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Bakterijski sustav CRISPR/Cas9: orude

precizne modifikacije genoma

Tehnologija CRISPR/Cas9 mocno je
novo orude molekularne biologije i me-
dicine kojim moZemo modificirati gene
po nasim Zeljama. Treba istaknuti da je
rije¢ o pouzdanoj metodi koja moze ci-
ljano i vrlo precizno unijeti promjene u
genom zivih stanica. Stoga slobodno
mozemo zakljuciti da je uporaba CRI-
SPR/Cas9 sustava za izmjenu gena revo-
lucionarizirala polje modifikacije geno-
ma. Sam sustav baziran je na dvijema
kljuénim komponentama, endonukleazi
Cas9 i cilino specificnoj RNA tzv. target-
specific RNA, single guide RNA ili skra-
ceno sgRNA. Sustav je otkriven kod pro-
kariota gdje bakterijama sluZi za obranu
od virusnih i drugih napadajucih moleku-
la DNA. Prokarioti su evoluirali sofistici-
ran adaptivni ,imunoloski sustav"” koji se
zasniva na lokusima u bakterijskom ge-
nomu nazvanim CRISPR (Clustered Re-
qularly Interspaced Short Palindromic
Repeat) i na raznovrsnoj skupini gena
Cas. U ovom procesu adaptivne imuno-
sti bakterijske stanice memoriraju pret-
hodne infekcije tako da izrezu i integri-
raju kratke sekvence napadajuceg viru-
snog genoma u svoje CRISPR lokuse.

Jinek M, et al. Science 337, 816 (201
A Programmable Dual-RNA-Guided
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Integrirane sekvence eksprimiraju se kao
male CRISPR RNA (crRNA) koje prilikom
ponovnih infekcija prepoznaju virusne
sekvence po principu komplementarno-
sti i dovlace enzime Cas9 ciljano do njih.
Cas9 (CRISPR associated 9) je nukleaza
koja pravi dvolancane lomove u moleku-
li DNA na svim mjestima na kojima je
cilino specifichna RNA dovede. Pojedno-
stavljeno receno, ova ce nukleaza rezati
sve $to joj cilina sekvenca donese. Pri-
tom treba naglasiti da se genska modifi-
kacija ostvaruje iskoristavanjem prirod-
nog stani¢nog mehanizma za popravak
dvolancanih lomova u DNA, a to je me-
hanizam homologne rekombinacije.
Radi se o tipu geneticke rekombinacije
koji ukljucuje izmjenu homolognih se-
kvenci, a iniciran je lomom obiju strana
molekule DNA. Genetickom rekombina-
cijom dolazi do fizicke izmjene materija-
la izmedu DNA dupleksa, a izmjena ho-
molognih sekvenci DNA toliko je preciz-
na da nijedan par baza nece biti izgu-
bljen ni dodan. Tako su upravo ovi intrin-
ziéni stani¢ni mehanizmi iskoristeni za
preciznu modifikaciju, tj. ispravke i pre-
inake gena, pa posljedicno i Citavih ge-
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Znanstvenice Doudna i Charpentier i prva stranica njihove studije objavijene 2012.
koja je pokazala primjenu i tehnicku snagu CRISPR/Cas9. Graf baze PubMed prikazuje
broj navoda metode CRISPR/Cas9 u znanstvenim publikacijama od 2002. godine.
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noma. Danas postoje umjetno konstrui-
rani sustavi CRISPR/Cas9 koji se koriste
fuzioniranom RNA. Takva specificna RNA
konstruirana po nasim Zeljama, veze se
na ciljno mjesto u genomu, dovodi Cas9,
posreduje u rezanju ciljnih mjesta u DNA
i aktivira mehanizam popravka homolo-
gnom rekombinacijom.

Znanstvenice Jennifer Doudna i Emma-
nuelle Charpentier suautorice su klju¢ne
studije objavljene 2012., koja je pokaza-
la primjenu i tehnicku snagu ve¢ otprije
poznatog bakterijskog adaptivnog ,.imu-
noloskog sustava” CRISPR/Cas9 (slika 1).
Zanimljivo je da je 2012. i 2013. godine
ovo tehnolosko otkrice osvojilo drugo
mjesto natjecaja Breakthrough of the
Year poznatog casopisa Science, a 2015.
tu nominaciju je i osvojilo. Technology
Review poznatog Massachusetts Institu-
te of Technology (MIT) proglasilo je teh-
nologiju CRISPR/Cas9 jednom od najpro-
pulzivnijih tehnologija za godine 2014. i
2016. Slika 1 zorno prikazuje povecanje
broja objavljenih znanstvenih radova koji
se koriste ovom tehnikom (prema podat-
cima PubMed).

Svojstvo sustava prokariota CRISPR/
Cas9 da nacilja specificne sekvence upo-
rabom RNA koje je danas moguce sinte-
tizirati po Zelji, otvorilo je nove pristupe
u modificiranju genoma sa Sirokim ras-
ponom primjena u stanicama i organiz-
mima, kao i velikim potencijalom za te-
rapeutske svrhe. Modificiranje genoma
s pomocu tehnologije CRISPR/Cas9 prvi
je puta primijenjeno u sisavaca 2013.
godine. U terapeutske se svrhe CRISPR-
Cas9 moze primijeniti na nekoliko naci-
na: moze ispraviti kauzalne mutacije u
monogenskim bolestima i tako osobodi-
ti osobu bolesnog fenotipa; moze prei-
naciti genom patogena (npr. HIV) ili in-
ducirati protektivnu ulogu gena u tki-
vima domacina; a takoder je pokazao
potencijalnu primjenu u genskoj terapiji
karcinoma tako da ciljano inaktivira on-
kogene ili aktivira tumor supresorske
gene. U prosincu 2015. ,The Internatio-
nal Summit on Human Gene Editing”
odrzan je u Washingtonu pod vodstvom
Davida Baltimorea. Clanovi nacionalnih
akademija znanosti Amerike, Britanije i

81D




znanost

mef.hr

Kine raspravljali su o metodologiji CRI-
SPR/Cas9 i etickim pitanjima modificira-
nja gena u zametnoj lozi. Na skupu je
zakljuceno da se bazi¢na i klinicka istra-
Zivanja dalje nastavljaju uz primjerene
pravne i eticke smjernice. Istaknuta je
distinkcija izmedu klinicke uporabe me-
todologije CRISPR/Cas9 u somatskim
stanicama, gdje su ucinci popravka ogra-
niceni na jednu osobu, nasuprot uporabi
u zametnim stanicama, gdje bi popravke
genoma naslijedile buduce generacije.
Modificiranje i popravljanje zametnih
stanica imalo bi dalekosezne i nenamjer-
ne posljedice na evoluciju covjeka i s
genetickog aspekta (interakcije gena i
okoliga) i s kulturoloskog (socijalni darvi-
nizam), stoga je promjena gametocita i
embrija u svrhu dobivanja nasljednih
promjena u ljudi, proglasena neodgovor-
nom. Na skupu je takoder inicirano stva-
ranje medunarodnog foruma koji bi kon-
tinuirano raspravljao o tim problemima
te harmonizirao pravne regulacije u raz-
li¢itim zemljama.

Nives Pecina-Slaus

Ovaj tekst bazira se na predavanju koje
je odrzano u sklopu 3. simpozija Apop-
toza i novotvorine odrZanog u HAZU 22.
ozujka, 2076.
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