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CRISPR/Cas jako inteligentny system immunologiczny bakterii i archea

STRESZCZENIE

Wynalezienie CRISPR jest uważane za jedno z najbardziej przełomowych odkryć 
ostatnich lat w dziejach biologii, biotechnologii, medycyny, ale i przemysłu farma-

ceutycznego czy rolniczego. Metody opracowane przy użyciu CRISPR stwarzają nowe, 
wcześniej nieosiągalne możliwości, które mogą znacząco wpłynąć na poprawę komfortu 
życia. Od czasu wynalezienia tego inteligentnego systemu immunologicznego aż do chwili 
obecnej wykonano wiele badań z wykorzystaniem systemów CRISPR/Cas. Efektem tych 
badań było wytworzenie nowoczesnego narzędzia do manipulacji genetycznej, które po-
zwala na wprowadzenie wielu modyfikacji w obrębie DNA, które mogą przyczynić się do 
wyciszenia ekspresji danych genów bądź 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-
wagę nad wcześniej wykorzystywanymi narzędziami inżynierii genetycznej, jak również 
jej ograniczenia i wady, które w znacznym stopniu zawężają możliwość jej zastosowania. 
Przedstawiono również potencjalne możliwości wykorzystania metody oraz przeprowa-
dzone badania z użyciem CRSPR/Cas9. 

WPROWADZENIE

CRISPR/Cas9 odkryto po raz pierwszy w 1987 u Escherichia coli podczas 
badania aktywności genu iap w genomie bakterii [1,2]. Obserwacje inte-
ligentnego systemu obronnego obecnego u archea i u bakterii umożliwiły 
skonstruowanie narzędzia do manipulacji genetycznej, którego głównymi 
elementami składowymi są: sgRNA (small guide RNA) odpowiedzialny 
za naprowadzenie polipeptydu Cas9 na odpowiedni fragment docelowego 
DNA oraz białko Cas9 – opatrzone w dwie domeny HNH oraz RuvC, z któ-
rych pierwsza dokonuje cięcia nici komplementarnej względem sgRNA, a 
druga przecina sekwencję niekomplementarną (w obrębie drugiego łańcucha 
polinukleotydowego) [3-7]. Ostateczny wynik wprowadzonych modyfikacji 
jest w znacznym stopniu zależny od dwóch procesów HDR i NHEJ uaktyw-
niających się w komórce w efekcie generowania przez system CRISPR/Cas9 
pęknięć obu łańcuchów podwójnej helisy – DSB [6,8]. Ze względu na mały 
udział HDR w naprawie pęknięć DNA i wymóg dostarczenia odpowiedniej 
matrycy niezbędnej do odbudowy, system narażony jest na liczne mutacje 
występujące poza sekwencją docelową, będące często rezultatem działania 
podatnego na błędy mechanizmu NHEJ, aktywnego w większości badanych 
komórek [6,8-14]. 

KLUCZOWE ELEMENTY SKŁADOWE KONSTRUKTU

CRISPR/Cas definiuje się jako nabyty, adaptacyjny system obronny 
[3,13,15-18]. Został 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 dosłownym tłumaczeniu oznacza zgru-
powane, regularnie poprzedzielane, krótkie palindromiczne sekwencje po-
wtórzone oraz powiązane z nimi białka [21]. CRISPR/Cas stanowi linię obro-
ny przeciwko infekującymi genom kwasami nukleinowymi pochodzącymi z 
bakteriofagów, plazmidów lub innych ruchomych elementów genetycznych 
[15,17,18].

LOCUS CRISPR/Cas

Locus CRISPR/Cas tworzy nieskomplikowaną strukturę, złożoną z dwóch 
głównych elementów, do których zaliczamy region CRISPR oraz geny Cas 
[18,22-24]. W obrębie CRISPR występują trzy komponenty: licznie powtó-
rzone konserwatywne sekwencje palindromowe o podobnej długości, wy-
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noszącej od 28 do 37 par zasad; unikatowe, różniące się 
od siebie sekwencje separujące o zbliżonej długości oraz 
sekwencja prowadząca „leader sequence” [2,17,25-29]. 

SEKWENCJE PRZERYWNIKOWE

Kluczową rolę w odpowiedzi immunologicznej odgry-
wają sekwencje przerywnikowe – „spacers”, powstałe w 
wyniku wprowadzenia do regionu CRISPR obcych odcin-
ków kwasów nukleinowych określanych jako „protospa-
cers” [13,17,29,30]. Fragmenty te stanową pewnego rodzaju 
pamięć immunologiczną, pozwalającą rozpoznać atakujące 
genom DNA lub RNA, z którym wcześniej organizm miał 
już styczność [20,29]. Sekwencje przerywnikowe służą jako 
matryca do późniejszego wytworzenia crRNA (crispr RNA), 
biorącego czynny udział w identyfikacji inwazyjnych jed-
nostek, dzięki czemu następuje ich cięcie oraz interferencja 
zawartej informacji genetycznej [2,6,13,30-32]. Liczba takich 
unikatowych fragmentów jest zróżnicowana w zależności 
od gatunku: od kilku do kilkuset [20,29]. 

SEKWENCJA PROWADZĄCA

„Leader sequence” to fragment o długości ok. 200–500 pz, 
występujący powyżej loci CRISPR, bogaty w adeninę i tyminę 
[2]. Element ten stanowi promotor, który reguluje transkryp-
cję informacji zawartej w regionie CRISPR, odpowiada więc 
za wytworzenie crRNA oraz wprowadzenie do genomu go-
spodarza nowych sekwencji separujących [2,25,27,29,33-35]. 

GENY Cas

Geny Cas kodują informację genetyczną niezbędną do 
wytworzenia białek z klasy Cas, które stanowią szkielet ca-
łego systemu [2,29]. Polipeptydy warunkują aktywność en-
zymatyczną, dzięki której możliwe jest wprowadzenie no-
wych sekwencji separujących, jak również degradacja ataku-
jących organizm kwasów nukleinowych [2,30,36-39]. Białka 
te zidentyfikowane zostały tylko u tych bakterii i archea, u 
których wykryto również obecność loci CRISPR. Geny ko-
dujące Cas obserwuje się powyżej regionu CRISPR. W ob-
rębie dotychczas poznanych systemów zidentyfikowano 
kilka rodzajów białek, różniących się nieco między sobą, co 
umożliwiło ich podział na typy i podtypy [29,40,41]. Istnie-
je jednak wyjątek, do którego zaliczamy białka Cas1 i Cas2 
obecne w każdym układzie CRISPR/Cas. Są one niezbęd-
ne do pierwszego etapu adaptacji, odpowiadają bowiem za 
nabycie nowych sekwencji separujących. Na tej podstawie 
białko Cas1 zostało uznane za marker umożliwiający wy-
krycie w obrębie danego organizmu obecności tego wyjąt-
kowego systemu immunologicznego [2,26,30,38,39]. Zespól 
Makarovej [42] dokonał również podziału polipeptydów 
Cas ze względu na ich funkcje, efektem czego powstały 4 
grupy: adaptacyjne, do których włączone zostały białka 
biorące udział w etapie adaptacji; interferencyjne – tnące 
atakujące, egzogenne cząsteczki; ekspresywne – biorące 
udział w dojrzewaniu crRNA i łączeniu się z pożądanym 
fragmentem oraz pomocnicze – pełniące rolę regulatorową 
i wspomagającą [29,42]. 

Rycina 1. Sposób nabywania odporności na obce kwasy nukleinowe przez niektóre bakterie i archea – nabyty adaptacyjny system immunologiczny.



Postępy Biochemii 68 (3) 2022 237

SPOSÓB DZIAŁANIA CRISPR/Cas W 
ORGANIZMACH BAKTERYJNYCH

Sposób działania systemu można podzielić na trzy głów-
ne etapy: adaptacja sekwencji separujących, przetwarzanie i 
interferencja (Ryc. 1). Każdy z tych procesów odgrywa klu-
czową rolę w przebiegu obrony organizmu przed atakują-
cymi go obcymi kwasami nukleinowymi [2,6,43,44]. 

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

W tym etapie najważniejszą rolę odgrywają białka Cas1 
i Cas2, tworzące heteroheksamer (u E. coli) odpowiedzial-
ny za wycięcie DNA z egzogennego kwasu nukleinowego 
„protospacer”, w wyniku czego powstaje sekwencja sepa-
rująca, która następnie przy pomocy tych polipeptydów jest 
włączana do genomu gospodarza na samym końcu sekwen-
cji prowadzącej „lider sequence” (Ryc. 1B–C) [2,29,39,45,47]. 
Nukleolityczny kompleks Cas1-Cas2 zbudowany jest z 
dwóch dimerów Cas1 (Cas1a, Cas1a’, Cas1b, Cas1b’) oraz z 
jednego dimeru Cas2 [29,47]. Wybór fragmentu egzogenne-
go DNA przeznaczonego do wycięcia i następnie inkorpo-
racji oraz jego późniejsze położenie w obrębie loci CRISPR 
jest zależne od motywów PAM (Protospacer Adjacent Mo-
tif). Są to specyficzne dla danego gatunku bakterii oraz pod-
typu systemu CRISPR/Cas regiony, zbudowane z trzech do 
pięciu nukleotydów, znajdujące się w sąsiedztwie docelo-
wej sekwencji [6,29,43,47]. W początkowym etapie Cas1 wy-
szukuje komplementarną sekwencje PAM, po czym przyłą-
cza się do niej [24,29]. W tym momencie tyrozyna obecna w 
podjednostkach Cas1 wyznacza region DNA przeznaczony 
do wycięcia, a Cas2 stabilizuje wybrany fragment. W wyni-
ku tego procesu powstaje nietypowa struktura: po obu stro-
nach kompleksu w pozycji 3’ zwisają sekwencje o długości 
minimum 7 nukleotydów. W kolejnym kroku następuje 
wytworzenie dojrzałego „protospacer’a” (niedojrzała for-
ma późniejszego „specer’a”), poprzez usuniecie znajdują-
cych się w pozycji 5, 6 i 7 trzech nukleotydów stanowiących 
PAM. 

Efektem tego procesu wytworzony zostaje odcinek o 
długości 33 nt. zakończony dwoma grupami hydroksylo-
wymi w pozycji 3’ [29,47,48]. Ostatnim etapem jest włącze-
nie takiego odcinka do regionu CRISPR, które odbywa się 
przy pomocy heteroheksameru poprzez nukleofilny atak na 
oba końce 5’ znajdujące się właśnie w obrębie loci CRISPR 
[29,47]. 

Etap II: biogeneza crRNA i przetwarzanie 

Etap ten rozpoczyna się transkrypcją informacji zawartej 
w obrębie locus CRISPR z wytworzeniem prekursorowego 
crRNA (pre-crRNA), które jest następnie rozcinane na małe 
jednostki z użyciem białek Cas lub rybonukleaz (różne, w 
zależności od typu systemu CRISPR), formując dojrzałe 
crRNA (Ryc. 1D–E) [3,18,22,29,49]. W celu wytworzenia 
ostatecznej formy crRNA następuje faza przycinania doko-
nywana przez mechanizm działający na zasadzie linijki. W 
przypadku systemów typu drugiego proces ten dokonywa-
ny jest na końcu 5’, natomiast w przypadku systemu typu 
pierwszego modyfikacja ta zachodzi na końcu 3’ [29,50]. 

Etap III: interferencja

W tym etapie dochodzi do wyciszenia obcych fragmen-
tów genetycznych [29]. Za przebieg tego procesu odpowia-
dają cząsteczki crRNA, które nakierowują odpowiednie 
białka z klasy Cas na komplementarną sekwencje PAM w 
obrębie egzogennych kwasów nukleinowych [3,18,22]. Doj-
rzałe crRNA wraz z polipeptydami tworzy macierze, które 
po rozpoznaniu PAM przyłączają się do obcego elementu 
genetycznego, powodując jego rozwinięcie, co prowadzi 
do wytworzenia trzyniciowej struktury pętli R (R-loop) 
(w przypadku systemów CRISPR/Cas typu pierwszego) 
(Ryc. 1E–F) [29,51,52]. Następnie odpowiednie jednostki 
o właściwościach endonukleaz przyłączają się do takiego 
układu przeprowadzając cięcie. Wynikiem takiego działa-
nia jest interferencja genów niesionych przez obcą cząstecz-
kę DNA lub RNA [3,18,22]. 

GŁÓWNE KOMPONENTY SYSTEMU CRISPR/
Cas9 ORAZ EFEKTY ICH DZIAŁANIA 

sgRNA
Głównymi elementami składowymi tego systemu, ana-

logicznie jak w przypadku systemu immunologicznego, są 
sgRNA (small guide RNA) oraz białko Cas9 (Ryc. 2) [3,6]. 
sgRNA to cząsteczka RNA o długości ok. 20 nt., zbudowana 
crRNA połączonego z częściowo komplementarnym tracr-
RNA (trans-activating crispr RNA) [3,8,28,53]. Oba rodzaje 
RNA tworzą razem kompleks stanowiący rusztowanie dla 
białka Cas, odpowiedzialny za naprowadzenie polipepty-
du Cas9 na odpowiedni fragment DNA docelowego [3,5]. 
tracrRNA pełni istotną rolę w obróbce pre-crRNA co pro-
wadzi do wytworzenia dojrzałej formy crRNA [2,3,13,54]. 
Rozpoznanie odpowiedniej sekwencji DNA oraz przyłą-
czenie się do niej systemu CRISPR/Cas9 jest zależne od se-
kwencji PAM, która w przypadku systemu typu drugiego 
zbudowana jest z trzech nukleotydów 5’-NGG-3’ [8,55]. Po 
identyfikacji takiej sekwencji, Cas9 rozwija skoncentrowa-
ną strukturę DNA w wyznaczonym miejscu, dzięki czemu 
następuje dopasowanie sgRNA do wyeksponowanego frag-
mentu łańcucha polipeptydowego [8,9,14,56]. Efektem tego 
procesu jest hybrydyzacja sgRNA z DNA docelowym [3,14]. 

Cas9 

Cas9 wykazuje aktywność endonukleazy, przecinając 
sekwencje DNA docelowego na obu jego niciach [3,14]. Tę 
właściwość białko zawdzięcza obecności dwóch domen: 
HNH oraz RuvC, z których pierwsza dokonuje cięcia nici 
komplementarnej względem sgRNA, a druga przecina se-
kwencję niekomplementarną (w obrębie drugiego łańcucha 
polinukleotydowego) [4,7,57]. Cięcie następuje zazwyczaj 
za trzecim bądź za czwartym nukleotydem występującym 
powyżej PAM [6,9]. Przerwanie nici polinukleotydowych 
następuje po etapie hybrydyzacji DNA z kompleksem. 
Efektem tego działania jest wytworzenie tępych końców w 
miejscu cięcia cząsteczki DNA [4,5,7]. W następnym etapie 
dochodzi do naprawy obu nici poprzez złączenie wcześniej 
rozerwanych końców przy użyciu specjalnego systemu 
naprawczego. W zależności od warunków środowiska jak 
i rodzaju komórki istnieją dwie możliwe drogi regeneracji 
DNA: pierwsza z użyciem systemu NHEJ (Non-Homologous 
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End Joining), druga z wykorzystaniem HDR (Homology-Di-
rect Repair) [8,14,58]. Etap ten pełni kluczową rolę w proce-
sie edycji genów, od niego bowiem zależy jaki będzie efekt 
końcowy dokonanych modyfikacji w obrębie genomu [6,9]. 

SYSTEMY NAPRAWY PĘKNIĘĆ PODWÓJNEJ HELISY 

NHEJ to podatny na błędy system naprawczy, wykazu-
jący aktywność we wszystkich komórkach (Ryc. 2) [8,11,28]. 
Podczas naprawy z użyciem tego systemu dochodzi najczę-
ściej do licznych mutacji, takich jak insercje czy delecje w 
obrębie uszkodzonego fragmentu DNA [9,6]. Takie mody-
fikacje mogą prowadzić do przesunięcia ramki odczytu, w 
wyniku czego może nastąpić całkowita utrata aktywności 
danego genu [12,14,59]. System ten charakteryzuje się wy-
soką efektywnością naprawy, działa natychmiastowo po 
zidentyfikowaniu błędu w obrębie podwójnej helisy, prze-
prowadzając ligację tępych końców z użyciem przypadko-
wych fragmentów DNA znajdujących się w pobliżu cięcia 
obu nici [29,60]. Aktywność NHEJ jest więc istotna w przy-
padku, gdy wynikiem danego doświadczenia miało być 
wyciszenie ekspresji danego genu [10,13].

HDR to system o wysokiej poprawności, lecz niskiej 
efektywności, aktywny jedynie w komórkach zdolnych 
do podziału (Ryc. 2) [4,8,11,14]. Naprawa z użyciem HDR 
wymaga obecności donora DNA – egzogennie wprowadzo-
nej matrycy naprawczej, której końce będą homologiczne 
względem regionu terminacyjnego obu miejsc pęknięcia 
nici [10,13]. System ten pozwala na wprowadzenie precy-
zyjnych modyfikacji w obrębie docelowej sekwencji DNA, 
z jednoczesnym wykluczeniem wystąpienia błędów typu 

indel. HDR może być więc stosowany w celu tworzenia za-
mierzonych mutacji w oczekiwanym locus [28,29,61]. 

MODYFIKACJE W OBRĘBIE SYSTEMU CRISPR/CAS9 

Opracowano również inne sposoby na inaktywacje da-
nych genów poprzez wprowadzenie mutacji w obrębie obu 
domen białka Cas9 (RuvC oraz HNH) [29,62]. W wyniku 
tego działania powstało tak zwane „martwe” białko Cas9 
(dCas9), które pozbawione zostało aktywności endonukle-
azy [13,29,62,63]. Mimo tych modyfikacji polipeptyd two-
rzący kompleks z sgRNA mógł wciąż przyłączać się do 
oczekiwanego regionu DNA. Tak dołączone białko miało za 
zadanie zatrzymać transkrypcję danego genu poprzez inhi-
bicję polimerazy RNA, uniemożliwiając jej przyłączenie do 
sekwencji DNA [13,29,63-66]. 

Natomiast w celu aktywacji transkrypcji stworzono kon-
strukt dCas9, który wiąże się do podjednostki ω polimerazy 
RNA, wywołując przy tym pozyskanie, przyłączenie i akty-
wację polimerazy. W rezultacie tego procesu następuje ku-
mulacja działania RNAP (polimeraza RNA), co wywołuje 
wzmożoną transkrypcję danego regionu podwójnej helisy 
[29,64-66]. 

SPOSOBY WPROWADZANIA GOTOWYCH 
KONSTRUKTÓW DO KOMÓREK DOCELOWYCH 

Dotychczas poznano wiele różnych możliwości na wpro-
wadzenie obcego DNA bądź RNA do komórki gospodarza. 
W celu uzyskania jak najlepszych efektów eksperymen-
talnej modyfikacji genów w obrębie określonego genomu, 
skonstruowano innowacyjne metody wprowadzania sys-
temów CRISPR/Cas do danej komórki, które jednocześnie 
ograniczyłyby wystąpienie nieoczekiwanych mutacji bądź 
modyfikacji poza miejscem docelowym [6,67,68]. W tym 
celu stworzono kilka nowych metod bazujących na dotych-
czas już poznanych, charakteryzujących się różną skutecz-
nością w zależności od wykorzystywanej do modyfikacji 
tkanki [29,69]. 

Wszystkie dotychczas wytworzone systemy odpowie-
dzialne za dostarczanie materiału genetycznego do komó-
rek docelowych to GDS (Gene Delivery Systems). Powstałe 
metody wprowadzania egzogennego DNA lub RNA moż-
na podzielić na dwie grupy: systemy niewykorzystujące 
wirusa jako nośnika oraz systemy bazujące na wirusach 
pełniących rolę cząsteczek przekaźnikowych. Pierwsza gru-
pa reprezentuje metody chemiczne – bazujące na wykorzy-
staniu syntetycznych nośników oraz metody fizyczne – po-
zbawione jakiegokolwiek nośnika materiału genetycznego 
[14,70,71]. Do tej kategorii można zaliczyć elektroporacje i 
mikroiniekcje, które są najbardziej optymalnymi procedu-
rami w przypadku wykorzystania CRISPR/Cas w celu pro-
jektowania docelowych komórek macierzystych oraz zygot 
[29,72-75]. Elektroporacja pozwala na wprowadzenie ma-
łych cząsteczek do komórki gospodarza dzięki zwiększeniu 
przepuszczalności błony komórkowej w wyniku działania 
na nią odpowiednio dostosowanymi impulsami elektrycz-
nymi [76]. Mikroiniekcja natomiast to proces polegający na 
wprowadzaniu bezpośrednio do komórki gotowych syste-
mów przy użyciu cienkiej szklanej igły z osadzonymi na jej 

Rycina 2. Składowe konstruktu CRISPR/Cas9 oraz systemy naprawy DSB. RuvC 
– domena nukloelityczna dokonuje cięcia DNA w obrębie nici komplementarnej 
względem sgRNA, HNH – domena nukleolityczna dokonuje cięcia DNA w ob-
rębie nici niekomplementarnej w stosunku do sgRNA; gRNA – odpowiada za 
naprowadzenie polipeptydu Cas9 na odpowiedni fragment docelowego DNA, 
które ma ulec edycji, DSB – pęknięcia w obrębie obu nici podwójnej helisy, NHEJ 
– podatny na błędy system naprawczy, wykazujący aktywność we wszystkich 
komórkach; HDR – system o wysokiej poprawności, lecz niskiej efektywności, ak-
tywny jedynie w komórkach zdolnych do podziału, wymaga obecności matrycy). 
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powierzchni cząsteczkami [77]. Metoda ta ze względu na 
swój inwazyjny charakter może przyczynić się w znacznym 
stopniu do uszkodzenia struktury komórek, jednocześnie 
zmniejszając szanse na wprowadzenie oczekiwanych mo-
dyfikacji w obrębie danego genomu [29,78]. Mikroiniekcja to 
dość czasochłonny proces ze względu na fakt, iż odbywa się 
indywidualnie dla każdej komórki, podczas gdy elektropo-
racja pozwala na wprowadzenie systemów do wszystkich 
oczekiwanych komórek jednocześnie [29,73,78]. Metody te 
jednak wykazały dość niską efektywność przeprowadzania 
terapii w genomie człowieka – niski poziom sukcesywności 
w transdukcji komórek docelowych [14,29,79,80]. Kolejnym 
ograniczeniem jest możliwość zastosowania obu metod je-
dynie w warunkach in vitro [29,73]. Wszystkie metody zali-
czane do kategorii GDS są obarczone dużym ryzykiem wy-
stąpienia cytotoksyczności bądź mutagenezy [14]. 

Druga grupa reprezentuje procedury wykorzystujące od-
powiednio zmodyfikowane wirusy, które w sposób charak-
terystyczny dla tego typu zespołu inwazyjnych cząsteczek 
mogą zainfekować docelowy genom [14,81,82]. Wykorzy-
stanie takich patogenów daje wszechstronne możliwości, w 
szczególności w przypadku leczenia klinicznego zarówno 
w warunkach in vitro jak in vivo [29,83]. Dość często stoso-
wanym wirusem jest AAV (Adeno-Associated-Viral), który 
pozwala na indywidualne dostosowanie metody poprzez 
wybór odpowiedniego serotypu, w zależności od docelowej 
tkanki. AAV są najczęściej stosowane w przypadku, gdy 
geny niosące informacje dotyczącą gRNA (guide RNA) oraz 
kodujące Cas9 występują na dwóch niezależnych kasetach 
[29,84]. Wadą tego typu procedury jest jednak ograniczona 
pojemność DNA – 4,7 kp [14,85,86]. AAV to wirus zalicza-
ny do rodzaju Dependoparvovirus, zawierający cząsteczkę 
jednoniciowego DNA. Jego charakterystyczną cechą jest 

zależność od pozostałych dwóch wirusów – adenowirusa 
oraz wirusa opryszki zwykłej HSV (Herpes Simplex Virus), 
bez obecności których AAV nie będzie zdolny do replikacji 
[14,85,86]. Do chwili obecnej wynaleziono 12 serotypów i 
ponad 100 różnych wariantów tego wirusa, pozwalających 
na odpowiednie dostosowanie systemów w zależności ro-
dzaju komórki oraz tkanki wykorzystywanej w doświad-
czeniu [14,87,88]. 

W przypadku CRISPR/Cas9 najczęściej stosuje się me-
tody wykorzystujące wektory, które ze względu na ich 
budowę oraz charakterystykę można podzielić na dwie 
kategorie. Pierwszą grupę stanowią wektory pojedyncze 
(single-vector), niosące specjalne kasety ekspresyjne – jedną 
odpowiadającą za wytworzenie gRNA oraz drugą niosącą 
informację dotyczącą Cas9. W tym przypadku obie kasety 
są poddawane procesowi transkrypcji jednocześnie. Dru-
gą kategorię reprezentują wektory binarne (binary-vector 
systems), które wykorzystują dwa niezależne promotory w 
celu kontroli ekspresji obu kaset [6, 89]. 

PROCES SYNTEZY sgRNA 

sgRNA pełni kluczową rolę w procesie modyfikacji gene-
tycznych, jest bowiem odpowiedzialne za naprowadzenie 
CRISPR/Cas9 na oczekiwaną sekwencję w celu przepro-
wadzenia rekombinacji. Z tego względu jego prawidłowa 
synteza jest etapem krytycznym w procesie konstruowania 
takiego systemu. Cały konstrukt zbudowany jest z ok. 98 
nt., wśród których 20 wyznacza sekwencje docelową [6,90]. 
W przypadku edycji genomów roślinnych najczęściej zasto-
sowane są promotory U3 i U6, odpowiadające za regulację 
ekspresji, natomiast polimeraza III czynnie przeprowadza 
transkrypcje genów [6,13,91,92]. Kasety ekspresyjne (odpo-

Tabela 1. Charakterystyka zidentyfikowanych systemów [wg: 2,6,7,29,44,121].

Faza

Typ Adaptacja
Przetwarzanie Interferencja

Wytworzenie 
dojrzałego crRNA PAM Sygnaturowe białko Efektor Cięcie 

Klasa I

I Cas1, Cas2, *Cas4 Cas6 3-nukleotydowa Cas3 kaskada SSBs

III Cas1, Cas2, Cas6 i Cas10 Brak informacji Csm lub Cmr (Cas10) kaskada SSBs co 
każde 6 -nt

IV Csf1, Cas5, Cas7 Brak informacji Brak informacji Csf1 kaskada Brak informacji

Klasa II

II Cas1, Cas2, *Cas4 RNaza typu III 5’-NGG-3’ Cas 9- domena 
RuvC i HNH

sgRNA w postaci 
kompleksu crRNA 
i tracrRNA

DSB

V Cas1, Cas2, *Cas4 Cas12, Cas13 5’-YTN-3’ lub 
5’-TTTN-3’ Cas12 crRNA DSB

VI Cas1, Cas2 Cas12, Cas13
Zamiast PAM 
istotną rolę 
odgrywa PFS 

Cas13
 dwie konserwatywne 
domeny HRPN          o 
aktywności RNazy

Brak informacji 

SSBs – Single Strand Breaks – pęknięcia w obrębie jednej nici podwójnej helisy; DSBs – Double Strand Breaks – pęknięcia w obrębie obu nici 
podwójnej helisy; PFS – Protospacer Flanking Site; Kaskada – kompleks białek – Multiprotein Cascade Complex; PAM – Protospacer Adjacent Motif)
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wiedni insert) mogą zostać wytworzone poprzez procesy li-
gacji adaptorów bądź przy pomocy PCR [6,93]. Ze względu 
na fakt, że produkty ekspresji U6 i U3 uznane zostały za ele-
menty porządkowe, nie mogą one zostać wykorzystane do 
wytworzenia specyficznych tkankowo i komórkowo gRNA 
[13,93]. W celu ulepszenia dotychczasowych metod stoso-
wanych do syntezy gRNA, Gao i wsp. (2013) wytworzyli 
sztuczny gen RGR. Był to specyficzny konstrukt mRNA po-
wstały w wyniku transkrypcji, w obrębie którego występo-
wała sekwencja gRNA otoczona z obu stron sekwencjami 
kodującymi rybozymy, dzięki czemu w wyniku katalitycz-
nego procesu cięcia powstawał gotowy produkt w postaci 
gRNA [13,91]. 

SZANSE I MOŻLIWOŚCI WYNIKAJĄCE Z 
ZASTOSOWANIA SYSTEMU CRISPR/Cas9

Odkrycie innowacyjnego systemu oraz potencjalne ko-
rzyści płynące z jego wykorzystania wywołały wielkie zain-
teresowanie wśród naukowców, tym samym skłaniając ich 
do przeprowadzenia bardziej szczegółowych badań w celu 
wdrożenia nowoczesnej technologii do życia codziennego. 
W aspekcie gospodarki rolnej głównym założeniem było 
uzyskanie plonów o lepszej odporności na czynniki streso-
genne biotyczne, w tym przede wszystkim na różne rodzaje 
patogenów chorobotwórczych [6,29,94] i abiotyczne, w tym 
przede wszystkim na niekorzystne warunki atmosferyczne 
[6,29,95], a także produkcja owoców bądź warzyw o nieco 
zmienionych cechach tj. pomidory bez pestek bądź owoce 
mniejszych rozmiarów, uznawanych za bardziej atrakcyjne 
[29,96]. Testowano również interakcje organizmów roślin-
nych z patogenem oraz podstawowe szlaki immunologicz-
ne roślin, wykorzystując w tym celu system CRISPR/Cas9, 
jednocześnie sprawdzając jaką rolę może pełnić technologia 
CRISPR/Cas9 w odpowiedzi immunologicznej wybranych 
gatunków roślin. W badaniach skupiono się na sekwencjach 
DNA, określanych jako „geny S” odpowiedzialne za wystę-
powanie chorób w obrębie organizmów roślinnych [6,97]. 
Ideą tych doświadczeń było wprowadzenie mutacji (konoc-
kout mutations – KO) w obrębie fragmentów podwójnej he-
lisy kodujących geny S, dzięki którym miało dojść do utraty 
funkcji tych elementów genetycznych [6,98]. 

W ten sposób przy użyciu CRISPR/Cas9 wykonano 
pierwsze próby wytworzenia roślin z mutacjami w obrębie 
genu CsLOB1 zaobserwowanego w genomie Citrus paradise. 
Zamierzona mutageneza, jaką zaobserwowano w obrębie 
promotora oraz czynnika transkrypcyjnego CsLOB1 wywo-
łała utratę funkcji tego konstruktu w wyniku przesunięcia 
ramki odczytu. Taki zabieg spowodował nabycie odporno-
ści rośliny na Xantomonas citri [6,99]. Innowacyjny system 
zapewnia również możliwość wprowadzania modyfikacji 
w obrębie genomów wirusowych, zidentyfikowanych w 
organizmach roślinnych, dzięki czemu możliwe jest całko-
wite usunięcie ryzyka wystąpienia choroby powodowanej 
przez patogen [6,95]. Niedawno odkryty ortolog FnCas9 po-
chodzący z Francisella novicida został wykorzystany w celu 
ograniczenia rozprzestrzeniania się wirusów już wcześniej 
obecnych w organizmach roślinnych. FnCas9 wstrzymał re-
plikację wirusa mozaiki zarówno w genomie tytoniu jak i 
ogórka, zwiększając tym samym ich odporność na ponow-
ny atak [6,100]. 

Wraz z pojawieniem się licznych publikacji dotyczących 
możliwości ochrony roślin przy użyciu nowego systemu, 
rozpoczęły się również badania nad potencjalnymi korzy-
ściami wynikającymi z wykorzystania technologii CISPR/
Cas9 w celu leczenia schorzeń u ludzi. W 2006 roku zespół 
Makrova zaprojektował CRISPR/Cas9 aby znieść antybioty-
kooporność obserwowaną w wielu wirulentnych szczepach 
bakterii [39,101]. Sukcesem zakończyły się również próby 
naprawy błędu w obrębie genu CFTR, występującego u lu-
dzi chorych na mukowiscydozę, które przeprowadzono w 
warunkach in vitro na organoidach [101,102]. Duże nadzie-
je wiąże się z potencjalnym zastosowaniem CRISPR/Cas9 
w immunoterapii. Głównym założeniem jest wytworzenie 
limfocytów T, obdarzonych dodatkowym receptorem CAR 
i odczytujących specyficzne antygeny. Tak przystosowane 
komórki układu immunologicznego opatrzone dodatko-
wym elementem rozpoznającym antygeny komórek ra-
kowych, byłyby zdolne do wcześniejszego rozpoznania 
zagrożenia oraz wywołania szybkiej, dostosowanej reakcji 
organizmu na postępujący proces kancerogenezy [101,103]. 

Kolejnym założeniem było odnalezienie zastosowania 
systemu w walce z zakażeniami bakteryjnymi występują-
cymi w ludzkim organizmie. Zważając na fakt, że system 
stanowi w rzeczywistości linię obronny w obrębie organi-
zmów bakteryjnych, postanowiono wykorzystać go w celu 
wywołania odpowiedzi immunologicznej w sytuacji kon-
taktu z silnie chorobotwórczymi patogenami [15]. Sukce-
sem zakończyła się próba zahamowania transkrypcji genów 
Microbacterium tuberculosis, bakterii wywołującej gruźlicę. 
W wyniku wprowadzenia odpowiednio przystosowanego 
systemu CRISPR/Cas9 z nieaktywną formą Cas9, doszło do 
zahamowania ekspresji genów bakterii [15,104,105,106]. 

Zaproponowano również wykorzystanie technologii w 
celu naprawy sporych insercji obserwowanych w intronach 
czynników krzepliwości krwi typu VIII u pacjentów choru-
jących na hemofilię, wykorzystując do doświadczenia ko-
mórki śródbłonkowe uzyskane dzięki indukowanym plu-
ripotentnym komórkom macierzystym – iPSC [107]. Ekspe-
ryment zakończył się sukcesem, dzięki naprawie mutacji w 
genie F8 w komórkach wykorzystanych w próbie oraz ich 
wszczepieniu do organizmu myszy chorujących na hemofi-
lię stwierdzono zanik choroby [8]. 

CRISPR/Cas9 daje również potencjalne szanse na lecze-
nie choroby Crohna-Leśniewskiego (SCD), uwarukowanej 
wystąpieniem mutacji punktowej w genie kodującym pod-
jednostkę β-hemoglobiny (Gly zamiast Val). Rezultatem 
tego typu modyfikacji jest nagromadzenie w organizmie 
hemoglobiny oraz zniekształcenie krwinek czerwonych 
[8,108,109]. W doświadczeniu sprawdzającym właściwość 
tezy wykorzystano erytrocyty pozyskane z iPSC oraz odpo-
wiednio przystosowany CRISPR/Cas9 w celu kontroli eks-
presji chorego genu. Wynik wprowadzonych zmian okazał 
się być dużo bardziej obiecujący względem prób przepro-
wadzanych z użyciem technologii ZFN [8,110]. 

Badania przeprowadzone przez Yin i wsp. [80] wykaza-
ły możliwość walki z tyrozynemią typu I, wywołaną przez 
mutację punktową w obrębie genu Fah. Dziedziczna choro-
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ba genetyczna ma związek z ostatnim etapem kataboliczne-
go szlaku rozkładu tyrozyny, do którego nie dochodzi w or-
ganizmie osób chorych [80,111-113]. Przyczyną tego jest po-
wstanie, w wyniku mutacji, niekompletnego, niestabilnego 
enzymu – hydrolazy fumaryloacetooctanu (FAH). U osób 
chorych w wyniku tranzycji guaniny na adeninę w obrębie 
eksonu ósmego, podczas splicingu dochodzi do wycięcia 
tego fragmentu, efektem czego powstaje niekompletne biał-
ko. W eksperymencie przeprowadzonym na komórkach 
mysich, wykorzystano technologie CRISPR/Cas9 [80,113]. 
W celu korekcji obecnej mutacji, skonstruowano gRNA na-
kierowane na docelowy fragment – Fah w obrębie genomu 
oraz jednoniciowy oligonukleotyd stanowiący matryce do 
naprawy. Oba konstrukty umieszczono w koekspresyjnym 
plazmidzie, który wszczepiono do organizmu zwierząt. W 
efekcie zaobserwowano pozytywny wpływ doświadczenia 
na komórki z mutacją, dając tym samym początek komór-
kom pozbawionym niepożądanej modyfikacji oraz spraw-
nemu białku [80,113]. 

OGRANICZENIA CRISPR/Cas9

Technika CRISPR/Cas9 wiąże się również ze znacznymi 
utrudnieniami i przeszkodami, które uniemożliwiają wy-
korzystanie tego systemu do leczenia chorób oraz naprawy 
błędów genetycznych u ludzi [13,29]. Główny problem sta-
nowiącym największe wyzwanie jest charakterystyczna ce-
cha sgRNA – brak specyficzności tych konstruktów wzglę-
dem wyznaczanych sekwencji docelowych. Jak zauważono, 
sgRNA potrafi przyłączać się do licznych sekwencji poza 
docelowymi, wykazujących pewne podobieństwo wzglę-
dem sekwencji oczekiwanej [13,115]. Dotychczas przepro-
wadzone liczne analizy wykazały, iż fragmenty, do których 
wiąże się naprowadzający element systemu, mogą różnić 
się od jednego do nawet sześciu nukleotydów względem 
sekwencji właściwej [12,28]. Niepożądany proces związania 
się konstruktu z innym niż oczekiwany fragmentem DNA 
określa się mianem niedopasowania bądź mutacji występu-
jącej poza celowanym odcinkiem podwójnej helisy (off-tar-
get mutation) [28,29]. W obrębie organizmów o rozbudowa-
nych genomach dość często spotyka się sekwencje wykazu-
jące pewne podobieństwo, co stanowi znaczną przeszkodę 
w kontekście wykorzystywania systemów CRISPR/Cas9 w 
celu wprowadzania zmian w DNA, ze względu na tenden-
cję do tworzenia dopasowań z różnymi fragmentami DNA 
o nieco odmiennej sekwencji względem oczekiwanej [9,13]. 
Z uwagi na to niełatwo jest oszacować jaki efekt końcowy 
przyniesie wykorzystanie danego systemu w celu wprowa-
dzenia pewnych modyfikacji w DNA, a tym samym ciężko 
jest zaprojektować taki system, który oddziaływałby jedy-
nie z oczekiwanym miejscem w obrębie podwójnej helisy 
[115]. Niektóre niedopasowania mogą obejmować również 
nukleotydy występujące w obrębie motywów PAM, tzn. 
można zaobserwować u nich inną sekwencje niż NGG lub 
NAG [12,114,116]. Na niekorzyść systemu działa również 
fakt, iż najpopularniejsza sekwencja PAM – „NGG” wykry-
walna przez systemy CRISPR/CAS9 pochodzące z genomu 
S. pyogenes, występuje średnio co 8–12 nukleotydów w ob-
rębie ludzkiego genomu, co jeszcze bardziej ogranicza spe-
cyficzność tej metody [9,13,28,114]. 

Na podstawie wielu badań i analiz dokonano pewnych 
obserwacji, z których wynika, iż na chwilę obecną nie ma 
żadnego schematu, który pozwoliłby przewidzieć ile po-
tencjalnych niedopasowań jest tolerowanych przez dany 
system. Problem stanowi również brak konkretnego uza-
sadnienia, dlaczego w niektórych miejscach w obrębie DNA 
komórek dochodzi do cięcia podwójnej helisy, podczas gdy 
w innych nie da się zaobserwować nukleolitycznego dzia-
łania konstruktu. Z tego wynika, iż zarówno zrozumienie 
pojęcia aktywności nukleolitycznej jak i sprecyzowanie spe-
cyficzności systemu jest poza zasięgiem [12,114]. 

Przyłączenie się sgRNA do niedopasowanych sekwencji 
oraz następujące po tym cięcie warunkują wysoką toksycz-
ność systemu względem komórek [13,29,116,117]. Należy 
przez to rozumieć, że nieprawidłowe dopasowanie może 
zapoczątkować onkogenezę, spowodować wyciszenie ge-
nów supresorowych danego guza bądź doprowadzić do 
śmierci komórki [9,13,29,118]. Wszystkie wyżej wymienione 
efekty mogą być wynikiem zajścia mutagenezy indukowa-
nej przez system naprawczy NHEJ podatny na liczne błędy 
[29,115,116]. Zauważono również brak wpływu stopnia me-
tylacji DNA na efektywność działania metody [12,13,114]. 

Ze względu na wszystkie te ograniczenia poddano tech-
nologię CRISPR/Cas9 wielu testom oraz analizom, w celu 
udoskonalenia metody, minimalizacji skutków ubocznych 
oraz zrozumienia w pełni istoty jej działania. Dzięki temu 
powstało kilka narzędzi mających w znacznym stopniu uła-
twić konstrukcje odpowiednio dostosowanych, precyzyjnie 
działających systemów. Zespół Xiao i wsp. [19] stworzył na-
rzędzie CasOT, zdolne do wskazywania potencjalnych se-
kwencji homologicznych względem docelowej, do których 
może przyłączyć się dane sgRNA [13,119]. Wykorzysta-
nie endonukleazy I (T7E1) umożliwia natomiast wykrycie 
większych mutacji typu indel, powstających poza pożąda-
nym odcinkiem DNA [12,116,120]. Powstały również cztery 
główne tezy dotyczące tematyki mutacji typu off-target:

• najczęstszą modyfikacją występującą w obrębie regio-
nów niedopasowania jest mutacja punktowa indel – de-
lecja bądź insercja;

• mutacje punktowe obserwowane we fragmentach homo-
logicznych najczęściej skutkują przesunięciem ramki od-
czytu, z tego względu potencjalne ryzyko utraty funkcji 
danego genu jest istotnie wysokie; 

• podział sekwencji docelowych na podstawie badań czę-
stości występowania mutacji indel na 4 główne grupy 
miejsc wykazujących preferencje do powstawania: du-
żych delecji, małych delecji, małych insercji bądź miejsca 
pozbawione jakichkolwiek preferencji; 

• aktywność konkretnych sgRNA jest zmienna i tym sa-
mym trudna do przewidzenia [115]; 

• zaobserwowano również, iż precyzja dokonywanych 
modyfikacji różni się w zależności od miejsca wprowa-
dzania zmian w obrębie podwójnej helisy oraz koreluje 
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z efektywnością edycji oraz typem powstających mutacji 
typu indel [115]. 
Pomimo tych wszystkich innowacji oraz analiz dostar-

czających istotnych informacji na temat CRISPR/Cas9, wie-
dza na temat systemów jest wciąż niewystarczająca, by w 
bezpieczny sposób wykorzystać tą technologię w celu na-
prawy błędów genetycznych w obrębie 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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