Edytowanie genow

STRESZCZENIE
Opracowanie technik inzynierii genetycznej wywolalo obawy iz beda one wyko-
rzystane do konstruowania organizméw zagrazajacych cztowiekowi i srodowisku.
W roku 1975, na konferencji w Asilomar w Kalifornii, genetycy z wielu krajéow uznali,
ze ze stosowaniem inzynierii genetycznej wiaze sie wiecej potencjalnych korzysci niz
zagrozen. W ostatnich latach pojawila sie nowa technika CRISPR-Cas, pozwalajaca na
dokonywanie precyzyjnych zmian w genomach organizméw, np. dezaktywowanie okre-
slonych genéw lub wstawianie prawidlowych. Dezaktywujac u myszy odpowiedniki
genow, ktérych mutacje powoduja choroby genetyczne cztowieka otrzymujemy modele
pozwalajace na poznanie etiologii danej choroby i opracowanie metod jej leczenia. Tech-
nike te mozemy tez wykorzysta¢ do naprawy zmutowanych genéw, odpowiedzialnych
za choroby metaboliczne i nowotworowe czlowieka. Pojawily sie obawy, ze moze by¢
ona wykorzystana do ,,udoskonalania” cztowieka, co rodziloby szereg problemoéw etycz-
nych i spolecznych. Genetycy, etycy i prawnicy zebrani na konferencji w Waszyngtonie
w 2015 roku przedyskutowali te problemy i zaproponowali zasady stosowania techniki
CRISP-Cas.

W 1975 roku, a wiec ponad 40 lat temu, odbyla sie¢ w Asilomar w Kalifornii
konferencja poswiecona ewentualnym zagrozeniom jakie niesie nowopow-
staly dzial genetyki, inzynieria genetyczna. Bezposrednim powodem zwo-
tania konferencji byt niepokéj spowodowany doswiadczeniami Paula Berga,
polegajacymi na wprowadzaniu DNA wirusa SV40 do genomu Escherichia
coli. Wirus ten powoduje nowotwory u malp, potrafi si¢ tez namnazaé¢ w
hodowanych in vitro komérkach ludzkich. Pojawily sie glosy, ze wynikiem
doswiadczeri moze by¢ uzyskanie bakterii, ktéra spowoduje, Ze rak stanie
sie choroba zakazng. W konferencji, ktéra prowadzil laureat nagrody Nobla
David Baltimore, uczestniczylo okolo 150 genetykéow z wielu krajéw. Pol-
ske reprezentowali Prof. Wactaw Gajewski i nizej podpisany. Prze kilka dni
przedstawiano najrozmaitsze scenariusze potencjalnie niebezpiecznych do-
Swiadczen, by w koricu dojs¢ do konkluzji, Ze nie wolno zaprzepasci¢ szansy
jakie daje inzynieria genetyczna na otrzymywanie nowych, wartosciowych
odmian roslin oraz lekéw, i Ze nalezy doswiadczenia kontynuowa¢, zacho-
wujac w laboratoriach odpowiednie $rodki bezpieczeristwa. Przy ustalaniu
tych srodkéw powinien by¢ brany najbardziej niebezpieczny element do-
$wiadczenia. Dla przykladu, prace nad uzyskaniem bakterii E. coli zawiera-
jacej ludzki gen kodujacy insuline moga by¢ prowadzone w zwyklym labo-
ratorium, gdyz ani ta bakteria ani gen insuliny, nie wiazg sie z jakimikolwiek
zagrozeniami. Natomiast rekombinowanie genéw wiruséw onkogennych
powinno by¢ prowadzone jedynie w laboratoriach dostosowanych do prac z
niebezpiecznymi mikroorganizmami. W Asilomar duze wrazenie wywolalo
wystapienie Jamesa Watsona, ktéry byl w owym czasie doradca rzadu USA.
Oswiadczyl, ze ,,gdyby wolno mi bylo opowiedzie¢ co zawieraja magazyny
broni bakteriologicznej USA, a jest w nich tyle §winstw ze mozna kazdego
mieszkarica Ziemi zabi¢ na osiem réznych sposobow, to byscie sie $mieli
z zagrozen zwiazanych z inzynieria genetyczna”. W ciagu ostatnich kilku
dziesiecioleci doniesiono o czterech przypadkach niepokojacych wynikéw
doswiadczen nad genetycznie modyfikowanymi organizmami (GMO), ktére
po sprawdzeniu okazaly sie celowymi falszerstwami.

Pierwsze doswiadczenia z zakresu inzynierii genetycznej byly wykonywa-
ne na bakteriach i drozdzach. Poczynajgc od lat 80-tych XX wieku, zaczety sie
ukazywacé prace poswiecone otrzymywaniu transgenicznych roslin. Fraley i
inni [1] zastosowali plazmid Ti z Agrobacterium tumefaciens, i poprzez trans-
formacje in vitro komoérek tytoniu i petunii otrzymali rosliny oporne na anty-
biotyki aminoglikozydowe. Z kolei Vaeck i inni [2], poprzez wprowadzenie
genu bt2 z Bacillus thuringensis do tytoniu, otrzymali rosliny tytoniu chro-
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nione przed atakiem larw owadéw. Od tego czasu otrzy-
mano ogromna liczbe genetycznie zmodyfikowanych
roslin najrozmaitszych gatunkéw. Powszechnie znanymi
sa uzyskane przez koncern Monsanto kukurydza 810 po-
siadajaca gen bt2 oraz ziemniak Amflora, wytwarzajacy
zmodyfikowana skrobie lepiej nadajaca si¢ do produkcji
np. papieru i klejow. Obie odmiany byly dopuszczone
do upraw i obrotu handlowego w Unii Europejskiej, jed-
nak zgodnie z prawem unijnym rzady poszczegélnych
panistw moga wprowadzaé zakazy na swoim terytorium.
Senat RP zaproponowatl poprawke do ustawy o nasiennic-
twie wprowadzajac zakaz obrotu GMO , kierujac sie ich
nieprzydatnoscia do uprawy w warunkach klimatyczno-
-glebowych Rzeczypospolitej Polskiej lub koniecznoscia
unikniecia zagrozen zdrowia ludzi, zwierzat, roslin oraz
dla srodowiska”. Sejm poparl te poprawke a prezydent
Andrzej Duda ustawe podpisat.

Nieche¢ do spozywania produktéw GMO jest w Pol-
sce bardzo wyrazna i w ostatnich dwéch latach wzrosta,
podsycana przez propagande rzadowa i opinie mediéw.
Business Insider z 1 maja 2017 roku donosi, ze w Sejmie
trwaja prace nad rzagdowym projektem nowelizacji usta-
wy o mikroorganizmach i organizmach genetycznie zmo-
dyfikowanych. W mys$l proponowanych przepiséw tery-
torium RP bedzie strefa wolna od upraw GMO. Projekt
przewiduje jednak mozliwoé¢ prowadzenia takich upraw
w specjalnych strefach, na ktérych utworzenie zgode mu-
siatby wyda¢ minister srodowiska, pod bardzo rygory-
stycznymi warunkami. Wiceminister srodowiska i Gtéw-
ny Konserwator Przyrody Andrzej Szweda-Lewandow-
ski stwierdzil, ze ,rzqd i Ministerstwo Srodowiska sg prze-
ciwnikami prowadzenia upraw genetycznie modyfikowanych w
naszym kraju. Ramowe stanowisko rzqdu ws. GMO wskazuje,
ze Polska bedzie dqzy¢ do bycia krajem wolnym od GMO - czy
to chodzi o uprawy, pasze czy zywnos¢”. W projekcie nowe-
lizacji znajduje sie tez przepis, ktéry stanowi, iz rolnik,
chcac uprawiac rosliny GMO, bedzie musial uzyskaé na
to zgode od wtascicieli nieruchomosci potozonych w pro-
mieniu trzech kilometréw od pola. Problemem moze by¢
to, ze Polska importuje obecnie ok. 2 mIn ton genetycznie
modyfikowanej sruty sojowej rocznie, niemodyfikowanej
praktycznie nikt juz na $wiecie nie uprawia. Hodowcy
drobiu twierdza, Ze zastapienie jej inng wysokobiatkowa
pasza spowodowaloby wzrost cen drobiu o ok. 30%.

Minister srodowiska Jan Szyszko podczas XX Forum
Polonijnego w Wyzszej Szkole Kultury Spotecznej i Me-
dialnej w Toruniu moéwil: ,Na ten nasz obecny model
rolnictwa jest ogromne zapotrzebowanie, a nie na gene-
tycznie modyfikowana zywnos¢. Jest zapotrzebowanie na
zdrowa, polska zywnosé¢”. W internecie wiekszoéé wpi-
séw dotyczacych GMO jest wobec nich bardzo krytycz-
na. Na przyklad, na stronie spé6tki Farmio S.A. znajduje
sie komunikat: ,Geny pochodzace z GMO pozostaja w
organizmie”. Nie sposéb zrozumieé, dlaczego autorzy
sadza, ze geny z roslin i zwierzat niemodyfikowanych
genetycznie sa odrzucane lub niszczone. Polska wyda-
je sie by¢ szczegdlnie niechetna GMO, bardziej niz inne
kraje Europy nie méwiac juz o USA. Wéréd naukowcow
amerykanskich panuje przekonanie, ze zywnos¢ produ-
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kowana z wykorzystaniem GMO nie jest szkodliwa dla
zdrowia. Juz 20 lat temu federalna Agencja Kontroli Zyw-
noéci i Lekéw (FDA) orzekta, ze nie ma powodu wierzy¢,
by zywnosé¢ zmodyfikowana genetycznie réznita sie od
innych jej rodzajow , w jakikolwiek znaczacy sposéb”. Na
o$wiadczenie to powoluja sie odtad wszyscy amerykan-
scy producenci GMO.

Przeciwnicy inzynierii genetycznej majq teraz jeszcze
twardszy orzech do zgryzienia niz GMO. Pojawita sie bo-
wiem nowa technologia CRISPR-Cas (ang. clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats), opracowana w
2012 roku przez Jennifer Doudna i Emanuelle Charpen-
tier [3]. Technologia ta umozliwia precyzyjne wstawianie
i usuwanie fragmentéw DNA z genoméw dowolnych or-
ganizmoéw. Sekwencje CRISPR wystepuja u bardzo wielu
gatunkow bakterii i archaea [4]. Stanowia one element
systemu immunologicznego, chronigcego komorki przed
wnikaniem do nich obcego DNA [5]. Skladaja sie z kilku
powtérzeni identycznych sekwencji rozdzielonych przez
rozmaite sekwencje rozdzielajace oraz z genéw koduja-
cych endonukleazy Cas, z ktérych najistotniejsza role od-
grywa Cas9. Sekwencje CRISPR sa rozpoznawane przez
mata komplementarng czasteczke RNA (tzw. sgRNA),
ktéra wspoéldziala w przecinaniu obu nici DNA przez en-
donukleaze Cas9. Technologia CRISPR-Cas pozwala na
wstawienie dowolnej sekwencji DNA w dowolne miejsce
genomu. Mozna ja wykorzysta¢ do zmutowania okreslo-
nego genu u np. myszy, po to by uzyskaé¢ informacje o
roli danego genu w metabolizmie lub rozwoju osobnika
i otrzymacé zwierzeta modelowe do badania okreslonych
choréb genetycznych cztowieka. Mozna tez ,naprawic¢”
gen zmutowany poprzez wprowadzenie odpowiedniej
sekwencji DNA. Manipulacji tych mozna dokonywac za-
rowno w komoérkach somatycznych jak i plciowych, co
wzbudzito obawy, ze beda podejmowane préby zastoso-
wania ich do otrzymania nie tylko zwierzat hodowlanych
o korzystnych wtasciwosciach, ale tez do udoskonalone-
go czlowieka. Obawy te spowodowaly, ze grupa 12 uczo-
nych zwolala w Waszyngtonie konferencje na wzor tej w
Asilomar z roku 1975, aby rozwazy¢ wszelkie konsekwen-
cje nowych technik inzynierii genetycznej W konferencji
tej uczestniczyli miedzy innymi Dawid Baltimore jako
przewodniczacy, Paul Berg a takze Jennifer Doudna, wy-
nalazczyni technologii CRISPR-Cas. Tym razem, wsréd
uczestnikéw konferencji znajdowali si¢ nie tylko genety-
cy, ale réwniez lekarze, etycy i prawnicy. Konferencja za-
konczyla sie wydaniem oswiadczenia ,On Human Gene
Editing: International Summit Statement”. W o$wiad-
czeniu tym czytamy, ze w ostatnich 50 latach nastapil
ogromny postep biologii molekularnej i jej zastosowan w
medycynie i ze niektére z nich, jak stosowanie technik re-
kombinowania DNA i wykorzystywanie embrionalnych
komoérek macierzystych, wymaga rozwazenia ewentual-
nych zagrozen z nich wynikajacych. Jak pisza autorzy,
,...the prospect of human genome editing raises many
important scientific, ethical, and societal questions.” Po-
trzeba uregulowania prac, w ktérych stosowane sa nowe
techniki inzynierii genetycznej, wynikla tez z faktu po-
wstania dziesiatkéw firm, takich jak Thermo Fisher Scien-
tific, PolyGene, Perkin Elmer, GenScript i innych, oferu-
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jacych swoje ustugi przy wytwarzaniu nowych odmian
roslin i zwierzat a takze z tego, ze w Chinach podjeto pra-
ce (na razie na niezdolnych do zycia triploidalnych em-
brionach ludzkich), w celu wymiany zmutowanego genu,
odpowiedzialnego za dystrofie mieéniowa Duchenne’a.
Roéwniez w Chinach trwaja prace nad wykorzystaniem
techniki CRISP-Cas do usuniecia z komoérek cztowieka
wirusa papilioma (HPV) a takze do dysrupcji genu PD-1,
odpowiedzialnego za biatko stymulujace namnazanie sie
komoérek raka ptuc [6]. W listopadzie 2017 roku dzien-
nik Guardian donidst, ze w laboratorium Sangamo The-
rapeutics w Kalifornii, wykonano u 44-letniego mezczy-
zny zabieg wprowadzenia prawidlowego genu w miejsce
zmutowanego genu odpowiedzialnego za nieuleczalna
chorobe metaboliczng (syndrom Huntera). Jest jednak za
wczesnie by ocenic rezultaty tego zabiegu.

Po trzech dniach dyskusji, cztonkowie konferencji wa-
szyngtonskiej doszli do nastepujacych wnioskéw:

I. Badania podstawowe i przedkliniczne powinny by¢
prowadzone i ukierunkowane na opracowywanie technik
edytowania genéw w komoérkach ludzkich, rozpoznanie
potencjalnych korzysci i zagrozenn wynikajacych z ich
stosowania oraz poznania biologii ludzkich komérek ma-
cierzystych i embrionéw. Jezeli w trakcie prowadzenia
badan uzyska sie genetycznie zmodyfikowane komorki
lub embriony, nie powinny one by¢ uzyte do zapoczat-
kowania ciazy.

II. Edytowanie w celach klinicznych genéw komorek
somatycznych. Wsréd potencjalnych zastosowar tych
technik jest edytowanie genéw odpowiedzialnych za
anemie sierpowata lub genéw kodujacych biatka uktadu
immunologicznego w celu zwiekszenia zdolnosci rozpo-
znawania przez nie komoérek nowotworowych.

III. Edytowanie w celach klinicznych genéw komo-
rek rozrodczych. Edytowanie genéw w komérkach roz-
rodczych i embrionach jest technicznie mozliwe i w teorii
mogloby by¢ wykorzystane w celu eliminowania choréb
dziedzicznych a nawet w celu ,ulepszenia” czlowieka.
Cztonkowie konferencji waszyngtorniskiej uznali jednak,
ze przy obecnym stanie wiedzy byloby to nieodpowie-
dzialne ze wzgledu na szereg potencjalnych zagrozen.
Naleza do nich: (1) ryzyko wywotania mutacji w innych
niz docelowym genie; (2) nie wyedytowanie wszystkich
gen6éw docelowych, co prowadziloby do mozaikowatosci
embrionu; (3) trudnosci w ocenieniu niekorzystnych skut-
kéw edytowania genu, jakie moga pojawié sie w zwiaz-
ku ze zmieniajacymi sie warunkami srodowiska w jakim
dany osobnik przebywa; (4) wprowadzonych zmian nie
mozna bedzie usunaé a beda one rozprzestrzeniaé si¢ w
calej ludzkiej populacji; (5) edytowanie genéw, od kto-
rych zaleza zdolnosci cztowieka, mogloby doprowadzi¢
do wytworzenia klasy ,nadludzi”, co mialoby powazne
implikacje etyczne i spoleczne.

IV. Potrzeba miedzynarodowego forum, ktérego za-

daniem byloby opracowanie zasad prowadzenia prac nad
edytowaniem komorek rozrodczych.
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Sadze, ze opinia cztonkéw konferencji spotka sie z pel-
nym zrozumieniem i akceptacja srodowiska naukowego.
Oczywiscie nie mozna wykluczyé, ze jakis dyktator, a
tych ciagle jeszcze mamy kilku na §wiecie, nie zechce wy-
produkowac dla siebie gwardii patacowej ztozonej ze éle-
po postusznych, silnych i sprawnych osobnikéw. Jednak-
ze przyklady z nie tak odlegtej historii §wiadcza o tym, ze
taka gwardie mozna latwo stworzy¢ nie uciekajac sie do
stosowania technik inzynierii genetycznej. Wydaje sie, ze
potencjalne korzysci ptynace z zastosowan techniki CRI-
SPR-Cas, znaczaco przewyzszaja potencjalne zagrozenia.
Korzysci te rysuja sie wyraznie w przypadku pozyski-
wania nowych odmian roslin uprawnych a takze zwie-
rzat hodowlanych. Udalo sie juz otrzymacé super umie-
$nione swinie [7] oraz owce i krowy [8,9]. We wszystkich
tych przypadkach manipulacja genetyczna polegala na
dysrupcji jednego genu, kodujacego miostatyne. Wyko-
rzystujac technike CRISPR-Cas i pluripotentne komoérki
macierzyste, podjeto tez proby otrzymania $win, ktérych
organy lepiej nadawalyby sie do ksenotransplantacji swi-
nia - czltowiek [10]. Modyfikacje polegaly na edytowaniu
genow kodujacych biatka regulacyjne dziatajacych w ko-
moérkach naczyn krwionosénych i limfatycznych. Cytowa-
na praca wywolata dyskusje na tematy etyczne, pojawity
sie opinie, ze nie jest wlasciwym wytwarzanie ludzko-
-zwierzecych chimer.

Mozna przypuszczaé, ze gdy techniki edytowania ge-
néw w calych organizmach zostang udoskonalone na tyle,
ze nie beda wiazaly sie z zagrozeniami, ktére wymienia
Komisja Waszyngtoriska, zaréwno srodowisko naukowe
jak i szeroka publicznos¢ zaakceptuja bez zastrzezen sto-
sowanie tych technik w celu ratowania zycia ludzkiego,
tak jak obecnie akceptowana jest metoda zaptodnienia in
vitro, pomimo sprzeciwu nielicznych, na szczescie, fun-
damentalistow.
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ABSTRACT

Development of the gene engineering techniques has raised worries that they will be used for construction of organism endangering humans
and environment. In 1975 at the Asilomar conference, geneticists from many countries decided that genetic engineering brings more benefits
than threats. In last years a new CRISPR-Cas technique emerged . It allows to make the precise changes in genomes, e.g. to inactivate particu-
lar genes or to replace mutated genes by their wild-type alleles. Inactivation in mice of genes corresponding to those whose mutations cause
the genetic diseases in man allows to get model organisms for studying the etiology of given disease and for working out the methods of its
curing. This technique can be applied for repairing genes whose mutations result in metabolic diseases and cancer. Some voices were raised
that the technique can be potentially used for the “improvement” of man, what would create many ethical and social problems. Geneticists,
ethicists and lawyers gathered in 2015 at the Washington conference, discussed these problems and proposed rules for their solving.
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