Uloga sustava CRISPR/Cas9 u genetickom
injzenjerstvu

Lalié¢, Dora

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2020

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:217:632140

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-11-23

AY)
< £,
& %
5':?0 % Repository / Repozitorij:
Z; ET: Repository of the Faculty of Science - University of
S ey Zagreb
2% I
< N
(@) o8

L
Ay \
0. MATEN\P:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:632140
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:8662
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:8662
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:8662

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

ULOGA SUSTAVA CRISPR/Cas9 U GENETICKOM INJZENJERSTVU

CRISPR/Cas9 SYSTEM IN GENETIC ENGINEERING

SEMINARSKI RAD

Dora Lali¢

Preddiplomski studij biologije
(Undergraduate Study of Biology)
Mentor: prof. dr. sc. Vlatka Zoldos

Zagreb, 2020.



SADRZAJ

L UV 0D 1
1.1 Prethodnici sustava CRISPR/Cas u genetiCkim istrazivanjima..................cccooeeiuennnn. 2

2 SUSTAV CRISPR/CASY. ... e 4
2.1 Svojstvaiuloga sustava CRISPR/Cas9 u prokariotima..............coeveiiiiiiiniiiiinnannnn.. 4

2.2 Adaptacija sustava CRISPR/Cas9 za geneticka istrazivanja................ccoevvveinnennnnn.. 6
2.2.1 Sinteza kimerne SgRNA. ... ..o 6

2.2.2 Efekt nespecifi¢nog vezanja proteina Cas9.........cccceiiiiiiiiiiiiiiiii i 7

2.2.3 Metode unosa sustava CRISPR/Cas9 u stanicu..............ooviiuiiiiiiinininnann. 8

3 PRIMJENA SUSTAVA CRISPR/CAS ........c.ooiiiiiiii i 9
3.1 Istrazivanje nekodirajuce DINA. ... ...ttt 10

3.2 Regulacija genske €KSPIeSIj@. . ..uuuuinuintit e 11

3.3 Vizualizacija Kromatina. .........oouuiiniiitii it e e e e e 13

3.4 Ciljana mutageneza molekule DNA.... ... e, 13

3.5 Dosadasnje primjene sustava CRISPR/Cas9 ..., 15

4 BUDUCNOST TEHNOLOGIJE CRISPR/Cas9 ...............ccccooiiiiiiiiiiiiiiinn.. 17
5 LITERATURA . ..o e 18
6 SAZETAK......ccoiiiiiiiiiiiiii e, 20

T SUMMARY ... 20



1 UVOD

Razlicitost svakog organizma posljedica je jedinstvene geneticke upute koju on nosi upisanu u
molekulu DNA. Svaka stanica organizma sadrzi odreden broj DNA molekula koje odgovaraju
broju kromosoma (genom). U njima se nalaze geni koji kodiraju upute za sintezu proteina, ali
sadrze 1 nekodirajuce dijelove koji su nekada smatrani smecem u genomu, no danas je poznato da
su ti dijelovi iznimno vazni. lako sve stanice organizma sadrze iste DNA molekule, u svim
stanicama nisu isti geni aktivni te upravo to odreduje tip stanice (Black i sur. 2016). Zbog svoje
velike duzine, DNA molekula gusto je pakirana uz pomo¢ histonskih proteina u strukturu koja se
naziva kromatin, a on moZe biti viSe ili manje kondenziran (u klasicnom smislu nazvan
heterokromatin, odnosno eukromatin). Reverzibilne modifikacije histonskih proteina kao $to su
acetilacija, metilacija i fosforilacija, mijenjaju afinitet histona za vezanje na molekulu DNA te
uzrokuju prelazak kromatina iz jednog oblika u drugi — manje opusten (heterokromatin) u vise
opusten (eukromatin) . Aktivni geni koji se prepisuju moraju se nalaziti u opustenijem eukromatinu
kako bi pristup transkripcijskoj masineriji bio mogu¢ dok se inaktivni geni nalaze u
heterokromatinu. Promjene u genomu ili epigenemu (promjena u ekpresiji gena bez promjene u
slijedu nukleotida), pa ¢ak i one male, mogu uzrokovati velike promjene za organizam kao $to su
promjena fenotipa ili ruSenje homeostaze, odnosno razvitak bolesti.

Znanstvenici ve¢ od otkrica molekule DNA i njezine strukture pokusavaju pronaci nacine za
njezinom manipulacijom i ciljanim uredivanjem. Mogu¢nost ciljane promjene DNA molekule u
svrhu promjene geneticke upute organizma, smatra se genetickim injZenjerstvom, a metodologija
koja se temelji na CRISPR/Cas9 sustavu otvara mnoge mogucnosti, kako u bazi¢nom istrazivanju

1 uredivanju genoma, tako i u biomedicini i biotehnologiji (SI. 1) (Ran 1 sur. 2013).
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Slika 1. Povijesni pregled razvitka tehnologije CRISPR/Cas i metoda uredivanja genoma. Podrucja se ujedinjuju
2012. godine kada je otkrivena moguénost programiranja sustava promjenom RNA sekvence. Nakon tog otkric¢a, broj
znanstvenih istrazivanja i radova koji koriste CRISPR za manipulaciju genima eksponencijalno raste. Preuzeto iz

Doudna i Charpentier, 2014.

1.1 Prethodnici sustava CRISPR/Cas u genetickim istrazivanjima

Do sada se razvilo nekoliko metoda koje ukljucuju programibilne mjesno-specificne nukleaze
kojima se moze ciljati odredeno mjesto u DNA molekuli. Medutim, niti jedna metoda do sada
koriStena u tu svrhu nije usavrSena. Takvi kompleksi omogucuju istrazivanje nekodirajuce i
kodiraju¢e DNA te uvodenje mutacija uzrokovanih dvolanc¢anim lomom ili drugim enzimskim
reakcijama. Do sada su poznate nukleaze s cinkovim prstima, TALEN-ovi i sustavi CRISPR/Cas
(Cong i sur. 2013).

Motiv cinkovih prstiju (engl. zinc finger) jedan je od najcescih proteinskih motiva koji vezu
DNA u eukariotima (Sl. 2A). Pojedinacni protein sastoji se od 30-ak aminokiselina rasporedenih
u dvije beta ploCe 1 jednu alfa zavojnicu. Aminokiseline pozicionirane na kraju zavojnice

interagiraju s bazama velikog utora molekule DNA s razli¢itim afinitetima te promjena tih



aminokiselina odreduje specificnu kombinaciju od otprilike 3 nukleotida koju motiv prepoznaje i
veze (Gaj i sur. 2013). Krajem proslog stoljeca, dizajnirane su nukleaze s cinkovim prstima (engl.
zinc finger nuclease, ZFNs) koje mogu prepoznati specifican slijed u DNA molekuli i tamo
napraviti lom. Sintezu ovakvih kompleksa omogucilo je otkri¢e visoko konzervirane linker
sekvence (engl. linker=poveznica) kojom se moze povezati nekoliko motiva cinkovih prstiju kako
bi prepoznali sekvencu od 9-18 nukleotida. Na takav multimerni protein se nadovezuje Fok I
endonukleaza koja moze cijepati molekulu DNA (SI. 2B). Ovakvi enzimi su komercijalno dostupni
te se dizajniraju uz pomo¢ ve¢ postojecih knjiznica koje sadrze razli¢ite varijante cinkovih prstiju.

TALE (engl. transcription activator-like effector) proteini su izvorno pronadeni u bakterija roda
Xanthomonas te imaju moguénost prepoznavanja i vezanja molekule DNA. Sli¢no kao i kod
cinkovih prstiju, ulogu u prepoznavanju nukleotida imaju dvije aminokiseline, ali razlika je u tome
Sto jedan TALE protein moze prepoznati samo jedan nukleotid (SI. 2C). Dizajniranje fuzijskih
proteina ovih domena s nukleazama i drugim enzimima za modifikaciju kromatina, omogucuje

ciljanu mutagenezu te regulaciju genske ekspresije (Gaj i sur. 2013, Ran i sur. 2013).
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Slika 2. Struktura ZFN i TALENa. A) Motiv cinkovih prstiju u interakciji s molekulom DNA. Aminokiselinski

ostaci oznaceni brojevima -1, 2, 3 i 6 prikazani su poput Stapica te su zasluzni za prepoznavanje i interakciju s

bazama DNA. Ocuvani cisteini 1 histidini takoder su oznaceni Stapi¢ima te su pravilno orijentirani interakcijama

s atomom cinka. Svaki motiv moze prepoznati dvije ili tri baze. B) Shematski prikaz ZFN dimera vezanog za

DNA. Proteini ZNF vezu dva mjesta na DNA medusobno udaljena nekoliko parova baza, a Fok I endonukleaza

cijepa lance. C) Protein TALE u kompleksu s DNA. Aminokiselinski ostaci oznaceni brojevima 12 i 13

predstavljaju hipervarijabilne grupe koje prepoznaju odredenu bazu. D) Shematski prikaz TALE nukleaza vezanih

za DNA. Preuzeto iz Gaj i sur, 2013.



2 SUSTAYV CRISPR/Cas9

Krajem proslog stoljeca, japanski znanstvenici primjetili su u genomu bakterije Escherichia coli
kratke pravilno razmaknute ponavljaju¢e sekvence koje su kasnije primje¢ene i u drugim
prokariotima, ukljucujuéi bakterije i arheje (Ishino i sur. 1987). Poc¢etkom 21. stolje¢a pocinje se
istrazivati funkcija tih sekvenci te dolazi do znatnog napretka kada se ustanovilo da ,,razmaknice*

najvjerojatnije potjeu od bakteriofaga i plazmida (Doudna i Charpentier, 2014).

2.1. Svojstva i uloga sustava CRISPR/Cas9 u prokariotima

CRISPR/Cas9 predstavlja mikrobni antivirali adaptivni imunoloski sustav (Mojica 1 sur. 2009).
Naziv CRISPR (engl. clustered regulary interspaced short palindromic repeats) oznacava klaster
ponavljaju¢ih palindromskih sekvenci koje su medusobno odvojene protorazmaknicama (engl.
protospacer). Protorazmaknice potjeCu od egzogene DNA, poput plazmida ili genoma
bakteriofaga ¢iju je infekciju stanica preboljela u proslosti te sacuvala kopiju dijela. Uz lokus
CRISPR nalazi se operon Cas gena koji kodiraju za komponente proteina Cas (S1. 3A). Imunoloski
odgovor temelji se na prepoznavanju strane nukleinske kiseline pomoc¢u male RNA te njezinom
cijepanju uz pomo¢ nukleaze Cas, a moze se podijeliti u 3 faze (S1. 4) (Jinek i sur. 2012). Prva faza
obuhvaca integraciju strane DNA u CRISPR lokus genoma domacdina nakon prezivljavanja
infekcije fagom. Kada stanicu ponovno napadne isti virus, dolazi do druge faze - transkripcije
CRISPR 1 lokusa Cas. Nastaje pre-ctrRNA (engl. pre-crispr RNA) koja se mora obraditi kako bi
nastala crRNA (engl. crispr RNA). Sintetiziraju se proteini Cas i interagiraju s odgovarajuéim
crRNA koje ih u trecoj fazi dovode do invadiraju¢e nukleinske kiseline i cijepaju ju (Doudna i
Charpentier, 2014).

S obzirom na zajednicka svojstva, razlikuju se tri vrste sustava CRISPR/Cas. Proteini Cas
sustava I i III imaju moguénost samostalnog procesiranja pre-crRNA, dok proteini Cas sustava I1
nemaju. CRISPR/Cas9 pripada vrsti II te su mu potrebne dvije molekule RNA za navodenje
proteina Cas9 do molekule DNA (Jinek i sur. 2012). Kod ovog je sustava za aktivaciju pre-crRNA
potrebna tracr-RNA (engl. trans-activating crispr RNA) koja se komplementarno sparuje s
palindromskim dijelom pre-crRNA i omogucuje cijepanje RNazom III, koja potje¢e od domacina.
Sekundarna struktura koja nastaje interakcijom tracrRNA sa crRNA omogucuje vezanje za protein
Cas9 (Sl. 3B). Uz RNazu III, ulogu u sazrijevanju pre-crRNA ima i domena samog proteina Cas,

ali njezina uloga nije posve poznata (Deltcheva i sur. 2011).



Osim komplementarnosti, za vezanje kompleksa Cas9/cr-tractRNA na Zeljeni dio DNA,
potrebno je da ciljana DNA sadrzi PAM sekvencu. PAM (engl. protospacer adjacent motif)
sekvenca karakteristicna je za razli¢ite CRISPR sustave u razli¢itim vrstama, a sastoji se od
nekoliko nukleotida ili konsenzusa sekvenci potrebnih za prepoznavanje 1 vezanje proteina Cas. U
slucaju bakterije Streptococcus pyogenes nakon protorazmaknice u egzogenoj DNA mora slijediti
sekvenca od tri nukleotida 5'-NGG-3' (Ran i sur. 2013). Taj mehanizam omogucuje stanici da
razlikuje protorazmaknicu unutar vlastitog genoma od sekvence u stranoj DNA. Nakon
prepoznavanja i komplementarnog sparivanja baza izmedu crRNA i DNA, dolazi do cijepanja
molekule DNA. Cas9 ima dvije nukleazne domene kojima cijepa lance: HNH i domenu slicnu

Ruv-C (engl. RuvC-like domain) (Sl. 3C) (Doudna i1 Charpentier, 2014).
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Slika 3. Shematski prikaz sustava CRISPR/Cas9 iz bakterije Streptococcus pyogenes. A) Shematski prikaz lokusa
tractRNA, cas operona i CRISPR lokusa. B) tracrRNA zajedno s Cas9 nukleazom i RNazomllIl sudjeluje u
sazrijevanju pre-crRNA. C) Dualna tracr-crRNA navodi Cas9 do ciljane sekvence u DNA uz koju se nalazi
odgovaraju¢a PAM sekvenca. Cas9 svojim nukleaznim domenama radi dvolancani urez u DNA. Preuzeto iz Doudna

i Charpentier, 2014.
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Slika 4. Shematski prikaz imunoloskog odgovora na napad bakteriofagom djelovanjem sustava CRISPR/Cas9.
U prvoj fazi dolazi do infekcije virusom i integracije dijela njegove DNA u genom domacina. U sljedecoj fazi dolazi
do transkripcije CRISPR i lokusa Cas te sazrijevanju pre-crRNA uz pomo¢ kratkih tracrRNA. U zadnjoj fazi dolazi
do cijepanja egzogene DNA faga uz pomo¢ nukleaze Cas9 vodene dualnom tracr-crRNA. Preuzeto i prilagodeno iz

http://rna.berkeley.edu/crispr.html.

2.2 Adaptacija sustava CRISPR/Cas9 za geneticka istraZivanja
Sustavi preuzeti iz jednostani¢nih organizama kao $to su arheje i bakterije nisu direktno
prenosivi i upotrebljivi u eukariotskim stanicama stoga je bilo potrebno prilagoditi sustav u

nekoliko segmenata.

2.2.1 Sinteza kimerne vode¢e RNA

Proucavanje strukture i funkcije dualne tracr-crRNA omogucilo je otkri¢e vaznih komponenti
ovog kompleksa za navodenje proteina Cas. Djelomi¢no dvostruka struktura dualne RNA tvori
motiv nuzan za vezanje s proteinom Cas9. Uzevsi u obzir potrebna obiljezja, znanstvenici su
uspjeli sintetizirati kimernu sgRNA (engl. single guide RNA) koja na 5'-kraju ima sekvencu od 20-
ak nukleotida koja odreduje ciljano mjesto u DNA te dvostruku strukturu na 3'-kraju koja
osigurava vezanje za protein Cas9 (SI. 5) (Doudna i1 Charpentier, 2014, Ran 1 sur. 2013). Ovakav

sustav od dvije komponente (Cas9 nukleaza i sgRNA za navodenje) omogucuje ciljanje bilo kojeg



dijela DNA, uz uvjet da se uz njega nalazi PAM sekvenca, promjenom 20-nukleotidne sekvence

unutar sgRNA.

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

Linker
loop

;(o/g“ 5' tracrRNA

Slika 5. Shematski prikaz nukleaze Cas9 vodene dualnom tracr-crRNA in vivo (lijevo) i jedinstvenom sgRNA

in vitro (desno). Sintezom umjetne RNA dodatkom vezujuce (engl. linker) sekvence omoguceno je programiranje

sustava za ciljanje zeljene sekvence u DNA. Preuzeto iz Doudna i Charpentier, 2014.

2.2.2 Efekt nespecificnog vezanja proteina Cas9 (engl. off-targeting effect)

S obzirom na nukleotidni sastav i1 veli¢inu molekule DNA, postoji ograni¢en broj kombinacija
nukleotida te se neke sekvence ponavljaju vise puta u genomu. To predstavlja potencijalni problem
kod rada s navodenim nukleazama jer motivi koji prepoznaju DNA mogu vezati vise identi¢nih
sekvenci unutar istoga genoma (engl. off-targeting). Zato je kod odabira ciljanog mjesta (engl.
target site), osim PAM sekvence, vazno uzeti u obzir $to manju moguénost za nespecificno
vezanje. Danas postoje programi koji analiziraju danu genomsku sekvencu i pronalaze prigodna
ciljna mjesta koja zadovoljavaju trazene uvjete (Ran i sur. 2013). Za povecanje preciznosti sustava,
moguce je uvesti mutaciju u jednu od nukleaznih domena proteina Cas9 ¢ime se on pretvara u
nikazu (nCas9) koja radi jednolancane DNA ureze. Za stvaranje dvolancanog loma potrebne su
dvije Cas9 nikaze u neposrednoj blizini ¢ime se smanjuje mogucnost cijepanja dIDNA

(dvolan¢ana DNA) na nepozeljnim mjestima (Ran i sur. 2013).



2.2.3 Metode unosa sustava CRISPR/Cas9 u animalne stanice

Razvijeno je nekoliko metoda kojima se sustav CRISPR/Cas9 moze unijeti u stanicu, a mogu
se podijeliti na virusne, nevirusne i fizicke (SI. 6.). Virusni unos podrazumijeva infekciju stanica
bakteriofagima koji nose kodiranu uputu u oblike nukleinske kiseline za sastavljanje
CRISPR/Cas9 sustava. Poznati su adenovirusni (AdV), lentivirusni (LV) te adenovirusno-
povezani vektori (AAVV), a razlikuju se po veli¢ini 1 kapacitetu, u¢inkovitosti infekcije te jacini
imunoloskog odgovora kojeg izazivaju. Nevirusni unos podrazumijeva upotrebu kationskih
vektora, CPP-a te hidrodinami¢ne inekcije plazmida koji kodiraju za elemente sustava. Kationski
vektori su pozitivno nabijene nanocestice koje u sebi sadrze komponente sustava CRISPR/Cas9 te
su pogodni vektori zbog razlike naboja u odnosu na negativno nabijenu sgRNA te to pogoduje
efikasnijem ,,izbacivanju* sadrzaja Cestice. Kompleks Cas9/sgRNA moze biti povezan na CPP
(engl. cell penetrating peptide) koji ga navodi do stanice 1 uvodi u istu. Fizicke metode ukljucuju
direktan unos Cas9 nukleaza i pripadaju¢ih sgRNA mikroinjekcijom ili elektroporacijom

(Chandrasekaran i sur. 2018).
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Slika 6. Metode unosa sustava CRISPR/Cas9 u stanicu. Virusnim metodama moguce je unijeti Cas9 nukleazu i
sgRNA u stanicu istovremeno ili odvojeno putem dva vektora. Za unos mRNA komponenti sustava, Cas9 mRNA i
sgRNA se sintetiziraju in vitro te se unose putem nanocestica. Za unos vec sintetiziranog Cas9 proteina i sgRNA

takoder se mogu Koristiti nanocestice ili fuzija Cas9 i CPP (engl. cell penetrating peptide). Preuzeto iz Yao i sur. 2015.



3 PRIMJENA SUSTAVA CRISPR/Cas9

Sustav CRISPR/Cas9 je zbog svoje efikasnosti, preciznosti i jednostavne upotrebe postao
najkoriSteniji alat za uredivanje genoma. Malom promjenom sgRNA, koja je zapravo sekvenca od
svega 20 nukleotida, moze se ciljati gotovo bilo koje mjesto u genomu, bez potrebe za sintezom
¢itavih proteina kao u sluc¢aju metodologije ZFN i TALEN. Modifikacije sustava CRISPR/Cas9
uvelike Sire podrucja u kojima moze djelovati. Osim spomenute mutageneze jednog od nukleaznih
centara proteina Cas9, moguce je inaktivirati obje nukleaze domene (dCas9 od engl. deactivated
Cas9), pri ¢emu se protein Cas9 voden sgRNA samo veZe za odredeno mjesto u molekuli DNA.
Nadalje, moguc¢e je fuzionirati razli¢ite enzimatske podjedinice za Cas9 u svrhu ciljane
mutageneze ili epigenomskih modifikacija ili pak fluorescentne proteine za vizualizaciju lokusa

interfazne jezgre (SI. 7.).
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Slika 7. Metode primjene sustava CRISPR/cas9 za proucavanje i manipulaciju epigenoma. A) Fuzija Cas9 sa
domenama koje regrutiraju odredene komplekse i uzrokuju aktivaciju/represiju gena. B) Fuzija Cas9 s enzimima za
modifikaciju histonskih repova kao §to su histonske metiltransferaze (HMT), histonske demetilaze (HDM), histonske
acetiltransferaze (HAT), histonske deacetilaze (HDAC) i sl. C) Fuzija Cas9 sa DNA metiltransferazama (DNMT) u
svrhu DNA metilacije ili enzimima porodice TET u svrhu demetilacije DNA. D) Fuzija proteina Cas9 i proteina GFP

(engl. green flourescent protein) za vizualizaciju kromatina. Preuzeto iz Pulecio i sur. 2017.



3.1. Istrazivanje nekodiraju¢e DNA

Samo mali postotak DNA (geni) biti ¢e transkribiran i translatiran u proteine, dok ostali dijelovi
DNA predstavljaju nekodirajuce sekvence, koje se ponavljaju u genomu u umjerenom ili velikom
broju, te obuhvacaju transpozone, razliite tipove satelitne DNA 1 regulatorne elemente.
Regulatorni elementi utjeCu na ekspresiju gena tako Sto se na njih vezu transkripcijski faktori i
uzrokuju promjenu kromatinske strukture koja omogucava ili sprjecava transkripciju (Korkmaz i
sur. 2016). Poznato je nekoliko vrsta regulatornih elemenata, a to su promotori (engl. promoters),
pojacivaci (engl. enchancers), prigusivaci (engl. silencers) 1 insulatori (engl. insulators). Neki od
njih imaju karakteristi¢na obiljezja po kojima se mogu prepoznati u razli€itim organizmima, dok
su drugi Cesto jedinstveni za odredene gene. Promotori mogu imati konsenzus sekvence kao §to je
TATA box te se nalaze blizu TSS (engl. transcription start site). Njih je lakSe odrediti u genomu
nego pojacivace koji se mogu nalaziti udaljeni nekoliko kilobaza od gena kojeg reguliraju te ne
moraju imati konsenzus sekvence i karakteristicna obiljezja pojacivac¢a (Pulecio i sur. 2017).
Mutacije u regulatornim elementima, pa ¢ak i one male, mogu uvelike utjecati na promjenu u
ekspresiji gena, §to u odredenim sluc¢ajevima moze dovesti do promjene fenotipa ili razvoja bolesti
(Liu i sur. 2018).

Identifikacija regulatornih elemenata jos je uvijek zahtjevan zadatak za znanstvenike, pogotovo
zbog jedinstvenosti razli¢itih regulatora, stoga su razvili metode kojima se uz pomo¢ sustava
CRISPR/Cas9 mogu identificirati i okarakterizirati dosada nepoznati regulatorni elementi gena.
Jedan od razvijenih pristupa za ovakva istrazivanja naziva se MERA (engl. multiplex editing
regulatory assays). Ova se metoda temelji na unoSenju tisu¢a mutacija u podrucje DNA duljine
oko 40 kb za koje se smatra da sadrzi regulatorne elemente te se koristi umetnuti protein GFP
(engl. green flourescent protein) za identifikaciju aktivnosti gena. Mutacije se u DNA unose uz
pomo¢ sustava CRISPR/Cas9 i knjiznica sgRNA molekula (engl. sgRNA library) koje ciljaju
razli¢ita mjesta na DNA. Nakon §to protein Cas9 napravi dvolancani lom na odredenom mjestu u
molekuli DNA, on se popravlja nehomolognim spajanjem krajeva pri ¢emu najces¢e dolazi do
indel (engl. insertion-deletion) mutacija. Mjerenjem utjecaja koji odredena sgRNA ima na
ekspresiju gena, mogu se odrediti vazni endogeni regulatorni elementi kao i domene nuzne za
njihovu funkciju (Rajagopal i sur. 2016). Osim MERA-e, postoje i druge metode koje se takoder

baziraju na sli¢nom principu koriste¢i RNA knjiZznice za identifikaciju regulatora (Gilbert i sur.
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2014). Ovakav napredak u istrazivanju nekodiraju¢e DNA pruza nove moguénosti razumijevanja

razvitka nekih bolesti te nacina na koji ih ispraviti.

3.2. Regulacija genske ekspresije

Osim identifikacije regulatornih elemenata, sustavom CRISPR/Cas9 moguce je aktivirati ili
suprimirati ekspresiju odredenih gena direktno ili pak promjenom epigenetickih oznaka. Metilacija
baza u DNA molekuli te modifikacije histonskih repova, kao §to su acetilacija, metilacija,
fosforilacija, ubikvinacija ili ribozilacija, predstavljaju epigeneticka obiljezja koja su usko
povezana sa strukturom kromatina. Ukoliko su interakcije izmedu DNA 1 histona jake, kromatin
je gusto pakiran u obliku heterokromatina te je ekspresija gena suprimirana. Odredene
modifikacije N-terminalnih repova histonskih komponenti mogu uzrokovati smanjenje tih
interakcija ¢ime kromatin prelazi u viSe opusteno stanje te je ekspresija gena moguca. lako ne
postoje tocno definirana pravila koja povezuju odredene modifikacije s heterokromatinom i
eukromatinom, postavljena je hipoteza histonskog koda koja uzima u obzir odredene kombinacije
modifikacija povezane s genskom aktivnosc¢u (Sl. 8) (Jenuwein i Allis, 2001).

Metilirana CpG mjesta u promotorima ili u regulatornim regijama gena povezana su S
represijom, odnosno utiSavanjem genske aktivnosti, dok su demetilirani promotori povezani s
genskom aktivacijom. Ova tvrdnja je uspostavljena na temelju korelacijskih analiza — promotori
gena se analiziraju za stupanj metilacije, dok se RNA iz istih stanica koristi za analizu ekspresije
gena te se dva tipa padataka usporeduju. Medutim, nedvojbeno je utvrdeno da su odredena CpG
mjesta zaista ukljuCena u regulaciju odredenih gena tek kada je bilo moguce ciljano uvesti
epigeneti¢ke oznake te nakon toga analizirati njihov uc¢inak na ekspresiju gena. Fuzijom kataliticke
domene DNA metiltransferaze 3A (DNMT3A), koja je najaktivnija DNMT u humanim stanicama
za metilaciju DNA de novo, za protein Cas9, te ciljanom metilacijom odredenih CpG mjesta u
promotorima kandidat gena pokazano je da ih je moguce inaktivirati (Vojta i sur. 2016). Isto tako
fuzija demetilaze TET1 s proteinom Cas9 ciljana je na odredene gene te je pokazano da
demetilacija uzrokuje reaktivaciju ciljanih gena te posljedi¢no i promjenu fenotipa (Choudhury i
sur. 2016; Liu i sur. 2018.).

Osim supresije genske aktivnosti putem mijenjanja epigenetickih oznaka, moguce je aktivirati i
utiSati gene fuzijom varijanti Cas9 s razli¢itim enzimatskim domenama. One koje se koriste u

svrhu supresije genske aktivnosti najces¢e su KRAB ili SID. One uzrokuju regrutaciju enzima za
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modifikaciju histona te nastanak heterokromatina. Proteini P65, HSF1, VP16, VPR, Rta i MyoD
su primjeri aktivacijskih domena koje u ovakvim sustavima uzrokuju nastanak eukromatina i
omogucuju direktnu reaktivaciju gena (SI. 9A) (Pulecio i sur. 2017). Takvi sustavi za ciljano
povecanje genske ekspresije nazivaju se CRISPRa (engl. activation). Postoje i CRISPR1 (engl.
interference) sustavi koji koriste kataliticki inaktivni Cas9. Vezanjem dCas9 na DNA
(interferencija), onemogucava se pristup transkripcijskoj masineriji i na taj se nacin takoder
suprimira genska ekspresija (SI. 9) (Cho 1 sur. 2018, Gilbert i sur. 2014).

Nedavno je upotrijebljen modularni sustav CRISPR/Cas9 koji koristi dva ortologna proteina
Cas9, jedan iz bakterije Streptococcus pyogenes (SpCas9) i drugi iz bakterije Staphylococcus
aureus (SaCas9). Ovakav je sustav omogucio simultano ciljanje vise gena te njihovo istovremenu
aktivaciju i utiSavanje. Takoder, autori su pokazali da istovremeno ciljanje odredenog genskog
lokusa s dvije fuzije - VPR -dSpCas9 za direktnu gensku aktivaciju i TET1-dSaCas9 za
demetilaciju promotora — rezultira puno veéim efektom na promjenu ekspresije gena nego
pojedinatno  koriStenje ~ zasebnih  fuzija  (Josipovi¢, @ Tadi¢ 1  sur.  2019;
https://doi.org/10.1093/nar/gkz709).

Osim ciljane regulacije specificnog gena, moguce je istovremeno aktivirati/suprimirati
ekspresiju viSe gena (engl. multiplexing) rasporedenih po cCitavom genomu, koriste¢i fuziju
proteina dCas9 s odredenom efektorskom domenom te RNA knjiznice. RNA knjiznica kodira za
sgRNA molekule koje vezu regulatorne elemente gena koji se istrazuju te, ovisno o sustavu,
aktivnoscu svojih fuzijskih domena uzrokuju aktivaciju ili represiju tih gena. Prethodne metode za
istrazivanje funkcije odredenog gena osnivale su se na usporedbi stanica u kojima je gen
eksprimiran i one u kojima nije, dok ove metode omogucéuju istrazivanje vaznosti kolicine

odredenog proteina u stanici (Cong i sur. 2013).
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Slika 8. Shematski prikaz modela histonskog koda. A) Shematski prikaz strukture eukromatina i heterokromatina
koji sadrzi histone modificirane metilacijom (Me), acetilacijom (Ac) ili fosforilacijom (P). B) Shematski prikaz
kombinacija N-terminalnih histonskih modifikacija karakteristi¢nih za odredeno stanje kromatina. Oznake slovima
predstavljaju aminokiseline: A, Ala; E, Glu; G, Gly; H, His; K, Lys; L, Leu; M, Met; P, Pro; Q, Gln; R, Arg; S, Ser;
T, Thr. Preuzeto iz Jenuwein i Allis, 2001.
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Slika 9. Shematski prikaz sustava CRISPR, CRISPRi i CRISPRa. Sustav CRISPR sastoji se od Cas9 nukleaze i
kimerne sgRNA koja ga navodi do ciljane sekvence u DNA. Tamo nukleaza radi dvolana¢ni lom koji se moze
popraviti na nekoliko nacina. CRISPRi sustav sastoji se od kataliticki inaktivnog dCas9 koji se voden kimernom
sgRNA veze na ciljani dio DNA i na taj nacin ne dozvoljava vezanje RNA polimeraze i transkripciju gena. Sustav
CRISPRa takoder se sastoji od inaktivnog dCas9, ali su na njega fuzionirane posebne enzimatske domene koje svojom

aktivno$cu uzrokuju aktivaciju genske ekspresije. Preuzeto iz Cho i sur. 2018.

3.3 Vizualizacija kromatina

Regulacija gena viSekomponentni je proces koji ukljucuje dinami¢nu promjenu strukture cijelog
kromatina. Distalni regulatori, kao §to su pojacivaci koji se mogu nalaziti nekoliko kilobaza od
pripadajuceg gena, perturbacijom kromatinske strukture mogu do¢i u blizinu gena kojeg reguliraju.
Vaznost kromatinske dinamike takoder je povezana s diferencijacijom embrionalnih mati¢nih
stanica tijekom razvoja.

Sustav CRISPR/Cas9 uspjesno je modificiran i koriSten u svrhu vizualizacije interakcija
razlicitih lokusa u DNA. Fuzijom kataliticki inaktivnog proteina Cas9 s proteinom GFP (engl.
green flourescent protein), moguce je ciljati 1 vizualizirati lokuse bez naruSavanja kromatinske
strukture. Iako su u sli¢ne svrhe dosad koriStene metode ZFN i TALENa, sustav CRISPR/Cas9
ima prednost nad njima jer omogucava visestruko djelovanje koriste¢i nekoliko molekula sgRNA

koje ciljaju razli¢ite lokuse (Pulecio i sur. 2017).
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3.4 Ciljana mutageneza molekule DNA

Uz uvodenje epigenetickih promjena, sustav CRISPR/Cas9 koristi se za uvodenje mutacija u
samoj molekuli DNA. Dovodenje Cas9 nukleaze uz pomo¢ sgRNA do ciljnog mjesta rezultira
nastankom dvolan¢anog loma u DNA koji se moZe popraviti nehomolognim spajanjem krajeva
(engl. NHEJ-nonhomologous end joining) ili homolognim popravkom (engl. HDR-homology
directed repair) (Sl. 10).

U slucaju NHEJ, endogena masSinerija stanice obraduje krajeve molekule DNA koji se nalaze
na mjestu loma 1 spaja ih, pri ¢emu nastaju nasumicne mutacije. NajceS¢e se radi o indel
mutacijama u kojima je kratki segment insertiran ili deletiran. Posljedice toga ¢esto su mutacije
koje uzrokuju pomak u okviru ¢itanja (engl. frameshift) 1 rezultiraju nastankom preuranjenog stop
kodona te samim time inaktivacijom gena (engl. gene knockout). Za uvodenje vecih delecija rade
se dva dvolancana loma kojima se direktno izrezuje segment izmedu njih. Homologni popravak
koristi DNA kalup u obliku plazmida ili jednolancanog oligodeoksiribonukleotida (engl. ssODN)
s kojeg se prekopira informacija o nukleotidnoj sekvenci (Rann i sur. 2013, Pickar-Oliver and
Gersbach, 2019). Sintezom kalupa koji sadrzi odredenu mutaciju ili gen od interesa te homologne

dijelove (engl. homology arms), moguce je uvesti zeljenu mutaciju ili ¢itavi gen u genom.
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Slika 10. Shematski prikaz popravka dvolanc¢anog loma DNA nehomolognim spajanjem krajeva (NHEJ) i
direktnim homolognim popravkom (HDR). Preuzeto iz Adhikari i Poudel, 2020.

3.5 Dosadasnje primjene sustava CRISPR/Cas9

Sustav CRISPR/Cas9 ima raznoliku primjenu te je omogucio razvitak novih tehnologija za
istrazivanje i uredivanje genoma i epigenoma, kao i za proucavanje bolesti. Provedena su mnoga
istrazivanja u kojima je moguce prevesti jednu vrstu stanice u drugu, ukljucujuéi diferencijaciju
maticnih stanica u odredeni tip. Pomocu sustava CRISPR/Cas9 mogucée je napraviti stani¢ne linije
mutanata koji imaju ,,bolesni“ fenotip te istrazivati kako ispraviti mutacije i vratiti poremecenu
homeostazu (bolesno stanje) u pocetno zdravo stanje. Znanstvenici su uz pomo¢ sustava
CRISPR/Cas9 uspjeli promijeniti fenotip primarne embrijske stanice fibroblasta misa (engl.
primary mouse embryonic fibroblast PMEF) u diferencirani tip neurona, samo uz pomo¢ promjena
epigenetickih modifikacija koje su rezultirale ekspresijom gena Myod 1, koji je tipi¢no eksprimiran
u ziv€anim stanicama (Black i sur. 2016). Uvodenjem ili brisanjem epigenetickih modifikacija
moze se ispitivati uzrocnost metilacije odredenih dijelova molekule DNA za razvoj odredenih
bolesti. Ova metoda ima veliki potencijal u lijeCenju fragilnog kromosoma X (engl. fragile X

syndrom FXS), Ceste bolesti u muskoj populaciji koja se javlja kada je gen FMRI, koji ima ulogu
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u pravilnom prijenosu ziv€anih signala, utiSan. Demetilacijom dijela DNA uspjesno je aktivirana
ekspresija gena FMR1 u FXS pluripotentnim mati¢nim stanicama (engl. induced pluripotent stem
cells iPSCs) te u ziv€anim stanicama in vitro. Induciranom ekspresijom gena FMRI, djelomi¢no
se povratio normalan fenotip FXS neurona. Takvi neuroni presadeni su u misji mozak te se
ekspresija gena odrzala in vivo (Liu i sur. 2018). Smatra se da su razli¢ite epigeneticke
modifikacije, koje rezultiraju utiSavanjem gena, odgovorne za razvitak mnogih kancerogenih
bolesti u ljudi te da sustav CRISPR/Cas9 ima veliki potencijal u budu¢nosti u svrhu epigeneticke
terapije u lijecenju takvih bolesti (Yao i sur. 2015). Nadalje, otvorene su moguénosti istraZivanja
gena esencijalnih za prezivljavanje stanica i organizama te gena potrebnih za rezistenciju na
odredene supstance (Rajagopal i sur. 2016).

Sustav CRISPR/Cas9 koriSten je u istrazivanjima rezistencije na virus HIVa, RNA-virus s
jednom od najvecih stopa mutacije. Ideja jednog istrazivanja bila je oponaSati imunoloski odgovor
kao Sto se javlja u bakterijskoj stanici pri infekciji bakteriofagom. Koristenjem jedne molekule
sgRNA uvodi se dvolancani lom u egzogene RNA faga §to ih uglavnom inaktivira. Virus HIV-a
¢esto je u mogucénosti popraviti taj lom te pri spajanju krajeva na mjestu loma nastaju mutacije
koje Cine virus neprepoznatljivim od strane sgRNA. Na taj nac¢in HIV uspijeva ,,pobje¢i* od
sgRNA (engl. viral escape) te se ugraduje u genom stanice i nastavlja se reproducirati.
Kombinatornim pristupom u kojemu se koriste dvije molekule sgRNA, uvode se dvolancani
lomovi na razli¢itim mjestima u genomu HIV-a. Takve lomove je teze popraviti te se gotovo sve
molekule RNA uspjesno inaktiviraju i sprjecava se ,,viralni bijeg* (Lebbink i sur. 2017).

Iako obecavajuce, mnoge metode sustava CRISPR/Cas9 nisu jos prilagodene za rad s humanim
stanicama. Dugoro¢no gledajuci, nije poznato bi li sustav CRISPR/Cas9 imao kakav neZeljeni
ucinak na genom Covjeka. Za daljnja istrazivanja potrebna su ispitivanja na ljudima, ali, zbog
kontroverznih etickih pitanja, vjerojatnosti za tako nesto u bliskoj buducnosti su male.
Kontraverzno istraZivanje tog tipa nedavno je proveo kineski znanstvenik He Jiankui. Njegov cilj
bio je, pomoc¢u sustava CRISPR/Cas9, modificirati humane embrije koji potjecu od HIV
negativnih majki i HIV pozitivnih oceva, $to bi omogucilo takvim parovima da imaju djecu koja
su imuna na infekciju HIV-om. Naime, kod rijetkih pojedinaca uocena je mutacija, to¢nije delecija
dijela gena CCRS koji se nalazi na tre¢em kromosomu. Taj gen kodira za receptore na T-stanicama
koji omoguéavaju infekciju virusom. Znanstvenik He se nadao da ¢e ciljanom mutagenezom uz

pomo¢ sustava CRISPR/Cas9 uspjesno deletirati 32 nukleotida u genu CCRS5, $to bi njegov

17



produkt ucinilo nefunkcionalnim, kao $to to biva u stanicama spomenutih pojedinaca koji nose
istu mutaciju. Takvi modificirani embriji implantirani su u maternice pet ispitanica od kojih su
dvije zacele, pri cemu je jedna nosila dvojajcane blizanke. Blizanke su rodene 2018. godine te je
kasnijim ispitivanjem utvrdeno da je jedna od njih heterozigot za gen CCRJS, §to znaci da je
sustavom CRISPR/Cas9 modificirana kopija sa samo jednog kromosoma. Obje blizanke bile su
,»mozaici“, §to znaci da jedan dio stanica njihovog organizma ima malo drugaciju DNA od ostatka
organizma. Razlog tomu vjerojatno je primjena sustava u prekasnoj fazi embrionalnog razvoja pri
¢emu je doslo do modifikacije samo odredenog broja stanica. Nadalje, niti u jednoj od blizanki
gen CCR)S nije modificiran onako kako je planirano, ve¢ se dogodila drugacija mutacija koja je,
sre¢om, rezultirala Zeljenim fenotipom, a to je proizvodnja nefunkcionalnih proteina CCRS koji
onemogucuju infekciju stanice HIV-om. S obzirom na neocekivani ishod ciljane mutageneze uz
brojna eti¢ka pitanja koja se namecu, Heov eksperiment nije prihvacen kao uspjeh te se istrazivanja

nisu smjela nastaviti (Greely 2019).

4 BUDUCNOST TEHNOLOGIJE CRISPR/Cas

Raznovrsnost sustava CRISPR/Cas u prokariota jos nije u potpunosti istraZzena te se i dalje traga
za manjim, kompaktnijim i efektivnijim sustavima kojima bi se mogao istrazivati 1 uredivati
genom. Znanstvenici sa Sveucilista Berkeley u Kaliforniji nedavno su pronasli sustav CRISPR/Cas
u velikim bakteriofagima. Ovo je prvi put da je sustav CRISPR/Cas uo¢en u organizmima osim
bakterija 1 arheja. Protein Cas® (Phi) veli¢ine od 70 do 80 kDa, upola je manji protein od proteina
Cas9, te u pocetku nije bilo sigurno funkcionira li kao ostali proteini Cas sustava CRISPR.
Provedeno istrazivanje potvrdilo je hipotezu da je CRISPR/Cas® funkcionalan sustav koji
vjerojatno sluzi virusima za obranu od drugih bakteriofaga te je lako programibilan promjenom
sekvence sgRNA. Uz to, uoceno je da Cas® koristi jedinstvenu domenu za procesiranje pre-crRNA
i cijepanje lanaca $to predstavlja jo§ jedan primjer reduciranosti ovog sustava. Upravo zbog
navedenih razloga, sustav CRISPR/Cas® zajedno s bakteriofagima ima veliki potencijal u

buducim istrazivanjima (Pausch i sur. 2020).
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6 SAZETAK

Promjene u nukleotidnoj sekvenci DNA, kao i epigeneticke promjene koje rezultiraju
perturbacijom kromatinske strukture, mogu dovesti do razvitka mnogih bolesti u ljudi i zivotinja.
Otkri¢e sustava CRISPR/Cas9 koji potjece od prokariotskih organizama u kojima ima ulogu
imunosnog sustava, omogucilo je determinaciju i istrazivanje kodirajuce i nekodiraju¢e DNA,
aktivaciju ili represiju genske aktivnosti te uvodenje mjesno-specificnih mutacija u sve tri domene
zivota. Sustav CRISPR/Cas9 predstavlja precizan i efikasan alat za ciljano uredivanje genoma i
manipulaciju genske ekspresije. Lakoca programibilnosti ovog dvokomponentnog sustava
promjenom kratke nukleotidne sekvence u molekuli RNA da prepoznaje virtualno bilo koje mjesto
unutar genoma, daje ovoj tehnologiji veliki potencijal za primjenu u genetiCkom injzenjerstvu,
biotehnologiji te istrazivanju, lijeCenju 1 prevenciji bolesti uzrokovanih genetickim ili

epigenetickim promjenama.

7 SUMMARY

Changes in the nucleotide sequence of DNA, as well as epigenetic changes which result in
chromatin perturbation, can lead to development od many diseases in both animals and humans.
Discovery of CRISPR/Cas9 system derived from prokaryotes, in which it serves as an adaptive
immune system, enables determination and investigation od both coding and noncoding DNA,
activation or repression of certain genes and introduction of site-specific mutations in all three
domains of life. CRISPR/Cas9 system is a precise and efficient tool for targeted genome editing
and manipulation of gene expression. Because this two-component system is so easily
programmable by altering short nucleotide sequence of an RNA molecule to target virtually any
locus within the genome, it holds great potential for application in genetic engineering,
biotechnology and investigation, treatment and prevention of diseases caused by genetic or

epigenetic changes.
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