Razvoj lentivirusne tehnologije i unos konstrukta
CRISPR/Cas9 u modelne organizme in vivo i in vitro

Medié, Krsevan

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:293729

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-01-05

L STE U2
S EN 2

72
< £,
& %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
) ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:293729
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:12061
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:12061
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:12061

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematic¢ki fakultet
Bioloski odsjek

Krsevan Medié

Razvoj lentivirusne tehnologije 1 unos
konstrukta CRISPR/Cas9 u modelne

organizme in vivo I in vitro

Zavrsni rad

Zagreb, 2023.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Krsevan Medié

Development of lentiviral technology and
Introduction of CRISPR/Cas9 constructs into

In vivo and in vitro model organisms

Bachelor thesis

Zagreb, 2023.



Ovaj zavrs$ni rad je izraden u sklopu Preddiplomskog sveucilisnog studija Biologije na Zavodu za
molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu, pod

mentorstvom prof. dr. sc. Vlatke Zoldos.



TEMELJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Zavrsni rad

Razvoj lentivirusne tehnologije 1 unos konstrukta
CRISPR/Cas9 u modelne organizme in vivo 1 in vitro
Krsevan Medi¢

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska
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virusom humane imunodeficijencije (HIV) kao glavnim lentivirusnim modelom. Lentivirusna
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Modelni organizmi danas su nezamjenjivi dio bioloskih istrazivanja. Njihovoj Sirokoj
primjeni u molekularnoj biologiji prethodila je metoda 'redukcionizma’ koja se fokusira na
istrazivanje osnovnih stani¢nih procesa poput translacije ili transkripcije u S$to jednostavnijim
organizmima, primjerice u bakteriji Escherichia coli. Ove metode rezultirale su mnogim bitnim
otkri¢cima u molekularnoj biologiji, ali rad na slozenijim bioloskim procesima, izradi lijekova i
klini¢kim istrazivanjima zahtijevao je sloZzenije modele (Saupe i Supattapone 2008). Neke od
glavnih karakteristika slozenijih modelnih organizama koji su optimalni za provodenje
laboratorijskih eksperimenta su: kratki Zivotni ciklus, velik broj potomaka i kratko generacijsko
vrijeme. Modelni organizmi su najcesce fizicki manje morfologije kako bi bili optimalni za
laboratorijske uvjete manjih dimenzija i zauzeli sto manje prostora. Za neke modelne organizme,
poput miSa (Mus musculus) ili Stakora (Rattus norvegicus), potrebne su posebne nastambe i
predvideni prostori za uzgoj u kontroliranim uvjetima vlage i temperature, dok jednostavniji
organizmi kao E. coli ili Saccharomyces cervisiae zauzimaju iznimno malo prostora i lakse ih je
odrzavati u laboratoriju bez posebnih dodatnih uvjeta. Navedeni organizmi takoder su Cesto
podlozni mutacijama te se lako genetski modificiraju zbog jednostavnosti genoma §to je iznimno
korisno u genetickom inZenjerstvu 1 modernim genetickim 1 epigenetickim istraZivanjima.
Takoder, modelni organizmi kroz generacije procesima krizanja i genetske manipulacije postaju
standardizirani sojevi kako bi se stvorili jednaki uvjeti za provodenje eksperimenata i istrazivanja
na njima u cijelom svijetu (Ankeny i Leonelli 2011). Genetska manipulacija zadnjih nekoliko
godina upotrebom sustava CRISPR (eng. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) Cas (eng. CRISPR associated protein) transformirala je istrazivanja u biologiji i medicini
(Ran i sur. 2013). Genetski modificirani miSevi i razliite in vitro stanicne linije pokazali su se kao
koristan alat u modeliranju genetski uzrokovanih poremecaja 1 biologije razvoja. Novim metodama
genetske modifikacije otkrile su se brojne funkcije pojedinih gena, analizirali su se metabolicki
putevi i modifikacije biokemijskih svojstava proteina §to je omogucilo razvoj novih lijekova i

mogucénost borbe s mnogim do tada ,,neizljecivim* bolestima (Kato i Takada 2017).

Mis je prije sto godina postao glavni modelni organizam u in Vivo istrazivanjima zbog
prirodne tendencije razvoja brojnih ljudskih bolesti kao §to su rak, dijabetes ili kardiovaskularne

bolesti. Relativno su ekonomi€an modelni organizam sisavaca, ne zahtijevaju intenzivnu brigu niti



puno prostora te je lako njima rukovati. Velika prednost je i kratko generacijsko vrijeme koje u
prosjeku traje oko 9-10 tjedana (Gurumurthy’ i sur. 2021). Razvoj novih tehnologija omogucio je
preciznu manipulaciju gena u misevima generirajuci tzv. transgeni¢ne miseve. Takvi miSevi, po
najjednostavnijoj definiciji, su genetski modificirani miSevi koji u svojem genomu sadrze neku
stranu sekvencu DNA nazvanu transgenom. Unos strane sekvence DNA koristi se za uti$avanje ili
prekida funkcije odredenih gena kako bi se proucila njihova funkcija §to se naziva knockout ili za
povecanje ekspresije gena ciljajuci promotorska mjesta. Transgen takoder moze kodirati za novo
svojstvo ili protein poput proteina za sintzezu markera GFP (eng. green fluorescent protein) kod
»svjetle¢ih® miseva u koje je ugraden gen za sintezu proteina GFP §to se naziva knock in (Day i
sur. 2014). Prvi transgeni¢ni miSevi proizvedeni su 1974. kada su Rudolph Jaenisch i Beatrice
Mintz inficirali embrio miSa SV40 (eng. simian virus 40) virusom. Strana DNA bila je prisutna u
svim stanicama odraslih miseva ¢ime su dokazali moguc¢nost unosa transgena u genom misa. Takvi
misevi nisu prenijeli transgen potomstvu jer DNA nije bila stabilno integrirana u genom. Prva
stabilna integracija transgena u genom misa uspostavljena je 1980. godine gdje su Jon Gordon i
Frank Ruddle mikroinjekcijom pro¢is¢ene strane DNA u jezgru zigote misa uspje$no stabilno

integrirali transgen §to je omogucilo nasljedivanje transgena na potomke (Hanahan i sur. 2007).

Sukladno tome, danas postoje 2 glavna nacina za proizvodnju transgeni¢nih miseva. Prvi
nacin je manipulacija embrionalnih mati¢nih stanica gdje se mati¢ne stanice izoliraju iz blastociste
i izlazu se konstruktu DNA koji sadrzi sekvence za homolognu rekombinaciju s genomskom DNA.
Nakon selekcije stanica u kulturi za ugradeni transgen, stanice se ubrizgavaju mikroinjektiranjem
u novu blastocistu koja se implantira u lazno trudnu Zenku tretiranom progesteronom. Potomci
nastali ovim putem su mozai¢nog genoma te je potrebno provesti dodatna krizanja i analizu genoma
kako bi uspostavili Ciste transgeni¢ne miSeve (Richardson i sur. 1997). Drugi, danas ¢e$¢i nacin,
jest mikroinjektiranje konstrukta DNA u pronukleus zigote. DNA se integrira u jedan ili vise lokusa
kroz prve diobe zigote §to uzrokuje i do nekoliko stotina kopija transgena u genomu (Slika 1.) Ova
metoda je puno brza od prethodne, ali rizik predstavlja nasumi¢na ugradnja transgena u genom
misa jer postoji mogucnost da se transgen ugradi u geneticki aktivna mjesta Sto vodi do Stetnih
mutacija ili da se ugradi u lokus bogat konstitutivnim heterokromatinom uslijed cega se gubi
ekspresija transgena (Liu i sur. 2013). Tehnologija CRISPR/Cas9 uspje$no rjeSava problem
nasumicne integracije jer omogucuje precizno ciljanje gena i njihovu manipulaciju bez potrebe za

procesom modifikacije embrionalnih mati¢nih stanica.
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Slika 1. Shematski prikaz proizvodnje transgeni¢nog misa mikroinjektiranjem transgena u pronukleus zigote.
Embrio s ugradenim transgenom se ugraduje u lazno trudnu zenku, a dobiveni potomci se testiraju na postojeci

transgen. Preuzeto i prilagodeno prema (Richardson i sur. 1997).

2. RAZVOJ TEHNOLOGIJE CRISPR/Cas9

Regije CRISPR u genomu E. coli otkrivene su 1987. godine kao neuobicajene palindromske
ponavljajuce sekvence prekinute ne-ponavljajué¢im sekvencama. lako im je funkcija tada bila
nepoznata, uskoro su pronadene u gotovo 90% arheja 1 40% bakterija Sto je ukazalo na odredeni
bioloski znacaj sekvenca. Set gena asociran s lokusom CRISPR otkriven je 2002. godine, ali je
njihova funkcija takoder bila nepoznata osim indikacije da su CRISPR asocirani geni (Cas)
ukljuceni na neki nacin u metabolizam DNA ili ekspresiju gena. Ne-ponavljaju¢e sekvence u
regijama CRISPR analizirane su ¢ime je utvrdeno njihovo originalno porijeklo iz kromosomske
molekule DNA bakteriofaga, virusa koji inficira bakterije. Bakterije koje su u genomskim regijama
imale sekvence CRISPR odredenih sojeva bakteriofaga, nazvanih razmaknicama (eng. spacers),
pokazivale su posebnu vrstu ,,imunosti na iste (Lino i sur. 2018). Regija CRISPR djeluje kao vrsta

steCene imunosti ugraduju¢i palindromske sekvence patogena u genom bakterije koje kasnije

3



koristi endonukleaza Cas. Lokus CRISPR u bakterijama sastoji se od 3 komponente, trans-
aktivirajuée  CRISPR RNA, tracrRNA, gena Cas koji se transkribira u protein Cas9 s
endonukleaznom aktivnos$c¢u i sekvenci CRISPR koje se transkribiraju u prekursorske CRISPR
RNA, pre-crRNA. TracrRNA i pre-crRNA stabiliziraju se pomocu proteina Cas9 na nacin da se
tractrRNA veze za palindromske sekvence pri ¢emu dolazi do sparivanja njihovih baza. RNaza III
obraduje pre-crRNA u crRNA izrezujuéi razmaknice te se crRNA ponasa kao vodic¢ za Cas9 kako
bi prepoznala virusnu DNA na temelju komplementarnosti i razgradila ju izrezivanjem stvarajuci

dvostruke lomove DNA pomoc¢u endonukleazne aktivnosti proteina Cas9.

2.1. MEHANIZAM DJELOVANJA SUSTAVA CRISPR/Cas9
Princip djelovanja sustava CRISPR/Cas9, kao laboratorijskog alata za modifikaciju

genoma, bazira se na zamjeni kompleksa crRNA 1 tracrRNA sintetskom kimernom navode¢om
molekulom RNA odnosno sgRNA (eng. small guide RNA). sgRNA je moguce sintetizirati s
proizvoljnim slijedom nukleotida kako bi ona kao takva mogla prepoznati bilo koje ciljano mjesto
u genomu navodeci Cas9 koji svojom endonukleaznom aktivno$éu uvodi dvostruki lom DNA na
Zeljenom mjestu. Preciznost i aktivnost djelovanja Cas9 lezi u 2 faktora: sekvenci PAM (eng.
protospacer adjacent motif) i ciljanoj genomskoj sekvenci. Ciljana sekvenca od 20 parova baza je
komplementarna molekuli sgRNA koja se s njom sparuje kako bi navela Cas9 na ciljano mjesto u
genomu. Sekvence PAM su kratke (najcesce 3 pb) i relativno nespecifi¢ne sekvence. lako ih Cas9
prepoznaje kao ciljanu sekvencu, §to donekle utjeCe na specifi¢nost (primjerice ortolog SpCas9
PAM sekvenca je 5-NGG-3' dok SaCas9 prepoznaje sekvencu 5'-NNGRRT-3') vezanja, njihovo
ucestalo pojavljivanje u genomu predstavljaju veliku prednost pri vezanju Cas9 za ciljani dio

genoma gdje se javlja efekt uCestalog vezanja Cas9 za zeljene regije (Ran i sur. 2013).

Cas9 sastoji se od dvije konzervirane endonukleazne domene, HNH (histidin-aspargin-
histidin) i RuvC (nukleazna domena nalik Rnazi H) kojom cijepaju dIDNA i uvode dvostruki lom
lanaca. Nakon stvaranja dvostrukog loma DNA, stanica koristi 2 puta za popravak nastale ,,greSke*,
nehomologno spajanje krajeva (NHEJ, eng. non-homologous end joining) i popravak usmjeren
homologijom (HDR, eng. homology directed repair). Mehanizam NHEJ popravlja DNA lomove
direktnom ligacijom bez potrebe za homolognim kalupom. Ovaj mehanizam sklon je insercijama i

delecijama nukleotida koje Cesto rezultiraju pomakom okvira Citanja te u konaénici inaktivacijom



gena (knockout). Mehanizam HDR koristi DNA kalup homologan krajevima DNA na mjestu
dvostrukog loma za sintezu novih fragmenata ¢ime se zadrzava uniformnost originalnog gena te
ne dolazi do potencijalnog knockouta. Ovaj mehanizam moguce je koristiti za ubacivanje transgena

na mjesto dvostrukog loma sto je redovita praksa u mnogim laboratorijima danas (Jiang i Doudna
2017) (Slika 2.).

Genomski CRISPR lokus
ractRNA Cas gen CRISPR niz ponavljanje-razmaknica
B B B WD, | 0 0 0 0 o
Transkripcija ponavianie  Razmaknica
'g/ NN
tracrRNA Cas9 protein Pre-crRNA

Posttranskripcijski proces RNAza 11l

tracrRNA

Formiranje tracrRNA-crRNA-Cas9 komleksa

crRNA
Cas9

5 %
'g 'g tracrRNA

Cas9 uzrokovano iskrivljenje

Cas9

: .—\_x_/_— Ciljana DNA

tracrRNA: crRNA

DSB

Popravak DNA NHEi/ \:DR

0SBs

Homologni predlozak

Slika 2. Mehanizam djelovanja sustava CRISPR/Cas9 u biotehnologiji genetskog modificiranja stanica. Genomski
lokus CRISPR sastoji se od lokusa CRISPR s nizom ugradenih ponavljaju¢ih razmaknicama, gena Cas i tracrRNA.
Navedene komponente se transkribiraju formirajuci tracrRNA, protein Cas9 i pre-crRNA dok posttranskripcijskom
modifikacijom se spajaju u kompleks tracrRNA-crRNA-Cas9. TracrRNA:crRNA kompleks navodi protein Cas9 na
specificno mjesto u genomu na temelju komplementarnosti s ciljanom sekvencom pri ¢emu se uvodi dvostruki lom

molekule DNA pomoc¢u Cas9. Dvostruki lom se moze popraviti pomoc¢u dva mehanizma: NHEJ Koji ne zahtjeva



kalup i HDR koji koristi homologni predlozak. Ukoliko koristimo transgen kao homologni predlozak, na mjesto

dvolanéanog loma se moZe ugraditi gen od interesa. Preuzeto i prilagodeno prema Peng i sur. (2016).
2.2. MODIFIKACIJE SUSTAVA CRISPR/Cas9

Iako se na prvi pogled tehnologija CRISPR/Cas9 ¢ini idealnim alatom u biotehnologiji, ona
ne dolazi bez svojih nedostataka. Veliki problem predstavlja tzv. efekt off-target. Cas9 ima
tendenciju promasiti ciljanu sekvencu te na taj nacin uzrokovati dvostruki lom na nespecificnim
mjestima u genomu koja nisu u potpunosti komplementarna molekuli sgRNA. Naime, istrazivanje
provedeno na 124793 molekula sgRNA pokazalo je da 98,4% molekula ima barem jedno off-target
mjesto vezanja te da samo oko 1,6% sgRNA ima jedinstveno, precizno mjesto vezanja (Bolukbasi
i sur. 2015). Obzirom da je sustav CRISPR/Cas9 sklon pogreskama koje su nespecifi¢ne i
potencijalno vode ka nasumi¢nim insercijama i delecijama stvara se problem u koriStenju ove
tehnologija u terapeutske svrhe. Takoder, kako bi nastao dvolancani lom aktivnoscu Cas9, obje
endonukleazne domene moraju se prihvatiti na isto ciljano mjesto na oba lanca DNA jer u
suprotnom nastaju dva jednolancana ureza ovisno o aktivnoj domeni. Stoga su bile potrebne
odredene modifikacije sustava kako bi se sprijecio efekt off-target, a jedna od takvih mutacija je u
endonukleazi Cas9 koja se kao takva oznacuje kao dCas9 (eng. Deactivated, dead Cas9). Ukoliko
su endonukleazne domene mutirane na regijama D10A domene RuvC i H840A domene HNH,
inaktivni dCas9 sluZzi kao proteinska okosnica za koju se mogu fuzionirati razliiti proteini poput
fluorescentnih proteina, razli¢itih proteinskih privjesaka ili proteinskih domena za specifi¢nu
epigeneticku manipulaciju histona ili molekulu DNA bez uvodenja dvolan¢anog loma DNA Sto
omogucuje precizniju gensku manipulaciju uz smanjeni efekt off-target (Tadi¢ i sur. 2019).
Modificirani dCas9 fuzioniran sa domenama za povecanje ekspresije gena (VPR) ili smanjenje
ekspresije gena (KRAB, eng. kriippel associated box) takoder moze sluziti kao regulator ekspresije
gena vezanjem na odredeno mjesto u genomu, specifi¢no ishodiste transkripcije ili blokiranjem

vezajuceg mjesta RNA-polimeraze (Komor i sur. 2016).

2.3. Invitro UNOSA KAZETA CRISPR/Cas9
Sustav CRISPR/Cas9 potrebno je prvenstveno unijeti u ciljanu stanicu kako bi mogli

stanica kloniranog plazmida koji kodira za sve potrebne komponente CRISPR/Cas9 koje se

eksprimiraju u ciljanoj stanici tranzijentno ili stabilno (Slika 3.).
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Slika 3. Prikaz klasi¢nog konstrukta CRISPR/Cas9. Prikazane su klju¢ne komponente regije 3' LTR i 5' LTR koje
omogucuju stabilnu integraciju kazete u genom, gen za endonukleazu Cas9 s nuklearnim lokalizacijskim signalom
(NLS) koji ¢e ga navesti u jezgru stanice te dodatna rezistencija na antibiotik ampicilin (Amp) i blasticiditn (Blast)
za selekciju uspjesno transfeciranih stanica. Preuzeto i prilagodeno prema “CRISPR Cas9 Expression Construct |

Cellecta, Inc — Cellecta”.

Konstrukt DNA moguce je unijeti virusnim ili ne-virusnim metodama. Ne-virusne metode
dijele se na kemijske i fizicke metode. Pod kemijske metode spadaju lipofekcija i transfekcija
kalcijevim fosfatom, dok je najpoznatija fizicka metoda elektroporacija i mikroinjektiranje. Kod
lipofekcije, negativno nabijeni konstrukt DNA asociran je s pozitivnho nabijenom lipidnom
ovojnicom ¢ime nastaje lipidna vezikula — liposom. Liposomi se stapaju sa staniécnom membranom
ciljane stanice zbog iste polarnosti te endocitozom ispustaju konstrukt u citoplazmu koji se moze

ili razgraditi u citoplazmi stapanjem sa lizosomom ili prenijeti u jezgrin genom gdje se potencijalno
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Slika 4. Shematski prikaz lipofekcije stanice. Molekula DNA koja je negativno nabijena se veZe sa pozitivno
nabijenom lipidnom molekulom (liposom) i stvara kompleks koji ulazi endocitozom kroz stani¢nu membranu.
Endosom se raspada ulaskom u stanicu pri ¢emu DNA ima dvije moguée sudbine: oslobadanje molekule DNA u

jezgru ili formiranje lizosoma te razgradnja molekule DNA. Preuzeto i prilagodeno prema Parker i sur. (2003.).

Transfekcija kalcijevim fosfatom bazira se na otopini konstrukta DNA i kalcijevog fosfata
koji kondenzira molekulu DNA. Ovakva kondenzirana molekula moZe endocitozom u¢i u stanice
gdje se vraca u prvobitno stanje. Ovo je jedna od najstarijih metoda unosa molekule DNA u stanicu,
ali njen nedostatak je visoka citotoksicnost koja predstavlja problem kod transfekcije u osjetljivim
kulturama stanica (Kwon i Firestein 2013). Stoga se Cesto koriste fizicke metode poput
elektroporacije koja je danas u Sirokoj primjeni. Stanice se izlazu elektri¢cnom polju koje uzrokuje
mikroskopske nestabilnosti u stani¢noj membrani $to rezultira nastankom sitnih pora koje sluze
kao pore za unos molekule DNA. Zaustavljanjem elektri¢nog polja, pore membrana se zatvaraju,
a molekula DNA ostaje zarobljena u stanici. lako je metoda relativno brza, nije vrlo efikasna i
zahtjeva koristenje puno veceg broja stanica nego kod ostalih metoda, djelomi¢no i zbog visoke

letalnosti stanica koje su pod stresom uslijed izlaganja elektricnom polju (Potter i Heller 2003)
(Slika 5.).
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Slika 5. Shematski prikaz elektroporacije bakterijskih stanica. Otopina plazmida i stanica se nalazi u elektricnom
polju koje stvara mikropore na membrani koje omogucéuju ulazak DNA u stanice. Uklanjanjem elektricnog polja se
pore zatvaraju, a DNA ostaje zarobljena u stanici. Princip je jednak za elektroporaciju animalnih stanica. Preuzeto i

prilagodeno prema Chicaybam i sur. (2017).

lako su navedene metode efikasne za dostavu transgena, unos konstrukta CRISPR/Cas9 je
vrlo zahtjevan i kompleksan. Glavni problem predstavlja potreba za stabilnom integracijom u
ciljani genom koja je neizvediva navedenim metodama. Drugi problem je veli¢ina samog
konstrukta (od 9 do ¢ak 19 kb, od kojih je samo endonukleaza Cas9 veli¢ine oko 4,2 kb) (Moon i
sur. 2021). Stoga se za unos konstrukta CRISPR/Ca9 koriste virusne metode zbog moguénosti
stabilne integracije velikih konstrukta i visoke efikasnosti transdukcije. Unos virusnim putem
bazira se na modificiranim virusnim Cesticama i KkoriStenjem endogenih mehanizama infekcije
stanica. Bitna karakteristika ovih izmijenjenih virusa je replikacijski deficit, odnosno izostanak
virusnih elemenata koji bi omogudili replikaciju u stanici i reaktivaciju virusa koja bi dovela do
klasi¢nih simptoma virusne infekcije te u konacnici vodili apoptozi. Tri su glavne skupine virusa
koji se koriste u ove svrhe: lentivirusi, adenovirusi te adeno-asocirani virusi (AAV). Adenovirusi
su poznati po velikom kapacitetu pakiranja i dostave strane DNA do ¢ak 36 kb te visokoj
efikasnosti transdukcije kod stanica koje se dijele i onih koje se ne dijele poput neurona ili
hepatocita no veliki nedostatak je da nemaju sposobnost stabilne integracije te ¢esto uzrokuju
snazan upalni i imunosni odgovor kod zivotinjskih modela. Adeno-asocirani virusi imaju manji
kapacitet pakiranja, ali uzrokuju vrlo slabi imunosni odgovor i moguc¢nost infekcije gotovo svih

tipova stanica neovisno o stadiju diobe. Razliciti serotipovi pokazuju specifi¢an tropizam prema



odredenim tipovima stanica (primjerice serotip AAV?2 preferira stanice skeletnih misi¢a, hepatocite
1 stanice mreznice) Sto ih ¢ini obecavaju¢im alatom u genskoj terapiji. Kako ove dvije skupine
virusa nemaju moguénost stabilne integracije u genom i/ili pakiranju velikih transgena, uvodi se
potreba za trecom skupinom virusa, lentivirusa koji imaju mogucnost stabilne inkorporacije

transgena u genom stanice domacina u vec¢em kapacitetu od virusa AAV (Chong i sur. 2021).

Porodica virusa Retroviridae su sSRNA (eng. single strand RNA) virusi koji Kkoriste
reverznu transkriptazu kako bi se replicirali preko DNA intermedijera u stanici domacina. Enzim
reverzna transkriptaza omogucuje reverznu transkripciju molekule sSRNA u komplementarnu
molekulu cDNA ( eng. complementary DNA) koja se ugraduje u genom stanice domaéina pomoc¢u
enzima integraze. Ugradena DNA naziva se jo§ i provirus, a inficirana stanica ne raspoznaje
virusnu DNA od genomske, te ju transkribira i sukladno tome translatira u proteine zajedno sa
svojim genima $to u konacnici vodi ka sastavljanju novih virusnih kopija (Carter i Saunders 2007).
Retrovirusi su podijeljeni u 3 osnovne skupine (Slika 6.): onkoretrovirusi, lentivirusi i spumavirusi.
Onkotetrovirusi se danas smatraju zastarjelom podjelom te se ova skupina dodatno dijeli na
alfaretroviruse, betaretroviruse, gamaretroviruse, deltaretroviruse i epsilontetroviruse.
Onkoretrovirusi, kako im samo ime govori, uzrokuju rak. Primjer je humani T-limfotropni virus
(HTLV) koji je uzro¢nik jednog od oblika leukemije kod ljudi. Lentivirusi, od kojih su najpoznatiji
virus humane imunodeficijencije prvog i drugog tipa (HIV-1 i HIV-2), uzrok su kroni¢nih, ¢esto
smrtonosnih bolesti s karakteristiénim dugim inkubacijskim periodima. Spumavirusi, s druge

strane nisu povezani s nikakvim patoloskim stanjima kod ljudi i zivotinja (Coffin i sur. 2021).
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Slika 6. Podjela prodice Retroviridae na skupine Lentivirus, Spumavirus, Alpharetrovirus, Betaretrovirus,

Gammaretrovirus, Deltaretrovirus i Epsilonretrovirus, Preuzeto iz (MacLachlan i sur. 2016).

3.1. GRADAISTRUKTURA GENOMA VIRUSA HIV

Lentivirusi 1 gamaretrovirusi najées¢e su koriSteni kao vektori unosa stranih transgena u
biotehnologiji. Razlika ove dvije skupine je §to, za razliku od lentivirusne RNA, gamaretrovirusna
RNA ne moze pro¢i kroz membranu jezgre §to onemogucuje infekciju stanica koje se ne dijele
(Cooray i sur. 2012). Najpoznatiji predstavnik skupine lentivirusa je HIV ¢iji je genom graden od
2 jednolancane molekule RNA vezane za nukleokapsidne proteine. Oko genoma nalazi se
proteinska ovojnica kapsida. Virus je okruzen lipidnim dvoslojem povezan proteinima matriksa s
kapsidom $to ¢ini ovojnicu virusa. Kako ovojnica nastaje procesom pupanja virusa iz stanice
domacina, ona sadrzi i dijelove stanicne membrane domacina kao i proteine koji dolaze s njom.
Osim proteina domacina, ovojnica sadrzi i virusne proteine koji strSe s povrSine i nazivaju se
proteini $iljci ili spike proteini. Njihova uloga je da prepoznaju stanice domacina i specifi¢no vezu
virus za membranu $to je kljucan faktor inicijacije njihove virulencije. Cjelokupni genom, a
sukladno tome i svi geni koji kodiraju za pojedina¢ne proteine virusa HIV-a ,vrlo je dobro proucen

(German Advisory Committee Blood (Arbeitskreis Blut) 2016).

Duljina molekule ssRNA je oko 10 kb zajedno s 5" kapom i poli-A repom. Genom svih
retrovirusa organiziran je u 3 glavne regije: gag, pol i env. Regija gag (eng. group-specific antigen),

kodira za proteine unutarnje strukture retrovirusa. Translatira se u prekursorski poliprotein koji
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cijepanjem daje 3 glavna proteina: matrix (MA) vezan za membranu, capsid (CA) - protein kapside
te nucleic-acid-binding (NC) - protein koji se veZe za virusnu RNA i tvori nukleokapsidu. Reverzna
transkriptaza je klju¢an enzim u replikacijskom ciklusu retrovirusa, a kodirana je genom pol. Ovaj
gen kodira i za enzim integrazu koja integrira dvolan¢anu molekulu DNA virusa u genom
domacina. Dodatno, kodira i za protein proteazu koja nastaje kao poliproteinski produkt
translatirana sa genomskog bloka gag i pol. Ovojnica retrovirusa, osim dijelova staniéne membrane
domacina sadrzi i 2 virusna proteina za koje kodira gen env. PovrSinski protein kodiran genom
surface (SU) ve¢i je i ima ulogu receptora koji prepoznaje specificne proteine domacina, a nalazi
se na povrsini virusne Cestice, dok je manji protein kodiran genom transmembrane potreban za
fuziju virusa sa stanicom domacina (Turner i Summers 1999). Osim 3 glavna gena, lentivirusi
imaju jos 7 dodatnih pomo¢nickih gena: tat i rev koji kodiraju za regulatorne proteine te nef, vif,
vpu, vpr i vpx koji kodiraju za pomocne proteine ¢ija je uloga regulacija i koordinacija virusne

ekspresije i izbjegavanja imunoloskog odgovora domacina (Slika 7.).

7 N —|

LTR |7 vif env LTR
" v [N 4 -
rev
P17 p24 7 p6| 5 gp120 gpal
MA  CA NC 42‘2*&6 2 \ —3Y ™
Strukturni PR RT N 'vanj
— — e ovojnice

proteini kapside
Enzimi potrebni za ugradnju

Slika 7. Organizacija genoma virusa HIV. Prikazane su 3 glavne skupine gena gag, pol i env, kao i dodatni pomo¢ni
proteini. Geni gag kodiraju za strukturne proteine kapside, pol za enzime potrebne za ugradnju u genom domacina
poput reverzne transkriptaze (RT), proteaze (PR) i integraze (IN), dok env kodira za proteine vanjske ovojnice
virusa. Genom je omeden s dvije regije LTR koje su kljuéne pri replikaciji, integraciji i koristenju virusa kao vektora.

Preuzeto i prilagodeno prema (Aboulafia i sur. 2006).

Regulatorni proteini REV i TAT jedini su od 7 dodatnih proteina esencijalni za replikaciju
HIV-a. Ugradnjom virusnog genoma u genom domacina, formiraju se dva kraja provirusa nazvanih
regijama LTR (eng. long terminal repeats) podijeljene u 3 podregije: U3, R i U5. Regija LTR

nalazi se na 5' kraju i sluzi kao promotor retroviralnog genoma, dok LTR na 3' kraju kodira za

12



protein NEF. Gen tat i proteini za koje kodira su transkripcijski transaktivatori 5' promotorske
regije LTR . Nizvodno od mjesta inicijacije transkripcije nalazi se regija TAR koja je zapravo RNA
slijed koji tvori om¢u odnosno stem loop. Proteini TAT veZzu se za ovu regiju i reguliraju
transkripciju provirusnog genoma. Vezanjem proteina TAT na ovu regiju drasti¢no se pojacava
stopa transkripcije svih HIV gena pozitivnom povratnom spregom sto doprinosi eksponencijalnom
umnazanju i stvaranju novih kopija virusa. Kod nedostatka gena tat transkripcija je iznimno
neefikasna i zavrSava prerano $to onemogucuje stabilno umnazanje u stanici domacina (Ruben i
sur. 1989). Gen rev kodira za protein koji se veze za slijed RRE (eng. Rev-responsive element).
Transkripcijom provirusne DNA nastaje transkript mRNA koji zbog specifi¢nih regija ne moze
napustiti jezgru kako bi se translatirao u citoplazmi. Protein REV vezanjem na slijed RRE
omogucuje izlazak molekule mRNA u citoplazmu te je bez njegove aktivnosti ekspresija
proteinskih dijelova virusa blokirana (Pollard i Malim 1998) (Slika 8.). Proces infekcije stanice
zapocCinje prepoznavanjem povrSinskih molekula virusa te stapanjem virusne Cestice i stanice
domacina. U stanicu ulazi kapsida s RNA virusnim genomom koji je vezan za okolne proteine.
Prva uloga reverzne transkriptaze je da molekulu RNA oslobodi od navedenih proteina nakon ¢ega
krece proces reverzne transkripcije u molekulu cDNA Zatim se sintetizira komplementarni lanac
cDNA te nastaje dvolan¢ana molekula DNA koja putuje u jezgru. Enzim integraza potom ugraduje
dvolan¢anu molekulu DNA u genom domacina vezujuci se za regije LTR koje su naknadno
sintetizirane te nakraju endonukleaznom aktivno$cu cijepa dinukleotid ili trinukleotid s oba 3' kraja
molekule pri ¢emu nastaju 3' OH krajevi koji napadaju fosfodisetersku vezu u genomu domacina,
a 5' strSe¢i krajevi uklanjaju se stanicnim enzimima. Na ovaj nacin virusni genom Se uspjesSno

inkorporira u genom domacina te tvori ranije spomenuti provirus (Craigie 2012).
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Slika 8. Proces reverzne transkripcija u stanici domacina. Na sekvencu PBS je vezana molekula tRNA (1) na ¢ijem
3' kraju zapodinje sinteza cDNA (2). Rnaza H razgraduje RNA sa RNA-DNA dupleksa, a mala molekula cDNA veze
se za 3' kraj druge kopije virusnog genoma (3). Molekula cDNA elongira se dok Rnaza H simultano razgraduje RNA

kalup od 3' kraja (4). Zapocinje sinteza drugog lanca molekule DNA (5) dok se sva preostala RNA razgraduje (6).
Drugi lanac DNA otpusta se sa 5' kraja prvog lanca DNA i prihvaca se na 3' kraj (7) ¢ime je zavrSena sinteza oba

lanca (8). Preuzeto iz (Carter i Saunders 2007).

3.2. RAZVOJ LENTIVIRUSNE TEHNOLOGIJE
Kako bi se lentivirus mogao koristiti kao vektor u genskoj terapiji za unos nekog gena u

stanice in vitro ili in vivo potrebno je sintetizirati replikacijski defektne virusne Cestice s upakiranim

proizvoljnim genskim materijalom. Za sintezu se koriste tzv. pakirajuce stanice koje eksprimiraju
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sve potrebne genske komponente virusnog vektora. Tip stanica koji se najviSe koristi za
proizvodnju virusnih Cestica s upakiranim transgenom su embrionalne stanice linije bubrega
HEK293 s ugradenim antigenom T virusa SV40 (HEK293T) (eng. human embryonic kidney).
Stani¢na kultura prvotno je kotransfecirana s 3 do 4 plazmida koji kodiraju za osnovne genomske
komponente virusa kao i transgen od interesa. Ovakav sustav razdvajanja virusnih gena na vise
plazmida razvijen je iz sigurnosnih razloga kako bi se onemogucila rekombinacija prilikom
ugradnje plazmida u genom stanica HEK293T ¢ime bi se aktivirala sposobnost replikacije virusa
u stanici. Postoje 3 razine sigurnosti s obzirom na podjelu po plazmidima koji se koriste u
kotransfekciji kod proizvodnje virusnih cestica. Kod prve razine sigurnosti virusni proteini
sintetiziraju se prolazom transfekcijom sa 3 plazmida: pakirajuci plazmid sa svim klju¢nim HIV
genima ukljuéujuéi i pomocne Vvif, vpr, vpu i nef osim gena env, plazmid s genom za proteine
vanjske ovojnice dobiven iz vezikularnog stomatitis virusa (VSV) koji kodira za glikoprotein
ovojnice G te plazmid s transgenom koji Zelimo upakirati u virusne Cestice. Ovakva podjela
omogucuje stvaranje replikacijski kompetentnih virusa uz minimalno 2 rekombinacije, dok
dodatnu mjeru sigurnosti uspostavljamo koristenjem gena VSVG env koji nema homolognih
sljedova koji bi mogli rekombinirati s ostalim HIV genima. Druga generacija lentivirusnih vektora
i dalje je podijeljena na 3 plazmida, ali nova mjera sigurnosti je eliminacija pomoénih HIV gena
(vif, vpu, vpr i nef) iz pakirajuc¢eg plazmida. Ovom modifikacijom ne mijenja se titar virusa niti
sposobnost transdukcije, dok je sigurnost povecana jer navedeni geni kodiraju za faktore
virulencije klasi¢nog virusa HIV. Tre¢a generacija daleko je najsigurnija. Problem kod prethodne
dvije generacije moze predstavljati naknadna infekcija divljim tipom virusa koji potencijalno moze
aktivirati integrirani vektorski virus te ga reaktivirati u stanicama. Unutar regija LTR nalaze se
ranije spomenute regije U3, R 1 U5 koje djeluju kao promotori koji bi ugradivanjem ispred
protoonkogena mogli aktivirati onkogenezu. Ovi elementi nisu u pocetku prisutni na oba kraja
standardnog vektora, ve¢ se pri reverznoj transkripciji regija U3 s 3' LTR kraja kopira na 5' LTR
kraj, a regija U5 se s 5' LTR kraja kopira na 3' LTR kraj. Delecijom U3 regije s 3' LTR kraja
onemogucuje se njena replikacija sto rezultira vektorom bez promotorske regije. Ovakvi vektori
nazivaju se SIN (eng. self-inactivating) jer im je onemoguéena aktivacija drugih stani¢nih gena
promotorskom aktivnoséu regija U3 krajeva LTR (Delenda i lii 2004). Na ovaj nacin,
modifikacijom genoma HIV-a, odnosno stavljanjem konstitutivhog promotora uzvodno od

transkripta od interesa, uklanja se potreba za genom tat. Proizvedeni vektor ima duge ponavljajuce
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sljedove na svojim krajevima koji omoguéavaju visoku efikasnost rada neovisno o regulatornom
genu tat, dok gen rev moze komplementarno nadopuniti aktivnost gena gag i pol tako da se kodira
s drugog plazmida umjesto da je preklapaju¢i dio sekvence gag-pol. Ovakva modifikacija

lentiviralnog sustava HIV zove se tre¢a generacija lentiviralnog pakiranja (Slika 9.).
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Slika 9. Pregled i usporedba sigurnosnih generacija lentivirusnih vektora. Prikazan je genom klasi¢nog virusa HIV
(A). U prvoj generaciji lentivirusnih vektora (B), genom je podijeljen na 3 plazmida od kojih jedan sadrzi transgen, a
dva su plazmida pakirajuca od kojih jedan sadrzi gen env porijeklom iz vezikularnog stomatitis virusa (VSV), a drugi

gag i pol i sve pomo¢nicke gene. Kod druge generacije (C) uklonjeni su dodatni geni vif, vpr, vpu i nef. Treca i
najsigurnija generacija uvodi ¢etvrti plazmid s odvojenim genom rev dok su geni gag i pol kodirani s istog plazmida
te komplementiraju genu rev bez transaktivatora. Uklonjena je i regija U3 s krajeva LTR. Preuzeto i prilagodeno

prema (Canadian Biosafety Guideline: Lentiviral Vectors)

Lentivirusni vektori mogu se proizvoditi u manjim koli¢inama ili u ve¢im koli¢inama u
bioreaktorima iz suspenzijskih kultura u biotehnoloskim pogonima. Proizvodnja u manjim
laboratorijima temelji se na kemijskoj transfekciji, naj¢eS¢e adherentnih stanica, potrebnim
plazmidima, a metoda transfekcije je uglavnom transfekcija kalcijevim fosfatom koja je ranije

opisana, no moguca je i lipotransfekcija. Vektori se mogu proizvoditi u stanicama koje su prolazno
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transfecirane, ali i u stabilnim transfeciranim kulturama. Stabilne kulture puno su efikasnije kod
vektora koji se koriste u genskoj terapiji zbog vece konzistencije, a time i vece sigurnosti kako ne

bi doslo do neocekivanih promjena pri sklapanju virusnih ¢estica (Merten i sur. 2016).

Proces transdukcije in vitro, jest infekcija stanica novoproizvedenim lentivirusnim
Cesticama s upakiranim konstruktom od interesa proizvedenim u stanicama HEK293T.
Transdukcija zapocinje pripremom stanica u kulturi koje se trebaju inficirati. One se nasaduju na
plocice s 24 jazice, tipi¢no 24 h prije izlaganja lentivirusima. Stanice se nasaduju u koncentraciji
od 6-8x10* stanica u ukupnom volumenu od 1 mL. U sluéaju koristenja drugacijih volumena vazno
je da su stanice nasadene u gusto¢i od 30 do 40%. Stanice se inkubiraju preko no¢i u klasiénim
uvjetima rasta. Nakon inkubacije, potrebno je tretirati stanice kako bi se povecala receptivnost
prema virusnim cesticama. Tipi¢no se za ovaj korak priprema otopina polibrena sa stani¢nim
medijem, ¢ija je uloga neutralizacija negativnih naboja virusne Cestice kako bi se olaksala infekcija
stanica ¢ija je povrSina takoder negativno nabijena. Infekcija se provodi klasiénom transfekcijom,
odnosno izlaganjem stanica lentivirusnim vektorima koji se dodaju u stani¢ni medij. Prilikom
izvodenja eksperimenta potrebno je imati negativnu kontrolu sa neinficiranim stanicama, pozitivnu
kontrolu s protein GFP lentivirusnim vektorom i negativnu lentivirusnu kontrolu. Inkubacija traje
24 h nakon Cega se obustavlja sinteza virusa uklanjanjem medija s virusnim ¢esticama dodatkom
svjezeg medija. Lentivirusni vektori nose, osim transgena, i selektivne markere kao Sto su geni za
fluorescirajuce proteine (najéesée GFP) ili gene za antibiotsku rezistenciju. Nakon selekcije stanica
koje su uspjesno lentivirusnom transdukcijom primile transgen, provodi se analiza ekspresije gena
kako bi se utvrdila funkcionalnost i utjecaj na stanice koje su modificirane. Tipicni nacini analize
ekspresije gena su gPCR (eng. quantitative polymerase chain reaction) za kvantifikaciju ciljane
sekvence DNA u transduciranim stanicama, metoda Western blot za detekciju specifi¢nih proteina
te imunofluorescencija za detekciju ciljanih eksprimiranih proteina fluorescentno obiljezenim

antitijelima (Horn i sur. 2004).
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Lentivirusnoj transdukciji in vivo prethodi kloniranje vektora kao i za metodu in vitro.
Razlika je u nacinu dostave virusa, koja se u ovom slucaju najce$ée provodi intravenskom ili
intramuskularnom injekcijom, injekcijom u cerebrospinalni fluid ili direktno u ciljano tkivo.
Ovakva sofisticirana metoda ima potencijal revolucionarizacije genske terapije i biomedicinskih
istrazivanja jer omogucuje dostavu transgena direktno u ciljana tkiva zivih organizama bez potrebe
za ve¢im invazivnim zahvatima. U kombinaciji s tehnologijon CRISPR/Cas9, lentivirusni vektori
mogu dostaviti funkcionalni gen i ugraditi ga na mjesto nefunkcionalnog gena koji uzrokuje
odredeni poremecaj. Stabilna integracija transgena, kao i1 stabilnost ekspresije, omogucila bi
potencijalno dugoro¢no terapeutsko rjesenje (White i sur. 2017). Na primjeru nasljedne genetske
bolesti, teske kombinirane imunodeficijencije (SCID, eng. severe combined immunodeficiency),
proveden je prvi uspjeSan pokusaj genske terapije 1990. godine. Lentivirusna dostava funkcionalne
kopije gena za enzim adenozin deaminazu (ADA) bijelim krvnim stanicama, te njihovo reiniciranje
u tijelo pacijenta, rezultirali su normalnom ekspresijom enzima i sukladno tome, korekcijom
deficijencije bez potrebe za transplanacijom kostane srzi. (Fischer i sur. 2002). UspjeSan primjer
genske terapije na primjeru iste bolesti 2000. godine, zaustavljen je nakon $to je 2 od 10 pacijenata
razvilo oblik leukemije ugradnjom transgena u blizini onkogena. Potencijalna nasumi¢na ugradnja
u genom predstavlja niz problema u klinickim istrazivanjima (Cavazzana-Calvo i Fischer 2007).
Rjesenje u ovakvim specifi¢nim situacijama bi bilo precizno genomsko uredivanje tehnologijom
CRISPR/Cas9 za ciljanu ugradnju u genom. lako su u zadnjim godinama postignuti ozbiljni

napredci u razvoju ove metode, problem i dalje predstavlja efekt off-target.

Lentivirusna transdukcija primjenjiva je na stanicama koje se dijele, kao i na onima koje se
ne dijele. Klasi¢ni primjer stanica koje se dijele su tumorske stanice. Kao jedan od osnovnih
modela, ljudske i animalne tumorske stanice Cesto se transduciraju lentivirusnim vektorima u
istrazivanjima metabolickih puteva karcinogeneze, rezistencije na lijekove 1 potencijalnih
terapeutika. Genska terapija nastoji tehnologijom CRISPR/Cas9 inhibirati rast tumora
modifikacijom klju¢nih onkogena ili povecanjem osjetljivosti na kemoterapeutike (Indraccolo i
sur. 2002). Jos jedan primjer stanica koje se aktivno dijele su mati¢ne stanice, najcesce
hematopoetske i mezenhimalne. Njihova modifikacija koristi se u genskoj terapiji i regenerativnoj
medicini zbog visoke sposobnosti proliferacije i diferencijacije u ciljane tipove stanica koji zbog
raznih genetskih poremecaja mogu biti defektni (Kallifatidis i sur. 2008). Stanice imunosnog

sustava modificiraju se u svrhe imunoterapije i istrazivanja imunosnih odgovora organizma.
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Tipi¢no su to T i B-limfociti, ali istrazivanja se provode i na ostalim tipovima. Primjer genske
terapije na bijelim krvnim stanicama je ranije opisana tretiranjem teske kombinirane
imunodeficijencije. Jos§ jedan takav primjer je CAR (eng. chimeric antigen receptor) terapija T-
limfocitima. Ova meoda koristi genetsku modifikaciju T-limfocita lentivirusnim vektorima kako

bi ciljano napali tumorske stanice (Anastasov i sur. 2009).

Jedna od karakteristika stanica koje se ne dijele jest slab afinitet za primanje transgena.
Ovakve stanice ne prolaze kroz aktivan stani¢ni ciklus Sto rezultira iznimno slabom mogucosti
transfekcije klasi¢nim metodama. lako manje efikasna nego kod stanica koje se dijele, transdukcija
lentivirusnim vektorima pokazala se efektivnim nac¢inom dostave transgena u ovakve stanice. Na
primjeru neurona centralnog zivéanog sustava, koji su poznati po slaboj sposobnosti regeneracije,
istrazivanja su fokusirana na analizu genetskih faktora koji utje€u na razvoj bolesti kao Sto su
Parkinsonova bolest. Razumijevanje ¢imbenika nastanka ovakvih bolesti otvara put prema genskoj
terapiji dostavom funkcionalnih gena in vivo (Osten i sur. 2006). Kardiomiociti odnosno sréane
miSicne stanice, posebno su interesantne zbog kardiovaskularnih bolesti koje su jedan od vodecih
uzro¢nika smrti u svijetu (Gaidai i sur. 2023). Razumijevanje genetskih predispozicija za ove
bolesti prvi je korak prema stvaranju novih terapeutika, kao i za izdvajanje vanjskih ¢imbenika i
prepoznavanja njihovih utjecaja na progresiju patoloskih stanja te se genska terapija treba ujedno
vise fokusirati na nasljedne metabolicke poremecaje kao $to su hemofilija tipa A (Milani i sur.
2022).

Modelni organizmi postali su nezamjenjiv alat u modernoj biologiji. Vec¢ina spoznaja o
mehanizmima koji vode ka patoloskim stanjima u ¢ovjeka, ali i opéenito procesu razvoja i evolucije
covjeka dolazi iz proucavanja na raznim modelima koji, iako nekad potpuno razli¢iti, dijele mnoge
karakteristike 1 fizioloSke procese s ¢ovjekom. Od otkri¢a prvih gena do potpunog sekvenciranja
genoma covjeka, doslo je do iznimnog znanstvenog napredka, a razvoj novih modernih metoda i
tehnologija omogucuju daljnja jo§ dublja molekularna istrazivanja. Manipulacijom genetickog
materijala uvode se nove osobine u modelne organizme koji se koriste za jos§ detaljnija istrazivanja
bioloskih procesa u biomedicinske svrhe. Otkricem i adaptacijom tehnologije CRISPR/Cas9 kao

jednim od najnaprednijih alata u molekularnoj biologiji, otkriva se gotovo neogranicen potencijal
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proucavanja genoma zivih organizama. Uz ocekivana eticka pitanja, ova tehnologija ubrzo je
postala, kao i modelni organizmi, kljucan aspekt u manipulaciji i geneticCkom inzenjerstvu. Glavni
cilj razvoj je novih genskih terapija u svrhu razvoja novih pametnih lijekova i novih
personaliziranih strategija lijeCenja. Tehnologija CRISPR/Cas9 danas se kombiniras tehnologijom
koja koristi lentiviruse za unos i stabilnu integraciju transgena u sustave in vitro (stanice) i in vivo
(orgnaizme). Kombinacija ovih metoda omoguciti ¢e u buduénosti bolje razvoj genske terapije ali

¢e 1 unaprijediti istrazivanja u podrucju molekularne biologije, biomedicine i medicine.
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