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1 Uvod

Genetickim inzenjerstvom smatra se svaki proces ciljanih modifikacija genoma. Od razvoja
tehnologije rekombinantne DNA u 1970-ima do danas do$lo je do znaCajnog razvoja
biotehnologije, a time i brojnih otkri¢a u medicini i biologiji. Tako danas znanstvenici mogu
direktno mijenjati funkciju DNA sekvenci u samom organizmu i proucavati promjene u

funkcionalnom organizmu (Hsu i sur., 2014).

Kroz zadnjih 15 godina 20. stolje¢a u brojnih jednostani¢nih organizama doslo je do otkri¢a
odredenih gena koji sadrZe specifi¢ne sekvence, ¢ije su zajednicko obiljeZje ponavljajuci sljedovi
tocno odredene veli¢ine (24-40 parova baza), medusobno odijeljeni sljedovima veli¢ine od 20 do
58 parova baza. Takve ponavljaju¢e sekvence su pronadene u gotovo svim arhebakterijama i
velikom dijelu eubakterija, a nisu uofene u virusima ni eukariotima. Znanstvena zajednica
usuglasila se oko naziva CRISPR (engl. clustered regularly interspaced short palindromic

repeats).

Uslijedio je niz eksperimenata, ponajvise na bakterijama Streptococcus thermophilus i E. coli
gdje je otkriveno kako CRISPR igra vaznu ulogu u obrani bakterija od virusa te da se zbog toga
moze smatrati svojevrsnim ,,imunoloskim sustavom® bakterija. Potvrdene su tri faze mehanizma;
adaptacija, ekspresija i interferencija, koje izvode specifi¢ni proteini povezani sa sustavom
CRISPR (Bonomo i Deem, 2018). Medu najvaznijim takvim proteinima su kaspaze (Cas), proteini
koji imaju funkciju DNA endonukleaza, odnosno sposobnost da sijeku fosfodiesterske veze u

polinukleotidnom lancu molekule DNA.

Mogucénost odabira ciljne sekvence DNA (programibilnost sekvenci) otvorila je vrata CRISPR-
Cas sustavu kao danas vode¢em mehanizmu za ciljanu korekciju gena (engl. gene editing) i
uslijedila su brojna istrazivanja s ciljem uspje$nih i znacajnih modifikacija gena. Jedna od
najpozeljnijih aplikacija CRISPR-a je upravo u lijecenju bolesti i u proteklih nekoliko godina

odobreno je vise klinic¢kih istrazivanja.

Koristenjem tehnika poput elektronske mikroskopije i AFM-a (engl. Atomic Force Microscopy)
uspjele su se dobiti slike CRISPR-Cas mehanizma ,,u akciji®, $to su izuzetni rezultati. Tako danas
postoje 3D slike enzima u procesu cijepanja DNA koje ¢e zasigurno pomo¢i u daljnjem razvijanju

sustava i poboljSanju njegove efikasnosti.
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Uz svako spominjanje genetickog inzenjerstva automatski se vezu i eti¢ka pitanja — razumno je
brinuti koliko daleko se moze i¢i prije nego Sto se dode do tocke nakon koje vise nema povratka i

upravo se zato u velikom broju zemalja modifikacija spolnih i embrionalnih stanica ne odobrava.

1.1 Povijesni pregled genetickog inZenjerstva

Struktura deoksiribonukleinske kiseline (DNA) kao dvostruke zavojnice smatra se
najvaznijim otkricem genetike. To otkrice Watsona i Cricka 1953. godine omogucilo je uzlet
biologiji i genetici kakve danas poznajemo i za to su 1962. godine nagradeni Nobelovom nagradom
u podrucju fiziologije 1 medicine. Njihovom uspjehu pridonio je rad znanstvenice Rosalind
Franklin, koja je u ranim 1950-ima X zrakama dobila difrakcijske slike DNA, zahvaljujuci kojima

su Watson i Crick zakljuc¢ili da DNA ima strukturu dvostruke zavojnice.

Da bi se DNA mogla sintetizirati u laboratoriju, uz svih pet nukleotida (uracil umjesto timina u
RNA) potrebni su i enzimi koji ih sklapaju u DNA (ili RNA). U periodu od godine dana nakon
izolacije DNA polimeraze I iz bakterijskih ekstrakata doslo je do prve ,.in vitro“ sinteze DNA

(Bessman i sur., 1958). Za to postignué¢e Arthur Kornberg je nagraden Nobelovom nagradom.

Kod ekspresije gena potrebno je moc¢i prepoznati kada i kod kojih stanica dolazi do ekspresije
ciljanih gena. Upravo zato jako vazna je bila izolacija zelenog fluorescentnog proteina (GFP),
prisutnog kod meduze Aequorea victoria, koji pri izloZenosti svjetlosti valne duljine plave boje
emitira zelenu fluorescenciju (Shimomura i sur., 1962). Fuzijom gena GFP i gena koji kodira za
protein od interesa stvaraju se tzv. ,reporter proteini — ,,proteini izvjestitelji, koji pruzaju

informaciju kada i u kojim stanicama dolazi do ekspresija ciljanih gena.

DNA ligaze, koje danas popularno zovemo ,,molekularnim ljepilima®, otkrivene su 1967.
godine. Ligaze su specifi¢an tip enzima koje sudjeluju u spajanju lanaca DNA na nacin da
kataliziraju formiranje dviju fosfodiesterskih veza izmedu 3' hidroksilnog kraja nukleotida
akceptora 1 5' fosfatnog kraja nukleotida donora. DNA ligaze vazne su pri popravku DNA i
replikaciji DNA, a Siroku upotrebu zadobile su u eksperimentima s rekombinantnom DNA.
Poremecaji funkcije DNA ligaza povezuju se s klinickim simptomima koji ukljuéuju

imunodeficijenciju i abnormalnosti u razvoju (Shuman, 2009).

Werner Arber primijetio je kako odredene bakterije pri infekciji virusom izrezuju virusnu DNA.

Postavio je hipotezu kako bakterijske stanice stvaraju dva tipa enzima — restrikcijske enzime koji
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prepoznaju 1 rezu stranu DNA 1 modifikacijske enzime koji prepoznaju i Stite DNA domacina.
Hipoteza je dokazana eksperimentom u kojem su iz bakterije E. coli izolirana dva enzima —
modifikacijski enzim metilaza te restrikcijski enzim, koji je izrezao virusnu, nemetiliranu DNA.
Restrikcijski enzimi lociraju specifiéne sekvence na DNA na koje se vezu i potom rezu fragment
DNA na restrikcijskom mjestu. Ovisno o lokaciji restrikcijskog mjesta i 0 samoj strukturi enzima,
uobicajena je podjela u pet tipova (I-V). Otkri¢e restrikcijskih endonukleaza nagradeno je

Nobelovom nagradom 1978.

Kljucéni korak u genetickom inzenjerstvu bilo je kovalentno spajanje dviju molekula DNA iz
razli€itih vrsta. To je postigao Paul Berg (i za to dobio Nobelovu nagradu 1980. godine) na nacin
da je izrezao DNA iz dva virusa stvarajuci tzv. ,,ljepljive krajeve®, inkubirao DNA i uz dodatak
DNA ligaze doSlo je do komplementarnog sparivanja njihovih krajeva. Hibridna DNA koja je
nastala kombinacijom elemenata DNA iz razli¢itih organizama zove se rekombinantna DNA i
unato¢ tome $to je ,,umjetno uvedena u organizam ona se dalje prirodno replicira (Cohen i sur.,
1973). Rekombinantnu DNA ¢ini molekula vektorske DNA zajedno sa stranim genetskim
materijalom koje on nosi u ciljanu stanicu. Vektori su klasificirani u Cetiri glavna tipa: plazmidi,
virusni vektori, kozmidi i umjetni kromosomi. Najpoznatiji i najces¢e koriSteni vektori su
plazmidi, najceS¢e pronadeni kod bakterija u obliku malih kruznih molekula DNA. Proces u kojem
dolazi do prijelaza stranog genetskog materijala iz jedne u drugu bakteriju zove se transformacija

(u stanicama sisavaca transfekcija).

Otkri¢e tehnike PCR (engl. polymerase chain reaction) bilo je klju¢no za daljnji razvoj
eksperimentalnih otkri¢a u geneticCkom inZenjerstvu. Polimerazna lanc¢ana reakcija omogucava
stvaranje ogromnog broja kopija odredenog segmenta DNA. Sam razvoj PCR tehnologije u 1983.
godini smanjio je vrijeme potrebno da se klonira DNA i time je mogucnost izvodenja
eksperimenata, ali i njihova efikasnost, postala uvelike dostupna. Za izum tehnike PCR Kary
Mullis i Michael Smith dobili su Nobelovu nagradu 1993. godine.

1.1.1 Nukleaze s cinkovim prstima i TALEN

1985. godine otkrivene su nukleaze s cinkovim prstima (engl. zinc finger, ZFNs) i za njih se
moze kazati kako su prva generacija ciljanih dizajnerskih nukleaza. Nukleaze s cinkovim prstima
dobivaju se spajanjem domene za vezivanje uz DNA (engl. DNA-binding) i domene za cijepanje

DNA (engl. DNA-cleavage), koja sadrzi restrikcijsku endonukleazu Fokl1. Te domene mogu biti
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programirane da ciljaju Zeljene DNA sekvence i to omogucava nukleazama ZFN da unutar genoma
nalaze to¢no odredene sekvence, a vezu se specificno na setove triju baza. Izazivanje dvolanc¢anog
loma omogucava nukleazama ZFN da uspjesno onesposobe gene, zahvaljuju¢i mehanizmu DNA
popravka. U odsutnosti egzogenog homolognog popravka (engl. homologous template) najéesce
dolazi do popravka nehomolognim spajanjem krajeva (engl. nonhomologous end-joining,NHEJ).
Pokazano je da takav popravak ¢esto moze uzrokovati insercije ili delecije i time dolazi do pomaka
okvira Citanja, (engl. frame-shifta) sto zaustavlja stvaranje funkcionalnih proteina (Bibikova i sur.,
2001., 2002., 2003). Osim za inaktivaciju gena nukleaze ZF koriste se i za uredivanje sekvence
DNA na nadin da izazovu mehanizam homolognog popravka pomoc¢u fragmenta DNA koji sluzi
kao predlozak (engl. template). Na kromosomu se tada trazi homologija izmedu oste¢enog dijela i
predloska te se sekvenca predloska kopira, bez obzira sadrzi li predlozak to¢nu originalnu
sekvencu. Tako se mogu postici ,.knockin“ ili ,,knockout™ jedinke, pri ¢emu , knockin® jedinke
(Slika 1.1) pokazuju ekspresiju novih gena, dok su ,knockout” jedinke doZivjele izostanak

funkcije nekog gena.

"_'LZF_/'\. 2 YeY o™

“ @@ EE
5°-TCG ATC GAT CGA TCG ATCGAT CGA TCG ATC GAT CGA-3°
3°-AGC TAG CTA GCT AGC TAGCTA GCT AGC TAG CTA GCT-5°

UL
|

57-TCG ATC GAT CGA TCG A TCGAT CGA TCG ATC GAT CGA-3°
37-AGC TAG CTA GCT AGC TAGCT A GCT AGC TAG CTA GCT-5°
NHEJ I HDR
1 4 +
5¢-TCG ATC GAT CGA TCG A-C GAT CGA TCG ATC GAT CGA-3° AR CGA TCG L[ GAT (3T 3¢ with
3¢-AGC TAG CTA GCT AGC T-G CTA GCT AGC TAG CTA GCT-5¢ EREGCT AGC Y] [/ WGCT AGC N
[arms|
~> gene knockout | +
5°-TCG ATC GAT CGA TCG ATC GAT CGA TCG ATC GAT CGA-3¢
3°-AGC TAG CTA GCT AGC TAG CTA GCT AGC TAG CTA GCT-5¢

| = gene knockin |

Slika 1.1. Stvaranje gena ,.knockout“ i ,.knockin“ pomoc¢u nukleaza s cinkovim prstima. Nakon vezivanja molekula
ZFN na ciljne sekvence, nukleazne domene cijepaju DNA. Popravak izazvanog dvolan¢anog loma preko
nehomolognog povezivanja krajeva (NHEJ) moze uzrokovati mutacije pomaka okvira ¢itanja i dovesti do inaktivacije
gena (engl. knockout). Ako je dodana donorska DNA (svijetlo sivo) s homolognim krajevima (tamno sivo) sekvenca
izmedu krajeva se kopira ¢ime nastaje novi gen (engl. knockin) (preuzeto iz Hauschild-Quintern i sur., 2013).

Godine 2011. pojavila se nova verzija dizajnerskih nukleaza TALEN (engl. transcription
activator-like effector nucleases) (TALENS). Sli¢no ZF nukleazama, one se dizajniraju spajanjem

vezujuce domene za TAL efektor (engl. TAL effector DNA-binding domain) i domene za cijepanje
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DNA (engl. DNA-cleavage), a za razliku od ZF nukleaza one prepoznaju jedan nukleotid (Slika

1.2.B). Sam proces dizajna nukleaza TALE je uvelike jednostavniji i brzi nego za nukleaze ZF.

Osim jednostavnije proizvodnje, nukleaze TALE pokazale su mnogo manje tzv. ,,off-target®
rezultata, $to znaci da je doslo do manjeg broja lomova sekvenci na pogreSnom mjestu. Do lomova
dolazi ako nukleaze nisu dovoljno specifi¢ne, a za posljedicu mogu imati lom kromosoma pa ¢ak
i smrt stanice. U odnosu na nukleaze ZF, kod nukleaza TALE zabiljezena je i manja citotoksi¢nost
za stanicu domacina. Mana nukleaza TALE je njihova veli¢ina, znatno su vece od nukleaza ZF i

stoga je otezano njihovo dostavljanje i ekspresija ,,in vivo™ (web poveznica [1]).

Nukleaze ZF mogu imati i problem vezanja, gdje se mogu umreziti sa susjednim kompleksima,
Sto bi znacilo smanjenu efikasnost vezanja (Maeder i sur., 2008), a nukleaze TALE takoder mogu
patiti od specificnosti kompleksa, a i njihova sama konstrukcija je skupa zbog koliCine

ponavljajuéih sekvenci, odnosno njihove veli¢ine (Juillerat i sur., 2014).

Jennifer Doudna i Emmanuelle Charpentier, zajedno sa svojim suradnicima, 2012. godine
pokazale su potencijal CRISPR-Cas9 tehnologije. DNA endonukleaza Cas9 (Slika 1.2.C) vodena
molekulom RNA iz tipa Il bakterijskog adaptivnog imunoloskog sustava CRISPR tako se
pridruzila grupi proteina kojima se postize ucinkovito uredivanje genoma. Detaljno o otkricu i

razvoju tog mehanizma biti ¢e objasnjeno u daljnjem dijelu rada.
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Hsu i sur., 2014).

Slika 1.2. (A) Popravak dvolanc¢anih lomova DNA pomocu dvaju glavnih mehanizama: nehomologno
povezivanje krajeva (NHEJ) i homologijom vodeni popravak (HDR). (B) Nukleaze ZF i TALE svaka prepoznaju
jedan, odnosno 3 para baza i ti DNA vezujuéi proteini se mogu spojiti s FOKI endonukleazom za stvaranje
programabilnih mjesno specifi¢nih nukleaza. (C) Cas9 nukleaza se lokalizirala na specifi¢ne sekvence DNA
pomocu vodece sekvence na njenoj RNA (crveno) i direktno se sparuju baze sa ciljnom DNA. Vezanje uz kratku
sekvencu PAM (engl. photospacer-adjacent motif, plavo) pomaze usmjeravanju dvostrukog loma (preuzeto iz
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2 Otkrice sustava CRISPR-Cas kao imunoloSkog sustava u
bakterija

2.1 Otkriée i razvoj sustava CRISPR

U istrazivanju Koje su proveli Ishino i sur. 1987. godine analiziran je segment kromosomske
DNA bakterije Escherichia coli koji sadrzi gen iap i pripadajuce bocne regije, s ciljem proucavanja
njegove uloge za konverziju izozima alkalne fosfataze. Na 3' kraju bo¢ne regije gena zapazena je
zanimljiva struktura - pet homolognih sekvenci od 29 ponavljaju¢ih nukleotida s pravilnih
razmacima od 32 nukleotida medu njima (Slika 2.1.). Biolosko znacenje tih sekvenci tada nije bilo
poznato niti su bili uo€eni sli¢ni slucajevi kod drugih organizama.

[FGAAAATGGGAGGGAGTTC TACCGC AGAGGC GGGGGAACTCCAAGTGATATCCATCATCGCATCCAGTGCGEE (1, 451)
{1,452) CGGTTTATCCCCGCTGATGCGGGGAACACCAGCGTCAGGCGTGAAATCTCACCGTCGTTGE (1,512)
(1,513} CGGTTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACTCTC GETTCAGGCGTTCCAAACCTGGCTACCGGE (1,573)

(1,574) CGGTTTATCCCCGCTAACGCGGGGARCTCGTAGTCCATCATTCCACCTATGTCTGAACTCC (1, 614)
(1,635) CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAMCTCG (1,664 )

CONSEnsus: CGGWAMEGCTﬁCGCGGGGmm

Slika 2.1. Usporedba ponavljaju¢ih sekvenci na 3' kraju bocne regije gena iap. Homologni nukleotidi koji su
pronadeni u barem dva DNA segmenta su podcrtani, a na dnu slike je izdvojena konsenzus sekvenca 29 visoko
konzerviranih nukleotida (preuzeto iz Ishino i sur., 1987).

Pretragom dostupne baze podataka 2000. godine pronaden je znacajan broj organizama koji
sadrze palindromske sekvence (24 — 40 parova baza) s pravilnim medurazmacima (20 — 58 parova
baza). Ti onavljajuci sljedovi poznati su kao kratka pravilna ponavljanja (engl. Short Regularly
Spaced Repeats, SRSRs). Njihova funkcija u prokariota tada jos nije bila jasna, a postojala je i
ideja da su oni samo ostatak starih sekvenci ('molekularni fosili') i da je evolucijom njihova uloga
nestala (Mojica i sur., 2000).
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Tablica 1. Glavne obiljeznja SRSR-a — broj parova baza, koli¢ina klastera u kojima se javljaju te razmak medu istima
(preuzeto iz Mojica i sur., 2000).

SRSR Spacing Number of SHSR units  Reference

Organism size (bp) (bp) clusters per cluster

Archaea

H. volcanii 30 ND =2 ND Maijica et al. (1995) Mal Microbiol 9: 13—21

H. mediterranei 30 33-39 3 21/ND/ND  Mojica et al. (1995) Mol Microbiol 9: 13-21

M. jannaschii 28-30 3-51 7A+ 6% +1° 4-25 Bult ef al. (1996) Science 273: 1058—1073 and this work
M. thermoautofrophicum 30 34-38 2 124/47 This work

A. fulgidus arha0® = a7 14 4+ 28 42%48%/60%  This work

S. solfataricus 25 = 40 =2 94/102 Sensen et al. (1998) Extremophiles 2: 305-312

P. abysii 20M30°%  26-43 1% 4 2B 722 B127®  This work

P. horikoshii 29 34-58 3 18/26/66 Kawarabayasi el al. (1998) DNA Res 5: 55-76

A. pernix o24%23®  ay-52 2% 4 1B 19%27442%  Kawarabayasi ef al. (1999) DNA Res 6: 83—101

Bacteria

T. maritima 30 39-40 8 2-40 MNelson ef al. (1999) Nature 399: 323-329

A. aeolicus 29 36-38 1 6 This work

E. coli 29 32-33 3 2713 Nakata ef al. (1989) J Bacteriol 171: 3553-3556 and this work
5. typhi 29 32 =1 6 This work

C. jejuni 36 30 1 5 This work

Y. postis 28 32-33 2 6/9 This work

C. difficile 29 36-38 4h 4 2° 5-17 This work

M. tuberculosis 36 38-40 1 Variable Hermans ef al. (1991) Infect immun 59: 2695-705
Calothrix sp. av 35-1 =1 5 Masepohl et al. (1996) Biochim Biophys Acta 1307: 20-36
Anabaena sp. 37 32-43 =1 17 Masepohl et al (1996) Biochim Biophys Acta 1307: 20-36
Mitochondria

V. faba 40 20-35 1 6 Flamand et al. (1992) Plant Mol Biol 19: 913-923

A.B, Types of SRSRs distinct (more than 3 bp differences) within the same microorganism. ND, Not determined.

Uoceno je da su sekvence 1 razmaci visoko konzervirani unutar vrste 1 da se razlikuju medu
razli¢itim vrstama (Tablica 1.). Sljedove su nazvali SPIDR (engl. Spacers Interspersed Direct
Repeats) te su tzv. SPIDR mjesta pronadena u vise od 40 prokariotskih vrsta. Za otkriée je koristen
program ,,Patscan koji prepoznaje obiljezja poput ponavljanja, ukosnica 1 ¢vorova. Broj mjesta
na kojima su pronadeni sljedovi varirao je kod razli¢itih vrsta od samo jednog mjesta
(Mycobacterium tuberculosis) sve do 20 razli¢itih lokusa (Methanococcus jannaschii). Iste 2002.
godine usuglasen je je novi naziv ,,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats*

(CRISPR), koji je danas opéenito prihvacen u znanstvenoj zajednici (Jansen i sur., 2002).

Identifikacija gena ,,CRISPR associated (cas) koji se naj¢eS¢e nalaze u neposrednoj blizini
ponavljaju¢ih elemenata (Jansen i sur., 2002) posluzila je kao temelj za klasifikaciju tri tipa
CRISPR sustava: I, I 1 III (Haft 1 sur., 2005; Makarova 1 sur., 2011b). Dok tip II sadrZi mali broj
Cas proteina, tipovi I 1 III sadrze veci broj istih, za koje danas znamo da formiraju komplekse sa
crRNA (CRISPR RNA) sa svrhom prepoznavanja i uni$tavanja ciljanih aminokiselina (Brouns i
sur., 2008; Hale i sur., 2009). U proteklih nekoliko godina klasifikacija CRISPR sustava (Slika

2.2.) prosirila se na Sest tipova (Makarova i sur., 2015).
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Class 1

Class 2

I cas3 cas8c cas7
GSU0054

casé csa5 cas? cas5 cas8al cas3’ cas3” cas? cas4  casl

casb cas8b1 cas? cas5 cas3 cas4  casl cas2
C vy o
cas3 cass cas8c cas’ cas4  casl cas?

e o e e

cas5 casb casd casl casZ

—

cas3' cas3" cas10d cas?  cas5 cas6 cas4  casl cas2

csc2 cscl
CEm) )T EEpEmp) )

cas3 cas8e  cse2  cas7 cass cas6  casl cas2
csel
o o DT
casl cas2  cas3 cas8f cas5 cas?  cas6f
csyl csy2  csy3

IV (putative)

dinG  csf1 cas?  cas5
csf4 csf2  csf3

— mmp

casb cas10 csm2  cas’/ cas5  cas/ csmb casl cas2
csm3  csm4  csmb5

o o e e e e

| casi0 cas? cash csmZ cas? cas? cas?
csm3  csx10 csm3  csm3  alll473 csm3

) mmpmh—

cas7? cas? cas10 cas? cmr5 cas5

— cmrl  cmr6 cmrd emr3
cas? cas10 cas5 cas? cmrS  cas6  cas? casl cas?
cmrl cmr3 cmrd cmré
" cas9 casl  cas?  cas4
cas9 casl cas?  csn2
cas9 casl cas2
V (putative)

cpfi casd casl  cas2

) e ) —) ()

— {mm ) nmpmmpmmpmm) w1

n-A

n-b

n-c

I-A

I-c

Archaeoglobus fulgidus
AF1859, AF1870-AF1879

Clostridium kluyveri DSM 555
CKL_2758-CKL_2751

Bacillus halodurans C-125
BH0336-BH0342

Geobacter sulfurreducens
GSU0051-GSU0054
GSU0057-GSU0058

Cyanothece sp. PCC 8802
Cyan8802_0527-Cyan8802_0520

Escherichia coli K12
ygcB-ygbF

Yersinia pseudotuberculosis YPIII
YPK_1644-YPK_1649

Acidithiobacillus ferrooxidans
ATCC 23270
AFE_1037-AFE_1040

Staphylococcus epidermidis
RP6ZA
SERP2463-SERP2455

Roseiflexus sp. RS-1
RoseRS_0369-RoseRS_0362

Methanothermobacter
thermautotrophicus str. Delta H
MTH328-MTH323

Pyrococcus furiosus
DSM 3638
PF1131-PF1124

Legionella pneumophila str. Paris
lpp0160-lpp0163

Streptococcus thermophilus
CNRZ1066
strO657-str0660

Neisseria lactamica 020-06
NLA_17660-NLA_17680

Francisella cf. novicida Fx1
FNFX1_1431-FNFX1_1428

Slika 2.2. Podjela sustava CRISPR-Cas u pet tipova i arhitektura genskih lokusa. Na slici se ne nalazi $esti tip u koji
su svrstani rijetki i jo§ uvijek neklasificirani sustavi (preuzeto iz Makarova i sur., 2015).



Matea Kukolj: Tehnologija CRISPR-Cas9: nacela i primjena u geneti¢kom inZenjerstvu

2007

First experimental evidence for
CRISPR adaptive immunity

Barrangou et al.

2011

tracrRNA forms a duplex structure
with crBRNA in association with Cas9

Deltcheva et al.

Type Il CRISPR systems are
modular and can be
heterologously expressed

in other organisms
Sapranauskas et al.

1987
First report 2002 12009 2013
°|f CR'S:R Coined “CRISPR" " Type lIIl-B Cmr First demonstration of
clustered repeats | name, defined | CRISPR complexes Cas9 genome engineering
Ishino et al. signature Cas genes ' cleave RNA in eukaryotic cells
Jansen et al. Hale et al. Cong et al.
Mali et al.
| m— B &y & N | ] B o o @ | E—
2000 2005 12008 2012 2014
Recognition that Identified foreign CRISPR acts upon In vitro ' Genome-wide functional
CRISPR families origin of spacers, DNA targets characterization | screening with Cas9
are present proposed adaptive Marraffini et al. of DNA targeting Wang et al.
immunity functi
throughout | U ity function Spacers are by Cas9 Shalem et al.
prokaryotes Mojica et al. convertad into Jinek et al.
Mojica et al. Po%xfcel etal. mature crRNAs 2010 Gasiunas et al. Cl"ljl;:aa: :lt':llCthe of apo-Cas9
Ideg:lf:::i :tA ar\ld thgt ath‘ as;\ small Cas9 is guided by spacer
s guide RNAs sequences and cleaves Crystal structure of Cas9 in
Brouns et al. target DNA via DSBs complex with guide RNA and
Garneau et al. target DNA

Nishimasu et al.

Slika 2.3. Vremenska skala klju¢nih istrazivanja sustava CRISPR-Cas9 (preuzeto iz Hsu i sur., 2014).
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Strukture CRISPR odijeljene su jedinstvenim razmaknicama (,,spacer® sekvencama) sli¢nih
duljina. Analiza 2005. godine otkrila je kako su odredene razmaknice homologne genima koji
su virusnog, odnosno plazmidnog podrijetla te nije pronadena homologija razmaknica s
kromosomskom DNA bakterija. Predlozeno je da stvaranje struktura CRISPR ukljuéuje
degradaciju egzogene virusne ili plazmidne DNA proteinom kaspaza (cas). Takoder je
predlozena i moguca uloga struktura CRISPR u bakterijskom genomu: obrambena funkcija
protiv invazije strane DNA. Prvi put je i spomenuta prisutnost kratke sekvence PAM — motiva
susjednog proto-razmaknici (engl. protospacer adjacent motif), sekvence koja ¢e se kasnije

pokazati od izuzetne vaznosti (Bolotin i sur., 2005).

Godine 2007. u bakterije Streptococcus thermophilus dobiveni su prvi eksperimentalni
dokazi za ulogu sustava CRISPR tipa Il kao adaptivnog imunoloskog sustava (Slika 2.3.). Kada
bakterija prezivi napad virusa, ona spremi dio virusne DNA u "arhivu' CRISPR. Kada virus opet
napadne, geni cas stvaraju odgovarajuce proteine koji pretrazuju stranu virusnu DNA dok ne
nadu uzorak iz 'arhive', a kada se pronade podudarnost (engl, perfect match) dolazi do aktivacije

i rezanja virusne DNA (Barrangou i sur., 2007).

Prouc¢avanjem lokusa CRISPR tipa | bakterije Escherichia coli utvrdeno je da se razmaknice
prepisuju u male crRNA (crispr RNA) koje imaju funkciju vodeéih (,,guide*) RNA (Brouns i
sur., 2008). Iste godine (Slika 2.3.) pokazano je kako CRISPR suraduje u obrani od spajanja
plazmida, $to znaci da je molekula DNA meta Cas enzimske aktivnosti, a ne RNA (Marraffini
i Sontheimer, 2008).

Vaznost sekvenci PAM pokazana je eksperimentima s mutacijama tih sekvenci u genomu
faga, nakon ¢ega doslo do izostanka aktivnosti CRISPR. Predlozeno je kako bi sustav CRISPR-
Cas mogao imati ulogu u razvoju bakterijskih kultura za fermentaciju 1 biotehnoloske procese,
koje bi bile rezistentne na viruse. Zbog velike rasprostranjenosti virusa u raznim ekosustavima
pretpostavljeno je i da CRISPR igra ulogu u prokariotskoj evoluciji i ekologiji (Deveau i sur.,
2008).

Nakon spomenutih istrazivanja porastao je interes za sustav CRISPR u biotehnologiji,
pretezito na podru¢ju imuniteta bakterija i biotehnoloskih aplikacija (prvenstveno u mlijecnoj

kulturi), a moguénosti genske modifikacije pojavile su se nesto kasnije.

Uslijedila su dva istrazivanja koja su predlozila da postoje barem 3 komponente (Cas9, zrela
crRNA i tracrRNA) koje su od esencijalne vaznosti za tip II CRISPR nukleazni sistem (Slika
2.4.). Cas9 je jedini enzim unutar klastera cas gena koji posreduje u cijepanju ciljne DNA

11
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(Garneau i sur., 2010). Nadalje je otkrivena nekodirajuca trans-aktiviraju¢a crRNA (tracrRNA)
koja se hibridizira s crRNA da bi kaspazi 9 olaksala vodenje takve molekule RNA (Deltcheva
i sur., 2011). Kako je rasla vaznost programibilnih mjesno specificnih nukleaza (baziranih na
ZF i TALESs), pocelo se razmisljati bi li se CRISPR-Cas9 mogao razviti u sustav za korekcije

genoma (engl. genome editing) koji bi omogucio niz razli¢itih primjena u modifikaciji genoma.

Uskoro je pokazano kako je tip 11 sustava CRISPR prenosiv medu vrstama. Ve¢ prije je bila
poznata uloga u imunitetu bakterije Streptococcus thermophilus, a kada je genetski materijal za
kompleks CRISPR-Cas9 tipa Il uspjesno prenesen u bakteriju Escherichia coli, u bakteriji je
bila osigurana zastita od virusa. Potvrdeno je kako je gen cas9 jedini gen cas nuzan za funkciju
kodiranu CRISPR-om, a ¢injenica da se sustav CRISPR-Cas moze prenositi izmedu udaljenih

rodova i vrsta mogla bi omoguciti Sirenje otpornosti na viruse (Sapranauskas i sur., 2011).

Hibridizacijom crRNA i tracrRNA nastaje RNA struktura koja usmjerava protein Cas9 da
napravi dvolancani lom na ciljnoj DNA, isto $to rade i male sgRNA (engl. single guide RNA).
Uspjesno je dizajnirano nekoliko vodecih sekvenci sgRNA za isti sustav (preciznije za niz
CRISPR) i time omoguceno ciljanje veceg broja meta istovremeno, §to odrazava jednostavnu

programibilnost kao i potencijal Siroke primjene (Cong i sur., 2013).

Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex Cas9 programmed by single chimeric RNA

protospacer
7 PAM
target DNA i
/

LY HINIHEIH
T / (T

[FRHIATHANTANEARE
WA -

5 i
5 e 200t |J|[)1
y - 'I;'H'l‘s
crANA ~ \\
3 tracrRNA crRNA-tractRNA chimera

Slika 2.4. Tip Il CRISPR nukleazni sistem. Lijevo: nukleaza Cas9 je vodena strukturom dviju RNA dobivenom
aktivacijom tracrRNA i usmjeravanjem crRNA na ciljnu DNA. Desno: dizajnirana kimerna RNA dobivena
lijepljenjem 3' kraja crRNA i 5' kraja tracrRNA (Preuzeto iz Jinek i sur., 2012).

Fnker loop

Spomenuta istrazivanja potaknula su veliki broj eksperimenata u laboratorijima diljem
svijeta. Tehnologija CRISPR-Cas9 usvojena je izuzetno brzo te se moze kazati kako je zapocela

,utrka® u podrucju genetickog inzenjerstva gdje glavnu ulogu igra Cas9.

2.2 Popravak dvolané¢anog loma DNA
Nakon dvolanc¢anog loma ,,in vivo* dolazi do popravka loma prirodnim mehanizmima stanice

(Slika 2.5.). Najcesc¢i mehanizam popravka je NHEJ (engl. nonhomologous end joining) koji je

12
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sklon greSkama i ¢esto uzrokuje mutacije insercija i delecija (,,indela*) na mjestu popravka.
Mutacije u kodirajucoj regiji gena dovode do pomaka okvira Citanja (engl. frameshift) i
preuranjenog stop kodona i time inaktivacije gena. S druge strane, homologni direktni popravak
(HDR) koji omogucava umetanje informacija donorske DNA je izuzetno precizan, ali rijedak
(Cest je kod stanica u diobi). Medutim, moguce je potaknuti HDR popravak, na nacin da se
unese tzv. Predlozak za popravak (engl. repair template) u obliku jednolancanih DNA
oligonukleotida (ssODNs) ili u obliku dvolanc¢anog fragmenta DNA (Ran i sur., 2013).

Cas9 DSB
N Ly

31-- .I ; --5f

NHEJ / sgRNA \ HDR
Genomic 5 = = — =3
5:__ __3: DMNA 37 = = m— ==5
3 == ==5 Repair 5 3
—\%0/ d

)

template 3’
l Premature
stop
Indel mutation codon Precise gene editing
5'-- _--3' 5r--_ _--31
3!.. _..5! 3!.. --5.'

Slika 2.5. Dvolan¢ani lom DNA uzrokovan endonukleazom Cas9 popravlja se putem jednog od dvaju
mehanizama - NHEJ (engl. non-homologous end joining) i HDR (engl. homology directed repair). (Preuzeto iz
Ran i sur., 2013).

2.3 Prirodni mehanizam adaptivnog imunoloSkog sustava kod bakterija

Prethodno spomenuta istrazivanja na bakterijama Streptococcus thermophilus i E. coli dovela
su do definiranja tri glavna stadija obrambenog sustava CRISPR-Cas:

1. Adaptacija — nakon napada faga bakterija ubacuje strani genom u svoju DNA
2. Ekspresija — kada virus ponovno napadne, iz sekvenci razmaknica prepisuje se
crRNA

3. Interferencija — prepoznavanje i uniStavanje strane DNA ili RNA (Slika 2.6.).

13
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Slika 2.6. Prirodni mehanizam CRISPR sustava u adaptivnom imunolo$kom sustavu bakterija (Preuzeto iz
Hsu i sur., 2014).

Nakon $to strani genetski element (primjerice iz faga ili plazmida) napadne stanicu (faza 1 —
infekcila fagom) enzimi Cas dobiju razmaknice iz egzogenih sekvenci proto-razmaknica i
postavljaju ih na lokus CRISPR unutar prokariotskog genoma (faza 2 — stjecanje razmaknice,
engl. spacer aquisition). Razmaknice odvajaju ponavljaju¢i sljedovi (engl. direct repeat) sto
¢ini niz CRISPR (engl. CRISPR array). Svaki od tri tipa sustava ima jedinstvene puteve obrade
I biogeneze. Kod tipova | i Ill, pre-crRNA transkript se cijepa unutar ponavljanja pomocéu
ribonukleaza, otpustajuc¢i male crRNA. Tip III crRNA se obraduje RNazom na 3' kraju da bi se
stvorio zreli transkript. Zrele crRNA iz tipova | i 11l dolaze na kompleks proteina efektora za
prepoznavanje i degradaciju mete. Kod tipa Il, tracrRNA hibridizira s ponavljaju¢im

sljedovima, stvaraju¢i RNA dupleks koji tada cijepaju endogena RNaza III i pomo¢ne nukleaze.
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Tipovi I 1 III koriste interferenciju viSe proteina da bi se olakSalo prepoznavanje ciljne
sekvence DNA — primjerice u tipu I, kaskadni kompleks sadrzi molekulu crRNA i formira
kompleks koji prepoznaje ciljnu DNA te tada regrutira Cas3 nukleazu koja posreduje u
degradaciji ciljne DNA. U tipu III, crRNA se udruzuje s kompleksom Csm ili Cmr koji vezu i
cijepaju supstrate DNA i RNA. S druge strane, kod tipa Il potrebna je samo nukleaza Cas9 da
bi se degradirala DNA koja odgovara njenom dupleksu RNA (Hsu i sur., 2014).

2.3.1 Fizikalni model stanja ko-evolucije bakterije i faga

Detaljan opis stanja u kojem bakterija i fag koegzistiraju daje se preko Markovog modela,
odnosno Markovog lanca (Slika 2.7.). Markov lanac je stohasti¢ki model koji opisuje niz
mogucih dogadaja pri ¢emu vjerojatnost svakog dogadaja ovisi samo o stanju dobivenom nakon

prethodnog dogadaja.

Bakterije mogu imati medusobno razli¢iti CRISPR sustav, a virusi mogu biti razli¢itog
podrijetla. Evolucija bakterija i faga je u medusobnom odnosu i podilazi dinami¢kim
promjenama. Takoder, bakterije sa ve¢om sposobnoS¢u prezivljavanja imati ¢e viSe generacija,
a fagi sa manjim kapacitetom otpora na CRISPR sustav ¢e se prestati reproducirati i time

smanyjiti broj faga odredenog podrijetla (Han i sur., 2013).
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bacterium in initial

unprotected state
— T1
bacterium bacterium bacterium killed
reproduces adds spacer by phage
intermediate state S —
bacte bacterium bacterium killed 72
eproduce expresses spacer by phage
bacterium with S —
acquired immunity
rl;at:(t)zr:;r:s bacterium bac;enuhn; k;lled T3
P kills phage b’

bacterium final state

Slika 2.7. Markov model za CRISPR adaptaciju, ekspresiju i interferenciju. Svaka faza oznacena je svojim
karakteristi¢énim vremenskim skalama t (Preuzeto iz Bonomo i Deem, 2018).

Do svakog dogadaja u Markovom procesu dolazi s vjerojatnos¢u @i . U slucaju kada je
bakterija u pocetnom stanju bez zaStite od virusa moze do¢i do jedne od tri situacije:
reprodukcija bakterije, virus unistava bakteriju ili bakterija uzima razmaknice te ih prepisuje
kao crRNA. Kada virus ponovno napadne, a bakterija sada ima imunitet, joS uvijek postoji
vjerojatnost da ¢e virus unistiti bakteriju, medutim postoji 1 vjerojatnost suprotnog dogadaja u

kojem bakterija unistava virus (Bonomo i Deem, 2018).
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3 CRISPR sustav tipa I1 i grada kompleksa Cas9

Proteini Cas sustava pomazu u prihvacanju strane DNA i imunolo$skom odgovoru stanice
domacina na napad stranog tijela. Za funkciju CRISPR sustava tipa Il i ulogu u cijepanju DNA

najvazniji je protein Cas9 i stoga je bitno razumijevanje njegove strukture.

3.1 Kilasifikacija CRISPR lokusa u tipu Il

U razlic¢itih bakterija postoji viSe razli¢itih gena za proteine Cas i oni se medusobno razlikuju
u sekvenci i veli¢ini. Gen za protein Cas9 povezan je isklju¢ivo sa sustavom CRISPR tipa Il.
CRISPR lokusi tipa II se na temelju razli¢itosti gena cas dijele u tri podtipa: 1A, 1IB i 1IC (Slika
3.1.). Svim tipovima zajedni¢ki su geni cas9, casl i cas2, niz CRISPR i tracrRNA (Makarova
i sur., 2011a; Chylinski i sur., 2013).

?.
@é N Streptococcus pyogenes
O SR
¥ cas9 PP crRNA array
A | P CoCene0
q, X Q\g
LN < 2 ;s
o oY & O Francisella novicida
cas9 PR KT
IIB | IS EcEcnllEcEen
Ne
& N — e
O o2 o2 Neisseria meningitidis

ic —<={___ SB0—0=p P,

Slika 3.1 Klasifikacija lokusa CRISPR u tri tipa. Uz zajednicke elemente cas9, casl i cas2, niz CRISPR i
tracrRNA, tipovi A i B sadrze dodatne gene csn2, odnosno cas4 (Preuzeto iz Hsu i sur., 2014).

3.2 Grada proteina Cas9

Svi proteini Cas9 imaju zajednic¢ku strukturu koja se moze podijeliti na dva izraZena dijela,
REC i NUC (Slika 3.2.). REC ¢ine tri domene oblika alfa zavojnica (Hel-I, Hel-11 i Hel-IlI,
odnosno REC1, REC2 i REC3) i one nemaju sli¢nu strukturu ostalim poznatim proteinima.
Nukleazni (NUC) dio sadrzi nukleazne domene HNH i RuvC i terminalnu domenu C (CTD) na
kojoj se nalazi medudjelujuc¢e mjesto PAM (Slika 3.3.). NUC i REC povezuje most bogat
argininom, tzv. struktura ,,most-zavojnica“ (engl. bridge helix) (Jiang and Doudna, 2017).
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156 94 174 308 495 718 765 780 906 926 1099 1368
1 | | | | 1 11 | |
RuvC-l | REC1-A REC2 REC1-B REC3 RuvCAl | HNH 1 Ruvcdn CTD
Arg L1 L2

Recognition (REC) lobe Nuciease (NUC) lobe

Slika 3.2. Organizacija domena proteina Cas9 u bakterije S. Pyogenes (Preuzeto iz Zhu i sur., 2019).

REC domene imaju ulogu u vezanju vodi¢ RNA (gRNA, koja sadrzi crRNA i tractrRNA) pri
aktivaciji proteina Cas9. Pri tom vezanju dolazi do konformacijskih promjena u proteinu koje
uzrokuju aktivaciju nukleazne aktivnosti Cas9. Moguée mutacije u domeni REC Il (Hel I1)
mogu dovesti do smanjenja nukleazne aktivnosti, dok mutacije u domeni REC | (Hel 1) u
potpunosti eliminiraju aktivnost (Nishimasu i sur., 2014). Domena REC III dozivljava

najznacajnije konformacijske promjene prilikom vezanja gRNA (Jiang and Doudna, 2017).

Domena ,,most-zavojnica“ bogata je argininom te se pretpostavlja da nakon konformacijskih
promjena ima ulogu u vezanju ciljne DNA, ali potencijalno i prethodno tome u vezanju vodic¢
RNA (gRNA) (Hsu i sur., 2014). Ta pretpostavka polazi od zapazanja kako su mutacije u toj
regiji bogatoj argininom u proteinu Cas9 kod bakterije Francisella novicida uzrokovale

njegovu nefunkcionalnost (Sampson i sur., 2013).

NUC lobe
REC lobe

C1D Hel-ll C.'?—‘[

Slika 3.3. Struktura Cas9 iz bakterije Streptococcus pyogenes (SpyCas9) u apo stanju — bez vezane RNA (Preuzeto
iz Jiang and Doudna, 2017).

Klju¢ni element Cas9 sustava je kratka sekvenca PAM (engl. protospacer-adjacent motif)
koja sjeda na 3' kraj ciljne molekule DNA i diktira mehanizam trazenja za nukleazu Cas9,
odnosno potice se njezina nukleazna aktivnost — aktiviraju se nukleazne domene HNH i RuvC

(Slika 3.4.). Domena HNH cijepa DNA lanac komplementaran vodecoj RNA sekvenci (engl.
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target strand), a domena RuvC potrebna je za cijepanje nekomplementarnog lanca (engl. non-

target strand) ¢ime se izaziva dvolanc¢ani lom DNA (Jinek i sur., 2014).

Pri opisu nukleaza TALEN i ZFN spomenut je problem njihove specifi¢nosti, odnosno
ucinkovitosti te se isto pitanje moze postaviti i za CRISPR-Cas9. Za osiguranje specifi¢nosti,
djelotvornije su dulje gRNA, posto svaki nukleotid povecava specificnost nukleaze. Medutim,
vecéa duljina lanca gRNA istovremeno smanjuje ucinkovitost vezanja i sparivanja baza (Mali i

sur., 2013).

Cas9 posjeduje bolju specifi¢nost, ali i bolju uéinkovitost od ostalih nukleaza, a to duguje
upravo kratkoj sekvenci PAM. Inicijalno vezanje Cas9 na sekvencu PAM dozvoljava enzimu
da brzo ,,skenira® moguce ciljne sekvence. Ako pronade potencijalnu ciljnu sekvencu unutar
odgovarajuceg motiva PAM-a, ostatak DNA na ciljnoj DNA bit ¢e razgraden i potom se
provjerava je li ostatak ciljne sekvence komplementaran sekvenci vodi¢a. U¢inkovitost lezi u
koraku vezanja sekvence PAM upravo zato §to je omoguceno skeniranje potencijalnih ciljnih
sekvenci i time se izbjegava nepotrebno unistavanje ostalih (,,non-target®) sekvenci tijekom

potrage za komplementarnom sekvencom (Sternberg i sur., 2014).

ndl 3 REC=2
iy B
o REC 1, 5" Guide RNA and Target DNA
Heteroduplex ’

Ll /\ /
Compleméentiry Region
TR \

Guide RNA

I/, 7/ Target DNA

X
4
¥

Slika 3.4. Pregled vezanja sustava CRISPR-Cas9 uz kalup DNA (Preuzeto iz Anders i sur., 2014).
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4 Adaptacija sustava CRISPR-Cas9 u genetickom inZenjerstvu

Svako modificiranje genoma dovodi do trajnih promjena i stoga je preciznost koristene
metode kljucan faktor, posebice za klini¢ku primjenu i gensku terapiju. Nakon otkri¢a kako je
sustav CRISPR-Cas9 programibilan, preostalo je samo pretvoriti ga u lako dostupan alat te je

nastupilo razvijanje metodologije za uporabu na prokariotskim, ali i eukariotskim stanicama.

4.1 Programiranje sustava u laboratoriju

Na slici 4.1. prikazana je usporedba sustava CRISPR u bakteriji (lijevo) i sustava
programiranog u laboratoriju (desno). Umjesto prirodno nastalog hibrida crRNA i tracrRNA
radi se umjetna hibridizacija sgRNA (engl. single guide RNA) s dodanom ukosnicom, bithom
za stabilnost kompleksa Cas9-sgRNA-DNA. SgRNA dala je ucinkovitije rezultate u uvjetima
»IN vivo* (Jinek i sur., 2012).

Natural CRISPR Pathway Engineered CRISPR/Cas9 System

Bacterial

Chromosome CRISPR/Cas9
Expression Plasmid
19-20 bp target sequence
7/ N\
_____ N Guide RNA
T —
~ - Locus

Inactive Cas9

Active Cas9

Active Cas9

Slika 4.1. Usporedba prirodnog CRISPR sustava tipa Il (u bakteriji Streptococcus pyogenes) i plazmidnog
(laboratorijskog) CRISPR sustava. Lijevo: 1. Transkripcija pre-crRNA i tracrRNA, 2. Vezanje tracrRNA na pre-
crRNA, 3. Rezanje gRNA iz pre-crRNA, 4. Vezanje inaktivne Cas9 s gRNAI stvaranje aktivne Cas9. Desno: 1.
Transkripcija jednolan¢ane gRNA, 2. Transkripcija i translacija nukleaze Cas9, 3. Vezanje gRNA i Cas9 i
aktivacija Cas9 (preuzeto s web-poveznice [3]).

Znamo kako Cas9 identificira ciljnu sekvencu DNA (Slika 4.2.) na temelju pronalaska

sekvence koja prethodi mjestu PAM (NGG). Medutim, otkri¢e kako je moguce mutirati mjesto
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PAM na proteinu da prepoznaje i druge sekvence PAM prosirilo je raspon vezanja PAM
(Kleinstiver i sur., 2015).

HNH

h 4

| / “mm\
3 . lN e 5
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[ /
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Slika 4.2. Mjesto gdje Cas9 cijepa DNA, odredeno PAM-om (NGG) i gRNA komplementarnim lancem
(preuzeto s web-poveznice [3]).

Osim mutacija u domeni PAM mogucée je utjecati na specificnost kompleksa i tockastim
mutacijama sekvenci koje kodiraju za nukleazne domene HNH, odnosno RuvC. Tim
mutacijama inaktiviraju se domene i umjesto dvolan¢anog loma dolazi do jednolan¢anog loma.
Ovakav tip loma koristi se kada su dvije gRNA, odnosno dva kompleksa u blizini, posto ih
stanica onda prepoznaje kao dvolanc¢ani lom poboljSavaju specifi¢nost do x1500 puta u odnosu

na prirodni sustav Cas9 (Ran i sur., 2013).

Da bi doslo do vezanja i stvaranja aktivnog kompleksa Cas9 te u konacnici lomova DNA
potrebna je visoka komplementarnost, ali ulogu igra i nekolicina drugih faktora. Kod
nedovoljno visoke komplementarnosti dolazi do situacija u kojima se gRNA djelomice spari s
ciljnom DNA te se zapo¢ne odmatanje DNA, ali upravo zbog manjka komplementarnosti ne

dolazi do lomova (Hsu i sur., 2014).

Komplementarnost gRNA i ciljne DNA ne mora biti potpuna te se toleriraju razlike u malom
broju baza, ovisno o polozaju i koncentraciji proteina. Kada je protein prisutan u viSim
koncentracijama tolerira se viSe razlika u broju baza, ali preciznost opada. S druge strane, pri
manjim koncentracijama enzima preciznost raste, ali ukupna ucinkovitost lomova pada.

Manipulacija koncentracijom enzima stoga je jedna od metoda poboljSanja preciznosti sustava.
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Uz navedene faktore postoji i pretpostavka da vremensko trajanje ekspresije proteina ima ulogu

u njegovoj aktivnosti (Hsu i sur., 2013).

4.2 Unos kompleksa Cas9 u stanicu
Postoji vise metoda unosa Cas9 kompleksa u stanicu (Slika 4.3.), a odabir metode ovisi 0
tipu stanica s kojima se radi, ciljnoj DNA sekvenci, zeljenoj ucinkovitosti, metodi rada,

dostupnim sredstvima itd.

UnosSenje plazmidnim vektorom je ¢esto koriStena metoda. Cas9 i gRNA mogu se nalaziti na
istom plazmidu, ali postoji i mogucnost njihove ekspresije na razliCitim plazmidima. Pri
koriStenju razli¢itih vektora moguce je kombiniranje Cas9 s vise razli¢itih gRNA. KoriSteni
vektori mogu biti i virusni (najée$ce lentivirus ili retrovirus MSCV, engl. Murine Stem Cell

Virus), a u¢inkovitost unosa plazmidnog vektora najvise ovisi o tipu stanica s kojima se radi.

Unos Cas9 proteina i sgRNA mikroinjekcijom u oplodene zigote koristi se u modelnih
organizama sisavaca za postizanje nasljednih genskih modifikacija. Time se vrijeme dobivanja
mutiranih jedinki skracuje na samo nekoliko tjedana umjesto viSe od godine dana (Hsu i sur.,

2014).

Pokazalo se kako je, umjesto plazmidnog vektora, veoma ucinkovit unos kompleksa CRISPR
kao ribonukleoproteinskog kompleksa (RNP), a sam unos se radi metodom elektroporacije —
koriStenja elektri¢nog polja s ciljem povecavanja propusnosti staniéne membrane. Za odredene
tipove stanica poput embrionalnih mati¢nih stanica, koje su podlozne toksi¢nosti lipida iz

plazmida, takav unos je najucinkovitiji (Kim i sur., 2014).

Slika 4.3. Unos kompleksa CRISPR-Cas9 u stanicu. S lijeva na desno: plazmid koji se moZe izravno unijeti u
stanicu od interesa, mikroinjekcija u oplodene zigote i unos u tkivo ili stanicu pomocu virusnih vektora u svrhu
somatskih izmjena (preuzeto iz Hsu i sur., 2014).
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5 Dosadasnji uspjesi i trenutne primjene

5.1 CRISPR-Cas9i HIV

Virus humane imunodeficijencije (HIV) je veliki problem Sirom svijeta od prvih oboljenja
poCetkom 80-ih godina proslog stoljeta do danas. Prema statistici Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO) na kraju 2017. godine 36.9 milijuna ljudi Zivjelo je s virusom HIV-a, pri
¢emu je novo zarazenih bilo oko 1.8 milijuna. Postoje dva tipa HIV-a, HIV-1 i HIV-2, te oba
uzrokuju sindrom ste¢ene imunodeficijencije, AIDS (Nyamweya i sur., 2013). HIV-2 posjeduje
manju prenosivost i manju patogenost dok se HIV-1 smatra glavnim uzro¢nikom AIDS-a i
glavna je meta u lijeCenju. Visoko aktivna antiretrovirusna terapija (HAART, engl. highly

active antiretroviral therapy) vodeca je terapija za HIV-1 pacijente (Pallela i sur., 1998).

Pacijenti zarazeni virusom HIV-1 prolaze kroz 3 stadija zaraze: akutna infekcija HIV-om,
kroni¢na infekcija HIV-om i klini¢ka bolest, AIDS (Sharp i Hahn, 2011). HIV-1 napada stanicu
domacina tako da veze svoj protein gp120 na receptor CD4 na membrani ciljne stanice nakon
¢ega konformacijske promjene omogucuju vezanje s koreceptorom CCR5 (u T stanicama) ili
CXCR4 (u ostalim stanicama). Jednom u stanici, HIV-1 se manifestira u dva oblika infekcije,
aktivnom (u velikom broju stanica) i latentnom (u manjem broju stanica). Latentna infekcija je
mirujuce stanje gdje zarazene stanice ne stvaraju nove viruse HIV-a i na taj nacin se virus moze
pritajiti u organizmu te aktivirati nakon nekoliko godina. Terapija HAART ne moze eliminirati

latentne viruse i to ¢ini HIV-1 neizlje¢ivom bolesti (Xiao i sur., 2019).

Genska terapija bazirana na CRISPR-Cas genetickom inZenjerstvu pokazala je mogucéu
interferenciju na viSe stadija zaraze virusom. Na slici 5.1. prikazan je detaljan prikaz ciklusa

virusa HIV-a te faze na koje je moguce primijeniti CRISPR-Cas sustav.

Prva faza (Slika 5.1.A) prikazuje vezanje za koreceptore CCR5 i CXCR4. Sustav CRISPR-
Cas9 ovdje se koristi za uvodenje mutacija gubitka funkcije u koreceptorima. Tipovi virusa Koji
koriste koreceptore CCR5 zovu se virusi R5, dok su virusi X4 oni koji koriste koreceptore
CXCR4 za ulaz u stanicu. Moguca prirodna delecija 32 para baza u genu CCRS proizvodi stop
kodon i time ne dolazi do ekspresije gena na povrsini stanice §to rezultira otporno$¢éu na
infekciju virusom HIV-1 tipa R5 (Sanches da Silva i sur., 2019). Uvodenje takve delecije
pomoc¢u CRISPR-Cas9 sustava pristup je koji su imali znanstvenici u San Franciscu (Ye i sur.,
2014), a slicno istrazivanje provedeno je nekoliko godina kasnije u Kini (Qi 1 sur., 2018). Oba
istrazivanja rezultirala su mutacijama u koreceptorima te je zabiljezena smanjena aktivnost

virusa HIV-a u odnosu na nemodificirane stanice. Nekoliko sli¢nih istrazivanja provedeno je
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Slika 5.1. Pregled moguc¢ih mjesta utjecaja sustava CRISPR-Cas9 na ciklus zaraze virusom HIV-1 (preuzeto iz Sanches da Silva i sur., 2019).
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za koreceptor CXCR4 s ciljem njegovog ranog ometanja da bi se sprijecila zaraza. KoriStenjem
lentivirusa s Cas9 i1 10 razli¢itih gRNA usmjerenih na konzervirana mjesta na genu CXCR4
nastojale su se uvesti mutacije gubitka funkcije. Postupak je proveden u vise tipova stanica, a
kod sviju je zabiljezena smanjena ckspresija CXCR4 (Hou i sur., 2015). Postignuto je i
smanjenje ekspresije koreceptora CXCR4 za ¢ak 60% u izoliranim ljudskim T stanicama CD4*
koristenjem ribonukleoproteina Cas9 za uvodenje mutacija insercije i delecije (Schumann i sur.,
2015). Osim zasebnih ometanja koreceptora CCR5 i CXCR4 provedeno je i istovremeno
ometanje oba koreceptora pri ¢emu su sve stanice pokazale smanjenu CCR5 i CXCR4
ekspresiju i otpornost na tipove R5 i X4 (Liu i sur., 2017).

Stabilnom ekspresijom Cas9 i gRNA u genomu stanice moguée je stvoriti preventivnu
otpornost protiv zaraze virusom (slika 5.1., B). Liao i suradnici analizirali su infekciju virusom
u ljudskim T stanicama u periodu od dva tjedna, a gRNA je bila usmjerena na vise mjesta na
genomu virusa HIV-1. Zabiljezeno je smanjenje ekspresije virusa, a sli¢ni rezultati su dobiveni
za T stanice CD4" od pet razli¢itih donora. Pomocu stabilne ekspresije proteina Cas9 uspjes$no
su stvorene i anti-HIV ljudske pluripotentne mati¢ne stanice, pri ¢emu je zabiljezen i vazan
izostanak toksi¢nosti (Liao i sur., 2015). U eksperimentu iz 2014. godine pokazana je
imunizacija stanica koje su sadrzavale Cas9 i dvije gRNA, A i B, usmjerene na LTR regiju
virusa. Nakon zaraze virusom HIV-1 i replikacije stanica (vidljive pomocu ekspresije zelenog
fluorescentnog proteina) pokazano je da je sprijeCena zaraza virusom te su stanice dobile
imunitet. Rast stanica nije se razlikovao od kontrolne skupine, a nisu zapazene mutacije na
pogresnim mjestima u genomu (engl. off-target) kao ni toksi¢nost u stanici. Ti rezultati upucuju

na koristenje CRISPR-Cas sustava kao potencijalnog cjepiva (Hu i sur., 2014).

Nadalje, proucavano je koriStenje sustava CRISPR-Cas9 za sprjecavanje replikacije virusa
ciljanjem pomo¢u gRNA na razli¢ita mjesta na genomu virusa HIV-1 (LTR, gag, pol, tat i rev).
To se moze dogoditi u citoplazmi ili unutar jezgre (slika 5.1.C). Rezultati takvih istrazivanja
cesto su ovisili o kombinacijama koriStenth gRNA, a vecinom su zabiljeZena znacajna
smanjenja u ekspresiji ciljnih gena smanjenja replikacija virusa i zaraZenih stanica (Sanches da
Silva i sur., 2019).

Uz spomenute metode, napravljeni su i pokusaji da se genom virusa HIV-1 unisti prije
integracije u stanicu domacina (Slika 5.1.D). Testirano je cijepanje genetskog materijala HIV-
1 u citoplazmi pomoc¢u Cas9 U ,,in vitro“ uvjetima i time sprjeCavanje zaraze i integracije.
Pomocu zelenog fluorescentnog proteina zapazen je veliki pad u broju pozitivnih stanica (Liao
i sur., 2015).
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Najveci napori ulazu se u otkrivanje nacina za lijeenje latentnog oblika virusa, a do sada su
se u tome istaknule dvije strategije (Slika 5.1.E). Prva za metu koristi regije LTR i istovremeno
cijepa dvije regije te time uklanja unutrasnji dio provirusne DNA. Drugom metodom ciljaju se
virusni geni i time modificiraju i kontroliranju njihove karakteristike (Sanches da Silva i sur.,
2019). Dva istrazivanja provedena prvom metodom (Hu i sur., 2014; Kunze i sur., 2018)
zabiljezila su nekoliko mutacija insercija i delecija, sto je znacilo inhibiciju reaktivacije i
replikacije virusa te je postignuto i potpuno izbacivanje provirusnih fragmenata. Eksperimenti
provedeni drugom metodom (Liao i sur., 2015; Wang i sur., 2018) usporedivali su ciljanje
strukturnih gena (gag i env), gena koji kodiraju za enzime (pol), pomo¢nih gena (vif i rev) i
regije LTR. lako su dobiveni rezultati inhibicije gena pokazano je kako je ciljanje regije LTR i
dalje bilo znatno ucinkovitije od ciljanja gena. Jo$ jedna metoda suzbijanja virusa HIV-1 je
kombinacija antiretrovirusne terapije (ART) i genetskog inZenjerstva temeljenog na CRISPR-
Cas9. Naime, kako metoda ART ne moze sama iskorijeniti latentne viruse, ali pokazuje
ucinkovitost kod aktivnih virusa, CRISPR-Cas9 tu se koristi za aktivaciju latentnih virusa HIV-
1. Eksperimenti zasnovani na takvoj kombinaciji trajno su unistili viruse bez ikakvih nezeljenih

ucinaka ,,off-target” (Xiao 1 sur., 2019).

5.2 Primjene CRISPR-Cas9 u poljoprivredi na voénim usjevima

Voce nije samo veliki izvor vlakana, minerala i1 vitamina, ve¢ se i u brojnim podruc¢jima
smatra temeljnim namirnicama. Metoda odabira i krizanja je prisutna vise od stotinu godina i
na njoj se temelji danasnji uzgoj voca, medutim taj konvencionalni pristup ima nedostatke koje
bi trebalo nadvladati. Dobivanje Zeljenih varijacija pri kriZzanju je ograni¢eno postoje¢im
prirodnim varijacijama alela i ¢esto moze do¢i do izostanka geneti¢ke raznolikosti ili pada
sposobnosti opstanka (,,fitness*). Stvaranje novih sorti i kultivara konvencionalnim metodama
spor je 1 dugotrajan proces, koji nerijetko traje desetak godina. Za opskrbu prehrane rastuce
ljudske populacij potrebno je razvijati nove tehnologije kako bi se uspostavila stalna opskrba i
zadovoljile potrebe potrosaca (Wang i sur., 2019).

Kroz protekla dva desetljeca nekoliko je voénih usjeva genetski modificirano sa svrhom
poboljsavanja njihovih svojstava i kvalitete. Za razliku od konvencionalnog uzgoja, tehnologija
rekombinantne DNA omogucava prijenos zeljenih gena iz bilo kojih organizama u vo¢éne
usjeve. Uvodenje novih genotipova i fenotipova u svrhu uzgoja u konacnici dovodi do
poboljsanja kvalitete voca 1 duljeg roka trajanja. Geneticko inZenjerstvo rangirano je kao
tehnologija u poljoprivredi koja se trenutacno najbrze razvija. Organizmi dobiveni

tehnologijom rekombinantne DNA se oznacavaju kao genetski modificirani (GM, engl.
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genetically modified), a prvi takav odobren za komercijalni uzgoj u SAD-u bila je raj¢ica ,,Flavr
Savre 1994. godine. Modifikacija te raj¢ice omogucila je sporije sazrijevanje i sprijecilo prerano
meksanje ploda nakon branja. Na razvoj novih GM usjeva utjecu potrebne zakonske regulacije
i odobrenja Cija je uloga sprijeciti moguce oSte¢enje ljudskog zdravlja i okoliSa te izbjeci

ekonomske gubitke (Wang i sur., 2019).

Jestiva gljiva modificirana sustavom CRISPR zaobisla je regulaciju geneticki modificirane
hrane u SAD-u 2016. godine posto nije sadrzavala stranu DNA i time nije usla u kategoriju GM
organizama (Kim i sur., 2016). Godinu dana kasnije odobreno je postavljanje na trziste
modificiranog lana s povec¢anim udjelom ulja te soje tolerantne na susu, obaju modificiranih
sustavom CRISPR, sto je pokazalo da bi CRISPR tehnologija mogla ubrzati tempo uzgoja novih
usjeva (Zaidi i sur., 2018).

2014 2016 2017

o = B

s
2014: tomato, citrus
2016: cucumber, apple, grape

2017: watermelon

2018: kiwifruit, banana, cacao, strawberry,
papaya, groundcherry

Slika 5.2. Prve primjene CRISPR sustava u voé¢nim usjevima (Preuzeto iz Wang i sur., 2019).

Prva primjena sustava CRISPR-Cas9 bila je 2014. godine na raj¢ici (Slika 5.2.), kada je
ugaSen (,.knockout™) gen Argonaute 7 S§to je uzrokovalo promjene u listovima i izostanak
peteljki (Brooks i sur., 2014). Upravo na rajcicama napravljen je znacajan broj CRISPR

eksperimenata. Rajcice, iako su zapravo povrtna Kultura, su postale model za biologiju voca, a
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provedena istrazivanja mogu se svrstati u Cetiri kategorije: otpornost na bioticki stres, otpornost

na abioticki stres, poboljsanje kvalitete vo¢a i domesticiranje (Wang i sur., 2019).

Bioticki stres podrazumijeva negativan utjecaj koji mogu imati virusi, bakterije, gljivice i
kukci na razvoj biljaka. Stoga se tehnologija CRISPR-Cas9 moze Koristiti u borbi protiv
infekcija biljnih usjeva izazvanih tih agensima. Virus TYLCV (engl. tomato yellow leaf curl
virus) jedan je od najrazornijih virusa za rajcicu, a prenose ga Kukci. Pomoc¢u sustava CRISPR-
Cas9 dizajnirane su raj¢ice u kojima se nakupilo znatno manje virusne DNA nego u divljem
tipu te su pokazale ucinkovitu virusnu interferenciju — manju podloznost ponovnoj infekciji.
Takav 'imunitet' raj¢ica opstao je kroz viSe generacija i ukazao na visoku Korisnost sustava

CRISPR-Cas9 pri uzgoju biljki otpornih na viruse (Tashkandi i sur., 2018).

U uzgoju banana jedan od glavnih izazova je virus BSV (engl. banana streak virus) koji
uzrokuje smanjenu proizvodnju klorofila, pucanje stabljika, a u kasnijim fazama dovodi do
truljenja i smrti stanica. Kada se virus BSV inaktivirao sustavom CRISPR-Cas9 pokazano je da

75% modificiranih biljaka nisu imale simptome u odnosu na kontrolu (Tripathi i sur., 2019).

Abioticki faktori ukljuuju suSe, poplave, temperaturne ekstreme, vlagu, strukturu tla,
kemijsku toksi¢nost, fizicke ozljede itd. Kod rajcice je promatran protein CBF1 koji titi biljku
od ozljeda uzrokovanih hladno¢om, na koju je raj¢ica veoma osjetljiva. Vaznost gena cbfl za
otpornost raj¢ice na hladno¢u ustanovljena je nakon mutacija istog gena pomocu sustava
CRISPR-Cas9. Mutanti su pokazali ve¢i broj ozbiljnih simptoma uzrokovanih hladno¢om od
divljeg tipa (Li i sur., 2018).

Kvaliteta vo¢a moze se definirati preko vanjskih i unutarnjih karakteristika. Vanjski faktori
su oni lako primjetni golim okom; veli€ina, boja i tekstura. Za unutarnje faktore poput razine
nutrijenata i bioaktivnih spojeva potrebna su instrumentalna mjerenja (Satpute i sur., 2016).
Vanjski faktori u raj¢ice manipulirani su u viSe navrata — tako su pomoéu CRISPR-Cas9
postignute velike rajcice, ali i Zute, roze 1 ljubicaste raj¢ice (Wang 1 sur., 2019). Odredene
promjene u strukturi rade se s ciljem produljenja roka trajanja, medutim dosadasnja istrazivanja
rezultirala su loSim izgledom 1 okusom te smanjenom nutritivnom vrijednoS¢u. Dvije grupe
postigle su kontrolu nad meksanjem rajCica utiSavanjem enzima ukljucenih u truljenje, a nisu

izgubile na nutritivnoj vrijednosti (Uluisik i sur., 2016; Yu i sur., 2017).

Nakon domestifikacije biljaka, one se kroz vise generacija genetski izoliraju od svojih divljih
srodnika. Najve¢i je utjecaj tog procesa na gene koji kontroliraju morfologiju (veli¢inu

sjemenki, mehanizam rasprsivanja, izgled biljke) i fiziologiju (vrijeme klijanja, cvjetanja i
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sazrijevanja). Klasi¢no oplemenjivanje krizanjem udomacenih sorti s divljim srodnicima
omogucilo bi uvodenje alela divljih rodaka u kultivirane vrste, ali posto je to proces koji nekada
traje desetak ili viSe godina, suvremeni oplemenjivaci sve se viSe okre¢u genetickom
inzenjerstvu. Izravnom manipulacijom divljih biljaka na razini gena one se udomacuju ,,de
novo* te se iskoriStava njihova prilagodba na novu okolinu. Primjerice, patuljasta raj¢ica bolje
podnosi jake vjetrove od obi¢ne rajcice, a nasljedne patuljaste rajéice dobivene su inaktivacijom

gena GAI (Tomlinson i sur., 2019).

Stvaranje otpornih biljaka te biljaka koje se prilagodavaju na okolinu glavni su ciljevi
geneti¢kog inzenjerstva u poljoprivredi. Do sada je unos CRISPR-Cas9 bez strane DNA
napravljen u modelnoj biljci Arabidopsis thaliana, rizi, duhanu, salati, pSenici i krumpiru. Ako
se tako dobivene biljke ne svrstaju kao GM usjevi, otvorila bi se vrata za razvoj usjeva sa
superiornim fenotipovima te bi postale dostupne i u drzavama gdje GM usjevi nisu prihvaceni
(Nagamangala i sur., 2015). Medutim, najnovije zakonske odredbe Europske unije iz 2019.
godine svrstavaju i sve usjeve modificirane metodom CRISPR-Cas9 kao geneticki

modificirane, §to ¢e znatno otezati prihvacanje kod farmera i potrosaca.

5.3 Kilinicka istrazivanja

Genska terapija je oblik lijecenja bolesti koji ukljucuje promjene na DNA ili RNA s ciljem
neutraliziranja ili popravljanja stanja uzrokovanih neispravnim genima. lako je genska terapija
rizi¢na i jo$ uvijek se rade brojna testiranja, ona je vrlo obecavajuca opcija za lijecenje ljudskih
bolesti, ukljucujuéi nasljedne bolesti, neke tipove raka i odredene virusne bolesti (Naldini 1 sur.,
2015). Genska terapija ima mogucnost izlijeciti bolest u samom korijenu i stoga se tehnike
modifikacije nukleinskih kiselina oslanjaju na razvoj preciznih alata za sekvenciranje i analizu
patogeneze bolesti. Takoder, tretman bolesti je usmjeren na odredivanje jedinstvenih
molekularnih Kkarakteristika individualnih pacijenata, $to se danas naziva ,,preciznom

medicinom* (L1 1 sur., 2018).

Metoda CRISPR-Cas9 preokrenula je polje genske terapije zahvaljujuéi karakteristikama
poput svoje jednostavnosti te vremenske i financijske isplativosti. Od 2013. godine i prvih
potvrda funkcionalnosti tehnike CRISPR-Cas9 u ljudskim stanicama do danas sustav je
primijenjen na brojnim stani¢nim linijjama i organizmima. Do danas su pomocu te tehnike
uspjesno izlijeCene genetske bolesti u zivotinjskim modelima, a prva klini¢ka istrazivanja
zapocCela su 2016. godine. Istrazivanja provedena na stanicama i manjim zivotinjama dala su

potvrde o ucinkovitosti terapija za popravljanje mutacija koje uzrokuju genetske bolesti.
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Uspjesni primjeri popravka gena ukljucuju bolesti poput Duchenne miSi¢ne distrofije (DMD),
bolesti srpastih stanica (SCD, engl. sickle cell disease) i beta talasemije (You i sur., 2019). Za
Duchenne misiénu distrofiju dostupni su podaci s istrazivanja na veéim zivotinjama, gdje su
kod pasa s tom bolescu uocena poboljsanja u svojstvima misi¢nog tkiva 1 djelomi¢no vrac¢ena

ekspresija proteina distrofina (Amoasii i sur., 2018).

Popis tekucih klini¢kih istrazivanja dan je u Tablici 5.1., medutim do danas je objavljeno
jako malo rezultata. Vecina klinickih ispitivanja bazira se na tri podru¢ja — rak, poremecaje krvi
1 bolesti oka. Trenutna CRISPR ispitivanja imaju namjeru uvesti odredene promjene u tkiva,
ali bez utjecaja na spermije ili jajne stanice, odnosno bez moguéih promjena u DNA buducih

generacija (preuzeto s web-poveznice [4]).

LijeCenje raka primjenom tehnike CRISPR trenutno su usmjerene uglavnom na lijeenje
leukemija i limfoma. Bijele krvne stanice (T stanice) okruzene su receptorima Koji prepoznaju
ostale stanice kao sigurne ili prijetece te patroliraju tijelom, ubijajuéi strane ili opasne stanice.
Genska imunoterapija T stanica jedna je od najviSe obeéavajuéih strategija u lijeCenju raka, a
ukljucuje terapije CAR (engl. chimeric antigen receptor) i TCR (engl. T cell receptor) (You i
sur., 2019). Pri imunoterapiji CAR, genetski se programiraju pacijentove T stanice koje imaju
receptor koji prepoznaje stanice raka i signalizira T stanicama da napadnu. Neki receptori T
stanica funkcioniraju kao kontrolne toc¢ke koje odreduju dolazi li do imunolo$kog odgovora.
Kada receptor PD1 stupi u kontakt s molekulom PD-L1 na stanici on signalizira T stanicama
da je stanica sigurna i one je zaobilaze. Neke stanice raka imaju velike koli¢ine molekule PD-
L1 i tako izbjegnu napad T stanica. CRISPR tehnika ovdje se koristi za izmjenu genaPD1u T
stanicama da bi se zaustavila proizvodnja funkcionalnih receptora PD1 i time se izbjegla
prevara od strane stanica raka. Taj pristup naziva se inhibicija kontrolnih tocaka i koristi se u
kombinaciji s inzenjerstvom CAR da bi se T stanicama omogucili $to ve¢i izgledi u unistavanju
stanica raka. Stanice raka uzimaju se iz krvi pacijenta i modificiraju u laboratoriju i takvo
geneti¢ko inZenjerstvo ,,ex Vivo® garantira da koriSteni alat dolazi u kontakt samo s ciljnim
stanicama (Slika 5.3). Dostava modificiranih T stanica u krv moguca je infuzijom i upravo zbog
jednostavnosti dostave rak krvi je jedan od prvih ciljeva terapije pomocu tehnike CRISPR (web-

poveznica [4]).
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Slika 5.3. Pregled postupka imunoterapije (preuzeto s web-poveznice [4]).

Crvene krvne stanice koriste hemoglobin za prenoSenje kisika iz pluca u ostale dijelove tijela.
Mutacije u genima za hemoglobin uzrokuju dva genetska poremecaja, beta talasemiju i anemiju
srpastih stanica. Oboljeli od beta talasemije ne proizvode dovoljno hemoglobina §to vodi do
anemije 1 iscrpljenosti, a kod tezih slucajeva dolazi 1 do oSte¢enja organa, posebice jetre, kosti
i srca. Kod anemije srpastih stanica krvne stanice poprimaju nefunkcionalne, $iljaste oblike i
potom, nakupljaju¢i se u trombove, blokiraju krvne Zile te usporavaju ili zaustavljaju dotok
krvi. To uzrokuje naglu i jaku bol, a komplikacije dovode do kroni¢ne boli, oSte¢enja organa,
udara i anemije. Pacijenti oboljeli od tih bolesti unato¢ moguéim tretmanima nastavljaju imati
ozbiljne simptome i komplikacije te im je potrebna Cesta transfuzija krvi. Trenutna klinicka
istrazivanja o moguc¢nostima primjene tehnike CRISPR za cilj imaju povecanje razine fetalnog
hemoglobina u odraslih ljudi. Taj oblik hemoglobina fetusi proizvode tijekom embrionalnog
razvoja, dok ga djeca i odrasli ne proizvode. Nije poznato zaSto ljudi prelaze s jednog oblika
hemoglobina na drugi, ali fetalni hemoglobin moze zauzeti mjesto poremecenog hemoglobina
u crvenim krvnim stanicama odraslog covjeka. Nakon izoliranja krvnih mati¢nih stanica
pacijenta, one se pomoc¢u sustava CRISPR-Cas9 modificiraju za povecanu ekspresiju fetalnog
hemoglobina (HbF). Vjeruje se da ¢e se tijekom vremena stvoriti crvene krvne stanice s

povecanim razinama HbF-a $to bi moglo umanjiti ili eliminirati simptome kod oboljelih.
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Godine 2017. CRISPR Therapeutics i Vertex Pharmaceutical zapocele su razvoj i
komercijalizaciju te metode, a prvi konkretni rezultati o¢ekuju se krajem 2019. godine (web-

poveznica [5]).

Za razliku od spomenutih ispitivanja na bolestima raka i krvnih stanica, istrazivanje koje se
planira provesti kod ljudi s naslijedenom sljepo¢om ukljucivat ¢e tretman ,,in vivo ““. Leberova
kongenitalna amauroza (LCA) je nasljedna bolest mreznice koja uzrokuje zna¢ajan gubitak vida
veé u prvim mjesecima zivota, a najceséi tip bolesti je LCA10. Fotoreceptorske stanice u oku
pretvaraju svjetlo u Zziv€ani signal koji putuje do mozga, a mutacije LCA10 u genu za
fotoreceptor uzrokuju proizvodnju skracenih i neispravnih proteina i disfunkciju stanica. Oko
ljudi oboljelih od LCAL10 prima svjetlost, ali disfunkcionalne fotoreceptorske stanice ne
odasilju signale mozgu te bez komunikacije izmedu ociju i mozga dolazi do manjka vida ili
sljepoce. LijeCenje te bolesti zasniva se na promjeni neispravnog fotoreceptorskog gena LCA10
metodom CRISPR, s ciljem stvaranja u¢inkovitog gena i proizvodnje potpunih funkcionalnih
proteina te povratka vida. Pacijentima se daje jednokratna doza komponenti CRISPR
ubrizgavanjem direktno u oko, pri ¢emu injekcija sadrzi nepatogeni virus koji nosi Cas9 protein
i gRNA. Za terapiju LCAZ10 virus je dizajniran tako da se promijenjeni gen aktivira samo u
stanicama fotoreceptora. Najveci rizici terapije ,,in vivo* su da vektori koji unose sustav u
stanicu izazovu opasne imunoloske odgovore te da enzimi CRISPR ostanu predugo u stanicama
posto to povecava izglede da cijepaju nepozeljna mjesta na molekuli DNA. Medutim, o¢i imaju
manju imunolosku reaktivnost u usporedbi s ve¢inom ostalih tkiva i time je rizik od opasnih
imunoloskih odgovora malo vjerojatan. Takoder, oko je relativno izolirano $to oteZava CRISPR
enzimima da dodu u druge dijelove tijela 1 proizvedu nepozeljne modifikacije u genomu.
Pocetak ovog klini¢kog ispitivanja ocekuje se krajem 2019. godine, a ako dode do pozitivnih

rezultata to bi bila prva demonstracija direktnog popravka genetske bolesti (web-poveznica [4]).

Unato¢ znatnom napredovanju tehnologije CRISPR-Cas9, pitanje sigurnosti i u¢inkovitosti
terapije i dalje uzrokuju zabrinutost u podrucju klini¢kih ispitivanja. Najvecu prepreku Cine
moguci nezeljeni rezultati (,,off-target™), odnosno mogucnost da Cas9 cijepa na nezeljenim
mjestima u genomu koja sadrze sekvence slicne onima ciljanih gena. Za poboljsanje
specificnosti sustava CRISPR-Cas9 radi se na poboljSanju dizajna gRNA, proizvode se nove
verzije nukleaza Cas9 i optimiziraju nacini unosa sustava u stanicu. Novo dizajnirane varijante
xCas9 i HypaCas9 su vrlo precizne te ne cijepaju DNA na nezeljenim mjestima. Takoder,
poboljsanja u dizajnu sekvenci gRNA smanjit ¢e neZeljene uéinke tog sustava. Postoje i novi

alati dizajnirani za predvidanje ishoda genetskih modifikacija i identifikaciju potencijalnih
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mjesta ,,off-target (GUIDE-seq, BLESS, HTGTS i Digenome-seq). Osim stvaranja mutacija
na pogresnom mjestu U genomu (,,off-target®), zabrinutost uzrokuju mogucée delecije I
preraspodjele na molekuli DNA ciljnih stanica (You i sur., 2019). U ljudskim i mi$jim
stani¢énim linijama zabiljezene su velike delecije i kompleksne genomske preraspodijele
(insercije, inverzije i kombinirani oblici) u susjednim i udaljenim regijama ciljanih mjesta
cijepanja (Kosicki i sur., 2018). Jos jedna prepreka u optimizaciji sustava CRISPR-Cas9 je §to
se u dosadasnjim eksperimentima Koristio standardni ljudski genom, medutim, medu ljudima
postoje brojne individualne genetske varijacije zbog kojih moze do¢i do nepozeljnih
modifikacija Cak 1 s dobro programiranom gRNA (Scott i sur., 2017). Klini¢ka uporaba
tehnologije CRISPR-Cas bi zato trebala biti kombinirana s prethodnim sekvenciranjem cijelog
genoma pacijenta te predvidanjima rezultata i rizika, uz neophodno naknadno pracenje

pacijenta (You i sur., 2019).
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Tablica 5.1. Detalji klini¢kih ispitivanja koja koriste CRISPR-Cas9 sustav (preuzeto iz You i sur., 2019).

ClinicalTrials.gov

34

Type of Diseases Goal Intervention Start’End Date Status Phase Study Type Participants Sponsor or/and Affiliations D

Thalassemia to evaluate efficiency and safety of CTX001 CTX001(CD34+ hPSCs with CRISPR-Cas%) Sep 2018May 2019 recruiting 1.2 interventional 45 CRISPR Therapeutics MNCT03655678
SCD to evaluate efficiency and safety of CTX001 CTX001 Nov 2018/May 2022 recruiting 1,2 interventional 45 CRISPR Therapeutics NCT03745287
Thalassemia to evaluate efficiency and safely of HBB-comected IHSCs iHSCs (HEB gene correction) Jan 2019/Jan 2021 not yet recruiting | interventional 12 ﬂgﬂ Medical Science and Technology Co.. i pyagogag0
EBV-related malignancies to evaluate efficiency and safely of PDM-KO CTLs Flu, CTX, IL-2, PD1-KO EBV-CTLs Apr 2017/Mar 2019 recnuiting 1,2 interventional 20 Baorui Liu, Nanjing Drum Tower Hospital NCT03044743
HPV-related malignancies to evaluate efficiency and safety of TALEN and CRISPR-Cas9 TALEN and CRISPR-Cas8 Jan 20181Jan 2019 not yet recruiting 1 interventional 60 Hu Zheng, Sun Yat-Sen University NCT03057512
NSCLC to evaluate efficiency and safety of PD1-KO T cells CTX, PD1-KO T cells Aug 2016/Dec 2018 :ec::i:ft'l:;l 1 interventional 12 ou Lu, Sichuan University NCT02793856
Renal cell carcinoma to evaluate efficiency and safety of PD1-KO T cells IL-2, CTX, PD1-KO T cells MNov 2016/Nov 2020 not yet recruiting 1 interventional 20 *¥inglu Guo, Peking University NCT02867332
Prostate cancer to evaluate efficiency and safefy of PD1-KO T cells IL-2, CTX, PD1-KO T cells Nov 2016/Dec 2020 not yet recruiting 1 interventional 20 *¥inglu Guo, Peking University NCT02867345
Bladder cancer to evaluate efficiency and safely of PD1-KO T cells IL-2, CTX, PD1-KO T cells Sep 2016/Sep 2019 not yet recruiting 1 interventional 20 *¥inglu Guo, Peking University MNCT02863813
Esophageal cancer to evaluate efficiency and safety of FD1-KO T cells PD1-KO T cells Mar 2017/Dec 2018 recruiting 2 interventional 21 Shixiu Wu, Hangzhou Cancer Hospital NCT03081715
Tumor of CNS to screen and identify alleviating drugs of diseases collection of stem cells Nov 2015/Jun 2019 recruiting - observational 20 Roger Packer, Children's Research Institute NCT03332030
Pancreatic neoplasms to demonstrate RIPK1 inhibitor amplifies Pembro. actions CRISPR screen, GSK3145095, Pembro. Nov 2018/Nov 2022 not yet recruiting 2 interventional 220 ClaxoSmithKline NCT03681951
QOwvarian cancer to develop novel tests to diagnose ovarian cancer sample collection, CRISPR duplex sequence Sep 2018/Sep 2019 not yet recruiting - interventional 25 University of Washington NCT03606486
:;s;?elin-positive solid to evaluate efficiency and safety of edited anti-mesothelin CAR-T cells ;I}:\!I;- and TCR-KOfonly PD1-KO anti-mesothelin CAR-T PZJ:]aZrUQM 8Alun 2019Nov 2018/May recruiting 1 interventional 10 E::p\':;lidong, Chinese PLA General NCT03545815
T cell malignancies to evaluate efficiency and safety of CO7 CAR/28zeta CAR-T cells CD7 CAR/28zeta CAR-T cells, Flu, CTX Mar 2019/May 2038 not yet recruiting 1 interventional 21 Rayne Rouce, Baylor College of Medicine NCT03650011
B cell malignancies to evaluate efficiency and safely of CD19 and CD20/CD22 CAR-Tcells  CD19 and CD20 or CD22 CAR-T cells Jan 2018/May 2022 recruiting 1,2 interventional 80 E::p\"’n;id"”g' Chinese PLA General NCT03398367
B cell malignancies E‘}I’EO”"“’ GVHD of allogeneic TCR- and B2M-disrupted CD19 CAR-T TCR- and E2M-disrupted CD19 CAR-T cells Jun 2017May 2022 recruiting 1,2 interventional 80 E:gp\ﬁidmg' Chinese PLA General NCT03166878
:;’rzfn’?: melanoma, to evaluate efficiency and safely of GAR-T cells ?:-Esm CRISPR (TCRendo and PD1) CAR-T cells, CTX. - gop 2018an 2033 recruiing 1 interventional 18 University of Pennsylvania NCT02399448

EBY, Epstein-Barr virus; NSCLC, non-small cell lung cancer; KO, knockout; CTLs, cytotoxic T lymphocytes; CTX, cyclophc ide; Flu, IL-Z, i 2; iHSCs, induced pluripotent stem cells; GVHD, grafi-versus-host disease; Pembro., pembrolizumab; HPV, human papillomavirus; TCRendo, endogenous TCR.
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6 Dobijanje slika proteina u akciji

6.1 Mikroskopija atomskih sila

Mikroskopija atomskih sila (AFM, od atomic force microscopy) je tehnologija koja
omogucava pregled 1 mjerenje povrSinskih struktura s izuzetnom rezolucijom i preciznoscu.
Temeljna razlika AFM-a u odnosu na druge mikroskopske tehnike je u tome $to ne koristi
princip fokusiranja svjetla (opticki mikroskop) ili elektrona (elektronski mikroskop) na
povrsinu. Pomocu ostre probe AFM ,,0sje¢a* uzorak, odnosno njegovu povrsinu i time dobija
informacije o visini uzorka — za takvu informaciju bi kod tradicionalnih mikroskopa trebali

rotirati uzorak.

Preteca mikroskopa atomskih sila bio je ,,stylus profiler, opisan 1929. godine, ¢ija se mala
poluga s vrskom na kraju pomicala preko povrSine uzorka i tako pravila mapu visine uzorka
(slika 6.1). Ovakav tip mikroskopa rezultirao je slikama s uve¢anjem ve¢im od 1000 puta.
Problem kod stylus profilera bio je moguce savijanje probe pri sudaru s povr§inom uzorka, $to

bi u konacnici dovodilo do mogucéeg oste¢enja probe 1 uzorka te smanjenja dosljednosti slike.

Photographic Film
(moving with sample)

Light Source

mirror

— Spring
Fixed
Sample Stage

<>

Moving Sample Stage

Slika 6.1. Shema principa rada ranih modela profilera iz 1920-ih godina (preuzeto s web-izvora [2]).

Beskontaktni tip stylus profilera, nazvan topografiner demonstriran je 1971. godine (Young
i sur., 1972). Young je koristio ¢injenicu da emisija struje elektronskog polja izmedu metalne
probe i povrSine znatno ovisi o udaljenosti probe kod elektricki vodljivih uzoraka. Kod

topografinera proba je postavljena direktno na piezoelektri¢ni keramicki element koji je potom

35



Matea Kukolj: Tehnologija CRISPR-Cas9: nacela i primjena u geneti¢kom inZenjerstvu

pomicao probu u smjeru okomitom na povrSinu (z-Smjeru). Za pomicanje u X i y-smjerovima
koriSteni su dodatni piezoelektri¢ni elementi (Slika 6.2). Rezolucija topografinera bila je

uvelike ograni¢ena zbog vibracija instrumenta.
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Slika 6.2. Shema Youngovog topografinera i jedna od prvih slika dobivena instrumentom (preutezo [2].

Deset godina kasnije osmisljen je prvi skenirajuci tuneliraju¢i mikroskop, STM, koji je imao
manje poteSskoca uzrokovanih vibracijama, a za Ciji su izum 1986. godine Gerd Binning i
Heinrich Rohrer dobili Nobelovu nagradu za fiziku (Binning i sur., 1982). Skenirajuci
tuneliraju¢i mikroskop bazira se na konceptu kvantnog tuneliranja — kada se proba nalazi u
blizini ciljane povrSine, razlika potencijala izmedu probe i povrSine omogucuje tuneliranje
elektrona medu njima. Superiornost skeniraju¢eg tuneliraju¢eg mikroskopa nad topografinerom
leZi u tome $to je tuneliranje elektrona mnogo osjetljivije od emisije elektronskog polja na
udaljenost probe i uzorka. Tim mikroskopom uoceni su pojedinacni atomi silicija na povrsini,
a time je doSlo do moguénosti direktnog promatranja atomske strukture bez difrakcijskih

uzoraka (poveznica [2]).

Skenirajuci tuneliraju¢i mikroskop i danas ima Siroku primjenu pri karakterizaciji atomskih
struktura, unato¢ prili¢no velikom ograni¢enju na samo elektri¢ki provodljive uzorke. Zbog te
mane, od samog pocetka se razmatrala opcija novog instrumenta kojim bi se promatrali
elektricni izolatori. 1986. godine objavljen je ¢lanak pod nazivom ,,Atomic Force Microscope*
u kojem je opisana zamjena dotadasnje poluge i probe lijepljenjem malog dijamanta na kraj
opruge napravljene od tanke trake zlata (Binning i sur., 1986). Unato¢ tome Sto prvi mikroskopi

atomskih sila nisu imali rezoluciju poput skeniraju¢ih tuneliraju¢ih mikroskopa, doslo je do
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ogromne potraznje, a time i njihovog brzog razvoja, tako da je kombinacija zlata i dijamanta

brzo zamijenjena silikonskim materijalima.

Mikroskop atomskih sila kakav se danas koristi Cesto se usporeduje s tuneliraju¢im
elektronskim mikroskopom (TEM-om) i skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM-om).
Zbog mogucnosti analize elektri¢nih izolatora, priprema uzoraka za mikroskop atomskih sila je
minimalna, dok se za SEM 1 TEM elektri¢ni izolatori moraju dodatno prekriti metalnim slojem
te je za njih potrebno uspostaviti vakuumsku sredinu (tablica 6.1). lako za AFM nema
ogranicenja za veli¢inu uzorka, dobijanje slike zahtijeva barem dvostruko viSe vremena nego

kod SEM-a i TEM-a, tako da razlika u brzini moze biti znac¢ajna ve¢ i kod malih uzoraka.

Tablica 6.1. Usporedba mikroskopa atomskih sila sa skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) i
tuneliraju¢im elektronskim mikroskopom (TEM). Preuzeto s web-poveznice [2].

AFM

SEM

TEM

Sample preparation

little or none

from little to a lot

from little to a lot

Resolution 0.1 nm 5 nm 0.1 nm

Relative cost low medium high

Sample environment any vacuum(SEM) or gas vacuum

(environmental SEM)

Depth of field poor good poor

Sample type Conductive or conductive conductive
insulating

Time for image 2-5 minutes 0.1-1 minute 0.1-1 minute

Maximum field of view 100 pm | mm 100 nm

Maximum sample size unlimited 30 mm 2 mm

Measurements

3 dimensional

2 dimensional

2 dimensional

U praksi je Cesta kombinacija optickog mikroskopa s mikroskopom atomskih sila,
zahvaljuju¢i dobrom preklapanju dimenzija promatranog objekta (Slika 6.3). Optickim
mikroskopom odabire se podru¢je od interesa koje se potom skenira AFM-om, a kombinacija

AFM-a i fluorescentne mikroskopije ima velike prednosti u biologiji.

Velika prednost mikroskopa atomskih sila u biologiji proizlazi iz njegove sposobnosti da radi
u fizioloSkim uvjetima. Vecina bioloSkih procesa odvija se u teku¢em okruZenju i €esto ovisi o
prisutnosti odredenih soli i temperaturi otopine. Za AFM nije potrebno isusivati uzorke posto
se oni mogu promatrati u puferu, stoga uzorci nemaju promjene u strukturi. Promatranje
nukleinskih kiselina mikroskopom atomskih sila moze se odvijati u teku¢oj i suhoj okolini, a
najcesce se otopina postavlja na mica podlogu. Posto su obje mica i DNA negativnog naboja

njihovo spajanje potpomaze se dodavanjem kationa (npr. Mg?*) u pufer (poveznica [2]).

37



Matea Kukolj: Tehnologija CRISPR-Cas9: nacela i primjena u geneti¢kom inZenjerstvu

Optical Microscopy

-
L

A

Profilometry

<€ >
FE-SEM SEM
D 3 >
) AFM R
TEM
| ] | |
| | [
10 nm 10 pm 10 mm
< >
length scale

Slika 6.3. Usporedba skale duljina za razli¢ite mikroskope (preuzeto s web-poveznice [2]).

6.1.1 Rad s mikroskopom atomskih sila

Rad s mikroskopom atomskih sila generalno se smatra prili¢no jednostavnim te dobijanje
slika, uklju¢ujuéi pripremu uzorka, moze potrajati samo nekoliko sati. Priprema uzoraka za
AFM najcesc¢e ne zahtijeva poseban pristup kao priprema za ostale mikroskope (primjerice
SEM), a za neke uzorke, poput tankih filmova, nije potrebna nikakva dodatna priprema.
Opcenito, pri pripremi uzorka potrebno je obratiti najviSe paznje na nekoliko faktora: fiksiranje
uzorka uz podlogu, ¢isto¢u uzorka, veli¢inu uzorka i ¢vrsto montiranje uzorka na postolje.
Uzorci za AFM zahtijevaju dodavanje supstrata, a ako fiksiranje uz podlogu nije dovoljno dobro
moze do¢i do pomicanja materijala na podlozi od strane AFM probe. Takvo pomicanje, osim
rezultiranja losim slikama, moze i trajno kontaminirati probu. Druga mjera protiv kontaminacije
je osiguranje Cisto¢e uzorka. Veliki broj uzoraka prekriva se tekué¢im slojem koji je Cesto
kombinacija vode 1 ugljikovodika, tzv. ,kontaminacijski sloj*“. Pri koriStenju takvog tankog
sloja (nekoliko nanometara) ucinkovitost vizualizacije ispod sloja ne opada. Nadalje, vecina
mikroskopa atomskih sila je dizajnirana za male uzorke, gdje je najces¢a konfiguracija s

maksimalnim rasponom od 100um X 100um u smjerovima X i y te 10um u z smjeru.

Naposljetku, uzorak mora biti ¢vrsto montiran na postolje AFM-a kako se ne bi pomicao
tijekom skeniranja. Za montazu se Cesto koriste diskovi napravljeni od nehrdajuceg celika s
magnetskih svojstvima. Disk se postavlja u drzac¢ uzoraka u ¢ijoj se sredini nalazi magnet te

takva organizacija ¢ini uzorak vrlo stabilnim.
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Slika 6.4. Glavni koraci pri dobijanju AFM slika. Odabir oscilacijske frekvencije potreban je samo kod rada s
beskontaktnim AFM-om ili AFM-om s naizmjeni¢nim kontaktom [2].

Nakon postavljanja uzorka i probe (koja moze biti i prethodno postavljena) u uredaj radi se
poravnanje opticke poluge. Prvo se pomocu vijaka laser pomice paralelno i okomito s osi
nosaca, a potom se poravnava s fotodetektorom. Kada su uspostavljena sva poravnanja moze
se zapoceti s pristupom probe uzorku. Automatsko pristupanje probe razlikuje se medu
mikroskopima te je kod sporih probi Cesta kombinacija ru¢nog i1 automatskog pristupa.
Optimizacija parametara skeniranja naj¢esce se radi na nacin da se krene od ,,standardnih*
parametara koji se potom postepeno mijenjaju. Kada se uspostave Zeljeni uvjeti uzorak se
skenira te dobivaju slike uzorka, a na kraju koriStenja proba se povlaci na pocetni poloZaj

(poveznica [2]).

6.1.2 Vizualizacija dinamike CRISPR-Cas9 mikroskopijom atomskih sila velikih brzina

Brzina kojom se dobijaju slike klasicnim AFM-om jedna je od rijetkih mana te tehnologije,
a kroz proteklih nekoliko godina uloZeni su napori da se taj proces ubrza, §to je veoma znacajno
za bioloSke znanosti. Jedan od glavnih ¢imbenika je vrijeme potrebno da se dobije informacija
na racunalu nakon interakcije probe i uzorka, posto ta informacija putuje kroz petlju koju ¢ini
viSe uredaja. Redukcija vremena potrebnog da ti uredaji odgovore, kao i priguSivanje vibracija

uzrokovanih pomicanjem skenera omogucili su razvoj mikroskopa atomskih sila velikih brzina
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(high-speed AFM) (Ando i sur., 2013). Danasnji takvi mikroskopi mogu raditi brzinom od
otprilike 10-20 fps (slika po sekundi, ,,frames per second*‘) za manje uzorke (tipicno 2mm Visine
i promjera od 2mm), §to je dovoljno za stvaranje filma ponasanja uzorka (npr. makromolekula)

u realnom prostoru i vremenu (Ando, 2018).

Grupa japanskih znanstvenika 2017. godine objavila je rad u kojem su koriStenjem
mikroskopa atomskih sila velikih brzina vizualizirali CRISPR-Cas9 mehanizam u realnom
prostoru i vremenu (Shibata i sur., 2017).

Na slici 6.5 nalaze se usporedbe samog proteina Cas9 bez gRNA (apo-Cas9) i proteina Cas9
s dodanom gRNA (Cas9-RNA) kakav se koristi u genetickom inzenjerstvu. Vidljivo je da apo-
Cas9 poprima vise razlic¢itih konformacija u vremenu, dok se oblik Cas9-RNA znacajno ne

mijenja. Taj rezultat naglaSava ulogu vodec¢e RNA u odrzavanju stabilnosti kompleksa.
apo-Cas9
0s 0.25s 0.50 s 43s 6.3s 17.5s 243s 4.2
¢ | N W L R R A N
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Cas9-RNA

0s 0.20s . 17.2s 256s 58
» | » » C N U
— (n(r)n)

Slika 6.5. Promatranje apo-Cas9 (gore) i Cas9-RNA (dolje) mikroskopom atomskih sila velikih brzina. Bojom
je oznacena visina u nanometrima (preuzeto iz Shibata i sur., 2017).

U idu¢em dijelu eksperimenta promatrano je vezanje nukleaze Cas9 na ciljnu DNA sekvencu
i cijepanje DNA te njihova ovisnost o prisutnosti, odnosno odsutnosti MgCl.. Slika 6.5
pokazuje stvaranje Cas9-RNA-DNA kompleksa. Koristena DNA sekvenca sadrzi 600 parova
baza te je oznaceno mjesto od 20 nukleotida pokraj kojeg je TGG PAM sekvenca (Slika 6.6a).
Na Slikama 6.6b i 6.6¢ vidljivo je da je Cas9-RNA uspjesno sjela na ocekivano mjesto odredeno

sekvencom PAM.
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Slika 6.6. Sjedanje Cas9 na ciljnu sekvencu DNA odredeno PAM-om. A: shema koriStene DNA, ciljno mjesto
je obojano plavo, a sekvenca PAM ljubicasto. Trokutima su oznaena mjesta koja cijepaju nukleazne domene
RuvC (gore, ,,non target strand*“) i HNH (dolje, ,.target strand*). B: HS-AFM slika kompleksa Cas9-RNA-DNA u
odsutnosti MgCl,. C: Uzduzni prikaz DNA nakon spajanja Cas9-RNA. D: razdioba visine o¢itane mikroskopom
atomskih sila (preuzeto iz Shibata i sur., 2017).

Cijepanje ciljne sekvence DNA potpomognuto je dodavanjem MgCl; (Slika 6.7). Ovdje su
uocena dva stanja nukleazne domene HNH: inaktivno stanje (,,high-height*) i aktivno stanje
(,,Jow-height*). Bijele strelice na slici upucuju na inaktivno stanje, a ljubiCaste na aktivno stanje
domene HNH. Vidljivo je kako domena HNH fluktuira izmedu dva stanja, odnosno zadobiva
viSe konformacija dok ne dode na mjesto cijepanja DNA. Prethodno je zabiljezeno da postoje
tri glavne konformacije koje poprima domena HNH: R, I'i D, pri ¢emu su konformacije Rilu
skladu s postojecim kristalnim strukturama kompleksa, dok struktura konformacije D joS nije

odredena. (Sternberg i sur., 2015; Dagdas i sur., 2017).
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Slika 6.7. Promatranje cijepanja ciljne sekvence DNA mikroskopom atomskih sila velikih brzina u prisutnosti
MgCl,. Aktivna i inaktivna stanja nukleazne domene HNH naznadéena su ljubi¢astim, odnosno bijelim strelicama.
Bojom je oznacena visina u nanometrima (preuzeto iz Shibata i sur., 2017).

Dio molekula iz kompleksa Cas9-RNA ostaje ¢vrsto vezan za dio otpustene cijepane DNA
udaljen od sekvence PAM. Medutim, u ovom istrazivanju doslo je do njihovog odvajanja, a
pretpostavlja se da je odvajanje potpomognuto kontaktom s AFM probom. Za promatranje
pomicanja Cas9-RNA na molekuli DNA bilo je potrebno koristiti lipidni dvosloj kao podlogu,
posto on ne pokazuje jako medudjelovanje s kompleksom (Shibata i sur., 2017).
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7 Buduénost metode CRISPR-Cas9 i eticka pitanja

Nagli razvoj genetickog inZenjerstva potaknut razvojem sustava CRISPR-Cas9 do sada je
rezultirao veoma povoljnim ishodima u prirodnim znanostima i medicini. Razvijeni alati
omogucuju precizne izmjene gena, regulaciju transkripcije i epigeneticke modifikacije s
visokom preciznosc¢u i jednostavnosc¢u. Sustavi CRISPR pokazali su potencijal svoje uloge u
revoluciji genetike i medicine, a tehnologije razvijene na bazi sustava CRISPR pomazu u
razumijevanju funkcija gena i tako omogucuju dobar pristup u personaliziranom lijecenju

bolesti (You i sur., 2019).

Mogucénosti koristenja tehnologije CRISPR su mnogobrojne, a one se kre¢u od veé
spomenutih lije¢enja ozbiljnih bolesti pa sve do gotovo apstraktnih aplikacija, poput

proizvodnje biogoriva ili ¢ak vracanja izumrlih vrsta.

Kineski znanstvenici do sada su uspjeSno povecali otpornost miseva na virus HIV-a,
inducirajuc¢i mutacije koje stimuliraju otpornost na HIV. Takve mutacije prirodno se dogadaju
kod malog broja ljudi, a njihovo uvodenje u ljudske mati¢ne stanice moglo bi povecati
rezistenciju na virus HIV-a. Jo$ jedno istrazivanje u Kini zapocelo je 2018. godine, s ciljem
ometanja gena humanog papiloma virusa (HPV), virusa koji uzrokuje rak grlica maternice

(web-poveznica [6]).

Mnogo potencijalnih primjena javlja se i na podrucju prehrambene tehnologije. Jedan od
primjera je proizvodnja nisko alergene hrane (engl. allergy-free), na ¢emu radi tim australskih
znanstvenika. U bjelanjku jaja nalaze se Cetiri proteina koji uzrokuju alergije, a modifikacijom
to¢no odredenih regija gena mogu se dobiti jaja koja nece izazivati alergije (web-poveznica
[7]). Sli¢an pristup imaju i nizozemski znanstvenici koji koriste CRISPR-Cas9 za postizanje
izmjena na glutenu psenice. Time bi se oboljelima od celijakije omogucilo konzumiranje takve
pSenice, umjesto skupih namirnica bez glutena (engl. gluten-free) koje Cesto imaju nisku
kvalitetu zbog manjka svojstava koje donosi gluten (web-poveznica [8]). Zanimljiva primjena
CRISPR tehnologije dogodila se i pri proizvodnji zrna kave bez kofeina. Stvorena su genetski
modificirana zrna bezkofeinske kave, $to se inace postize skupim procesom koji je ujedno i
agresivan na zrna. Od geneti¢ki modificiranih zrna o€ekuje se da ¢e imati pozitivan utjecaj na
okus, nutritivnost, ali i cijenu bezkofeinske kave (web-poveznica [9]). Znanstvenici u Brazilu i
Irskoj rade na stvaranju prvih prirodno ljutih raj¢ica. Paprike su jedine biljke koji proizvode
tzv. ,,]jute molekule, kapsaicinoide, ali one su jedna od zahtjevnijih vrsta po pitanju kultivacije.

Rajcice su daleki srodnik paprikama te one takoder imaju sposobnost Pproizvodnje
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kapsaicinoida, medutim geni potrebni za to nisu aktivni. Pomocu tehnologije CRISPR-Cas9

radi se na aktivaciji gena koji ¢e potom proizvoditi kapsaicionoide (web-poveznica [10]).

Kao i kod ljudi, postoje ideje za iskorjenjivanje bolesti kod nekih zivotinja. Primjerice, psi
dalmatinci ¢esto nose genetsku mutaciju koja ih ¢ini podloznima bubreznim kamencima te se
u SAD-u planira popravak tih mutacija. S druge strane, u Kini su ve¢ nekoliko godina popularne
tzv. ,,mikro-svinje*, prvotno osmisljene kao model za proucavanje ljudskih bolesti. Takve
svinje su dobile veliki publicitet te su se uskoro pocele prodavati kao kuéni ljubimci, §to je
izazvalo razne reakcije u znanstvenoj zajednici (web-poveznica [11]). Pomoc¢u tehnike CRISPR
jedna je argetinska firma izmijenila gene kod konja koji kodiraju za miostatin, protein klju¢an
u razvoju misi¢a. Prvi takvi konji biti ¢e rodeni krajem 2019. godine, a oni bi se trebali
razlikovati od ostalih konja po brzini, jacini i sposobnosti boljeg skakanja. Posto u jahackim
sportovima ne postoji zabrana natjecanja za klonirane konje, takve geneticke izmjene zasigurno

¢e igrati ulogu u konjskim utrkama (web-poveznica [12]).

Godine 2018. britanski znanstvenici pokazali su kako se tehnologija CRISPR moze koristiti
u borbi protiv vrste komaraca koji su odgovorni za Sirenje malarije. Uveli su gen koji sprjecava
zenkama da lijeZu jajasca u slucaju kada oba roditelja nose taj gen. U provedenom eksperimentu
populacija je u potpunosti izumrla nakon sedam generacija komaraca. Sli¢na se testiranja
planiraju na invazivnim $takorima koji unistavaju ekosustave na otocima s ugroZenim vrstama
(web-poveznica [12]). Medutim, uplitanje covjeka u ekosustavu nosi velike rizike u
narusavanju njegove ravnotez. Cak i eliminacija vrsta koje naizgled nemaju veliku ekologku
vrijednost mogla bi imati katastrofalne posljedice, od poremecaja u hranidbenom lancu pa do

mogucénosti da se bolesti poput malarije po¢nu $iriti preko drugih vrsta (web-poveznica [6]).

Prije dvije godine, grupa znanstvenika s Harvarda objavila je kako rade na razvoju embrija
za hibridnu vrstu izmedu slona i mamuta. Oni se nadaju kako bi povratak izumrlog vunastog
mamuta mogao doprinijeti borbi protiv globalnog zatopljenja. Kretanjem i udaranjem po
snijegu, mamuti bi pomogli kruzenju hladnog zraka i time umanjili otapanje tundre. U ovom
istrazivanju slonovi koji se koriste su ugrozena vrsta azijskog slona, §to je neprakti¢no, ali u
mnogim o¢ima i neeticki. Znanstvenici se nadaju da ¢e fetuse moci razvijati u laboratoriju, bez

potrebe za zivu¢im surogatima (web-poveznica[13]).

Geneticko inzenjerstvo pobuduje vazna eticka pitanja te je za donosenje bilo kakvih odluka
vazno uzeti u obzir cjelokupni spektar mogucih ishoda, kao i1 njihove vjerojatnosti. Eticka
pitanja oko geneti¢kog inzenjerstva temeljenog na metodi CRISPR mogu se grupirati oko tri

znacajnije tocke: pogreski tijekom postupka izmjenjivanja gena (,,off-target, nepotpunost,

44



Matea Kukolj: Tehnologija CRISPR-Cas9: nacela i primjena u geneti¢kom inZenjerstvu

nepreciznost), nasljedivanja modificiranih gena i povezanosti izmedu genetske informacije i
bioloskog fenotipa. Mnoga bioloska svojstva odredena su kompleksnom aktivnosti brojnih
gena, te je prilicno tesko dizajnirati fenotip na razini cijelog organizma. Razumijevanje kada i
u kojoj mjeri izmjene na odredenom genu mijenjaju Zeljeni fenotip od izuzetne je vaznosti pri

donosenju rizi¢nih odluka (Brokowski i Adli, 2019).

Jedno od najkontroverznijih pitanja o tehnologiji CRISPR proizlazi iz mogucih primjena te
tehnike na modifikacije ljudskih embrija. No tu krivnju snosi i nedostatak definicije ljudskog
embrija, pri ¢emu dio znanstvene zajednice smatra da bi trebalo biti nedopustivo
eksperimentirati na embrijima starijim od 14 dana, dok druga krajnost embrij priznaje tek kada
posjeduje odredenu ,,0sobnost*“. Postoje strahovi koji proizlaze iz ideja mijenjanja embrionalnih
stanica, medu kojima se istice strah od mijenjanja ljudske rase sa svrhom dobivanja pozeljnih

nasljednih karakteristika (Brokowski i Adli, 2019).

Prve genetski modificirane bebe pomocu tehnike CRISPR su blizanke rodene u Kini 2018.
godine $to i danas izaziva veliku buru u javnosti. Blizankama su uvedene genetske mutacije s
namjerom da se smanji podloznost infekciji virusom HIV-a. Javnost i znanstvena zajednica
osudile su takvu intervenciju, ne samo zato §to se smatra nepotrebnom, ve¢ prvenstveno jer se

protivila uspostavljenim konsenzusima i etiCkim normama (Li i sur., 2019).

Koristenje genetickog inzenjerstva u prehrambenoj industriji razli¢ito je regulirano u
razli¢itim dijelovima svijeta, Sto Cesto predstavlja problem brojnim projektima. Europska Unija
trenuta¢no ima vrlo stroge regulacije po pitanju upotrebe genetickog inZenjerstva metodom
CRISPR i istrazivanja poput prethodno spomenutih nisko alergenih jaja mogla bi dugo ¢ekati
na odobrenje, bar na podrucju Europe (web-poveznica [12]). Podaci iz 2016. godine govori
kako je 795 milijuna ljudi na svijetu pothranjeno, a ¢ak dvije milijarde ljudi nema pristup
kljuénim nutrijentima poput Zeljeza i vitamina A. CRISPR ima potencijal popraviti nedostatak

glavnih nutrijenata i prosiriti dostupnost hrane visoke kvalitete.

Zanimljiva je 1 rasprava o granicama izmedu medicinskih potreba i ,,poboljSavanja ljudske
rase®, gdje se Cesto gubi linija izmedu pojmova terapija i unaprjedenje. Jedan od primjera je
genetska modifikacija za smanjenje koli¢ine loSeg kolesterola, koje vodi zdravijem nacinu
zivota. Dugoro¢no to koristi i pojedincu i drustvu, ali i dalje stoji pitanje je li takvo nesSto

medicinska potreba ili samo poboljSanje kvalitete Zivota (Brokowski i Adli, 2019).
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8 Zakljucak

Otkric¢e sekvenci CRISPR i razumijevanje njihove uloge u obrani bakterija od virusa bili su
prvi koraci prema razvoju sustava CRISPR kao nove metode u genectickom inZenjerstvu.
Sposobnost proteina kaspaze 9 (Cas9), povezanog sa sustavom CRISPR da, navoden
molekulom RNA (gRNA), cijepa molekulu DNA na Zeljenim mjestima i prvi eksperimentalni
rezultati rezanja virusne DNA ukazali su na potencijal koji posjeduje sustav CRISPR-Cas9.
Prenosivost sustava medu vrstama i njegova programibilnost u laboratoriju potaknule su veliki
broj istrazivanja diljem svijeta zahvaljuju¢i kojima je geneticko inZenjerstvo jedna od

tehnologija koje se trenuta¢no najbrze razvijaju.

Vodi¢ ili guide RNA (gRNA) je kratka molekula RNA koja usmjerava protein Cas9 da
izazove dvolancani lom na molekuli DNA na mjestu komplementarnog sparivanja gRNA i
ciljne DNA. Vodi¢ RNA se lako dizajnira u laboratoriju hibridizacijom varijabilne crRNA,
odgovorne za sparivanje s cilinom DNA i nevarijabilne tracrRNA, odgovorne za povezivanja s
kaspazomm 9. Danas je ¢esta metoda istovremeno ciljanje veceg broja meta u molekuli DNA
pomocu nekoliko gRNA, Sto doprinosi jednostavnosti i ucinkovitosti tehnologije CRISPR-
Cas9. Nakon izazvanog dvolan¢anog loma moguce je potaknuti precizan homologni direktni
popravak (HDR) dodavanjem tzv. predloska popravka (engl. repair template) ili pustiti da dode
do nepreciznog popravka mehanizmom nehomolognog povezivanja krajeva DNA (engl. non-
homologous end-joining, NHEJ) koji uzrokuje mutacije pomaka okvira ¢itanja i zaustavlja
stvaranje funkcionalnih proteina. Mutacijama u nukleaznim domenama sustava Cas9 i u
domeni PAM mozZe se utjecati na poboljSanje specificnosti tog enzima u odnosu na prirodni
protein Cas9. Unos kompleksa Cas9 u stanicu takoder ima ulogu u kona¢nom ishodu tehnike
CRISPR-Cas9, posto je vazno maksimalno smanjiti moguci toksi¢ni utjecaj na stanicu koji se
moze pojaviti tijekom unosa plazmida. Za neke stanice stoga se umjesto unosa plazmida
preporucuje unos kompleksa CRISPR kao ribonukleoproteinskog kompleksa metodom

elektroporacije.

Razvoj i napredak prirodnih, biomedicinskih i biotehnickih znanosti biti ¢e kljucni faktor u
buducnosti genetickog inzenjerstva. Danas postoje moguénosti vizualizacije sustava CRISPR-
Cas9 u akciji, §to omoguéava poboljsana tehnika mikroskopije atomskih sila (AFM).
Vizualizacija sjedanja proteina na ciljnu sekvencu i prouc¢avanje konformacija njegovih domeni

od velike su vaznosti za daljnje korake u razvijanju tehnike CRISPR-Cas9.
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Tehnologija CRISPR-Cas9 do sada je uspjeSno primijenjena u poljoprivredi te testirana na
nekim ljudskim bolestima, ponajvise na virusu HIV-a. Rezultati postignuti koristenjem tehnike
CRISPR-Cas9 su obecavajuci, a pogledi su usmjereni na Sto vise potencijalnih klini¢kih
ispitivanja. Posto tehnologija CRISPR-Cas9 jo$ uvijek nije usavrSena (najveéi problem ¢ine
moguca cijepanja na nezeljenim mjestima), njezino daljnje razvijanje 1 primjena moraju se

odvijati u sigurnim i kontroliranim uvjetima.
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