CRISPR/Cas jako inteligentny system immunologiczny bakterii i archea

STRESZCZENIE

ynalezienie CRISPR jest uwazane za jedno z najbardziej przelomowych odkryé

ostatnich lat w dziejach biologii, biotechnologii, medycyny, ale i przemystu farma-
ceutycznego czy rolniczego. Metody opracowane przy uzyciu CRISPR stwarzaja nowe,
wczesniej nieosiagalne mozliwosci, ktére moga znaczaco wplynaé na poprawe komfortu
zycia. Od czasu wynalezienia tego inteligentnego systemu immunologicznego az do chwili
obecnej wykonano wiele badan z wykorzystaniem systeméw CRISPR/Cas. Efektem tych
badan bylo wytworzenie nowoczesnego narzedzia do manipulacji genetycznej, ktore po-
zwala na wprowadzenie wielu modyfikacji w obrebie DNA, ktére moga przyczynic sie do
wyciszenia ekspresji danych genéw badz ich nadekspresji poprzez np. mutacje czy delecje.
W pracy opisano zastosowania metody do manipulacji genetycznych z wykorzystaniem
systemu zaliczanego do klasy drugiej - CRISPR/Cas9 oraz zalety tej metody i jej prze-
wage nad wczesniej wykorzystywanymi narzedziami inzynierii genetycznej, jak réwniez
jej ograniczenia i wady, ktore w znacznym stopniu zawezaja mozliwos¢ jej zastosowania.
Przedstawiono rowniez potencjalne mozliwosci wykorzystania metody oraz przeprowa-
dzone badania z uzyciem CRSPR/Cas9.

WPROWADZENIE

CRISPR/Cas9 odkryto po raz pierwszy w 1987 u Escherichia coli podczas
badania aktywnosci genu iap w genomie bakterii [1,2]. Obserwacje inte-
ligentnego systemu obronnego obecnego u archea i u bakterii umozliwily
skonstruowanie narzedzia do manipulacji genetycznej, ktérego gléwnymi
elementami sktadowymi sg: sgRNA (small guide RNA) odpowiedzialny
za naprowadzenie polipeptydu Cas9 na odpowiedni fragment docelowego
DNA oraz biatko Cas9 - opatrzone w dwie domeny HNH oraz RuvC, z kt6-
rych pierwsza dokonuje ciecia nici komplementarnej wzgledem sgRNA, a
druga przecina sekwencje niekomplementarng (w obrebie drugiego taricucha
polinukleotydowego) [3-7]. Ostateczny wynik wprowadzonych modyfikacji
jest w znacznym stopniu zalezny od dwoéch proceséw HDR i NHE] uaktyw-
niajacych sie w komoérce w efekcie generowania przez system CRISPR/Cas9
peknie¢ obu tanicuchéw podwdajnej helisy - DSB [6,8]. Ze wzgledu na maly
udzial HDR w naprawie peknie¢ DNA i wymég dostarczenia odpowiedniej
matrycy niezbednej do odbudowy, system narazony jest na liczne mutacje
wystepujace poza sekwencja docelowq, bedace czesto rezultatem dziatania
podatnego na btedy mechanizmu NHE], aktywnego w wiekszosci badanych
komorek [6,8-14].

KLUCZOWE ELEMENTY SKEADOWE KONSTRUKTU

CRISPR/Cas definiuje sie jako nabyty, adaptacyjny system obronny
[3,13,15-18]. Zostal on zidentyfikowany u ok. 40% bakterii z dotychczas
zsekwencjonowanym genomem oraz u ok. 90% przedstawicieli archea
[5,13,19,20]. CRISPR (Clustered Regularly - Interspaced Short Palindromic
Repeats and associated proteins) w dostownym tlumaczeniu oznacza zgru-
powane, regularnie poprzedzielane, krétkie palindromiczne sekwencje po-
wtdrzone oraz powigzane z nimi biatka [21]. CRISPR/Cas stanowi linie obro-
ny przeciwko infekujacymi genom kwasami nukleinowymi pochodzacymi z
bakteriofagéw, plazmidéw lub innych ruchomych elementéw genetycznych
[15,17,18].

LOCUS CRISPR/Cas

Locus CRISPR/ Cas tworzy nieskomplikowana strukture, ztozona z dwéch
glownych elementéw, do ktérych zaliczamy region CRISPR oraz geny Cas
[18,22-24]. W obrebie CRISPR wystepuja trzy komponenty: licznie powto-
rzone konserwatywne sekwencje palindromowe o podobnej dtugosci, wy-
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noszacej od 28 do 37 par zasad; unikatowe, réznigce sie
od siebie sekwencje separujace o zblizonej dtugosci oraz
sekwencja prowadzaca ,leader sequence” [2,17,25-29].

SEKWENCJE PRZERYWNIKOWE

Kluczowa role w odpowiedzi immunologicznej odgry-
waja sekwencje przerywnikowe - ,spacers”, powstale w
wyniku wprowadzenia do regionu CRISPR obcych odcin-
koéw kwaséw nukleinowych okreslanych jako , protospa-
cers” [13,17,29,30]. Fragmenty te stanowq pewnego rodzaju
pamie¢ immunologiczna, pozwalajaca rozpoznaé atakujace
genom DNA lub RNA, z ktérym wczesniej organizm miat
juz stycznosé [20,29]. Sekwencje przerywnikowe stuza jako
matryca do p6Zniejszego wytworzenia crRNA (crispr RNA),
bioracego czynny udzial w identyfikacji inwazyjnych jed-
nostek, dzieki czemu nastepuje ich ciecie oraz interferencja
zawartej informacji genetycznej [2,6,13,30-32]. Liczba takich
unikatowych fragmentéw jest zréznicowana w zaleznosci
od gatunku: od kilku do kilkuset [20,29].

SEKWENCJA PROWADZACA

~Leader sequence” to fragment o dtugosci ok. 200-500 pz,
wystepujacy powyzej loci CRISPR, bogaty w adenine i tymine
[2]. Element ten stanowi promotor, ktéry reguluje transkryp-
¢je informacji zawartej w regionie CRISPR, odpowiada wiec
za wytworzenie crRNA oraz wprowadzenie do genomu go-
spodarza nowych sekwencji separujacych [2,25,27,29,33-35].

GENY Cas

Geny Cas koduja informacje genetyczna niezbedna do
wytworzenia biatek z klasy Cas, ktére stanowia szkielet ca-
tego systemu [2,29]. Polipeptydy warunkuja aktywnos¢ en-
zymatyczna, dzieki ktérej mozliwe jest wprowadzenie no-
wych sekwengji separujacych, jak réwniez degradacja ataku-
jacych organizm kwaséw nukleinowych [2,30,36-39]. Biatka
te zidentyfikowane zostaly tylko u tych bakterii i archea, u
ktérych wykryto réwniez obecnosé loci CRISPR. Geny ko-
dujace Cas obserwuje sie powyzej regionu CRISPR. W ob-
rebie dotychczas poznanych systeméw zidentyfikowano
kilka rodzajow bialek, r6zniacych sie nieco miedzy soba, co
umozliwito ich podziat na typy i podtypy [29,40,41]. Istnie-
je jednak wyjatek, do ktérego zaliczamy biatka Casl i Cas2
obecne w kazdym ukladzie CRISPR/Cas. Sa one niezbed-
ne do pierwszego etapu adaptacji, odpowiadaja bowiem za
nabycie nowych sekwengcji separujacych. Na tej podstawie
biatko Casl zostalo uznane za marker umozliwiajacy wy-
krycie w obrebie danego organizmu obecnosci tego wyjat-
kowego systemu immunologicznego [2,26,30,38,39]. Zespol
Makarovej [42] dokonal réwniez podziatu polipeptydéw
Cas ze wzgledu na ich funkcje, efektem czego powstaly 4
grupy: adaptacyjne, do ktérych wtaczone zostaly biatka
biorace udzial w etapie adaptacji; interferencyjne - tnace
atakujace, egzogenne czasteczki; ekspresywne - biorace
udzial w dojrzewaniu crRNA i faczeniu sie z pozadanym
fragmentem oraz pomocnicze - pelnigce role regulatorowa
i wspomagajaca [29,42].
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Rycina 1. Spos6b nabywania odpornosci na obce kwasy nukleinowe przez niektore bakterie i archea - nabyty adaptacyjny system immunologiczny.
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SPOSOB DZIALANIA CRISPR/Cas W
ORGANIZMACH BAKTERYJNYCH

Sposob dziatania systemu mozna podzieli¢ na trzy gtéw-
ne etapy: adaptacja sekwencji separujacych, przetwarzanie i
interferencja (Ryc. 1). Kazdy z tych proceséw odgrywa klu-
czowa role w przebiegu obrony organizmu przed atakuja-
cymi go obcymi kwasami nukleinowymi [2,6,43,44].

Etap I: adaptacja (na podstawie przebiegu procesu u E. coli)

W tym etapie najwazniejsza role odgrywaja biatka Casl
i Cas2, tworzace heteroheksamer (u E. coli) odpowiedzial-
ny za wyciecie DNA z egzogennego kwasu nukleinowego
,protospacer”, w wyniku czego powstaje sekwencja sepa-
rujaca, ktéra nastepnie przy pomocy tych polipeptydow jest
wlaczana do genomu gospodarza na samym koricu sekwen-
¢ji prowadzacej ,lider sequence” (Ryc. 1B-C) [2,29,39,45,47].
Nukleolityczny kompleks Casl-Cas2 zbudowany jest z
dwoch dimeréw Casl (Casla, Casla’, Caslb, Caslb’) oraz z
jednego dimeru Cas2 [29,47]. Wybor fragmentu egzogenne-
go DNA przeznaczonego do wyciecia i nastepnie inkorpo-
racji oraz jego pozniejsze polozenie w obrebie loci CRISPR
jest zalezne od motywéw PAM (Protospacer Adjacent Mo-
tif). Sa to specyficzne dla danego gatunku bakterii oraz pod-
typu systemu CRISPR/ Cas regiony, zbudowane z trzech do
pieciu nukleotydéw, znajdujace sie w sasiedztwie docelo-
wej sekwengji [6,29,43,47]. W poczatkowym etapie Casl wy-
szukuje komplementarna sekwencje PAM, po czym przyla-
cza sie do niej [24,29]. W tym momencie tyrozyna obecna w
podjednostkach Casl wyznacza region DNA przeznaczony
do wyciecia, a Cas2 stabilizuje wybrany fragment. W wyni-
ku tego procesu powstaje nietypowa struktura: po obu stro-
nach kompleksu w pozycji 3’ zwisaja sekwencje o dlugosci
minimum 7 nukleotydéw. W kolejnym kroku nastepuje
wytworzenie dojrzalego ,protospacer’a” (niedojrzata for-
ma péZniejszego ,specer’a”), poprzez usuniecie znajdujg-
cych sie w pozydji 5, 6 i 7 trzech nukleotydéw stanowiacych
PAM.

Efektem tego procesu wytworzony zostaje odcinek o
dtugosci 33 nt. zakoriczony dwoma grupami hydroksylo-
wymi w pozycji 3’ [29,47,48]. Ostatnim etapem jest wiacze-
nie takiego odcinka do regionu CRISPR, ktére odbywa sie
przy pomocy heteroheksameru poprzez nukleofilny atak na
oba korice 5 znajdujace si¢ wlasnie w obrebie loci CRISPR
[29,47].

Etap II: biogeneza crRNA i przetwarzanie

Etap ten rozpoczyna sie transkrypcja informacji zawartej
w obrebie locus CRISPR z wytworzeniem prekursorowego
crRNA (pre-crRNA), ktére jest nastepnie rozcinane na mate
jednostki z uzyciem biatek Cas lub rybonukleaz (rézne, w
zaleznosdci od typu systemu CRISPR), formujac dojrzate
crRNA (Ryc. 1D-E) [3,18,22,29,49]. W celu wytworzenia
ostatecznej formy crRNA nastepuje faza przycinania doko-
nywana przez mechanizm dzialajacy na zasadzie linijki. W
przypadku systeméw typu drugiego proces ten dokonywa-
ny jest na koricu 5, natomiast w przypadku systemu typu
pierwszego modyfikacja ta zachodzi na koricu 3’ [29,50].
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Etap III: interferencja

W tym etapie dochodzi do wyciszenia obcych fragmen-
tow genetycznych [29]. Za przebieg tego procesu odpowia-
daja czasteczki crRNA, ktére nakierowuja odpowiednie
biatka z klasy Cas na komplementarng sekwencje PAM w
obrebie egzogennych kwaséw nukleinowych [3,18,22]. Doj-
rzale crRNA wraz z polipeptydami tworzy macierze, ktore
po rozpoznaniu PAM przylaczaja sie do obcego elementu
genetycznego, powodujac jego rozwiniecie, co prowadzi
do wytworzenia trzyniciowej struktury petli R (R-loop)
(w przypadku systeméw CRISPR/Cas typu pierwszego)
(Ryc. 1E-F) [29,51,52]. Nastepnie odpowiednie jednostki
o wlasciwosciach endonukleaz przylaczaja sie do takiego
ukladu przeprowadzajac ciecie. Wynikiem takiego dziata-
nia jest interferencja genéw niesionych przez obca czastecz-

ke DNA lub RNA [3,18,22].

GLOWNE KOMPONENTY SYSTEMU CRISPR/
Cas9 ORAZ EFEKTY ICH DZIALANIA

sgRNA

Gléwnymi elementami sktadowymi tego systemu, ana-
logicznie jak w przypadku systemu immunologicznego, sa
sgRNA (small guide RNA) oraz biatko Cas9 (Ryc. 2) [3,6].
sgRNA to czgsteczka RNA o dtugosci ok. 20 nt., zbudowana
crRNA polaczonego z czesciowo komplementarnym tracr-
RNA (trans-activating crispr RNA) [3,8,28,53]. Oba rodzaje
RNA tworza razem kompleks stanowiacy rusztowanie dla
biatka Cas, odpowiedzialny za naprowadzenie polipepty-
du Cas9 na odpowiedni fragment DNA docelowego [3,5].
tractRNA pelni istotna role w obrébce pre-crRNA co pro-
wadzi do wytworzenia dojrzalej formy crRNA [2,3,13,54].
Rozpoznanie odpowiedniej sekwencji DNA oraz przyls-
czenie sie do niej systemu CRISPR/Cas9 jest zalezne od se-
kwencji PAM, ktéra w przypadku systemu typu drugiego
zbudowana jest z trzech nukleotydéw 5-NGG-3’ [8,55]. Po
identyfikacji takiej sekwencji, Cas9 rozwija skoncentrowa-
na strukture DNA w wyznaczonym miejscu, dzieki czemu
nastepuje dopasowanie sgRNA do wyeksponowanego frag-
mentu faficucha polipeptydowego [8,9,14,56]. Efektem tego
procesu jest hybrydyzacja sgRNA z DNA docelowym [3,14].

Cas9

Cas9 wykazuje aktywnos¢ endonukleazy, przecinajac
sekwencje DNA docelowego na obu jego niciach [3,14]. Te
wlasciwosé biatko zawdziecza obecnosci dwéch domen:
HNH oraz RuvC, z ktérych pierwsza dokonuje ciecia nici
komplementarnej wzgledem sgRNA, a druga przecina se-
kwencje niekomplementarna (w obrebie drugiego aricucha
polinukleotydowego) [4,7,57]. Ciecie nastepuje zazwyczaj
za trzecim badz za czwartym nukleotydem wystepujacym
powyzej PAM [6,9]. Przerwanie nici polinukleotydowych
nastepuje po etapie hybrydyzacji DNA z kompleksem.
Efektem tego dzialania jest wytworzenie tepych koncéw w
miejscu ciecia czasteczki DNA [4,5,7]. W nastepnym etapie
dochodzi do naprawy obu nici poprzez zlaczenie wczedniej
rozerwanych koncéw przy uzyciu specjalnego systemu
naprawczego. W zaleznosci od warunkéw srodowiska jak
i rodzaju komorki istnieja dwie mozliwe drogi regeneracji
DNA: pierwsza z uzyciem systemu NHE] (Non-Homologous
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Rycina 2. Sktadowe konstruktu CRISPR/Cas9 oraz systemy naprawy DSB. RuvC
- domena nukloelityczna dokonuje ciegcia DNA w obrebie nici komplementarnej
wzgledem sgRNA, HNH - domena nukleolityczna dokonuje ciecia DNA w ob-
rebie nici niekomplementarnej w stosunku do sgRNA; gRNA - odpowiada za
naprowadzenie polipeptydu Cas9 na odpowiedni fragment docelowego DNA,
ktore ma ulec edycji, DSB - pekniecia w obrebie obu nici podwdjnej helisy, NHE]
- podatny na bledy system naprawczy, wykazujacy aktywnosé¢ we wszystkich
komorkach; HDR - system o wysokiej poprawnosci, lecz niskiej efektywnosci, ak-
tywny jedynie w komérkach zdolnych do podzialu, wymaga obecnosci matrycy).

End Joining), druga z wykorzystaniem HDR (Homology-Di-
rect Repair) [8,14,58]. Etap ten pelni kluczowa role w proce-
sie edycji genow, od niego bowiem zalezy jaki bedzie efekt
konicowy dokonanych modyfikacji w obrebie genomu [6,9].

SYSTEMY NAPRAWY PEKNIEC PODWOJNE]J HELISY

NHE] to podatny na btedy system naprawczy, wykazu-
jacy aktywnosé we wszystkich komérkach (Ryc. 2) [8,11,28].
Podczas naprawy z uzyciem tego systemu dochodzi najcze-
Sciej do licznych mutacji, takich jak insercje czy delecje w
obrebie uszkodzonego fragmentu DNA [9,6]. Takie mody-
fikacje moga prowadzi¢ do przesuniecia ramki odczytu, w
wyniku czego moze nastgpic¢ calkowita utrata aktywnosci
danego genu [12,14,59]. System ten charakteryzuje sie¢ wy-
soka efektywnoscia naprawy, dziala natychmiastowo po
zidentyfikowaniu bledu w obrebie podwdjnej helisy, prze-
prowadzajac ligacje tepych konicéw z uzyciem przypadko-
wych fragmentéw DNA znajdujacych sie w poblizu ciecia
obu nici [29,60]. Aktywnos¢ NHE] jest wiec istotna w przy-
padku, gdy wynikiem danego do$wiadczenia mialo by¢
wyciszenie ekspresji danego genu [10,13].

HDR to system o wysokiej poprawnosci, lecz niskiej
efektywnosci, aktywny jedynie w komoérkach zdolnych
do podziatu (Ryc. 2) [4,8,11,14]. Naprawa z uzyciem HDR
wymaga obecnosci donora DNA - egzogennie wprowadzo-
nej matrycy naprawczej, ktérej konice beda homologiczne
wzgledem regionu terminacyjnego obu miejsc pekniecia
nici [10,13]. System ten pozwala na wprowadzenie precy-
zyjnych modyfikacji w obrebie docelowej sekwencji DNA,
z jednoczesnym wykluczeniem wystgpienia btedéw typu
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indel. HDR moze by¢ wiec stosowany w celu tworzenia za-
mierzonych mutacji w oczekiwanym locus [28,29,61].

MODYFIKACJE W OBREBIE SYSTEMU CRISPR/CAS9

Opracowano réwniez inne sposoby na inaktywacje da-
nych genéw poprzez wprowadzenie mutacji w obrebie obu
domen biatka Cas9 (RuvC oraz HNH) [29,62]. W wyniku
tego dzialania powstalo tak zwane ,martwe” biatko Cas9
(dCas9), ktére pozbawione zostato aktywnosci endonukle-
azy [13,29,62,63]. Mimo tych modyfikacji polipeptyd two-
rzacy kompleks z sgRNA mogt wcigz przylaczac sie do
oczekiwanego regionu DNA. Tak dotaczone biatko miato za
zadanie zatrzymac transkrypcje danego genu poprzez inhi-
bicje polimerazy RNA, uniemozliwiajac jej przytaczenie do
sekwencji DNA [13,29,63-66].

Natomiast w celu aktywagji transkrypcji stworzono kon-
strukt dCas9, ktéry wiaze sie do podjednostki @ polimerazy
RNA, wywolujac przy tym pozyskanie, przytaczenie i akty-
wacje polimerazy. W rezultacie tego procesu nastepuje ku-
mulacja dziatania RNAP (polimeraza RNA), co wywoluje
wzmozong transkrypcje danego regionu podwdjnej helisy
[29,64-66].

SPOSOBY WPROWADZANIA GOTOWYCH
KONSTRUKTOW DO KOMOREK DOCELOWYCH

Dotychczas poznano wiele réznych mozliwosci na wpro-
wadzenie obcego DNA badz RNA do komérki gospodarza.
W celu uzyskania jak najlepszych efektéw eksperymen-
talnej modyfikacji genéw w obrebie okreslonego genomu,
skonstruowano innowacyjne metody wprowadzania sys-
teméw CRISPR/Cas do danej komoérki, ktére jednoczesnie
ograniczylyby wystapienie nieoczekiwanych mutacji badz
modyfikacji poza miejscem docelowym [6,67,68]. W tym
celu stworzono kilka nowych metod bazujacych na dotych-
czas juz poznanych, charakteryzujacych sie r6zna skutecz-
noécia w zaleznosci od wykorzystywanej do modyfikacji
tkanki [29,69].

Wszystkie dotychczas wytworzone systemy odpowie-
dzialne za dostarczanie materialu genetycznego do komo-
rek docelowych to GDS (Gene Delivery Systems). Powstate
metody wprowadzania egzogennego DNA lub RNA moz-
na podzieli¢ na dwie grupy: systemy niewykorzystujace
wirusa jako nosnika oraz systemy bazujace na wirusach
pelniacych role czasteczek przekaznikowych. Pierwsza gru-
pa reprezentuje metody chemiczne - bazujace na wykorzy-
staniu syntetycznych nosnikéw oraz metody fizyczne - po-
zbawione jakiegokolwiek nosnika materialu genetycznego
[14,70,71]. Do tej kategorii mozna zaliczy¢ elektroporacje i
mikroiniekcje, ktére sa najbardziej optymalnymi procedu-
rami w przypadku wykorzystania CRISPR/Cas w celu pro-
jektowania docelowych komoérek macierzystych oraz zygot
[29,72-75]. Elektroporacja pozwala na wprowadzenie ma-
tych czasteczek do komorki gospodarza dzieki zwiekszeniu
przepuszczalnosci blony komoérkowej w wyniku dzialania
na nig odpowiednio dostosowanymi impulsami elektrycz-
nymi [76]. Mikroiniekcja natomiast to proces polegajacy na
wprowadzaniu bezposrednio do komoérki gotowych syste-
moéw przy uzyciu cienkiej szklanej igly z osadzonymi na jej
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Tabela 1. Charakterystyka zidentyfikowanych systemow [wg: 2,6,7,29,44,121].

Przetwarzanie Interferencja
Adaptacja

Wytworzenie
dojrzalego crRNA

PAM

11 Casl, Cas2, *Cas4 RNaza typu III 5-NGG-3’
5-YTN-3" lub
*
Klasall V Casl, Cas2, *Cas4 Cas12, Cas13 5 TTTN-3'
Zamiast PAM
VI Casl, Cas2 Casl12, Casl3 istotna role
odgrywa PFS

Sygnaturowe biatko  Efektor

: sgRNA w postaci
gﬁig idl?lrlillgla kompleksu crRNA DSB
i tracrRNA
Cas12 crRNA DSB
dwie konserwatywne
Cas13 domeny HRPN o Brak informacji

aktywnosci RNazy

SSBs - Single Strand Breaks - pekniecia w obrebie jednej nici podwdjnej helisy; DSBs - Double Strand Breaks - pekniecia w obrebie obu nici
podwéjnej helisy; PFS - Protospacer Flanking Site; Kaskada - kompleks biatek - Multiprotein Cascade Complex; PAM - Protospacer Adjacent Motif)

powierzchni czgsteczkami [77]. Metoda ta ze wzgledu na
swdj inwazyjny charakter moze przyczynic sie w znacznym
stopniu do uszkodzenia struktury komoérek, jednoczesnie
zmniejszajac szanse na wprowadzenie oczekiwanych mo-
dyfikacji w obrebie danego genomu [29,78]. Mikroiniekcja to
dos¢ czasochtonny proces ze wzgledu na fakt, iz odbywa sie
indywidualnie dla kazdej komorki, podczas gdy elektropo-
racja pozwala na wprowadzenie systemow do wszystkich
oczekiwanych komorek jednoczesnie [29,73,78]. Metody te
jednak wykazaty dos¢ niska efektywnosc¢ przeprowadzania
terapii w genomie czlowieka - niski poziom sukcesywnosci
w transdukcji komorek docelowych [14,29,79,80]. Kolejnym
ograniczeniem jest mozliwo$é zastosowania obu metod je-
dynie w warunkach in vitro [29,73]. Wszystkie metody zali-
czane do kategorii GDS s obarczone duzym ryzykiem wy-
stapienia cytotoksycznosci badz mutagenezy [14].

Druga grupa reprezentuje procedury wykorzystujace od-
powiednio zmodyfikowane wirusy, ktére w sposéb charak-
terystyczny dla tego typu zespotu inwazyjnych czasteczek
moga zainfekowaé¢ docelowy genom [14,81,82]. Wykorzy-
stanie takich patogenéw daje wszechstronne mozliwosci, w
szczegblnosci w przypadku leczenia klinicznego zaréwno
w warunkach in vitro jak in vivo [29,83]. Dos¢ czesto stoso-
wanym wirusem jest AAV (Adeno-Associated-Viral), ktéry
pozwala na indywidualne dostosowanie metody poprzez
wyboér odpowiedniego serotypu, w zaleznosci od docelowej
tkanki. AAV sa najczesciej stosowane w przypadku, gdy
geny niosace informacje dotyczaca gRNA (guide RNA) oraz
kodujace Cas9 wystepuja na dwoéch niezaleznych kasetach
[29,84]. Wada tego typu procedury jest jednak ograniczona
pojemnos$é DNA - 4,7 kp [14,85,86]. AAV to wirus zalicza-
ny do rodzaju Dependoparvovirus, zawierajacy czasteczke
jednoniciowego DNA. Jego charakterystyczng cecha jest
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zaleznosé od pozostalych dwoéch wiruséw - adenowirusa
oraz wirusa opryszki zwyklej HSV (Herpes Simplex Virus),
bez obecnosci ktérych AAV nie bedzie zdolny do replikacji
[14,85,86]. Do chwili obecnej wynaleziono 12 serotypow i
ponad 100 réznych wariantéw tego wirusa, pozwalajacych
na odpowiednie dostosowanie systeméw w zaleznosci ro-
dzaju komoérki oraz tkanki wykorzystywanej w doswiad-
czeniu [14,87,88].

W przypadku CRISPR/Cas9 najczesciej stosuje sie me-
tody wykorzystujace wektory, ktére ze wzgledu na ich
budowe oraz charakterystyke mozna podzieli¢c na dwie
kategorie. Pierwsza grupe stanowig wektory pojedyncze
(single-vector), niosace specjalne kasety ekspresyjne - jedna
odpowiadajaca za wytworzenie gRNA oraz druga niosaca
informacje dotyczaca Cas9. W tym przypadku obie kasety
sa poddawane procesowi transkrypcji jednoczesnie. Dru-
ga kategorie reprezentuja wektory binarne (binary-vector
systems), ktére wykorzystuja dwa niezalezne promotory w
celu kontroli ekspresji obu kaset [6, 89].

PROCES SYNTEZY sgRNA

sgRNA pelni kluczowg role w procesie modyfikacji gene-
tycznych, jest bowiem odpowiedzialne za naprowadzenie
CRISPR/Cas9 na oczekiwang sekwencje w celu przepro-
wadzenia rekombinacji. Z tego wzgledu jego prawidiowa
synteza jest etapem krytycznym w procesie konstruowania
takiego systemu. Caly konstrukt zbudowany jest z ok. 98
nt., wérdd ktérych 20 wyznacza sekwencje docelowa [6,90].
W przypadku edycji genoméw roslinnych najczesciej zasto-
sowane sa promotory U3 i U6, odpowiadajace za regulacje
ekspresji, natomiast polimeraza III czynnie przeprowadza
transkrypcje genéw [6,13,91,92]. Kasety ekspresyjne (odpo-
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wiedni insert) moga zosta¢ wytworzone poprzez procesy li-
gacji adaptoréw badz przy pomocy PCR [6,93]. Ze wzgledu
na fakt, ze produkty ekspresji U6 i U3 uznane zostaly za ele-
menty porzadkowe, nie moga one zosta¢ wykorzystane do
wytworzenia specyficznych tkankowo i komérkowo gRNA
[13,93]. W celu ulepszenia dotychczasowych metod stoso-
wanych do syntezy gRNA, Gao i wsp. (2013) wytworzyli
sztuczny gen RGR. Byl to specyficzny konstrukt mRNA po-
wstaly w wyniku transkrypcji, w obrebie ktérego wystepo-
wala sekwencja gRNA otoczona z obu stron sekwencjami
kodujgcymi rybozymy, dzieki czemu w wyniku katalitycz-
nego procesu ciecia powstawal gotowy produkt w postaci
gRNA [13,91].

SZANSE I MOZLIWOSCI WYNIKAJACE Z
ZASTOSOWANIA SYSTEMU CRISPR/Cas9

Odkrycie innowacyjnego systemu oraz potencjalne ko-
rzysci ptynace z jego wykorzystania wywolaty wielkie zain-
teresowanie wéréd naukowcéw, tym samym sktaniajac ich
do przeprowadzenia bardziej szczegélowych badan w celu
wdrozenia nowoczesnej technologii do zycia codziennego.
W aspekcie gospodarki rolnej gléwnym zalozeniem byto
uzyskanie plonéw o lepszej odpornosci na czynniki streso-
genne biotyczne, w tym przede wszystkim na r6zne rodzaje
patogenéw chorobotwoérczych [6,29,94] i abiotyczne, w tym
przede wszystkim na niekorzystne warunki atmosferyczne
[6,29,95], a takze produkcja owocéw badz warzyw o nieco
zmienionych cechach tj. pomidory bez pestek badZ owoce
mniejszych rozmiaréw, uznawanych za bardziej atrakcyjne
[29,96]. Testowano réwniez interakcje organizméw roslin-
nych z patogenem oraz podstawowe szlaki immunologicz-
ne rodlin, wykorzystujac w tym celu system CRISPR/Cas9,
jednoczesnie sprawdzajac jaka role moze petni¢ technologia
CRISPR/Cas9 w odpowiedzi immunologicznej wybranych
gatunkoéw roslin. W badaniach skupiono sie na sekwencjach
DNA, okreslanych jako ,geny S” odpowiedzialne za wyste-
powanie choréb w obrebie organizméw roslinnych [6,97].
Idea tych doswiadczen bylo wprowadzenie mutacji (konoc-
kout mutations - KO) w obrebie fragmentéw podwoéjnej he-
lisy kodujacych geny S, dzieki ktérym miato dojs¢ do utraty
funkgji tych elementéw genetycznych [6,98].

W ten sposéb przy uzyciu CRISPR/Cas9 wykonano
pierwsze proby wytworzenia roélin z mutacjami w obrebie
genu CsLOB1 zaobserwowanego w genomie Citrus paradise.
Zamierzona mutageneza, jaka zaobserwowano w obrebie
promotora oraz czynnika transkrypcyjnego CsLOB1 wywo-
tata utrate funkgji tego konstruktu w wyniku przesuniecia
ramki odczytu. Taki zabieg spowodowat nabycie odporno-
Sci rodliny na Xantomonas citri [6,99]. Innowacyjny system
zapewnia réwniez mozliwo$¢ wprowadzania modyfikacji
w obrebie genoméw wirusowych, zidentyfikowanych w
organizmach roslinnych, dzieki czemu mozliwe jest catko-
wite usuniecie ryzyka wystapienia choroby powodowanej
przez patogen [6,95]. Niedawno odkryty ortolog FnCas9 po-
chodzacy z Francisella novicida zostat wykorzystany w celu
ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ wirusow juz wczesniej
obecnych w organizmach roslinnych. FnCas9 wstrzymat re-
plikacje wirusa mozaiki zar6wno w genomie tytoniu jak i
ogorka, zwiekszajac tym samym ich odpornos¢ na ponow-
ny atak [6,100].
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Wraz z pojawieniem sie licznych publikacji dotyczacych
mozliwosci ochrony roélin przy uzyciu nowego systemu,
rozpoczely sie réwniez badania nad potencjalnymi korzy-
Sciami wynikajacymi z wykorzystania technologii CISPR/
Cas9 w celu leczenia schorzeni u ludzi. W 2006 roku zespot
Makrova zaprojektowal CRISPR/ Cas9 aby znie$¢ antybioty-
koopornosé obserwowana w wielu wirulentnych szczepach
bakterii [39,101]. Sukcesem zakoniczyly sie réwniez préby
naprawy bledu w obrebie genu CFIR, wystepujacego u lu-
dzi chorych na mukowiscydoze, ktére przeprowadzono w
warunkach in vitro na organoidach [101,102]. Duze nadzie-
je wiaze sie z potencjalnym zastosowaniem CRISPR/Cas9
w immunoterapii. Gléwnym zalozeniem jest wytworzenie
limfocytow T, obdarzonych dodatkowym receptorem CAR
i odczytujacych specyficzne antygeny. Tak przystosowane
komorki ukladu immunologicznego opatrzone dodatko-
wym elementem rozpoznajagcym antygeny komorek ra-
kowych, bylyby zdolne do wczesniejszego rozpoznania
zagrozenia oraz wywolania szybkiej, dostosowanej reakcji
organizmu na postepujacy proces kancerogenezy [101,103].

Kolejnym zaloZzeniem bylo odnalezienie zastosowania
systemu w walce z zakazeniami bakteryjnymi wystepuja-
cymi w ludzkim organizmie. Zwazajac na fakt, ze system
stanowi w rzeczywistosci linie obronny w obrebie organi-
zmoéw bakteryjnych, postanowiono wykorzysta¢ go w celu
wywolania odpowiedzi immunologicznej w sytuacji kon-
taktu z silnie chorobotwoérczymi patogenami [15]. Sukce-
sem zakoriczyla sie préba zahamowania transkrypcji genéw
Microbacterium tuberculosis, bakterii wywotujacej gruzlice.
W wyniku wprowadzenia odpowiednio przystosowanego
systemu CRISPR/ Cas9 z nieaktywna forma Cas9, doszlo do
zahamowania ekspresji genéw bakterii [15,104,105,106].

Zaproponowano réwniez wykorzystanie technologii w
celu naprawy sporych insercji obserwowanych w intronach
czynnikéw krzepliwosci krwi typu VIII u pacjentéw choru-
jacych na hemofilie, wykorzystujac do do$wiadczenia ko-
morki srédblonkowe uzyskane dzieki indukowanym plu-
ripotentnym komoérkom macierzystym - iPSC [107]. Ekspe-
ryment zakoriczyt sie sukcesem, dzieki naprawie mutacji w
genie F8 w komoérkach wykorzystanych w proébie oraz ich
wszczepieniu do organizmu myszy chorujacych na hemofi-
lie stwierdzono zanik choroby [8].

CRISPR/Cas9 daje réwniez potencjalne szanse na lecze-
nie choroby Crohna-Lesniewskiego (SCD), uwarukowanej
wystgpieniem mutacji punktowej w genie kodujacym pod-
jednostke p-hemoglobiny (Gly zamiast Val). Rezultatem
tego typu modyfikacji jest nagromadzenie w organizmie
hemoglobiny oraz znieksztalcenie krwinek czerwonych
[8,108,109]. W doswiadczeniu sprawdzajacym wlasciwosc¢
tezy wykorzystano erytrocyty pozyskane z iPSC oraz odpo-
wiednio przystosowany CRISPR/Cas9 w celu kontroli eks-
presji chorego genu. Wynik wprowadzonych zmian okazal
sie by¢ duzo bardziej obiecujacy wzgledem préb przepro-
wadzanych z uzyciem technologii ZFN [8,110].

Badania przeprowadzone przez Yin i wsp. [80] wykaza-

ty mozliwos¢ walki z tyrozynemia typu I, wywolana przez
mutacje punktowa w obrebie genu Fah. Dziedziczna choro-
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ba genetyczna ma zwigzek z ostatnim etapem kataboliczne-
go szlaku rozktadu tyrozyny, do ktérego nie dochodzi w or-
ganizmie os6b chorych [80,111-113]. Przyczyna tego jest po-
wstanie, w wyniku mutacji, niekompletnego, niestabilnego
enzymu - hydrolazy fumaryloacetooctanu (FAH). U os6b
chorych w wyniku tranzycji guaniny na adenine w obrebie
eksonu 6smego, podczas splicingu dochodzi do wyciecia
tego fragmentu, efektem czego powstaje niekompletne bial-
ko. W eksperymencie przeprowadzonym na komorkach
mysich, wykorzystano technologie CRISPR/Cas9 [80,113].
W celu korekgji obecnej mutacji, skonstruowano gRNA na-
kierowane na docelowy fragment - Fah w obrebie genomu
oraz jednoniciowy oligonukleotyd stanowigcy matryce do
naprawy. Oba konstrukty umieszczono w koekspresyjnym
plazmidzie, ktéry wszczepiono do organizmu zwierzat. W
efekcie zaobserwowano pozytywny wplyw doswiadczenia
na komérki z mutacja, dajac tym samym poczatek komor-
kom pozbawionym niepozadanej modyfikacji oraz spraw-
nemu biatku [80,113].

OGRANICZENIA CRISPR/Cas9

Technika CRISPR/ Cas9 wigze si¢ rowniez ze znacznymi
utrudnieniami i przeszkodami, ktére uniemozliwiaja wy-
korzystanie tego systemu do leczenia choréb oraz naprawy
bledéw genetycznych u ludzi [13,29]. Gtéwny problem sta-
nowigcym najwieksze wyzwanie jest charakterystyczna ce-
cha sgRNA - brak specyficznosci tych konstruktow wzgle-
dem wyznaczanych sekwencji docelowych. Jak zauwazono,
sgRNA potrafi przytaczaé¢ sie do licznych sekwencji poza
docelowymi, wykazujacych pewne podobieristwo wzgle-
dem sekwencji oczekiwanej [13,115]. Dotychczas przepro-
wadzone liczne analizy wykazaly, iz fragmenty, do ktérych
wigze sie naprowadzajacy element systemu, moga réznié
sie¢ od jednego do nawet szeéciu nukleotydéw wzgledem
sekwencji wlasciwej [12,28]. Niepozadany proces zwigzania
sie konstruktu z innym niz oczekiwany fragmentem DNA
okredla si¢ mianem niedopasowania badz mutacji wystepu-
jacej poza celowanym odcinkiem podwojnej helisy (off-tar-
get mutation) [28,29]. W obrebie organizméw o rozbudowa-
nych genomach dos¢ czesto spotyka sie sekwencje wykazu-
jace pewne podobienistwo, co stanowi znaczna przeszkode
w kontekscie wykorzystywania systeméw CRISPR/Cas9 w
celu wprowadzania zmian w DNA, ze wzgledu na tenden-
¢je do tworzenia dopasowan z ré6znymi fragmentami DNA
o nieco odmiennej sekwencji wzgledem oczekiwanej [9,13].
Z uwagi na to nielatwo jest oszacowac jaki efekt koricowy
przyniesie wykorzystanie danego systemu w celu wprowa-
dzenia pewnych modyfikacji w DNA, a tym samym ciezko
jest zaprojektowacé taki system, ktéry oddzialywatby jedy-
nie z oczekiwanym miejscem w obrebie podwoéjnej helisy
[115]. Niektére niedopasowania moga obejmowaé réwniez
nukleotydy wystepujace w obrebie motywéw PAM, tzn.
mozna zaobserwowac¢ u nich inng sekwencje niz NGG lub
NAG [12,114,116]. Na niekorzys¢ systemu dziala réwniez
fakt, iz najpopularniejsza sekwencja PAM - ,NGG” wykry-
walna przez systemy CRISPR/CAS9 pochodzace z genomu
S. pyogenes, wystepuje srednio co 8-12 nukleotydéw w ob-
rebie ludzkiego genomu, co jeszcze bardziej ogranicza spe-
cyticznosc tej metody [9,13,28,114].
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Na podstawie wielu badari i analiz dokonano pewnych
obserwagji, z ktérych wynika, iz na chwile obecna nie ma
zadnego schematu, ktéry pozwolitby przewidzieé ile po-
tencjalnych niedopasowan jest tolerowanych przez dany
system. Problem stanowi réwniez brak konkretnego uza-
sadnienia, dlaczego w niektérych miejscach w obrebie DNA
komérek dochodzi do ciecia podwdjnej helisy, podczas gdy
w innych nie da sie zaobserwowac nukleolitycznego dzia-
tania konstruktu. Z tego wynika, iz zaréwno zrozumienie
pojecia aktywnosci nukleolitycznej jak i sprecyzowanie spe-
cyficznosci systemu jest poza zasiegiem [12,114].

Przylaczenie sie sgRNA do niedopasowanych sekwencji
oraz nastepujace po tym ciecie warunkuja wysoka toksycz-
noé¢ systemu wzgledem komoérek [13,29,116,117]. Nalezy
przez to rozumieé, ze nieprawidlowe dopasowanie moze
zapoczatkowaé onkogeneze, spowodowaé wyciszenie ge-
néw supresorowych danego guza badz doprowadzi¢ do
$mierci komorki [9,13,29,118]. Wszystkie wyzej wymienione
efekty moga by¢ wynikiem zajscia mutagenezy indukowa-
nej przez system naprawczy NHE] podatny na liczne bledy
[29,115,116]. Zauwazono réwniez brak wpltywu stopnia me-
tylacji DNA na efektywno$¢ dziatania metody [12,13,114].

Ze wzgledu na wszystkie te ograniczenia poddano tech-
nologie CRISPR/Cas9 wielu testom oraz analizom, w celu
udoskonalenia metody, minimalizacji skutkéw ubocznych
oraz zrozumienia w pelni istoty jej dziatania. Dzieki temu
powstato kilka narzedzi majacych w znacznym stopniu ufa-
twi¢ konstrukcje odpowiednio dostosowanych, precyzyjnie
dziatajacych systeméw. Zespoét Xiao i wsp. [19] stworzyl na-
rzedzie CasOT, zdolne do wskazywania potencjalnych se-
kwengji homologicznych wzgledem docelowej, do ktérych
moze przylaczy¢ sie dane sgRNA [13,119]. Wykorzysta-
nie endonukleazy I (T7E1) umozliwia natomiast wykrycie
wiekszych mutacji typu indel, powstajacych poza pozada-
nym odcinkiem DNA [12,116,120]. Powstaly réwniez cztery
glowne tezy dotyczace tematyki mutacji typu off-target:

* najczestsza modyfikacja wystepujaca w obrebie regio-
néw niedopasowania jest mutacja punktowa indel - de-
lecja badz insercja;

* mutacje punktowe obserwowane we fragmentach homo-
logicznych najczesciej skutkujg przesunieciem ramki od-
czytu, z tego wzgledu potencjalne ryzyko utraty funkcji
danego genu jest istotnie wysokie;

* podzial sekwencji docelowych na podstawie badan cze-
stoéci wystepowania mutacji indel na 4 gléwne grupy
miejsc wykazujacych preferencje do powstawania: du-
zych delecji, matych delecji, matych insercji badZ miejsca
pozbawione jakichkolwiek preferencji;

e aktywnos¢ konkretnych sgRNA jest zmienna i tym sa-
mym trudna do przewidzenia [115];

* zaobserwowano réwniez, iz precyzja dokonywanych

modyfikacji rézni sie w zaleznosci od miejsca wprowa-
dzania zmian w obrebie podwoéjnej helisy oraz koreluje
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z efektywnoscia edycji oraz typem powstajacych mutacji
typu indel [115].

Pomimo tych wszystkich innowacji oraz analiz dostar-
czajacych istotnych informacji na temat CRISPR/Cas9, wie-
dza na temat systeméw jest wcigz niewystarczajaca, by w
bezpieczny sposéb wykorzystac ta technologie w celu na-
prawy bledéw genetycznych w obrebie ludzkiego genomu
[12,13,115].
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ABSTRACT

The invention of CRISPR is considered to be one of the most breakthrough discoveries in recent years in the history of biology, biotechnology,
medicine, as well as the pharmaceutical and agricultural industries. The methods developed using CRISPR create new, previously unattaina-
ble possibilities that can significantly improve the quality of life. From the invention of this intelligent immune system to the present day,
much research has been done using the CRISPR/Cas systems. The result of these studies was the development of a modern tool for genetic
manipulation, which allows for the introduction of many modifications within the DNA, which may contribute to the silencing of the expres-
sion of given genes or their overexpression through e.g. mutations or deletions. The paper describes the application of the method for genetic
manipulation with the use of the second class system - CRISPR/Cas9 and the advantages of this method and its advantage over the previously
used genetic engineering tools, as well as its limitations and disadvantages, which significantly limit the possibility of its application. The
potential use of the method was also presented as well as the research carried out with the use of CRSPR/Cas9.
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