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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Otkric¢e strukture molekule DNK dovelo je do procvata biokemije te raznih otkri¢a koja su
omogucila razvoj raznih nacina za editiranje genoma. Jedan od tih nadina je KkoriStenje
CRISPR/Cas sustava. Ovi sustavi dijele se u dvije klase, a najistrazeniji je CRISPR/Cas9
sustav. Od raznih otkrivenih CRISPR/Cas sustava, CRISPR/Cas9 pokazao se kao najbolja
opcija za editiranje genoma. CRISPR/Cas9 sustav u prirodi se nalazi u bakterijama i dio je
njihovog imunoloskog odgovora na viruse. Od otkrica CRISPR-a do usavrSavanja
CRISPR/Cas9 sustava za editiranje genoma koje jo$ uvijek traje, proslo je mnogo godina u
kojima su znanstvenici otkrivali dio po dio CRISPR/Cas9 slagalice. Jednostavost i dostupnost
velika je prednost ovog sustava, ali jos uvijek postoje dijelovi mehanizma djelovanja sustava
koji ga c¢ine nesigurnim za koristenje. Otkricem inhibitora CRISPR sustava te daljnjim
razvojem njihova djelovanja mogu¢ je razvoj CRISPR/Cas9 sustava sigurnog za Koristenje.
Jednostavnost koriStenja ovog sustava ¢ini ga izvrsnim alatom za mnoge primjene i trenutno se
provode razna istrazivanja za primjenu na raznim bolestima te modifikacijama biljaka. U 2020.

godini je za otkrice CRISPR/Cas9 genetskih skara dodijeljena Nobelova nagrada za kemiju.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1953. godine kemicarka Rosalind Franklin fotografirala je pedeset i prvi uzorak DNK dobiven
difrakcijom rentgenskih zraka.! Ta fotografija postala je kljuéna u otkrivanju strukture DNK
koju su otkrili znanstvenici James Watson 1 Francis Crick iste godine i time omogu¢ili daljnja
istrazivanja.® Biokemi¢ar Arthur Kornberg radio je na otkrivanju enzima koji su potrebni za
sintezu DNK. Nakon otkrica DNK polimeraze 1956. godine sintetizirao je molekulu DNK in
vitro.2 Otkri¢e DNK ligaza 1967. znanstvenika iz ,,Gellert, Lehman, Richardson, and Hurwitz
laboratories* i otkrice restikcijskih enzima mikrobiologa Wernera Arbera doveli su do stvaranja
rekombinantne DNK (rDNK) 1973. godine u kojem su sudjelovali biokemicar Stanley N.
Cohen i istraziva¢ Herbert W. Boyer. 3° Najvaznije svojstvo rekombinantne DNK je moguénost
prirodnog repliciranja bez obzira na to $to je umetnuta u neki drugi organizam.

Sve su to bila vrlo bitna otkri¢a bez kojih molekularni biolog Yoshizumi Ishino ne bi mogao
otkriti CRISPR. Y. Ishino istrazivao je iap gen, gen odgovoran za konverziju izozima alkalne
fosfataze u bakteriji Escherichia coli. Sekvenciranjem fragmenta DNK u kojem se nalazio iap,
primjetili su da se isti slijed ponavlja vise puta.® Niz sljedova koji se ponavljaju kasnije su
nazvani CRISPR.

Cas proteini su nukleaze koje imaju vaznu ulogu u imunoloSkom odgovoru odredenih
bakterija. CRISPR/Cas9 pripada tipu Il CRISPR/Cas sustava te je za funkcioniranje takvog tipa
CRISPR/Cas sustava potreban Cas9 protein.’

Prije otkrica CRISPR sustava za editiranje genoma, metoda koja se Cesto koristila za
editiranje genoma bile su nukleaze cinkovih prstiju, restrikcijski enzimi dobiveni spajanjem
domene koja cijepa DNK i domene DNK na koju se veZe cinkov prst, strukturni motiv koji
ima moguc¢nost koordinatnog vezanja s jednim ili viSe iona cinka. Ove nukleaze uspjesno su
editirale, ali su bile vrlo skupe za koristenje. Otkricem CRISPR metode, znanstvenici su
dobili metodu editiranja genoma koja je jeftina, brza i jednostavna za koristenje. Ova metoda
takoder omogucuje vrlo Siroku primjenu od istrazivanja raznih bolesti uzrokovanih virusima,
autoimunih bolesti do tumora te modificiranja biljaka. Editiranje genoma pomo¢u CRISPR-a
omogucilo je editiranje genoma u mnogim organizmima. Zbog pretpostavke da bi mogao

ubrzati gensku terapiju, CRISPR sustav se takoder koristi u istraZivanju genskih terapija za
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§1. Uvod 2

razne bolesti. Jedna od najvaznijih znacajka CRISPR sustava je specifi¢nost u editiranju
genoma.®

2020. godine, znanstvenicama Emmanuelle Charpentier i Jennifer Doudna dodijeljena je
Nobelova nagrada za kemiju za otkrice CRISPR/Cas 9 genetskih skara (slika 1). Vaznost
ovog otkri¢a je editiranje genoma s vrlo visokom preciznosc¢u sto otvara vrata za pronalazak

novih terapija za razne bolesti, a mozda u buduénosti i izlje¢enje nasljednih bolesti.’

RNK vodilja

e

| —

' \ //7(’.\ \ genom /

\o &

Slika 1. CRISPR/Cas9 sustav (preuzeto i prilagodeno iz ref. 7)

U nastavku su opisani porijeklo i bioloska uloga, stuktura i podjela CRISPR/Cas sustava,

inhibicija te primjena sustava CRISPR/Cas9.
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8 2. Prikaz odabrane teme 3

§ 2. SUSTAV CRISPR/Cas9

2.1. Porijeklo i bioloSka osnova sustava CRISPR/Cas9
2.1.1. Porijeklo sustava CRISPR/Cas9

Bakterije su jednostani¢ni organizmi. Jedan su od najranijih oblika Zivota na Zemlji te Zive u
svakom mogucem stanistu. Jedan od mnogih na¢ina podjela bakterija je podjela na Gram
pozitivne i Gram negativne bakterije koja ih dijeli po kemijskim i fizickim svojstvima
stani¢ne stijenke. U procesu metode bojanja po Gramu, bakterije koje su obojane plavo su
Gram pozitivne, a one koje su obojane crveno su Gram negativne.® Arheja su jednostaniéni
mikroorganizmi koji najceSce Zive u ekstremnim uvjetima. Najvaznija razlika izmedu
bakterija i arheja je ta da stani¢na stijenka arheja ne sadrzi peptidoglikan.®

1987. godine u bakteriji E. coli, Gram negativnoj bakteriji, otkriveni su sljedovi DNK koji
se ponavljaju te su razdvojeni pravilnim razmacima (slika 2). 1991. ti pravilni razmaci
otkriveni su u kompleksu Mycobacterium tuberculosis, Gram pozitivne bakterije evolucijski
udaljene od E.coli.!! Francisco Mojica je 1993. godine otkrio CRISPR u arhejama
istrazivajuci regulacijske mehanizme arheje Haloferax mediterranei kad je primjetio da
postoje dijelovi DNK koji se ponavljaju i razmaknuti su pravilnim razmacima (slika 3). Od

1996. do 1999. otkriveni su sli¢ni ponavljaju¢i segmenti u drugim bakterijama i arhejama.*?
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Slika 2. CRISPR niz bakterije E.Coli (preuzeto i prilagodeno iz ref. 6)
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4
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Slika 3. Autoradiograf Sangerovog sekvenciranja DNK H. mediterranei. Pravilni razmaci

oznaceni su vertikalnom linijom (preuzeto iz ref. 12)

Funkcija CRISPR-a u bakterijama i arhejama nije bila jasna do otkri¢a da su sljedovi koji
¢ine pravilne razmake izmedu ponavljajucih sljedova homologni sa sljedovima DNK u
bakteriofazima i plazmidima. 2002. godine prilikom istrazivanja regulacije gena bakterije
Streptococcus pyogenes pronadena je mala molekula RNK koja se u bakteriji nalazila u

velikoj koli¢ini, ali njena uloga u regulaciji gena jo$ nije bila poznata. Zakljuceno je da je
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8 2. Prikaz odabrane teme 5

nukleotidni slijed ove RNK vrlo blizak CRISPR sljedu bakterijskog genoma.” Ovo otkriée
dovelo je do ideje da CRISPR sustav sudjeluje u obrani bakterije od virusa odnosno da su
CRISPR/Cas sustavi ste¢eni imunoloski sustavi bakterija i arheja.** Funkcija CRISPR/Cas
sustava kao prokariotskog steCenog imuniteta dokazana je 2007. godine pomocu bakterije
Streptococcus thermophilus. Umetanje DNK slijeda bakteriofaga u segment pravilnih
razmaka u CRISPR-u dovelo je do razvijanja rezistencije te bakterije na odgovarajuci
bakteriofag. Ekspresijom CRISPR/Cas sustava S. thermophilus u E. coli pokazala se
heterologna' zastita od infekcije bakteriofagom pomoéu CRISPR/Cas9 sustava bakterije S.
thermophilus. Ovo istrazivanje je takoder pokazalo kako je Cas9 glavni protein koji je
odgovoran za funkcioniranje CRISPR/Cas9 sustava.® 2008. godine dokazano je da RNK
molekule koje proizvodi CRISPR, crRNK, imaju kljuénu ulogu u obrani bakterija od virusa.
Rezultati istrazivanja su takoder ukazali na to da je DNK meta CRISPR sustava. Za Cas
proteine se pretpostavljalo, a kasnije je i dokazano da su oni efektori prokariotskog imuniteta.
Daljnjim istrazivanjima zapazeno je da je CRISPR/Cas sustav sli¢an steCenom imunitetu
kraljeznjaka s bitnom razlikom da se kod kraljeznjaka steCeni imunitet ne nasljeduje. 2011.
godine otkriveno je kako je nepoznata molekula RNK, sada nazvana tracrRNK, neophodna da
dugacka RNK koja nastaje iz CRISPR slijeda u genomu prijede u aktivnu formu. 2012.
godine E. Charpentier i J. Doudna otkrile su da tracrRNK nije potrebna samo za prijelaz
crRNK u aktivnu formu. Kad Cas9 ima pristup tracrRNK, molekula DNK ¢e biti pocijepana
u dva dijela. Spajanjem tracrRNA i crRNK dobile su molekulu koju su nazvale sgRNK ili

RNK vodilja. sgRNK komplementarna je dijelu DNK na kojem ée molekula biti pocijepana.t®

2.1.2. BioloSka osnova sustava CRISPR/Cas9

Imunost je sposobnost organizma da se obrani od bioloskih ili kemijskih opasnosti poput
infekcija i bolesti. Postoje dva dijela imunosti: nespecifi¢na (prirodena) i specifi¢na (ste¢ena)
imunost. Stecena imunost razvija se u kontaktu s patogenima te ima sposobnost prepoznati
razne karakteristike patogena i odgovoriti na prikladan na¢in.** Zbog jednostavnosti

prokariota i kompleksnosti steCenog imunosnog sustava, smatralo se da bakterije nemaju

| Zagtita pomocu heterologne ekspresije gena koja podrazumijeva ekspresiju odredenog gena u domaéinu koji on
prirodno ne sadrzi
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8 2. Prikaz odabrane teme 6

takav sustav do otkrica CRISPR/Cas sustava. CRISPR se moze pronaci u bakterijskom

kromosomu i u plazmidu. Aktivnost CRISPR-a zahtjeva prisutnost cas gena koji kodiraju

proteine koji su potrebni za imunoloski odgovor. *°

Genski lokus' CRISPR/Cas sustava naziva se CRISPR niz. Sadrzi dvadeset do pedeset
parova baza koji su odvojeni sljedovima DNK koji se nazivaju ,,spacer®, odnosno razmaknica,
kojima prethode regije bogate adeninom i timinom.*®> DNK virusa koji napada bakterije ima
slijed koji je identi¢an odredenoj razmaknici i naziva se ,,protospacer®, 0dnosno proto-
razmaknica. Dodavanjem novih razmaknica mogu se raspoznati novi virusi. Nove razmaknice
dodaju se na jednu stranu CRISPR-a te ¢ine CRISPR kronoloskim slijedom virusa s kojim se

bakterija susrela. 16
Mehanizam djelovanja CRISPR/Cas9 sustava kao ste€enog imuniteta ima tri faze:

adaptacija, ekspresija i interferencija (slika 4)
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Slika 4. Mehanizam djelovanja CRISPR/Cas9 sustava (preuzeto i prilagodeno iz ref. 6)

" Specifi¢na pozicija odredenog gena u DNK
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§ 2. Prikaz odabrane teme 7

U fazi adaptacije proto-razmaknica se umec¢e u CRISPR ¢ime se dobije nova razmaknica. Na
ovaj nacin bakterija moze zapamtiti genetski materijal virusa. Proteini Casl i Cas2 potrebni su
za umetanje proto-razmaknica. Oni formiraju kompleks kako bi uhvatili segment strane DNK
i umetnuli ju u CRISPR niz. Niz nazvan PAM nalazi se pored proto-razmaknice i kljucan je
za lociranje to¢ne proto-razmaknice te za interferenciju. Odrzavanje faze adaptacije preduvjet
je za odrzavanje ekspresije i interferencije. U fazi ekspresije, CRISPR niz se prvo transkribira
u u dugacki lanac prekursora CRISPR RNK, pre-crRNK, koji kasnije prelazi u zrelu CRISPR
RNK, crRNK, koja sadrzi informaciju o virusu. Znacajka crRNK je ta da je svaka specificna
za odredenu metu. Za pretvorbu pre-crRNK u crRNK potrebna je ribonukleaza 111 i tracrRNK
te Cas9 protein.’® tracrRNK ima strukturu ukosnice i sadrzi niz koji je djelomi¢no
komplementaran CRISPR nizu koji se ponavlja §to omogucuje vezanje za crRNK 1 stvaranje
kompleksa s Cas9. tracrRNK i pre-crRNK tvore dupleks koji je stabiliziran pomocu Cas9, a
RNaza Il prepoznaje taj dupleks i procesira ga te nastane crRNK.Y" crRNK dalje prelazi u
manje molekule RNK. U fazi interferencije, crRNK se koriste kao vodi¢i za prepoznavanje
strane DNK. Sustav koristi PAM niz da identificira zeljeni niz koji ¢e napasti. tracrRNK-
crRNK dupleks tvori ribonukleoproteinski kompleks s Cas9, jedinim proteinom potrebnim u
ovoj fazi, te ga vode do mijesta u ciljnoj molekuli na kojem ée se dogoditi cijepanje.*® Cas9 se
veze za tractRNK-crRNK dupleks pomoc¢u motiva bogatim argininom koji se nalazi na
unutarnjoj strani reznja koji sadrzi a-zavojnicu. Vezanjem dupleksa dolazi do konformacijske
promjene u Cas9 koja rezultira stvaranjem kanala koji pozicionira nukleinsku kiselinu duz
proteina. Endonukleazna domena prelazi u konformaciju za cijepanje ciljne molekule.
Vaznost PAM niza kod pronalska mete je ta da Cas9 zbog PAM niza ne identificira vlastiti
kromosom kao metu. Cas9 se nasumicno veze za DNK dok ne naide na PAM niz. Domena
koja interagira s PAM nizom ¢vrsto se veze za ciljnu molekulu DNK. Ovim vezanjem dolazi
do druge konformacijske promjene Cas9 zbog koje se DNK koja ¢e se cijepati zarobi u
prostoru izmedu dva reznja Cas9. Cas9 cijepa DNK na udaljenosti od 3 bazna para od PAM
niza. Dolazi do razdvajanja lanaca DNK i pozicioniranja u endonukleazna aktivna mjesta koja
koriste ione metala. Cijepanje se dogada pomocu dvije domene: HNH i RuvC. HNH domena
cijepa lanac DNK koji je komplementaran sgRNK, a RuvC domena cijepa drugi DNK lanac,

onaj koji nije komplementaran sgRNK. Aktivna mjesta u kojima se dogada cijepanje koriste
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8 2. Prikaz odabrane teme 8

ion magnezija kao dvovalentni kation, ion mangana se takoder moze koristiti, a ion kalcija
nije pogodan jer inhibira aktivnost.!” Nakon cijepanja strane DNK, ta DNK se deaktivira.
Kod editiranja genoma pomo¢u CRISPR/Cas9 sustava, mjesto na kojem je DNK pocijepana
moze se popraviti nehomolognim spajanjem krajeva ili homolognim popravkom koji rezultira

genomskom modifikacijom na mjestu cijepanja pomo¢u homolognog predloska za popravak
(slika 5).18

Cas9
i sERMNK
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Slika 5. Mehanizmi popravka DNK kod editiranja genoma (preuzeto i prilagodeno iz ref. 18)
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8 2. Prikaz odabrane teme 9

2.2. Struktura CRISPR/Cas9 i podjela CRISPR/Cas sustava
2.2.1. Struktura sustava CRISPR/Cas9

Cas9 protein bakterije S. pyogenes (SpyCas9) velika je multifunkcionalna DNK endonukleaza
koja se sastoji od vise domena. U neaktivnom obliku Cas9 mogu se razaznati dva reznja:
REC, rezanj koji sluzi za prepoznavanje zavojnice i NUC, rezanj koji sadrzi dvije nukleazne
domene HNH i RuvC, te CTD domenu (slika 6). ReZnjevi su povezani pomocu zavojnice
bogate argininom 1 pomocu jo$ jedne poveznice. REC rezanj sadrzi 3 domene koje sadrzavaju
alfa zavojnice, Hel-1, Hel-I1 i Hel-III. CTD domena sadrzi regiju za interakciju s PAM nizom.
U inaktivnoj formi enzima regija za interakciju s PAM nizom je neuredena i ne moze
prepoznati ciljnu DNK Sto je u skladu s ¢injenicom da za prepoznavanje DNK, odnosno

aktivaciju endonukleaze, Cas9 mora biti vezan za sgRNK. 8

Slika 6. Struktura neaktivnog oblika proteina Cas9 bakterije S.Pyogenes (preuzeto i

prilagodeno iz ref. 18)

RuvC domena proteina Cas9 strukturalno je sli¢na retroviralnim integrazama, enzimima
koji kataliziraju umetanje virusne DNK u stanicu koju napadaju, koji imaju specifi¢an nacin
smatanja. Ova sli¢nost sugerira da u katalitickom mehanizmu za cijepanje
nekomplementarnog lanca sudjeluju dva metalna iona (slika 7). HNH domena ima tip
smatanja BBo-metal koji je karakteristican za HNH endonukleaze i za razliku od RuvC

domene koristi jedan metalni ion u katalizi (slika 8).8
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8 2. Prikaz odabrane teme 10

Slika 7. RuvC domena proteina Cas9 (preuzeto iz ref. 18)

Slika 8. HNH domena proteina Cas9 (preuzeto iz ref. 18)

Da bi CRISPR/Cas9 sustav pocijepao DNK, Cas9 mora prije¢i u aktivni oblik. Promjene
koje se dogadaju prijelazom iz jednog oblika u drugi su vidljive usporedbom struktura
inaktivnog Cas9 i aktivnog Cas9, odnosno Cas9 vezanog za sgRNK (slika 9). Najistaknutija
konformacijska promjena dogada se u REC reZnju gdje se vezanjem sgRNK zavojnica Hel-111
pomiée prema HNH domeni za 65 A. Vezanje za ciljnu DNK i PAM niz ne uzrokuje takve
velike konformacijske promjene Sto ukazuje na to da se veéina strukturalnih promjena dogada

prije vezanja ciljne DNK i da je sgRNK vazan regulator funkcija Cas9.®
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8 2. Prikaz odabrane teme 11

Aktivni oblik
Cas9

sgRNK
Slika 9. Usporedba aktivnog i neaktivnog oblika proteina Cas9 (preuzeto i prilagodeno iz ref.
18)

CRISPR sljedovi su kratki, pravilno razmaknuti ponavljaju¢i palindromski nizovi.
Palindromski nizovi su sljedovi baza koji imaju dvostruku os simetrije, a molekule koje
sadrze palindromske sljedove ¢esto zauzimaju strukturu ukosnice (Slika 10), npr. tracrRNK.
Palindromski sljedovi se ne mogu translatirati u funkcionalne proteine, ali kao i u
CRISPR/Cas9 sustavima, proteini ih koriste za prepoznavanje mjesta na kojem ¢e cijepati
molekulu DNK. CRISPR regija sadrZi promoter koji osigurava transkripciju u pre-CcrRNK.
RNK molekule koje nastaju transkripcijom CRISPR nizova sastoje se od 23 do 47 parova

baza.®
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Palindromski niz Palindromski niz
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Slika 10. Smatanje molekule DNK i RNK u strukturu ukosnice (preuzeto i prilagodeno iz ref.
19)

2.2.2. Podjela CRISPR/Cas sustava

Podjela CRISPR/Cas sustava pokazuje raznolikost i kompleksnost ovih sustava. CRISPR/Cas
sustavi podijeljeni su u dvije klase (slika 11). Klasa 1 se sastoji od tipa I, tipa Il i tipa IV.
Klasa 2 se sastoji od tipa Il, tipa V i tipa VI. CRISPR/Cas9 sustav spada u tip 11 klase 2 (slika
12). Klasifikacija CRISPR/Cas sustava zasniva se na razlikama u Cas proteinima i razlikama
u interferenciji. U sustavima klase I, Cas6 je enzim koji je odgovoran za procesiranje pre-
crRNK dok u vecini sustava tipa 11 tu ulogu ima bakterijska ribonukleaza I11 (RNaza I11).
Efektorska molekula sustava klase 1 sastoji se od viSe Cas proteina, a u sustavima klase 2
efektor molekula je velika molekula jednog Cas proteina, ovisno o tipu sustava. Efektorske
molekule sustava klase 2 razlikuju se prema strukturi. Tipovi i podtipovi klase 2 razlikuju se
prema mehanizmima procesiranja pre-crRNK. Tip VI i podtip V-A za procesiranje nemaju
posebnu molekulu ve¢ je ona dio efektorskog proteina. Za razliku od njih, tip II,

CRISPR/Cas9 sustav, i nekoliko podtipova tipa IV Kkoriste enzin koji nije povezan s Cas
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proteinom, RNazu I11. Proteini Casl do Cas13 ¢ine srz sustava klase 2 koja uz njih sadrzi i

mnoge pomoéne molekule koje su slabije povezane s CRISPR/Cas sustavom.?

Adaptacija Ekspresija Interferencija Provodenje signala/pomoéne molekule
I " 1 I 1
Parmadna
Panavjajudi ) Pracagiran]e ) Sinteza Senror Elektor Nukleaza molekula!
clijed  Inlegracfaspacera s ey ©RMK §vezanje 22 ciljnu melellu Cjepanje

ﬂl!iﬂ}.ﬂalﬂ

ool
[ | —— — ——————

T il @E@EE COIEEDED =)

v i EREE  ESR@EEaEs {5
o [ CDEDE GO 0 ) &
Tev MM PGSR ew )
rov N SR 0 CCEeT )

Slika 11. Podjela CRISPR/Cas sustava (preuzeto i prilagodeno iz ref. 20)

casd [ cas12 [ cas13 casl cas? casd

tracrRNA jedan efektor protein

Slika 12. Klasa 2 CRISPR/Cas sustava (preuzeto i prilagodeno iz ref. 20)

Sustavi tipa Il klase 2 dijele se na 3 podtipa: tip 11-B, tip 11-Ai tip I1-C (slika 13). Tip 1I-A
sadrzi csn2 gen. Csn2 protein je vazan za integraciju razmaknica, ali nije potreban za
interferenciju. Tip I1-B sadrzi cas4 gen. Cas4 protein je nukleaza i sadrzi 5'- egzonukleaznu
aktivnost. Tip 11-B takoder sadrzi dodatnu molekulu RNK, scaRNK koja uz Cas9 i tracrRNK
sudjeluje u represiji MRNA koja kodira lipoproteine u bakteriji F. novicida. Svi sustavi tipa Il
sadrze casl i cas2 gene koji su potrebni za pronalazak razmaknice te cas9 gen koji je

znadajka sustava tipa I1.2°

tip 1I-B tip II-A tip II-C
F. novicida S. pyogenes N. meningitidis
00«,9 oag:p%g‘ fq A A3 @5% ‘?5:‘9 3
PR DO D—WE K
tracrRNA *“scaRNA tracrRNA tracrRNA 4

Slika 13. Sustavi tipa Il Klase 2 (preuzeto i prilagodeno iz ref. 20)
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Sustavi tipa 11-A i tipa I1-C sadrze najpoznatije gene za Cas9 proteine koji sadrze oko 1100
ili 1400 aminokiselina. Oba Cas9 proteina dovode do cijepanja oba lanca dvostruke zavojnice

DNK i pokazuju strukturnu sli¢nost s ostalim Cas9 proteinima.?

2.3. Inhibitori sustava CRISPR/Cas9

KoriStenje CRISPR/Cas9 sustava za editiranje genoma nailazi na nekoliko problema koje je
potrebno rijesiti kako bi se dobio sustav koji je siguran za koriStenje. Najvec¢i problem je
cijepanje na neciljnim mjestima do kojeg dolazi zbog povecane nukleazne aktivnosti. Ovakvo
cijepanje moze dovesti do delecija 1 preuredivanja genoma koja se ne dogadaju kod
uobiCajenog cijepanja DNK. Mutacije koje nastaju cijepanjem na neciljnim mjestima mogu
uzrokovati nestabilnost genoma i utjecati na funkcionalnost normalnih gena. Takoder mogu
dovesti do letalnih genetskih mutacija i potpunog gubitka funkcije gena koja kod Zivotinja
moze dovesti do razvoja tumora, a kod biljaka do razvoja biljaka vrlo osjetljivih na razne
bolesti (slika 14). Protein Cas9 moze se vezati za neciljna mjesta, a viSe od 3 krivo sparene
baze izmedu ciljnih sljedova i segmenta SgRNK Kkoji se sastoji od 20 nukleotida moze
rezultirati nezeljenim u¢incima koji su rezultat cijepanja na neciljnim mjestima. Kako bi se

ovakav ishod koristenja CRISPR/Cas9 sustava sprije¢io koriste se anti-CRISPR proteini.?
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ciljni slijed

sgRNK
genomska DNK /< ;{ | kriva spareni ¥, m
N shiedovi
{2
LAARLELLLY - RELLLELAELE
Cijepanje i editiranje na neciljnim mjestima
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Slika 14. Moguci ishodi cijepanja DNK pomoc¢u Cas9 na neciljnim mjestima (preuzeto i

prilagodeno iz ref. 21)

Anti-CRISPR proteini (Acr proteini) su proteinski inhibitori CRISPR/Cas sustava. Pomo¢u
Acr proteina mogu se razviti nacini primjene CRISPR/Cas9 sustava koji su precizniji i laksi
za kontrolirati. Za klasu 2 CRISPR/Cas sustava otkriven je 21 Acr protein. Acr proteini
nemaju puno sli¢nosti u sljedovima nukleotidnih baza ili strukturi, ali razli¢iti acr geni se
¢esto nalaze jedan pored drugog Sto je olaksalo njihov pronalazak. Moguénost Acr proteina da
direktno interagiraju s CRISPR/Cas sustavima omogucava posttranslacijsku regulaciju. Acr
proteini inhibiraju CRISPR/Cas sustave interakcijom s Cas proteinom kako bi sprijecili
vezanje, cijepanje, nastanak crRNK ili nastanak kompleksa koji tvori Cas protein. Kod Acr
proteina koji interagiraju sa sustavima klase 2 dogada se direktna interakcija s Cas proteinom
koja ogranicava vezanje DNK sterickim smetnjama ili dovodi do sprje¢avanja aktivacije HNH
nukleazne domene koja dopusta vezanje DNK, ali sprijecava cijepanje molekule.

Sprijecavanje djelovanja Cas9 proteina na neciljna mjesta moze se posti¢i ograni¢avanjem

nukleazne aktivnosti i ekspresije. Jedan od nacina je umetanje ve¢ formiranog
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ribonukleoproteinskog kompleksa u kojem se nalaze dodatne regulatorne domene. LoSa strana
dodatnih regulatornih domena je ta $to povecavaju veli¢inu Cas9 i Cesto trebaju dodatne
ligande. Ovakav pristup nije prikladan za in vivo uvodenje pomoéu virusnih vektora'"'.
Odgodeno uvodenje Acr proteina predstavlja prilagodljiv na¢in kontrole cijepanja neciljnih
mjesta. Ovaj nacin se pokazao uspje$nim za stanice koje koriste razli¢ite sgRNK za napad na
B-globin.

Zbog male veli¢ine, Acr proteini mogu se koristiti kao modulatori CRISPR/Cas sustava u
adeno-povezanim vektorima (AAV) koji se Cesto koriste za dostavu gena u specifi¢na tkiva,
ali su ograniceni veli¢inom. Razvijeno je nekoliko strategija za kontrolu ekspresije 1 aktivnosti
Cas9 koje su se pokazale efikasnima za regulaciju SpyCas9, Cas9 proteina bakterije S.
pyogenes.

Prednosti Acr proteina su moguénost kodiranja gena i uvodenje pomocu virusnih vektora in
vivo, Siroki spektar djelovanja (neki Acr proteini mogu inhibirati viSe Cas proteina),
raznolikost u snazi i mehanizmu djelovanja te u veli¢ini i lako¢i upotrebe. Mane Acr proteina
su to §to su dodatna komponenta koja ¢ini sustav ve¢im, spora reverzibilnost reakcije u kojoj
sudjeluju i moguca toksi¢nost.

Kako bi dobili bolju i brzu kontrolu CRISPR/Cas sustava, razvijeno je nekoliko metoda za
kontrolu aktivnosti i ekspresije Acr proteina. Prva metoda je transkripcijska metoda u kojoj se
Anti-CRISPR povezani geni (aca geni) vezu na nativne acr promotore i sprje¢avaju
transkripciju acr gena. aca geni se nalaze u istom operonu kao i acr geni. Druga metoda je
posttranskripcijska regulacija Acr proteina koja koristi posebne molekule RNK, microRNK
koje su razvijene za specifi¢na tkiva. Ovakav naCin regulacije se postize modifikacijom 3'
netranslatirane regije acrllA4 i acrlIC3, koje imaju visoku razinu ekspresije u hepatocitima, u
kojoj im se doda vezno mjesto za microRNK. microRNK reguliraju AcrllA4 i AcrlIC3 u
hepatocitima, ali dopustaju inhibiciju Cas9 u drugim stanicama. Treca metoda je optogenetska
metoda koja koristi LOV2 domenu fototrofina-1 biljke Avena sativa. Kada nema svijetlosti,
AcrllA4-LOV2 moze vezati i inhibirati SpyCas9, ali u prisutnosti svjetlosti dolazi do gubitka

afiniteta AcrllA4 za Cas9. Zadnja metoda se zasniva na ligandima. AcrllA4 se veze za

' Molekule DNK u koje se mogu ugraditi Zeljeni geni i zatim unijeti u stanicu domacina
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destabilizacijsku domenu. U prisutnosti liganda ta je domena stabilizirana i AcrllA4 inhibira

Cas9. Kad ligand nije prisutan, domena je destabilizirana i ne dolazi do inhibicije Cas9.
Primjer djelovanja Acr proteina je AcrllA4 protein koji se veze za Cas9 i sprjeCava njegovo

prepoznavanje PAM niza. AcrlIC3 protein dovodi do dimerizacije dva Cas9 proteina.

AcrlIC1 protein sprie¢ava vezanje Cas9 na HNH nukleaznu domenu (slika 15).2?

{ii} Inhibicija cijepanja DMK

»® %
Cash o

Slika 15. Primjeri djelovanja anti-CRISPR proteina (preuzeto i prilagodeno iz ref. 22)

2.4. Primjena CRISPR/Cas9
2.4.1. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest najéesci je uzrok demencije. Genetske mutacije uzrokuju oko 1%
sluc¢ajeva (FAD tip) dok su ostalih 99% uzrokovani kombinacijom genetskih i rizi¢nih faktora
(SAD tip). Glavne neuropatoloske karakteristike su izvanstani¢ni amiloidni beta (A) plakovi
koji nastaju zbog povecane aktivnosti B-sekretaze 1 (BACE1) koja dovodi do akumulacije AP
monomera te prelazak u oligomere i u kona¢nici u plakove (slika 16), i unutarstani¢ni
neurofibrilarni snopici koji nastaju hiperfosforilacijom 3R i 4R tau proteina (slika 17). Protein
prekursor amiloida (APP) podlozan je proteolizi koju kataliziraju a-sekretaza, B-sekretaza i y-
sekretaza. Rizi¢ni faktori ukljucuju dob, spol, pretilost, fizi¢ku aktivnost, stres, itd. Uzrok
ranog pocetka bolesti (pojava simptoma kod osoba izmedu 35 i 60 godina) su u preko 92%

sluc¢ajeva genetske mutacije, dok je kod kasnog pocetka bolesti (pojava simptoma kod osoba
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iznad 65 godina) uzrok kombinacija genetskih i rizi¢nih faktora. Genetske mutacije u APP,
PSEN1 i PSEN2 genima uzroci su abnormalnog metabolizma Ap. Prisutnost alela ¢4
apolipoproteina E (APOE) rizi¢ni je faktor za SAD tip, ali prisutnost tog alela znaci samo

povedani rizik, ne i nuzno oboljenje.?

amiloidni
plak

'\_\ - sekretaza ;
% a-sekretaza

Extrocefiular

§ﬁ§l§§1ﬁﬁﬁiﬁﬁf!§1§ (O iﬁ%fﬁ.
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Slika 16. Nastanak amiloidnog plaka (preuzeto i prilagodeno iz ref. 23)
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Slika 17. Nastanak neurofibrilarnih snopica (preuzeto i prilagodeno iz ref. 23)

CRISPR/Cas9 sustavi mogu biti uneseni pomocu virusnih i nevirusnih vektora. Virusni
vektori koriste se in vivo i in vitro zbog efikasnosti i stabilnosti. Najcesce koristeni virusi su
lentivirus i adeno-povezani virusi. Virusni vektori su najefikasniji za CRISPR/Cas9 sustave
temeljene na plazmidima, ali mogu dovesti do nepoZeljnih mutacija i jakih imunoloskih
odgovora koji mogu biti smrtonosni. Nevirusni vektori su sigurniji, jeftiniji i vrlo raznoliki te
su prikladniji za koriStenje kod Alzheimerove bolesti. Izbor nevirusnog vektora ovisi o vrsti
CRISPR/Cas9 sustava koji se koristi. Jos jedan nac¢in unosa su nanokompleksi koji se

pripremaju kompleksiranjem negativno nabijenog CRISPR/Cas9 i pozitivno nabijenog
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peptida, ali oni ne mogu prijeci krvno-mozdanu granicu stoga se koriste metode direktnog
injektiranja.

Za FAD tip, CRISPR/Cas9 koristen je za targetiranje BACE1 u dvije vrste miseva: ADF
misevi (imaju umetnut egzon 16 i egzon 17 APP-a) i 5XFAD misevi (ekspresiraju ljudski APP
gen i PSEN1). Negativno nabijeni Cas9/sgRNA kompleks specifican za BACEI
kompleksiran je s peptidom R7L10 te su se nastale nanocestice unijele direktno u hipokampus
miseva. Sangerovo sekvenciranje napravljeno osam i dvanaest tjedana kasnije pokazalo je
70% nizu ekspresiju BACE1 u hipokampusu tretiranih miSeva te smanjenje koncentracije Ap.
Ova metoda vjerojatno ne moze zaustaviti napredak bolesti. Targetiranje C-kraja APP-a bez
utjecaja na N-kraj vazno je jer dovodi do ometanja u inicijaciji amiloidogenog puta $to na
kraju dovodi do smanjenja BACE1 aktivnosti.

Editiranje genoma u slu¢aju SAD tipa usredotoc¢eno je na €4 APOE. U jednom istrazivanju
koristen je sustav za ireverzibilnu pretvorbu jedne baze u drugu kako bi se iz APOE4 dobio
APOE3r koji ima smanjeni rizik za Alzheimerovu bolest. U sustavu koji je koriSten,
CRISPR/Cas9 kombiniran je s deaminazom citidina da se ne dobije dvostruki rez DNA kako
bi se minimizirao efekt nepozeljnih mutacija. Sustav je rezultirao u 15-75% trajnom ispravku
DNA.

U oba tipa Alzheimerove bolesti pronaden je nepravilan metabolizam Ap te je korekcija

poveéane proizvodnje AR pomo¢u CRISPR/Cas9 obecavajuéi nadin terapije.?

2.4.2. Anemija srpastih stanica

Anemija srpastih stanica krvni je poremecaj koji je posljedica zamjene jednog nukleotida u
genu B-globina (HBB). Dolazi do zamjene glutamata koji je hidrofilna aminokiselina s
valinom koji je hidrofobna aminokiselina. Zbog drugacijih svojstava glutamata i valina, ova
zamjena dovodi do polimerizacije hemoglobina pri uvjetima hipoksije ili pri kiselim uvjetima
te deformacije crvenih krvnih stanica. Deformirane stanice ne mogu na pravilan nacin
sudjelovati u prijenosu kisika. Kod zdravih odraslih osoba, sastav hemoglobina sastoji se od
97% odraslog hemoglobina, HbA, (022), 3% ili manje HbA2 (0262) i do 1% fetalnog
hemoglobina, HbF, (a2y2). HPFH je stanje koje rezultira pove¢anim postotkom HbF u
odrasloj dobi. Osobe koje imaju anemiju srpastih stanica i HPFH imaju laksi oblik bolesti. Uz
pomo¢ CRISPR/Cas9 sustava nastoji se do¢i do ispravka mutacije u HBB-u, do poveéanog

broja HbF-a targetiranjem HbF transkripcijskih represora i do uvodenja korisnih HPFH
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mutacija. Vecina pretklini¢nih studija koristila je ex-vivo editiranje gena ljudskih
hematopoetskih mati¢nih'V i progenitornihV stanica (HSPC) koje su zatim transplantirane u
imunodeficijente miseve.

Jedna od strategija za lijeCenje anemije srpastih stanice je da se ljudske CD34*HSPC
stanice izoliraju te ostave u kulturi s citokinima nekoliko dana prije editiranja gena kako bi se
povecala uspjesnost editiranja. Ribonukleinski kompleks SgRNK i Cas9 proteina te kalupa
donorske DNK ulaze u jezgru HSPC-a pomocu elektroporacije. Editirane HSPC se zatim
unose natrag u pacijenta (slika 18).

,-—- Ribonukleoproteinski kompleks i
~ donorska DNK elektroporacijorm
Izolacua CD34+ 'L_: ulaza u HSPC

/!~

\
Pacijent s v Editiranje H5PC

anemijom
srpastih Editirane H5PC unose se
stanica natrag u pacijenta

&_s._f

_-’_.-

Y

Slika 18. Jedna od strategija za lijeGenje anemije srpastih stanica (preuzeto i prilagodeno iz
ref. 24)

Istrazivanjima genoma ljudi s HPFH-om nadeni su brojni transkripcijski faktori koji su
ukljuceni u stiSavanje HbF-a. Glavni regulator za HbF je BCL11A. Supresiranje ekspresije
fetalnog hemoglobina dogada se asocijacijom s drugim faktorima u lokusu p-globina. Do
povecane ekspresije HbF-a do¢i ¢e ometanjem samog BCL11A ili veznih motiva BCL11A.
Jedna od istrazivanih metoda koja je pokazala vrlo uc¢inkovit rezultat je disrupcija GATAL1
veznog mjesta na +58 BCL11A $to je dovelo do redukcije ekspresije BCL11A 1 indukcije

fetalnog hemoglobina u hematopoetskim mati¢nim stanicama.

V' Stanice iz kojih nastaju krvne stanice i stanice imunoloskog sustava
V Nediferencirane stanice iz kojih nastaju razne diferencirane stanice
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Uvodenje HPFH mutacija jos$ je jedan nacin da se inducira nastajanje HbF-a. Glavni
represori fetalnog hemoglobina su BCL11A i faktor vezan za leukemiju/limfom (LRF). Ta
dva represora vezana su direkto na HBG (gen y-globina) promotor i ometanje vezanja pomocu
CRISPR/Cas9 dovodi do znacajnog nastajanja HbF-a. Nedavna istraZivanja su pokazala da je
zamjena jednog nukleotida na veznom mjestu BCL11A na HBG promotoru dovoljno da se
vezanje BCL11A omete i da se poveca ekspresija HBG-a.

Najizravniji na¢in lijeenja je ciljanje na samu mutaciju koja uzrokuje anemiju srpastih
stanica (slika 18). Za ovaj pristup potreban je vektor. Najboljim se pokazao vektor baziran na
adeno-povezanim virusima (AAV) jer ima nisku frekvenciju intergracije u DNK domacina te
nizak rizik mutageneze i toksi¢nosti. Uz AAV, korisnima su se pokazali i jednolan¢ani
oligodeoksinukleotidi (sSODN) u kombinaciji s ribonukleoproteinskim kompleksom koji ulazi
u jezgru HSPC-a. In vitro, AAV se pokazao boljim zbog manje toksi¢nosti.

Zbog visoke cijene ex vivo editiranja genoma, pokusava se razviti nacin in vivo editiranja
pomocu sustava CRISPR/Cas9. Problemi s kojima se susrece ovaj nacin editiranja su
editiranje neciljnih stanica ili tkiva te koriStenje virusnih vektora koji mogu dovesti do
nekontrolirane ekspresije Cas9/ sgRNK sto moze dovesti do genotoksi¢nosti i imunoloskog
odgovora.

CRISPR/Cas9 sustav ima odredenu toleranciju za krivo spajanje baza izmedu ciljne DNK 1
SgRNK sto moze dovesti do nestabilnosti genoma, a dugotrajna ekspresija Cas9 preko
plazmida i virusnih vektora moze dovesti do akumulacije neciljnih cijepanja $to za posljedicu
mozZe imati razne nuspojave koje je tesko predvidjeti.?*

2019. provedeno je uspjesno lijecenje anemije srpastih stanica pomocu sustava
CRISPR/Cas9 1 disrupcije BCL11A gena u mati¢nim stanicama izoliranim iz periferne krvi

oboljelih pacijenata.®
2.4.3. HIV

HIV ili virus humane imunodeficijencije je virus koji uzrokuje steceni sindrom
imunodeficijencije odnosno AIDS. HIV spada u lentiviruse, subfamiliju retrovirusa, za koju je
karakteristicno dugo zadrzavanje u domacinu. Cjepivo jo$ nije otkriveno, a za terapiju se
koristi kombinacija lijekova koja se naziva antiretroviralna terapija (cART). cART moze
utiSati replikaciju virusa, ali ne moze dovesti do izlijeCenja zarazene osobe. lako se pomocu

CART-a virus uspje$no moze drzati pod kontrolom, dugoro¢no koristenje terapije te mnoge
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nuspojave koje ona uzrokuje dovele su do potrebe za novim nacinima borbe protiv ovog
virusa. Jedan od mogucih nacina je koristenje CRISPR/Cas9 sustava za editiranje genoma.
Kod pacijenata koji uzimaju cART, virus HIV-a je latentan te ga je potrebno pobuditi kako bi
se otkrile zalihe virusa, odnosno stanice s latentnim virusom koje se trebaju unistiti.

Ekspresija HIV-1 gena inducirana je LTR-ovima, dugim terminalnim ponavljaju¢im
sljedovima koji pomazu pri inserciji retroviralne DNK u kromosom domacéina. Genetske
modifikacije u LTR mjestima mogu dovesti do promjene u transkripciji. Za prvi uspjesni
pokusaj pobude latentnog virusa HIV-a koristena je dCas9, Cas9 protein koji nema
endonukleaznu aktivnost. On se mozZe vezati za ciljna mjesta, ali ne uzrokuje cijepanje. Ovaj
pristup nije oStetio DNK, ali je moguce nastajanje raznih efekata uzrokovanih aktivacijom
gena. dCas-VP64 protein je drugi dCas9 sustav koji je omogucéio aktivaciju ekspresije gena
pomoc¢u HIV-LTR sustava u inficiranim stanicama u kojima je virus latentan. NF-kB vezna
mjesta na LTR-u najpogodnija su za vezanje sSgRNK. Prednosti reaktivacije virusa pomocu
CRISPR/Cas9 sustava je visoka specifi¢nost i reaktivacijska mo¢ koja rezultira produkcijom
virusa i smréu ciljanih stanica.

Glavni na¢in ulaska HIV-1 u T-stanice"' su CD4 receptor i CCR5 i CXCR4 koreceptori.
Jedan od nacin lije¢enja infekcije HIV-om koji se istrazuje je steriliziraju¢i lijek. Ovaj nacin
se odnosi na potpunu eliminaciju provirusa koji imaju sposobnost replikacije. Dosadasnja dva
uspjesna pokusaja temeljila su se na transplantaciji CCR5A32 hematopoetskih progenitornih
mati¢nih stanica. CRISPR/Cas9 sustav koristen je za disrupciju CCRS uz pomo¢
transpozona!! kako bi se generirala delecija CCR5A32 u induciranih pluripotentnim
mati¢nim stanicama koje su nakon toga bile otporne na HIV-1. Lentiviralni vektori za
ekspresiju Cas9 i sgRNK ¢ija je meta bio CCRS5 su koristene za sintezu CD4+ T-stanica koje
su pokazale disrupciju u CCRS, ali i toksi¢nost u primarnim T-stanicama koje su vjerojatno
rezultat odgovora stanica na stranu DNK. Uz antiretroviralnu terapiju, editiranje koreceptora
pomocu CRISPR/Cas9 sustava obecavajuéi je pristup u lije¢enju bolesti uzrokovanih
virusima.?

Provedeno je djelomic¢no uspjesno istrazivanje u kojem su hematopoetske mati¢ne stanice

(izolirane iz periferne krvi zaraZzenog pacijenta) S CCR5 Koji je imao deleciju 32 bazna para

VI Stanice stedene imunosti
VIl pokretni geneticki elementi
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unesene u pacijentima s HIV-1. Ocekivani rezultati nisu dobiveni, ali nije bilo veéih

nuspojava.?
2.4.4. Tumori

Dosadasnja istrazivanja o lije¢enju tumora rezultirala su razvojem molekula i antitijela koje
djeluju na specifi¢ne proteine u signalnim putevima. Ovakav pristup lijecenja nije poznat za
sve vrste tumora jer za mnoge signalni putevi jo§ nisu dobro poznati.

U istrazivanju djelovanja CRISPR/Cas9 sustava u lije¢enju tumora provodi se tzv.
,CRISPR/Cas9 screening®“. Ovaj proces se provodi uz populaciju stanica sa raznolikim
genskim nokautom¥!"""| sgRNK za koje se pretpostavlja da su uéinkovite i da djeluju na svaki
ciljni gen (za ovakve pretpostavke koriste se algoritmi). Sintetizirane sgRNK se kloniraju u
lentiviralni plazmid,a nakon njih u plazmid ulaze virusne Cestice. Takav plazmid se koristi za
infekciju stanica koje ekspresiraju Cas9, a svaka ta stanica sadrzi sgRNK kasetu' i specifi¢ni
genski nokaut. Sekvenciranjem sgRNK mogu se odrediti stanice koje imaju specifi¢ni genski
nokaut. Na ovaj na¢in se moZze prikazati fenotipski efekt specifi¢nih genskih nokauta na
cijeloj stani¢noj populaciji te se mogu odrediti mete za terapiju. Glavni cilj ovakvih
istraZivanja je pronalazenje slabih to¢ki genotipa koje mogu biti mete za djelovanje lijekova.
Jos jedna vazna primjena 0vVOg procesa je istrazivanje interakcija izmedu lijeka 1 stanica
tumora na koje djeluje. Ovaj pristup koristen je za istraZivanje antineoplasti¢nih lijekova* ¢&iji
mehanizmi nisu bili dobro karakterizirani. CRISPR/Cas9 sustav se takoder koristi za
istrazivanje nekodirajucih dijelova genoma za Ciju je ekspresiju kod tumora poznato da je
neregulirana.

Kako bi se CRISPR/Cas9 sustav mogao primjeniti in vivo potrebna je metoda koja ¢e
ucinkovito unijeti Cas9 1 sgRNK 1 omoguciti visoku efikasnost editiranja i slab imunoloski
odgovor te u€inkovit prijenos Cas9 1 sgRNK do ciljnog tkiva. Za editiranje u stanicama
sisavaca koristeni su plazmidi. U miSevima su plazmidi uneSeni pomocu elektroporacije ili
hidrodinamickih injekcija, ali je u¢inkovitost editiranja bila niska i aktivnost Cas9 se nije

mogla kontrolirati. Adeno-povezani virusi su jo$ jedan nacin za unos Cas9 i sgRNK. Ovaj

VIl Knock-out, genetska tehnika koja gene organizma u¢ini neoperativnim
X Pokretni genetski element koji sadrZi gen i rekombinacijsko mjesto
X Lijekovi koji se koriste za lijeCenje stanica tumora
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pristup uspjesno je koristen za editiranje gena za ornitin transkarbamilazu jetre miSeva.
Ekspresija Cas9 i AAV prouzrodili su imunoloski odgovor, ali jako oSteenje stanica nije
opazeno. Jo$ jedan na¢in unosa su lipidne nanocestice.?’

Osim za terapiju, CRISPR/Cas9 sustav moze se koristit za razvoj mutantnih vrsta tumora u
misevima za istrazivanja rasta tumora i procesa metastaziranja. Kod mijeloidnih malignih
bolesti uoc¢ena je mutacija u epigenetickim regulatorima. Pomo¢u CRISPR/Cas9 sustava
omogucena je ponovna ekspresija ASXL-1 proteina $to je dovelo do znacajnog pad rasta
stanica s leukemijom kod miSeva. Ciklin-ovisne kinaze (CDK) vazne su za regulaciju
stani¢nog ciklusa te njihova neregulirana aktivacija moze dovesti do rasta tumora.
CRISPR/Cas9 se koristi za utisavanje CDK11 gena kod osteosarkoma i CDK7 gena kod
trostruko negativnog raka dojke. Otpornost na lijekove je veliki problem koji se susrece u
lijeCenju tumora. MDR1 gen se previSe eksprimira i dovodi do otpornosti na terapiju.
CRISPR/Cas9 sustav koristen je u stanicama osteosarkoma kako bi vratio osjetljivost na
terapiju.

Klini¢ko istrazivaje provedeno u Kini prvo je ex vivo klini¢ko istrazivanje uz CRISPR/Cas9
sustav za pacijente s metastaziranim rakom pluc¢a ne-malih stanica. Meta je bio PD-1 gen.
Pomocu elektroporacije su U T-stanice uneseni SgRNK i Cas9 te su zatim uneseni u pacijente.

Nedavno je prijavljeno opazanje editiranih T-stanica u svim pacijentima koji su ih primili.?®

2.4.5. Biljke

Proizvodnja biljaka sa pobolj$anim karakteristikama vazna je za razvoj agrikulture. Dolaskom
novih metoda, uobi¢ajena hibridizacija, tj. spolno krizanje biljaka postalo je manje isplativo.
Jedna od novih metoda je editiranje genoma biljaka pomoc¢u CRISPR/Cas9. CRISPR/Cas9
sustav uspjesno je koriSten na vrstama poput rize, rajéice, banane, krumpira, itd. Cilj
koriStenja ovog sustava u biljkama je poboljSanje otpornosti na bioticki i abioticki stres,
poboljSanje prinosa te modifikacija metabolickih puteva. Prednost koristenja CRISPR/Cas9
sustava je mogucénost istovremenog editiranja viSe gena. Pomocu raznih istraZivanja
istovremenog editiranja vise gena zakljuceno je da takvo editiranje oponasa proces
domestikacije koji se dogada tijekom evolucije.

Unato¢ mnogim korisnim stranama CRISPR/Cas9 sustava, najvecu brigu predstavljaju
nenamjerne mutacije koje se dogadaju na neciljnim mjestima. Cas9 protein uzrokuje cijepanje

oba lanca dvostruke zavojnice DNK §to moZe dovesti do nestabilnosti genoma. Kako bi se
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izbjeglo takvo cijepanje, koristi se dCas9. dCas9 proteini uz DNK deaminaze tvore editore
baza koji mogu promijeniti ciljni DNK niz bez cijepanja lanaca DNK. Razvijeni su editori
baza koji koriste citidin deaminazu (CBE) i zamjenjuju citidin timidinom (slika 19a) i editori
baza koji koriste adenin deaminazu (ABE) i zamjenjuju adenin gvaninom (slika 19b). Oba
sustava su koriStena za uspjesno editiranje biljnog genoma. CBE katalizira deaminaciju
citidina u uracil koji onda prelazi u timidin pomocu replikacije DNK ili mehanizma za
popravak ostecenja DNK. ABE katalizira deaminaciju adenozina u inozin koji se moze spariti
s gvaninom 1 na taj na¢in dolazi do ugradnje gvanina u novi lanac. Drugi na¢in koriStenja
dCas9 proteina za editiranje biljnog genoma su epigenetske”! modifikacije poput metilacije
DNK ili modifikacije histona koji utjecu na ekspresiju gena. dCas9 protein i epigenetski
modifikator uzrokuju epigenetske modifikacije koje utjecu na ekspresiju gena. Ovakve
modifikacije utjecu na ekspresiju gena bez izmjena u nukleotidnom slijedu DNK, ali nije

jasno moze li se epigenetska promjena odrzati u sljede¢oj generaciji bez transgena™!'.2
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Slika 19. Editori baza (preuzeto i prilagodeno iz ref.28)

Nakon otkri¢a na¢ina na koji se CRISPR/Cas9 sustav moze primjenjivati na biljkama, fokus

je preSao na eliminaciju transgena iz editiranih organizama, u ovom slu¢aju Cas9 gena.

Xl Reverzibilne modifikacije DNK koje utjetu na ekspresiju gena bez promjena DNK slijeda
X Gen koji se prenosi s jednog organizma na drugi
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Eliminacija transgena je vazna kako bi imali $to preciznije editiranje, bez nezeljenih promjena
na neciljnim mjestima. Prvi na¢in eliminacije temelji se na Mendelovim zakonima. Koriste se
CRISPR/Cas9 kasete™!"" a biljke koje koriste transgene se diferenciraju pomo¢u rezistencije
na antibiotike. Nakon §to znamo koje biljke su genetski modificirane, potrebni su njihovi
potomci u kojima dolazi do odvajanja transgena prema Mendelovim zakonima. PCRX!V se
koristi za analizu DNK editiranih biljaka (slika 20A). Drugi nacin je koriStenje specificnih
gena za samouniStenje koji dovode do eliminacije Cas9 gena u jednoj generaciji (slika 20B).
Ovakav pristup nije prikladan za biljke koje se razmnozavaju aseksualno. Treéi nacin je
izbjegavanje insercije transgena tijekom transformacije pomocu prolazne ekspresije
CRISPR/Cas9 DNK ili mRNK. IstraZivanja su pokazala da se ovakav sustav moze koristiti za
proizvodniju i odvajanje nultih segreganta®V, ali jos uvijek postoji rizik integracije transgena
(slika 20C). Cetvrti nadin je editiranje genoma bez donorske DNK (slika 20D). U ovom
pristupu Kkoristi se ribonukleoprotein (RNP) koji se sastoji od Cas9 proteina i RNA vodilje.
RNP se moze formirati in vitro i umetnuti u protoplast¥! biljke. Koristenjem RNP-a koji ne
sadrzi DNK izbjegava se integracija transgena. Ovaj sustav uspjesno je koristen u

protoplastima jabuke, kupusa, pSenice i kineskog kupusa.?®

X Mobilni genetski element koji sadrzi gen i rekombinacijsko mjesto
XV Lan¢ana reakcija polimeraze

XV Organizam koji ne sadrzi DNK genetski modificiranog organizma
XV Zivi dio stanice biljke
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Slika 20. Nacini eliminacije transgena: odvajanje transgena prema Mendelovim zakonima
(A); samostalna eliminacija transgena u jednoj generaciji (B); prolazna ekspresija
CRISPR/Cas9 DNK ili mRNK pomocu koje se izbjegava insercija transgena (C); editiranje
genoma bez donorske DNK (D) (preuzeto i prilagodeno iz ref. 29)
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