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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Primena CRISPR/Cas9 tehnologije u otkrivanju novih molekularnih terapeutika

Anita Skaki¢, Maja Stojiljkovi¢
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu,
Kontakt: maja.stojiljkovic@imgge.bg.ac.rs

Apstrakt

CRISPR/Cas9 (eng. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) je pri-
rodni alat za editovanje genoma usvojen iz prokariotskog adaptivhog imunskog odbrambenog sistema.
Zbog svoje visoke efikasnosti i preciznosti, protein Cas9 koji pripada CRISPR sistemu klase I, pronasao je
primenu u mnogim poljima nauke. Editovanje genoma zasnovano na tehnologiji CRISPR/Cas9 predstavlja
jedan od najperspektivnijih alata za lecenje humanih bolesti sa geneti¢ckom osnovom, ukljucujuci kardio-
vaskularne bolesti, neurodegenerativne poremecaje i razlicite vrste tumora. Genska terapija zasnovana na
CRISPR/Cas9 opsezno se proucava u pretklinickim i klinickim studijama. Editovanje genoma CRISPR/Cas9 je
takode robustan alat za stvaranje in vitro ¢elijskih i zivotinjskih model sistema za istraZivanje i le¢enje gene-
tickih bolesti, posebno bolesti povezanih sa tackastim promenama. U ovom radu, osvrnu¢emo se kratko na
istoriju i mehanizam sistema CRISPR/Cas9, razlicite metodoloske pristupe, napraviti pregled primena u bio-
medicini i opisati njegovu ulogu u razvoju novih molekularnih terapeutika za retke nasledne bolesti.

Kljucne reci: CRISPR/Cas9, editovanje genoma, genska terapija, in vitro i Zivotinjski model sistemi, retke bo-
lesti, molekularni terapeutici

Application of CRISPR/Cas9 technology in the discovery of new molecular therapeutics

Anita Skakic, Maja Stojiljkovic
Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade
Correspondence: maja.stojiljkovic@imgge.bg.ac.rs

Abstract

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9 (CRISPR/Cas9) is a
naturally occurring genome editing tool adopted from the prokaryotic adaptive immune defense system.
Due to its high efficiency and precision, the Cas9 protein derived from the type Il CRISPR system, has found
applications in many fields of science. Currently, CRISPR/Cas9-based genome editing has become one of
the most promising tools for treating human genetic diseases, including cardiovascular diseases, neurode-
generative disorders, and various types of tumors. CRISPR/Cas9-based gene therapy is extensively studied
in preclinic and clinic treatments. CRISPR/Cas9 genome editing is also a robust tool to create in vitro cellu-
lar and animal model systems for investigating and treating human genetic disorders, particularly diseases
associated with point mutations. Therefore, in this review, we will present a brief history and mechanism of
the CRISPR/Cas9 system. We will also describe the different methodological approaches, review applica-
tions in biomedicine and describe its role in the development of new molecular therapeutics for rare inher-
ited diseases.

Key words: CRISPR/Cas9, genome editing, gene therapy, in vitro and animal model systems, rare diseases,
molecular therapeutics



1.UVOD

CRISPR/Cas9 (eng. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) tehnolo-
gija predstavlja revolucionarnu metodu koja je privukla paznju naucnika Sirom sveta iz razloga $to omogucava preci-
zno editovanje genoma razli¢itih tipova ¢elija i organizama. CRISPR/Cas9 je u literaturi opisana kao RNK molekulom
posredovana adaptivna odbrana imunskog sistema bakterija i arheja od invazije virusa i plazmida (1). Ovaj sistem pr-
vobitno je otkriven 1980. godine u Escherichia coli (2), ali njegova funkcija nije potvrdena sve do 2007. godine kada je
pokazano da Streptococcus thermophilus moze steci otpornost na bakteriofag integracijom infektivnog genetickog
fragmenta u svoj CRISPR lokus (3). Od tada, ovaj novootkriveni sistem ubrzo je modifikovan kako bi se koristio kao alat
za editovanje zeljenih regiona u razli¢itim genomima (4).

Otkako je prepoznata 2012. godine (1, 5), tehnologija editovanja genoma CRISPR/Cas9 brzo je razvijena i prime-
njena u mnogim bioloskim i biomedicinskim poljima. Narocito je u poslednjih 5 godina ova tehnologija znacajno mo-
difikovana i poboljsana u razli¢ite osnovne i primenjene istrazivacke svrhe, uklju¢ujuci biotehnolosku primenu u
poljoprivredi i biomedicini. Na osnovu svojih karakteristika i potencijala za editovanje zeljenih regiona gena, formira-
nje novih model sistema kako za funkcionalne studije, tako i za testiranje novih molekularnih terapeutika, CRISPR/Cas9
privukao je veliku paznju u le¢enju mnogih bolesti sa genetickom osnovom. Stoga se ¢ini da je tehnologija CRISPR/Cas9
napravila revoluciju u molekularnoj biologiji i medicini. Kao potvrda zna¢aja ovog otkri¢a, godine 2020. Emanuel Sar-
pentije i Dzenifer Dudna dobile su Nobelovu nagradu za hemiju za otkric¢e CRISPR/Cas genetskih makaza, jednog od
najmocnih alata za editovanje genoma.

Zbog svoje preciznosti i pojednostavljenjog editovanja genoma, CRISPR/Cas se takode koristi za razvoj genske te-
rapije sa ogromnim potencijalom, koja ukljucuje editovanje, regulaciju i pracenje pojedina¢nih gena na genomskom
i epigenomskom nivou (6). Stoga, u ovom radu osvrnu¢emo se na mehanizam delovanja i razli¢ite metodoloske pri-
stupe, napraviti pregled primena u biomedicini i opisati njenu ulogu u razvoju novih molekularnih terapeutika za retke
nasledne bolesti.

2. KLASIFIKACIJA SISTEMA CRISPR/Cas

CRISPR/Cas predstavlja bakterijski adaptivni imuni sistem koji koristi RNK molekulom vodenu nukleazu za od-
stranjivanje stranog geneti¢ckog materijala uvodenjem dvolancanih prekida u DNK ili RNK molekul (7-9). Do sada su
identifikovane dve glavne klase CRISPR/Cas sistema koji ukupno sadrze Sest tipova i 33 podtipova (4). Ukupna klasifi-
kacija i njihove opste karakteristike sumirane su u Tabeli 1.

Targetna
Klasa Tip Efektorski kompleksi Nukleazni domen
sekvenca
| HD' fuzionisan sa
Vise Cas proteina u zavisnosti od tipa i Cas3
1 " podtipa - Cas3 (nekad fuzionisan sa Cas2), HD fuzionisan sa
Cas5-Cas8, Cas10, Cas11 Cas10 DNK
\" Nepoznat
] Cas9 RuvC i HNH?
] v Cas12a (Cpf1)/Cas12b/Cas12¢c/Cas12d RuvC i Nuc®
VI Cas13a/Cas13b/Cas13c/Cas13d HEPN* RNK

'HD - Histidin-aspartat domen, ‘HNH - HisAsn-His nukleazni domen, *Nuc - nukleazni domen u Cpf1,

*HEPN - Higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding domains

Tabela 1. Pregled CRISPR/Cas klasifikacije i opSte karakteristike

Do sada su identifikovane dve glavne klase CRISPR/Cas sistema u Sirokom spektru bakterijskih i arhejskih doma-
¢ina koje se karakterisu razli¢itim arhitekturama efektorskih kompleksa koji ¢ine jedinstveni Cas proteini (4). To ilu-
struje spektar biohemijskih primena koje oni obavljaju u razli¢itim koracima imuniteta posredovanog ovim sistemom,
ali samo su neki od njih prilagodeni kao istrazivacki alati (4, 10). Sistemi klase | koriste multisubjedini¢ni kompleks pro-
teina Cas, dok se sistemi klase Il oslanjaju na Cas-protein sa jednim efektorom. lako ¢ine oko 90% otkrivenih sistema
CRISPR/Cas, vrlo je malo primera sistema klase | koji su namenjeni za editovanje genoma sisara (11-13).

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Najbolje opisan i najvise izu¢avan je CRISPR sistem tip Il (1, 5, 14) koji se sastoji od nukleaze Cas9, crRNK (CRISPR-
RNK) niza koji kodira mali vodi¢ RNK molekul (eng. single-guide RNA, sgRNK) i neophodne pomocne transaktivirajuce
crBNK (eng. trans activated crRNA, tracrRNK) koja olaksava procesovanje crRNK lanca i omogucava povezivanje crRNK
i Cas9 u ribonukleoproteinski kompleks (5, 14). Svaka crRNK jedinica sastoji se iz 20 nt dugacke guide sekvence i par-
cijalno direktnih ponovaka (koji se nazivaju protospejseri), koji navode Cas9 na 20 bp dugacku target sekvencu DNK i
spajaju se sa njom po principu komplementarnosti. Vezivanje endonukleaze Cas9 sa zeljenim genomskim lokusom
posredovano je i kratkom sekvencom od 3 bp u targetnoj DNK sekvenci. Taj niz naziva se protospejser susedni motiv
ili region PAM (eng. Protospacer Adjacent Motif, PAM). Neophodno je da motiv PAM bude smesten odmah nishodno od
mesta komplementarnosti, u suprotnom Cas9 se nece vezati ni uvesti dvolancane prekide. U CRISPR/Cas9 sistemu koji
potice od S. pyogenes, targetnom DNK lokusu mora da prethodi motiv PAM 5-NGG ili 5'-NAG (1), dok drugi Cas9 orto-
lozi mogu zahtevati drugacije motive PAM kao kod S. termophilus (5'-NNAGAA za CRISPR1 i 5'-NGGNG za CRISPR3) i Ne-
isseira meningiditis (5'-NNNNGATT) (5, 14).

3. STRATEGIJE

Tehnologija editovanja genoma zasnovana na CRISPR/Cas9 sistemima poslednjih 10 godina reprogramirana je da
cilja odredene regione eukariotskog genoma i postala je mo¢no orude za genetski inzenjering (1, 5). Istrazeni su mnogi
pristupi kako bi se poboljsala aktivnost editovanja genoma upotrebom ove tehnologije i mnoge strategije su razvijene
i primenjene u brojnim studijama. Medu njima, knockout i knockin gena, editovanje baze i prime editovanje pokazale
su se neverovatno obecavajuce u genskoj terapiji. Stavide, ove strategije primenjene su za editovenje genoma u pret-
klinickim istrazivanjima i klini¢kim ispitivanjima.

3.1. Knockout i knockin gena

Metoda editovanja genoma zasniva se na upotrebi endonukleaza koje su vodene malim dizajniranim sgRNK
molekulom koji se komplementarno vezuje za Zeljeni DNK lokus i time omoguc¢ava endonukleazi da na specificnom
mestu u genomu uvode dvolancani prekid (eng. Double Strand Break, DSB) ~ 3-4 bp ushodno od regiona PAM (1, 15).
Nakon uvedenog prekida, targetovani lokus biva podvrgnut reparaciji DNK uz pomoc¢ dva glavna mehanizma:

- nehomologim sparivanjem krajeva (eng. Non-Homologous End Joining, NHEJ),

- reparacijom homologom rekombinacijom (eng. Homology Directed Repair, HDR)(16).

U odsustvu reparacione matrice, dvolancani prekid popravlja se procesom NHEJ koji ostavlja oziljke u formi malih
insercija/delecija (eng. indels). NHEJ se moze iskoristiti za konstruisanje knockout gena, posto male insercije/delecije u
okviru kodirajuceg regiona gena dovode do promena koje menjaju okvir ¢itanja (eng. frameshift variants) i pojave pre-
vremenog stop kodona (eng. nonsense variants) (17).

HDR je alternativni put reparacije DNK. lako se desava znatno rede i varijabilnije frekvencije nego NHEJ, ovaj pro-
ces moze biti koris¢en za generisanje precizno definisanih modifikacija targetovanih lokusa uz prisustvo egzogeno
uvedene matrice za reparaciju (konstruisanje knockin gena). Reparaciona matrica moze biti u formi dvolan¢anog DNK
konstrukta ili jednolanc¢anog DNK oligonukleotida (ssODN, eng. Single-Stranded Donor Oligonucleotide) (18). Upotre-
bom ove strategije, moguce je izvrsiti inserciju novog gena na Zeljenu lokaciju u genomu, kao ispravljanje nesinonimnih
varijanti u targetovanom genomskom lokusu. Ipak, efikasnost ovog procesa je znatno niza od NHEJ, iz razloga $to je
HDR aktivna samo u celijama koje se dele, a efikasnost zavisi od tipa i stanja Celije, kao i od genomskog lokusa i repa-
racione matrice (18).

3.2. Editovanje baze

Nesumnjivo je da je ova metoda stekla znacajnu popularnost poslednjih godina i prepoznata je kao moc¢no sred-
stvo moderne medicine. Medutim, uprkos mnogim prednostima, ovaj alat sklon je greSkama, sto moze dovesti do
uvodenja nezeljenih promena u genomu (off-targeta). Editovanje baze (eng. base editing, BE) predstavlja vrstu edito-
vanja genoma koja obezbeduje direktnu, nepovratnu konverziju jednog baznog para u drugi na cilianom genomskom
lokusu bez potrebe za uvodenjem dvolanc¢anih prekida, reparacione matrice i procesa HDR (19).

Princip editovanja genoma zasnovanog na tehnologiji CRISPR/Cas9 bazira se na postojanju dva funkcionalna do-
mena Cas9, jedan je HNH, a drugi RuvC, gde svaki domen preseca jedan lanac ciljane sekvence DNK formirajuci dvo-
lancani prekid (20, 21). Ako se jedan ili oba funkcionalna domena deaktiviraju promenom njihovih aminokiselina ili
modifikacijom strukture, to ne uti¢e na njihovu aktivnost vezivanja za DNK. Prema ovom principu, nau¢nici su modifi-
kovali Cas endonukleazu da bi izmenili domene HNH i/ili RuvC i samim tim formirali deaktiviran protein Cas9 (dCas9)
i Cas9 nikazu (eng. Cas9 nickase, nCas9) za razli¢ite svrhe editovanja genoma. Sto je jos vaznije, svi proteini Cas, dCas
ili nCas mogu se fuzionisati sa razli¢itim molekulima, uklju¢uju¢i drugi enzim, bez uticaja na njihovu funkciju veziva-



nja i uvodenja prekida. Koristeci ova saznanja, grupa David R. Liu na Univerzitetu Harvard prvi put je razvila tehnolo-
giju CRISPR/Cas editovanja baze za promenu odredene baze na Zeljenom mestu u genomu fuzijom enzima za modi-
fikovanje baze sa nCas9 endonukleazom (22). U svojoj studiji fuzionisali su enzim citidin deaminazu (eng. Cytidine
deaminase, CDA) sa nCas9 da bi napravili editor baze citozina (eng. Cytosine Base Editor, CBE), koji moze da izvr$i zamenu
citidina (C) u uridin (U), a zatim u procesu translacije se on prevodi u timin (T) i putem ovog nacina uspesno su dobili
editovanje baze C>Tili G>A (22). Kasnije su takode razvili sistem editovanja koji menja A>T bazni par u G>C bazni par
fuzijom enzima adenin deaminaze (eng. Adenine deaminase, ADA) sa nCas9, koga su nazvali adeninski bazni editor
(eng. Adenine Base Editor, ABE) (19). Trenutno su ABE i CBE dve klase CRISPR/Cas DNK editora baze, koji mogu izvrsiti
zamenu sve Cetiri nukleotidne promene (C>T, A>G, T>C i G>A). Nedavno je nekoliko laboratorija razvilo editor dvo-
struke deaminaze koji kombinuje ABE i CBE, sa ciljem da se istovremeno indukuje editovanje baze adenina i citozina.
(23).

3.3. Editovanje RNK

Pored editovanja DNK, sistem CRISPR/Cas9 mogu da edtuju i RNK. CRISPR/Cas13 sistem (klasa Il, tip VI) sadrzi pro-
tein Cas13 sa ribonukleaznom aktivnoscu, koji se moze vezati za ciljanu jednolan¢anu RNK (eng. single stranded RNA,
ssRNK) i uvoditi prekide (24). Do danas su identifikovana Cetiri proteina Cas13: Cas13a (poznat i kao C2c2), Cas13b,
Cas13ci Cas13d (25). Uspesno su primenjeni u degradaciji RNK, obelezavanju transkripata, regulaciji obrade primar-
nog transkripta i detekciji virusa (26-28). Kasnije, razvijena su dva sistema za izmenu baze u RNK, (Repair sistem, omo-
gucava zamenu A>G; Rescue sistem, omogucava zamenu C>T) spajanjem kataliticki inaktiviranog Cas13 (dCas13) sa
domenom adenin/citidin deaminaze ADAR2 ( adenozin deaminaza koja deluje na RNK tip 2) (29, 30).

3.4. Prime editovanje

Osnovno editovanje (eng. Prime Editing, PE) predstavlja najnoviju primenu tehnologije CRISPR/Cas, koju je 2019.
godine razvila grupa Liu sa Univerziteta Harvard (31). Ovaj metod editovanja uveo je dve velike promene u tradicio-
nalni sistem CRISPR/Cas9: fuziju reverzne transkriptaze sa nCas9 i prime vodi¢ RNK (eng. Prime editing guide RNA, pe-
gRNK) umesto tradicionalne sgRNA. U pegRNK, osim sgRNK koja sadrzi i tracrRNK i grani¢nik (eng. spacer), nalazi se i
gen-specifi¢na sekvenca RNK koja sadrzi vezivno mesto prajmera (eng. Primer Binding Site, PBS) koje je komplementarno
sa zeljenim regionom za editovanje. Takode, pored regiona PBS nalazi se i deo sekvence sa varijantom koja se uvodi u
genom (31). U ovom novom pristupu sgRNK navodi sistem CRISPR/Cas9 da prepozna i locira DNK vezujudi region.
Nakon sto nCas9 presece suprotni lanac DNK i formira jednolancani prekid DNK, mesto prekinutog lanca DNK sluzi
kao mesto za vezivanje PBS sekvence iz pegRNK. Uz pomo¢ fuzionisane reverzne transkriptaze, vrsi se sinteza novog
fragmenta DNK koji za cilj ima da zameni Zeljeni region u genomu. Dakle, prime editovanje moze da zameni odredenu
sekvencu DNK bez egzogeno uvedene matrice (31). Za razliku od tradicionalnog CRISPR/Cas9 sistema i editovanja
baze, prime editovanje moze da zameni bilo koji nukleotid upotrebom jednog sistema sa snizenom verovatno¢om
pojave off-targeta. Takode, moze poboljsati efikasnost i tacnost ovog sistema, a samim tim i znacajno prosiriti opseg
editovanja genoma u bioloskim i terapijskim istrazivanjima. U teoriji moguce je ispraviti do 89% poznatih varijanti u
genima koji izazivaju razli¢ite bolesti (31). Ipak, kao nova tehnika editovanja genoma, potrebno je jos istrazivanja kako
bi se bolje razumeo i poboljsao ovaj sistem.

4. PRIMENE CRISPR/Cas9 SISTEMA U ISTRAZIVANJU HUMANIH OBOLJENJA

4.1. CRISPR/Cas9 sistem za uspostavljanje in vitro ¢elijskih model sistema

Napredak metoda za sekvenciranje DNK na velikoj skali i njihova Siroka upotreba, prosirio je razumevanje pove-
zanosti prisustva genetickih varijanti sa predispozicijom razvoja odredenih bolesti i odgovora na specifi¢nu terapiju.
Takav napredak podstakao je interesovanje za,personalizovanu” ili,preciznu” medicinu, koja kombinuje klinicke i bio-
hemijske informacije o pacijentu sa li¢cnim geneti¢kim podacima kako bi direktno informisala pojedinca o individual-
noj strategiji le¢enja. Medutim, hipoteze generisane naporima opservacionih ,omika” ¢esto zahtevaju testiranje na
preciznim genetskim modelima, posebno za odredivanje patogenog efekta varijanti nepoznatog znacaja (eng. va-
riants of uncertain significance, VUS), optimizaciju stratifikacije pacijenta, preusmeravanje upotrebe odobrenih lekova
na nove patologije i razvijanje alternativnih nacina lecenja.

lako postoje jasne indikacije za razvoj odredene bolesti, cesto postoje mnoge zbunjujuce karakteristike koje za-
klanjaju direktnu vezu odredenog genotipa sa fenotipom bolesti. Trenutno se istrazivaci ¢esto oslanjaju na odgovara-
juce uzorke pacijenata iz bolesnog i zdravog tkiva kako bi se utvrdila njihova povezanost. Medutim, kolekcije ovakvih
uzoraka u mnogim slucajevima nisu dostupne. Pojava tehnologije CRISPR/Cas9 drasti¢no je promenila ovaj pristup
(Slika 1). Stvaranje izogenih knockout humanih i Zivotinjskih ¢elijskih linija za uporednu genomiku sada je tako jedno-

I Trendovi u molekularnoj biologiji

45



Trends in Molecular Biology

Y
(-}

stavno da je za samo 4 godine ova praksa postala uobicajena (32), a sprovode je istrazivaci Sirom sveta. Utvrdeno je da
je efikasnost editovanja genoma posredstvom CRISPR/Cas9 veca in vitro nego in vivo, pa upotreba genetski modifiko-
vanih ¢elijskih modela moze u velikoj meri skratiti vieme u biomedicinskim istrazivanjima. Do sada su istrazivaci kori-
stili CRISPR/Cas9 sisteme za izvodenje genetskih manipulacija na razli¢itim tipovima celijskih linija, kao $to su tumorske
Celije, primarne i mati¢ne ¢elije, kako bi simulirali fenotip raznih ljudskih bolesti (33).

—_— —

Wild rvpe celiln

Bolest-specifitna celijn

Celija poreklom od pactjents
Editovanje genoma:
- Lemiena gena od interesa [xogene celijske linije
= Hromoveoma lnn transiokaciio - Validocuo g

- Funkcionalne studije

- (nkrivanje novib wrapeutika

-«
Kultura organoids

- Diferencijucifi

- Organizaeijo celija u 31 kulwri

- Mudelovanje bolesti
— lestiranje efikusnost kekova
= Lameni orzans

Slika 1. Primena tehnologije CRISPR/Cas9 u generisanju celijskih modela. CRISPR/Cas9 editovanje genoma moze se koristiti za generisanje izogenih celijskih linija za te-
stiranje patogenog efekta uvedenih varijanti u gen od interesa, funkcionalne studije kao i za validaciju targeta molekularnih terapeutika. Izogene celijske linije takode se mogu
koristiti za stvaranje organoida, koji su posebno korisni za modeliranje procesa diferencijacije i samoorganizacije, kao i za testiranje efikasnosti novih terapeutika.

Knockout gena putem CRISPR/Cas9 pokazao se efikasnim u prakti¢no svim tipovima ¢elija, uklju¢ujuci induko-
vane pluripotentne matic¢ne Celije (eng. induced pluripotent stem cells, iPSCs), organoide specifi¢ne za odredeni tip tu-
mora i primarne imunske celije (34-36). Knockout pristup nasao je svoju primenu i u otkrivanju senzitivnosti tumorskog
tkiva na terapijski pristup koji podrazumeva uvodenje dvolancanih prekida u targetovane gene tumorskih celija (37-
39). Na ovaj nacin formirane izogene knockout tumorske celijske linije omogucavaju istraZivacima da utvrde uzro¢ne
uloge onkogena, tumor supresora i drugih faktora u tumorogenezi.

Sli¢cno tome, upotrebom pristupa knockin za ubacivanje Zeljenih promena pomocu aktivacije HDR, omoguceno
je testiranje efekta genetickih varijanti povezanih sa razvojem razli¢itih bolesti. Na primer, HDR moze posluZiti za ge-
nerisanje celijskih linija sa prisustvom varijanti u razli¢itim genima za uporedivanje efekata svake promene detektovane
kod pacijenata, kao $to je to slucaj za onkogene KRAS, PIK3CA i IDH1, ili tumor supresore uklju¢ujuci TP53, RB1i VHL (40).
Uopsteno, ovako editovane Celijske linije mogu se koristiti za analizu efekta varijanti na razvoj bolesti ili za ispitivanje
novih molekularnih terapeutika. U studiji Skakic i sar. po prvi put u Srbiji je upotrebljena tehnologije CRISPR/Cas9 i pri-
stup knockin, i to za uvodenje nove, neokarakterisane humane varijante ¢.248G>A (41) u gen SLC37A4 humane em-
brionalne bubrezne celijske linije 293FIpIn T-Rex (HEK293FIpln) i formiran je novi in vitro model sistem za funkcionalnu
karakterizaciju ove varijante i ispitivanje uloge ove promene u patogenezi glikogenoze tip Ib (GSD tip Ib) (42). Novi in



vitro GSD tip Ib model sistem je u okviru iste studije upotrebljen za analizu apoptoze i stresa endoplazmati¢nog reti-
kuluma (37), a u budu¢nosti ¢e imati primenu u testiranju molekularnih terapeutika dizajniranih da koriguju metabo-
licke abnormalnosti povezane sa disfunkcijom bubrega kod osoba obolelih od GSD tip Ib.

Pored toga, iPSCs su pokazale veliku mogucnost primene u uspostavljanju modela bolesti, otkrivanju lekova i raz-
voju Celijske terapije specifi¢ne za pacijenta (43). iPSCs imaju sposobnost samoobnavljanja i potencijal visestruke di-
ferencijacije, Sto je od velikog znacaja u uspostavljanju modela bolesti i u istrazivanjima regenerativhe medicine (44).
Poslednjih godina, kombinovanjem sistema CRISPR/Cas sa iPSCs tehnologijom, istraZivaci su kreirali mnogobrojne
nove i pouzdane in vitro model sisteme bolesti i pruzili nova reSenja za supstitucionu terapiju ¢elija i preciznu terapiju
kod raznih ljudskih bolesti, uklju¢ujuci neurodegenerativne bolesti, B-talasemiju, sindrom stecene imunodeficijencije
(AIDS), itd. (43-45).

4.2. CRISPR/Cas9 sistem za konstruisanje zivotinjskih model sistema

Pored primene ove tehnologije za editovane genoma razlicitih ¢elijskih kultura, CRISPR/Cas9 dramati¢no je pro-
menilo nasu sposobnost konstruisanja zZivotinjskih model sistema. Jedna od glavnih primena i prednosti tehnologije
CRISPR/Cas9 za editovanje genoma je konstruisanje Zivotinjskih model sistema za proucavanje i le¢enje humanih ge-
netickih oboljenja.

Da bi se dobile Zivotinje koje ¢e ispoljavati odredeni fenotip bez mozai¢nog potomstva, vrsi se editovanje matic-
nih ¢elija samog embriona (eng. embryonic stem cell, ESC editing), koji se ubrzo nakon izmene genoma implementira
u matericu zenke (23). Efikasno editovanje upotrebom CRISPR/Cas9, ukljucujuc¢i NHEJ ili HDR, moze se postici takode
i mikroinjekcijom ili jednostavnom elektroporacijom zigota umesto manipulacijom mati¢nih celija embriona (46, 47).
Ovakav pristup pruza nekoliko prednosti. Prvo, s obzirom da se u jednom koraku moze izmeniti viSe gena, dvostruko
i trostruko varijantni miSevi mogu se brzo generisati bez potrebe za ukr$tanjem jednovarijantnih sojeva. Drugo, edi-
tovanje zigota eliminise zahtev za izolacijom, gajenjem i editovanjem ESC-a, $to je predstavljalo glavnu prepreku za pra-
¢enje genetske varijabilnosti kod nekoliko model organizama relevantnih za proces otkri¢a novih terapeutika, poput
pacova. Editovanje zigota takode ubrzava stvaranje dodatnih varijanti u ve¢ postoje¢im zivotinjskim modelima za
odredene bolesti, eliminisuci potrebu za ukrstanjem jednovarijantnih sojeva (48).

Primena CRISPR/Cas9 na veliki broj organizama obecava, jer je tradicionalno targetovanje gena i dalje tesko u
pretklinickim modelima, osim kod miseva. Editovanje genoma upotrebom ove tehnologije izvedeno je kod pacova (27,
49), pasa (50) i majmuna (51), vrsta koje se najcesce koriste tokom pretklinickih studija razvoja terapeutika. Sve u svemu,
CRISPR/Cas9 je revolucionarni metod za editovanje genoma animalnih modela koji je smanjio vreme potrebno za ge-
nerisanje targetovanih modela sa nekoliko godina na par meseci ili nedelja. U eri otkrivanja novih terapeutika, veliki
spektar zivotinjskih model sistema je moguce kreirati u viemenskom okviru koji je relevantan za rane odluke o inve-
stiranju resursa za razvijanje i testiranje novih lekova.

4.3. Upotreba CRISPR/Cas sistema u genskoj terapiji

Genska terapija se odnosi na uvodenje stranih gena u ciljne celije za lecenje specifi¢nih bolesti sa genetskom
osnovom (52). S obzirom da je genska terapija germinativnih ¢elija komplikovana i ukljucuje eticka i bezbednosna pi-
tanja, danas je genska terapija ograni¢ena na gensku terapiju somatskih ¢elija (53). Tradicionalna genska terapija obi-
¢no se sprovodi homologom rekombinacijom ili upotrebom lentivirusnih vektora. Ipak, efikasnost homologe
rekombinacije je niska, a lentivirusni vektori se nasumic¢no integrisu u genom domacdina, sto u klinickim okvirima pred-
stavlja potencijalni bezbednosni rizik (54). Trenutno, sa brzim razvojem CRISPR/Cas9 sistema, on se Siroko primenjuje
u genskoj terapiji za lec¢enje odredenih retkih bolesti sa monogenskom osnovom, infektivnih bolesti, razlicitih tipova
tumora, a svoj potencijal pokazuje i u leCenju neurodegenerativnih, kardiovaskularnih bolesti, itd (Slika 2) (53, 54).
Odredene terapije za editovanje genoma posredovane CRISPR/Cas9 sistemom ve¢ su dostigle fazu klinickog ispitiva-
nja (55).

4.3.1. Retke bolesti

Retke bolesti su heterogena grupa bolesti Cija se kategorizacija zasniva na niskoj prevalenci. Sve bolesti ¢ija je
prevalenca niza od 5:10 000 se ubrajaju u retke bolesti. Trenutno je u literaturi opisano blizu 7000 razlicitih retkih bo-
lesti (56). Sa razvojem medicine i molekularne genetike, neprekidno se opisuju nove retke bolesti. Prema podacima In-
ternacionalnog konzorcijuma za istrazivanje retkih bolesti, IRDIRC, u poslednjih deset godina opisano je blizu 900
novih retkih bolesti (57). Za retke bolesti je zajednicko i to $to su po pravilu teske, hroni¢ne i neizlecive bolesti koje po-
gadaju mlade (¢ak 50% se razvija u decijem uzrastu).

lako su retke bolesti pojedinacno retke, osobe obolele od retkih bolesti su brojne. Smatra se da je 6-8% svetske
populacije obolelo, $to bi znacilo da ¢ak 330 miliona ljudi u svetu boluje od neke retke bolesti (56). U Srbiji ne postoji
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Slika 2. Potencijal editovanja genoma upotrebom razli¢itih pristupa tehnologije CRISPR/Cas9 u leCenju humanih genetskih bolesti.

registar za obolele od retkih bolesti, ali se na osnovu navedene svetske statistike, broj obolelih od retkih bolesti u Sr-
biji moze proceniti na blizu 500 000.

Kod preko 80% retkih bolesti identifikovana je geneti¢ka osnova, dok se kod oko 20% retkih bolesti osnova moze
naci u virusnim i bakterijskim infekcijama, alergijama ili uticaju Zivotne sredine. Retke bolesti sa geneti¢kom osnovom
mogu biti monogenske, multifaktorijalne (decije leukemije) ili hromozomske aberacije (Tarnerov sindrom, Edvarsov sin-
drom itd).

Monogenske bolesti su geneticke bolesti uslovljene prisustvom varijanti u samo jednom genu. Sve monogenske
bolesti se prema svojoj prevalenci mogu svrstati u retke, i do sada je registrovano vise od 6600 humanih monogenskih
bolesti (58).

Za retke bolesti za koje postoji jasan klini¢ki simptom, kao 3to je to slucaj sa hiperfenilalaninemijom u krvi i tele-
snim te¢nostima koja je prepoznatljiv znak bolesti fenilketonurija, snizenim nivoom MCV i MCH parametara u krvnoj
slici koji ukazuju na beta talasemiju ili povisenim nivoom 17-hidroksiprogesterona sto je simptom karakteristi¢an za
kongenitalnu adrenalnu hiperplaziju, do geneticke potvrde se stiZe testiranjem jednog gena (59-61). Medutim, zbog
kompleksne klinicke slike vecine retkih bolesti, tek je sekvenciranje nove generacije pojednostavilo i ubrzalo dijagno-
stiku omogucavajuci da se vedi broj gena, koji bi mogli da budu odgovorni za razvoj simptoma bolesti, istoviemeno
analiziraju (41, 62).

Napredak u razvoju lekova za retke bolesti (orfan lekova) na zalost ne prati adekvatnim tempom napretke koji su
postignuti u dijagnostici (63). Trenutno za ¢ak 90% monogenskih bolesti ne postoji specifican efikasan tretman. Ova
¢injenica ukazuje na ogromnu potrebu za novim istrazivanjima i otkricima adekvatnih terapeutskih opcija za obolele
od monogenskih bolesti.

U danadnje vreme, mnogi Zivotinjski modeli monogenskih bolesti tretirani su genskom terapijom posredovanom
CRISPR-om. Dalje, u toku su ¢ak i klini¢ka ispitivanja za neke monogenske bolesti bazirana na genskoj terapiji upotre-
bom tehnologije za editovanje genoma CRISPR/Cas9 (Tabela 2) (55).
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sindrom
CREBBP

Tabela 2. Pregled klini¢kih ispitivanja genske terapije upotrebom tehnologije za editovanje genoma CRISPR/Cas9

4.4. CRISPR/Cas9 sistem za kreiranje novih terapeutskih pristupa i lekova

Pored stvaranja moc¢nih istrazivackih alata, editovanje genoma upotrebom razli¢itih pristupa tehnologije
CRISPR/Cas9, takode pruza nadu za kreiranje potpuno novih terapeutika. Brzo i jeftino reprogramiranje enzima Cas9
daje mu jasnu prednost u odnosu na druge metode editovanja (poput ZFNs i TALEN) kada se iskaze potreba za izme-
nom mnogo razli¢itih genskih lokusa.

Primena editovanja gena za somatske bolesti pocela je da se preklapa sa eksplozivnim poljem imunoterapije tu-
mora, sa interesom usredsredenim na proizvodnju himernih antigen T-¢elijskih receptora (eng. chimeric antigen re-
ceptor T cells, CAR-Ts) nove generacije. Ove modifikovane T Celije, koje eksprimiraju receptore specifi¢ne za tumorske
celije, pokazale su potencijal u le¢enju razlicitih leukemija i limfoma, a mogu se koristiti i za le¢enje solidnih tumora (64).
Receptori CAR sadrze ekstracelularni vezuju¢i domen, koji prepoznaje antigen koji je snazno eksprimiran na tumorskoj
celiji, i intracelularni himerni signalni domen koji prilikom angaZovanja receptora, aktivira T Celije i promovide ubijanje
tumorskih ¢elija posredovano T-¢elijama. Prva ovakva terapija CAR-T ciljala je CD19, antigen koji se eksprimira na B
limfocitima i srodnim celijama karcinoma. (65).

Trenutno se vecina CAR-T celija generise pomocu sopstvenih T ¢elija svakog pacijenta, $to je skup i dugotrajan pro-
ces koji ukljucuje izolovanje, modifikovanje i umnozavanje T celija za svakog novog pacijenta. CAR-T terapija bi mogla
da postane mnogo brza i jeftinija ako se generiSe univerzalni davalac CAR-Ts, jer takve celije bi znatno povecale broj
obolelih koji bi mogli da se lece jednim proizvodom. Medutim, odbacivanje transplantiranih celija, prouzrokovano
prepoznavanjem Celija primalaca od strane CAR-T ¢elija i prepoznavanje CAR-T ¢elija od strane domacina, i dalje ostaju
glavne prepreke. U tom kontekstu, tehnologija CRISPR/Cas9 bi mogla biti iskoris¢ena za formiranje knockout endoge-
nih TCR gena u T ¢elijama, $to bi moglo spreciti nezeljeno odbacivanje CAR-T ¢elija (Slika 3). Strategije za editovanje
genoma mogu se takode koristiti za sprecavanje ili odlaganje odbacivanja CAR-T ¢elija od strane imunog sistema pri-
maoca uklanjanjem ili smanjenjem ekspresije histokompatibilnih antigena na donorskim T ¢elijama (66). Do danas,
nekoliko klini¢kih ispitivanja je u toku koja podrazumevaju upotrebu tehnologije CRISPR/Cas9 za knockout receptora
PD1 endogenihT ¢elija i u CAR-T ¢elijama koje targetiraju melanom, tumor pluda, prostate i besike, kao i karcinom bu-
breznih celija (67-70).

5.ZAKLJUCAK

Intenzivan razvoj sistema CRISPR/Cas9 je doveo do znacajnih rezultata u savremenoj nauci zato $to na jednosta-
van i visoko efikasan nac¢in omogucava transkripcionu regulaciju, genomske modifikacije i epigeneticko editovanje. Si-
stem CRISPR/Cas9 uspesno se koristi za editovanje genoma sirokog spektra vrsta, poput miseva, pacova, pasa, majmuna
i ljudi. Tehnologija CRISPR/Cas9 kao mo¢no sredstvo za editovanje genoma primenjena je u mnogim oblastima, od ba-
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Slika 3. Kratak pregled terapijskog pristupa u formiranju CAR-T terapije upotrebom tehnologije CRISPR/Cas9

zi¢nih naucnih istrazivanja, personalizovanog pristupa u le¢enju humanih bolesti do terapije tumora. Mnogobrojna
istrazivanja o upotrebi ovog sistema u lecenju razli¢itih humanih bolesti sa genetickom osnovom su u toku.
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