Alena Drda Moravkova

Ceka nas nastup genové terapie
aneb Homo sapiens GMO?

CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) je
jednim z prevratnych objevii bunécné biologie s obrovskym piesahem do mnoha
biologickych (a medicinskych) obori. Systém samotny zname pomérné dlouho,
ale teprve préce, které publikovaly tymy Jennifer Doudna a Emmanuelle Char-
pentierové v letech 2012 a 2013, ukazaly jejich funkci a moZnosti na poli bio-
technologii. Pivodné bakterialni obranny systém bylo ale nutné pro pouziti
v molekularni biologii mirné upravit. O objevu, principech fungovani a uplat-
néni systému CRISPR-Cas a RNA interference, dalsi metody ovlivnéni geno-
vé exprese predstavené v nasledujicim textu, podrobnéji pojednava clanek na
str. XLVII-XLIX kuléru tohoto &isla Zivy.

Edita¢ni zarizeni

Pro biotechnologické ucely se ukéazal jako
nejvhodnéjsi systém odvozeny od bakte-
rie Streptococcus pyogenes, vyuzivajici
jeden Cas protein (Cas9) a dvé nekddujici
RNA. Tyto RNA se oznacuji jako crisprRNA
(crRNA) a transaktivaéni RNA (tracrRNA).
Zatimco molekula crRNA sekvencéné od-
povida cilové sekvenci DNA, tracrRNA je
jejim komplementarnim obrazem a napo-
méhé plnému dozrani crRNA do funkéni-
ho stavu. Potfeba dvou rtiznych molekul
RNA se zdhy ukazala jako neprakticka,
a tak genovi inZenyti sloucili obé moleku-
ly RNA do jedné chimerické single guide
RNA (sgRNA, obr. 1).

Takto upravené editacni zafizenti je iro-
ce pouzitelné pro rtizné ipravy genomd,
zahrnujici pfipravu mutanti, pferuseni
metabolickych drah nebo napft. lé¢bu infek-
ci rezistentnich vtc¢i dosavadnim zptiso-
bim lécby.

Prerusend DNA miZe byt dale upravena
nékolika zptsoby, mezi nejcastéjsi patii
homologni (Homology Directed Repair,
HDR) a nehomologni rekombinace (Non-
-Homologous End Joining, NHE]). Jde o evo-
lu¢né konzervovany mechanismus, kterym
sav¢i buriky opravuji zlomy v dvoufetézco-
vé DNA. Homologni rekombinace vyzadu-

je pfitomnost druhého homologniho vlak-
na DNA, a proto ji lze uplatnit jen u bunék
v ur¢itém stadiu bunééného cyklu. Oproti
tomu NHE] funguje dokonale, pokud jsou
u opravované DNA pfitomny byt pouze
mikrohomologické tseky na koncich vol-
nych vlédken (v fadu jednotek nukleotidi),
které jsou navzajem kompatibilni. Ale pii
naruseni této kompatibility mize dochézet
ke ztratdm jednotlivych nukleotidd a zmé-
nam vysledné sekvence. Pro biotechnolo-
gické aplikace tedy musime zajistit p¥i-
tomnost mikrohomolognich usekd tak, aby
byly chyby maximalné omezeny.

Dalsf vylep$eni v tomto sméru na sebe
nenechala dlouho &ekat. Cerstvé publikova-
né studie Lin Linové z Univerzity Aarhus
v Dénsku a spolupracovnikt (2017) pied-
stavuje protein Cas9 upraveny fiizi s bakte-
ridlnim proteinem RecA, ktery je soucésti
,masinérie” opravujici DNA. Autoii ukazu-
ji, Ze pfesnost oprav pii uplatnéni takto
pozmeénéného Cas9 se zvysuje aZ o jednu
tfetinu a jeho pouziti by tedy mohlo byt
bezpetnéjsi nez u dosavadnich systému.

Doruceni do bunék

Prvni vyzvou, jez stoji pfed védci testujici-
mi aplikace CRISPR-Cas9 v humanni me-
diciné, je ustaveni efektivniho zptsobu

doruceni editovacich enzymi do bunék.
V soucasné dobé méme k dispozici t¥i trans-
portni systémy zaloZené na virovych vekto-
rech. V8echny tfi lze pouZit, ale ani jeden
neni zcela bez chyb (Chen a Gongalves
2016). Prvni z nich, zaloZeny na adenovi-
rech, je v experimentech schopen dorucit
CRISPR-Cas9 do bunék s vysokou ti¢innos-
ti. Zna¢nou nevyhodu ovsem piedstavuje
vysoka imunogenicita adenovirt (vyvolava-
ji silnou imunitni reakci hostitele). Mnoho
lidi mé navic proti adenovirim dobte vy-
vinuté protilatky, coz efektivitu adenoviro-
vych vektort snizuje. Jako varianta téchto
vektori existuji doruc¢ovaci systémy odvo-
zené od virt asociovanych s adenoviry.
Maji podstatné mensi imunogenicitu a ne-
jsou pro ¢lovéka patogenni. Nanestésti jsou
ale pomérné malé a nedokazou pojmout
cely systém CRISPR-Cas9 najednou. Pii je-
jich pouziti musime proto edita¢ni systém
rozdélit do nékolika rtiznych vektort, coz
podstatné sniZuje t¢innost doruceni. Jed-
nu z poslednich testovanych variant tvoii
lentivirové vektory. Lentiviry jsou retro-
viry pfibuzné HIV (Human Immunodefi-
ciency Virus). Lentivirové vektory se ale
samoziejmé upravuji tak, aby nebyly pato-
genni. Jejich vyhoda spoc¢ivéa ve schop-
nosti zac¢lenit nesenou genetickou infor-
maci do genomu hostitele (coZ je obecna
vlastnost retrovirti). To zarucuje stabilitu
exprese vneseného genu pomérné dlouhou
dobu. Dlouhodobé exprese se ale zéroven
paradoxné stava nevyhodou celého systé-
mu. Jestlize CRISPR-Cas9 zistava piitomen
prilis dlouho a vycerpa vsechny specifické
cile, existuje riziko méné specifickych za-
sahd, které jsou nezddouci. Toto riziko ale
muZeme obejit pouZzitim specidlné uprave-
nych lentivirovych vektort s poruchami
v replikaci ¢i integraci do genomu.
Jakmile v8ak pifekoname obtiZe s dopra-
vou edita¢niho systému do cile, existuje
téméf nepieberné mnozstvi aplikaci, kde
1ze editaéni systém CRISPR-Cas9 vyuzit.

Nova nadéje pro pacienty

s chronickou myeloidni leukémii?
Jednou z aplikaci je pferuseni genti spoje-
nych se vznikem novotvart. Jako typicky
priklad uvedme fizni gen Ber-Abl. Jde
o dva ptivodné nezévislé geny, exprimuji-
ci uzite¢né proteiny Bcr (receptor B bunék,
vlastné membranové vazanou protilatku)
a Abl (tyrozin kindzu), které byly chybné
spojeny dohromady. Protein Abl se v nor-
malni buiice tcastni procesti bunééné dife-
renciace a déleni a jeho aktivita je pfisné
regulovéna. Po spojeni s genem Bcrale do-
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chazi k jeho nadprodukci a naruseni regu-
lace, jejimz vysledkem je nddorové bujeni.
Tato mutace se vyskytuje ¢asto u pacien-
t s chronickou myeloidni leukémii, ktera
celosvétove tvoii asi 20 % vSech pfipa-
did leukémie u dospélych (obr. 3). Jakkoli
lécba tohoto onemocnéni zaznamenala
obrovsky pokrok v disledku pouzivani spe-
cifickych inhibitort Abl kinazy (lék Gli-
vec — imatinib a jeho derivaty), nelze timto
zplisobem pacienty zcela vylécit a u vét-
§iny z nich se v pribéhu 1é¢by objevuji
rezistentni nddorové buiiky. Takové buiiky
vsak soucasné piedstavovaly cil pro tipra-
vy genomu. Nadorovy fenotyp je totiZ spjat
s vyskytem Ber-Abl genu, pii jeho znice-
ni by méla zmizet i ,,nddorovost“. Pfesné
o tento pristup se pokusili §panélsti véd-
ci, kdyz naddorové buiiky nejprve editovali
in vitro a pak vpravili do mys3i, aby testova-
li jejich schopnost dat vzniknout nddoru
(Garcia-Tufién a kol. 2017). A skutecné —
v pokusech se podafilo naddorové vlast-
nosti bunék ¢éstecné zablokovat. Zarovern
ale vyvstala jedna ze slabin pouzit{ edi-
taéniho systému. Ze vSech editovanych
bunék pouze ¢ést méla kompletné zablo-
kovany zddany gen, u zbylych ztstaly jeho
funkce ¢éaste¢né zachovany, pfipadné do-
$lo k dal$im nezadoucim zménam v okoli
cilového genu.

Nova lécba AIDS na dosah?

Lécba HIV pozitivnich pacientd muze byt
dalsi aplikaci systému CRISPR-Cas9. Jak-
koli dne$ni antivirotika umozniuji dlouho-
dobé pifezivani nemocnych s HIV (obr. 4)
a vyznamné snizuji rozvoj AIDS, tedy syn-
dromu ziskaného selhani imunity, pfece
jen ani s jejich pomoci nelze HIV pozitiv-
niho jedince zcela vylécit a tedy zbavit
viru. Navic samotné 1é¢ba ma fadu vedlej-
$ich ac¢inku zptsobujicich rizné zdra-
votni komplikace. Ackoli mtiZeme lécbou
udrzet infekci v chronickém neakutnim
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1 Schéma editace genomu metodou
CRISPR-Cas9. Vybrany tsek genomu

je rozeznavan pomoci sekven¢ni kompa-
tibility s guide RNA vazanou na protein
Cas9, ktery nasledné cilovou DNA §tépi.
BliZe v textu a na str. XLVII-XLIX kuléru
2 Stdpeni provirové HIV DNA pomoci
CRISPR-Cas9. Timto systémem lze speci-
ficky $tépit libovolné sekvence v genomu,
jako napft. provirové sekvence HIV.

3 Chromozomové zmény vedouci

k chronické myeloidni leukémii. Diky
chromozomové ptestavbé se do vzajemné
blizkosti dostavaji geny, které se pivodné
nachézely na rtiznych chromozomech.
Nové spojeni vede ke zméné produkce
obou proteint a jejich umisténi v burice.
Vysledkem je v tomto piipadé nddorovy
fenotyp postizenych bunék.

4 T lymfocyty infikované HIV

(snimek z prozatovaciho elektronového
mikroskopu, pocitatové obarveno).

Foto F. Weyda (z ¢lanku M. Brackové

v Zivé 2003, 5: 194—196)

5 Mechanismus RNA interference.
Nejprve enzymovy komplex Dicer nastépi
dvouretézcovou RNA (double stranded,
dsRNA) na kratsi useky (oligonukleotidy),
které jsou néasledné zpracovany komple-
xem RISC (RNA-Induced Silencing Com-
plex), tvofenym nékolika bilkovinami

a molekulou RNA. RISC nakonec nastépi
vSechny RNA v burice, které maji stejnou
sekvenci jako ta v ném obsaZena.

Tak je burika schopna zastavit pfepis
napft. virového genomu do bilkovin,
¢imz zabrdni mnoZeni viru.

stadiu, rezervodar viru se nachazi v infiko-
vanych lymfocytech rozesetych pfedeviim
v krvi, centralni nervové soustavé, kostni
dfeni a lymfoidni tkéni traviciho traktu.
Tyto buriky dokazou piezivat cela desetile-
ti, jsou rezistentni k antiretrovirové terapii
a pii jejim preruseni se stavaji zdrojem pro
opé&tovny rozvoj infekce (viz také v Zivé
2015, 3: 101-104).

Jeden ze zpusobt, jak tyto rezervoéro-
vé buriky zahubit, spoc&ivé pravé v editaci
virovych genti (proviri) obsazenych v je-
jich genomech. Metoda CRISPR-Cas9 mé
pfitom vyhodu, Ze je schopna jak degrado-
vat provirovou DNA, tak pferusit bunééné
geny potiebné pro virovou infekci. Pilotni
pokusy ukézaly, ze CRISPR-Cas9 skutecné
dokaze vystfihnout (excize) HIV provirus
z genomu ruznych typt bunék, véetné infi-
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kovanych lymfocytt (obr. 2). Excizni systém
1ze pfitom zamétit na sekvence ohranicu-
jici provirus v buné¢ném genomu (LTR U3
oblasti) a jejich pferusenim tak odstranit
cely virovy genom (Liao a kol. 2015).

Pti soustavné produkci konkrétniho sys-
tému CRISPR-Cas9 mohou byt dokonce
buriky pred dalsi infekci aktivné chranény.
Tento p¥fistup by nicméné vyzadoval dlou-
hodobou expresi genti systému CRISPR-
-Cas9, coz je samo o sobé problematické.
Nevime ani, jak by na produkci takovych
cizorodych bilkovin reagoval na§ imunit-
ni systém. Navic se ukazuje, Ze virus HIV
dokaze prekonat i tuto nastrahu. Zaroven
s 1é¢ebnym efektem CRISPR-Cas9 mame
jiZ popisovany tinikové varianty viru rezi-
stentni vici $tépeni timto enzymem (Wang
a kol. 2016).

Editace lidskych embryi

Pokusy editovat lidska embrya uz také pro-
bihaji. Nikoli v8ak v Evropé, ani v Ameri-
ce (i kdyz zdejsi kontrolni organy de facto
tyto pokusy za urcitych podminek posvé-
tily), ale v Asii. Neni se co divit, tamnf le-
gislativa je v mnoha smérech benevolent-
néjsi nez nase a fada prilomovych pokust
pouzivajicich kmenové buiitky nebo tpravy
lidskych genomt se odehrava préavé tam.
Vibec prvni pokusy s tpravou lidskych
genomu se uskutecnily jiZz v r. 2015 na uni-
verzité v ¢inském Kantonu. V tomto p¥ipa-
dé védci zkouseli editovat vadna tripro-
nuklearni embrya (3PN, tedy vznikajici
z triploidni zygoty — zarodky, ktery maji
vice nez dvé sady gentl). Editace se poved-
la, jeji i¢innost byla ale velmi mala (asi
10 %) a zaroveri vznikla v embryich spous-
ta poskozendi, jez se vSak nedala jednoznac-
né pripsat ipravim pomoci CRISPR-Cas.
Samotny triploidni genom téchto embryi
totiz mohl byt zdrojem nékterych poruch
(Liang a kol. 2015). Autofi nicméné pro-
kazali, ze takovy zékrok na lidskych em-
bryich je mozny. Zfejmé i diky tomu dosta-
li prilezitost otestovat genomové tipravy
na normélnich diploidnich embryich, vy-
tvofenych z vajicek a spermif ziskdvanych
za Gcelem in vitro oplodnéni (jejichz dar-
ci s takovym pouzitim souhlasili). Vysled-
ky jejich prace nedavno piinesl ¢asopis
Molekuléarni genetika a genomika (Tang
a kol. 2017). VEdctim se v ni podafilo injek-
¢né vpravit CRISPR-Cas9 do jednobunéc-
nych lidskych zygot a jejich pomoci upra-
vit bodové mutace dvou genti. Uginnost
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zasaht se v této studii posunula pro jeden
z upravovanych geni (pro hemoglobino-
vou beta podjednotku) az na 50 %, jakkoli
toto ¢islo asi nemtZeme brat jako statis-
ticky relevantni — do studie bylo totiz za-
Fazeno pouze 10 zygot, z nichZ navic jen
polovina nesla mutaci, kterou bylo tfeba
opravit. Druhy modifikovany gen (pro glu-
koéza-6-fosfat dehydrogenazu) patiil k sou-
boru genil vazanych na chromozom X. U néj
se Uspésnost editace posunula dokonce na
neuvéfitelnych 100 %, finalné vsak byla
do pokusu zahrnuta jen dvé embrya. Po-
dobné jako v pfipadé 3PN embryi i tady
jedno skoncilo jako mozaika — v dalsim
vyvoji obsahovalo smés editovanych a ne-
editovanych bunék. To je jisté hodné ne-
pifjemné, protoze v tomto stadiu nem?u-
Zeme predvidat dalsi osud jednotlivych
bunék a jedinec vznikly z takového embrya
by pfedstavoval smés bunék opravenych
a neopravenych, pficemz nékteré organy
by se mohly sklddat jen z bunék neopra-
venych a naopak. Nakolik by to ohrozilo
funkénost a soudrznost celého organis-
mu, je otdzka, a vysledek by se zfejmé lisil
mezi jedinci v zdvislosti na mife mozai-
kovitosti a konkrétnim buné¢ném slozeni
jednotlivych orgédnt. Z tohoto divodu za-
tim autofi studie pouziti popsané metody
v reprodukéni medicing dirazné nedopo-
rucuji a apelujf na nutnost dalsich vyzku-
mu s vétsim mnozstvim materidlu, aby
bylo moZné metodu fadné statisticky vy-
hodnotit. Pokusy podobného charakteru
v sobé skryvaji navic i fadu etickych ota-
zek, véetné diskuze zda a jak vibec tyto
vysledky publikovat (Hohmann 2017), coz
nazorné doklad4 potieba editora vyse zmi-
néného casopisu se k publikovéani ¢lanku
obséahle vyjadrit.

Mezidruhové chiméry

jako transplantac¢ni banky

Jednim z poslednich ¢lankd, které vzbudi-
ly senzaci nejen ve védeckém svété, je pra-
ce laboratofe Juana C. I. Belmonta v Salk
Institute for Biological Studies v Kalifornii,
v niZ autofi popsali chimérické organis-
my vytvorené praveé pomoci CRISPR-Cas9
(Wu akol. 2017). V tomto pfipadé védci vy-
pnuli v embryich geny potfebné pro vyvoj
nékterych orgdnt (a to u riznych druha
savcu, konkrétné mysi a prasat). Nasledné
do embryi vpravili kmenové buriky jiného
savce, které uprdzdnéné misto obsadily.
Vznikla tak chiméricka zvifata, u nichz
¢ast organt pochazela z jiného Zivocisného
druhu. U mysi s potkanimi organy byly vy-
sledky celkem presvédcivé. Horsi to bylo
s prasaty, kterd méla nosit lidské organy. Na-
konec se lidskych bunék totiz nachazelo
v prasatech velmi malo, o celych orgdnech
se nedd viibec mluvit. I tak ale vyzkum uka-
zuje moznou cestu k ziskani vétstho mnoz-
stvi organti pro lidské transplantace, kterych
se v soucasnosti Zalostné nedostava.

Dalsi zpisob jak umravnit geny - iRNA
Objev CRISPR-Cas9 a raketovy nastup jeho
vyuziti v molekuldrni biologii posledni
dobou mirné zastinil dal$i moZnost jak
ovlivnit genovou expresi — RNA interferen-
ci (RNAI, viz obr. 5 a zminény ¢lanek na
str. XLVII kulérové p¥ilohy nebo napt. Ziva
2004, 3: 98—101 a 2008, 6: 243—246). Princip
obou metod je v zasadé podobny. Zatimco
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ale CRISPR-Cas9 funguje na genové trov-
ni, RNAi se uplatiiuje spiSe na tirovni trans-
lace — pfekladu RNA do bilkovin. V tomto
piipadé burika reaguje na pfitomnost dvou-
fetézcové RNA v cytoplazmé. To spusti fadu
reakci, jejichz disledkem je likvidace nebo
alespori omezeni funkce mediatorové RNA
(mRNA) o stejné sekvenci. Pomoci RNAi lze
G¢inné umlcovat genovou expresi v buii-
kach. Samotné dpravy genomu, na rozdil
od CRISPR-Cas9, ale tak snadno mozné
nejsou. Nicméné i tato technologie skyta
zajimavé aplikace. Oproti pfedchozimu
edita¢nimu systému je také ponékud jed-
nodussi dorudit tento systém do bunék, do
nichz v zésadé staci vpravit dvoufetézco-
vou RNA. To lze udélat pomoci rtiznych
nosic¢u — mezi nejéastéjsi patii malé lipo-
filn{ ¢astice (lipozomy) rtizného sloZeni.
ProtoZe metoda RNAI je zndma déle nez
metoda CRISPR-Cas9, mame k dispozici
vétsi mnozstvi dat z klinickych studii.

Zastava ristu nadort

Takovou klinickou studif je napf. testova-
ni terapeutickych tcinkt interferujicich
RNA podéavanych praveé ve formé lipozo-
mu pacientim s pokroc¢ilymi ohrani¢eny-
mi nddory. V tomto konkrétnim p¥ipadé
ma RNAi zabranit rozvoji cévniho zésobo-
vani tumoru (obr. 6), interferujici moleku-
la je namifena p¥imo proti proteinkinaze
vyskytujici se v endotelu (vrstvé bunék
vystylajici cévy; Schultheis a kol. 2014).
Zatim z publikovanych vysledka vyply-
va, ze pacienti pfijimali 1é¢bu dobte, bez
vedlejsich pfiznakt a zhruba u poloviny
z nich vedla (alespon docasné) k zasta-
veni postupu nddoru. Pravé bezpectnost
16kt je aspekt, ktery hraje v prvnich fazich
zasadni i pro jejich dalsi postup. Proto se na
ni zameétuje vétsina publikovanych studii.
Rozhodujici je pfitom konkrétni zptsob
dopravy terapeutika do bunék. Dopravni
systém totiZ musi byt dostate¢né spolehli-
vy, aby donesl sviij naklad, a zaroveri musi
prochézet télem pokud mozno nepovsim-
nut imunitnim systémem. Imunitni reakce
proti nosici by znamenala, Ze nebude moci
byt opétovné pouZit, a navic by mohla
znacné zkomplikovat 1é¢bu.

Biologicka zbran proti komarim

Jednou z dalsich zajimavych moZnosti pro
uplatnéni fizeného umlcovani gent je
aktivni boj proti hmyzim pfenase¢iim one-
mocnéni. V soucasné dobé se testuji nej-

riiznéjsi zptisoby, jak vyfadit dtlezité geny,
které se podileji na pfenosu onemocnéni
¢i pfimo na rozmnoZovani pfenasece. Nej-
Castéjsim cilem téchto snah se stali koméa¥i,
odpovédni za pfenos mnoha nepiijemnych
virti, v neposledni fadé medidlné zndmé-
ho viru Zika. Aplikace interferujici RNA je
pfitom velmi jednoduché. Staci patfi¢né
mnoZstvi RNA vyrobit v bakteriich a potom
pfidat do vody, v niz se vyvijeji koméii lar-
vy. Uéinnost uvedeného postupu pro zésta-
vu vyvoje larev dosahovala v rtiznych stu-
diich az 95 %. Variantou je vytvofit hmyzi
virus, ktery v sobé ponese potfebné interfe-
ren¢ni sekvence. V obou pfipadech mtize-
me zaroveni modifikovat metodu podani
tak, aby doba ptisobeni interferujicich la-
tek byla ¢asové omezend, ¢imz bychom se
meéli vyhnout dlouhodobym zasahim do
ekosystému. Kromé toho predstavuje ti¢in-
néjsi a Setrnéjsi zpsob regulace nez plosné
postiiky insekticidy.

Budoucnost v RNA barvach

Od objevu obou zminénych metod tpravy
genu a jejich exprese uplynula zatim rela-
tivné kratkd doba. Nobelova cena za RNA
interferenci byla udélena v r. 2006, objevi-
telky CRISPR-Cas9 a jeho vyuziti pravdépo-
dobné tuto cenu také obdrzi. Vyznam obou
technologii v zdkladnim i aplikovaném vy-
zkumu ale §védské akademiky udélujici
toto ocenéni pfedbiha a ukazuje zasadni pii-
nos obou objevl pro molekularni biologii.
Jen pocet ¢lanki s tematikou CRISPR-Cas9
evidovanych v americké védni databézi
PubMed vzrostl mezi lety 2013—16 deset-
krat. Oba objevy tak jednoznacné oteviely
dvete biotechnologickym postuptm, které
dosud byly moZné jen s obtiZemi a na labo-
ratorni drovni. Jak dokéZeme tyto moznos-
ti uchopit a vyuzit, uz ztistdva na nas.

Seznam pouzité literatury najdete
na webové strance Zivy.

6 Vznik novych cév zdsobujicich
rostouci nddor. Aby mohl nador rist,
jeho buriky potfebuji mnozstvi Zivin
a kysliku. Toto zédsobeni mu zajistuje
nové vzniklé cévni recisté, které se
uvnit nddoru a v jeho okoli vytvari
pod vlivem hormonélnfho ptisobeni
nédorovych bunék.

Podle raznych zdroji kreslila

M. Chumchalové (obr. 1-3 a 5-6)

maly nador vétveni vlasecnice

!+ +* Nador produkuje ristové
(angiogenni) faktory.

Krev pfinasi
do nadoru Ziviny.

rostouci nador 6
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