialng za wystapienie deficytu BSEP (bile salt
export pump - deficytu pomp eksportu soli zétciowych/
kwaséw). Prawidlowo wprowadzong mutacje zaobser-
wowano w 20% hepatocytéw. Wyniki przeprowadzo-
nych analiz potwierdzily uzyteczno$é systeméw PE3 w
celu generowania modeli chorobowych. Kolejnym eta-
pem badan byto wykonanie do$wiadczeni majacych na
celu wykorzystanie PE3 do wprowadzania mutacji w
obrebie wadliwych genéw, warunkujacych wystapie-
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nie choroby. Przystgpiono do wprowadzenia insercji
obejmujacej 3 nukleotydy w obrebie 7 egzonu w genie
kodujagcym DGAT1 (ang. diacylglycerol-acyltransferase 1)
- enzym odpowiedzialny za przeksztalcenie diacylogli-
cerolu oraz Acylo-CoA do triacyloglicerolu, co prowadzi
do wlgczenia kwaséw ttuszczowych do kropelek lipido-
wych. Mutacje obejmujace gen kodujacy DGAT1 pro-
wadza do uposledzenia jego funkcji, czego efektem jest
lipotoksycznos¢ i émieré komoérek, objawiajgca sie u cho-
rych w postaci wrodzonej biegunki. Zabieg wprowadze-
nia brakujacych nukleotydéw zakorczyt sie sukcesem,
warunkujgc tym samym ekspresje dojrzalego enzymu
DGATI. Nastepnie wykonano doswiadczenie majgce na
celu usuniecie duplikacji pojedynczego nukleotydu w
genie ATP7B, odpowiedzialnej za wystapienie choroby
Wilsona, w wyniku ktérej proces odkladania si¢ miedzi
w organizmie moze prowadzi¢ do marskosci watroby, w
skrajnych przypadkach nawet do przeszczepu. Badania
przeprowadzono na organoidach watrobowych. Wyni-
ki potwierdzity obecnos¢ sukcesywnie dokonanej edycji
w przypadku jednej z wykonywanych préb. Badania
wykazaly uzytecznoéé systeméw PE3 w celu naprawy
bledéw genetycznych prowadzacych do powstawania
choréb [26].

Pojawila sie réwniez idea wykorzystania systemu w
celu leczenia oséb chorujacych na GSD (glikogenoza)
typu pierwszego [27]. Na podstawie analizy czestosci
mutacji warunkujacych wystepowanie choroby, wyko-
nanej na 57 pacjentach narodowosci tureckiej, zapro-
ponowano wykorzystanie systemu PE3 w celu leczenia
tego schorzenia. Przedstawiono wizje potencjalnego
Prime Editor’a skonstruowanego w odpowiedzi na po-
jedyncze substytucje nukleotydéw warunkujace osta-
tecznie deficyt fosfatazy glukozowej odpowiedzialnej
za metabolizm glukozy w organizmie. Jako alternatywe
przedstawiono mozliwos¢ dostarczania odpowiednio
skonstruowanego mRNA warunkujacego ekspresje bra-
kujacego enzymu. W pracy skupiono sie w szczegé6lnosci
na mutacji R83C/H, uznanej za najbardziej powszechna
modyfikacje w genie G6PC, stanowigca blisko 60% mu-
tacji obserwowanej wséréd grupy badanej. Wizja wyko-
rzystania PE3 w celu walki z GSD jest jedynie hipoteza,
ktéra wymaga przeprowadzenia odpowiednich badan
in vivo i in vitro w celu odpowiedniej optymalizacji oraz
potencjalnego rozpatrzenia technologii w aspekcie tera-
peutycznym [27].
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ABSTRACT

The prime editing method introduces the expected manipulations within a given genome with a Cas9-nicase and pegRNA structure and a
reverse transcriptase, which is responsible for the synthesis of the segment, which is then incorporated into the edited strand. This technique
is based on the previously discovered CRISPR/Cas9 method. It differs from CRISPR/Cas9 in the absence of double cracks within the DNA
helix, which is due to its complex structure, including the presence of additional elements, i. e. the reverse transcriptase and the matrix within
the pegRNA. PE is used to modify the DNA double helix. The work deals mainly with the creation and improvement as well as testing of the
modern Prime Editing method. Information on the structure and functioning of the system is provided, as well as the research carried out so
far with the use of PE, carried out within the genomes of cells derived from plant, animal, and human organisms, is described. The paper also
contains information on the potential benefits and hopes related to the use of this innovative method.

PRIME EDITING- nowa metoda edycji genow
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