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CRISPR-Cas, odnosno Clusters of Regularly Interspaced

Short Palindromic Repeats-CRISPR associated protein, u
skorasnjoj buducnosti vjerojatno ¢e imati dalekosezan utjecaj na
razvoj novih tehnika genetickog lijecenja i modifikacija ne samo
biljaka i zivotinja ve¢ i ljudi.

Obrambeni mehanizam prokariota, poznat pod kraticom

Radi se o sustavu pomocu kojeg bakterije i arheje mogu stedi
imunost na bakteriofage i patogene plazmide. Bakterije koje pre-
zive infekciju pomocu CRISPR-Cas sustava spremaju fragmente
patogenog DNK unutar CRISPR lokusa u vlastitom genomu. Unu-
tar lokusa nalaze se ponavljajuce regije, tzv. palindromi, ispreki-
dani s razmaknicama, odnosno sljedovima nukleotida preuzetih
od patogena. Unutar CRISPR lokusa nalaze se i Cas geni koji ko-
diraju istoimene vazne enzime sustava. Cas1 i Cas2 enzimi pre-
poznaju, obraduju i ugraduju nove, dotad nepoznate sljedove
nukleotida u CRISPR lokus u vidu novih razmaknica, tvoreci time
sustav imune memorije prokariota. U slucaju ponovne infekcije
patogenom tvori se kratka molekula RNK na temelju spremljenog
segmenta DNK u CRISPR imunosnoj bazi, koja ¢ini kompleks s
Cas9 enzimom. Taj kompleks zatim pretrazuje DNK u bakterij-
skoj stanici te ukoliko naide na podudarajuéi segment, gotovo
laserskom preciznos¢u uklanja identificiranu DNK te zaustavlja
infekciju. Izvanredna je moguénost svojevrsnog programiranja
CRISPR-Cas9 sustava, pri ¢emu je dovoljno Cas9 proteinu pruziti
zeljenu transkripciju RNK te injektirati sustav u stanicu. Potom
stanica vlastitim mehanizmima popravlja nehomolognom ili ho-
molognom rekombinacijom nastali rez u DNK. Ukoliko je stanici
uz Cas9 pruzen i zeljeni gen, vjerojatno ¢e uslijediti ugradnja tog
gena u stani¢nu DNK te uspjesna modifikacija. Ukoliko ne postoji
predlozak, stanica ¢e najvjerojatnije nehomolognom rekombina-
cijom spojiti krajeve odrezane DNK, ¢ime mogu nastati mutacije
koje onemogucavaju djelovanje gena.'=

Povijest CRISPR-a zapocinje istrazivackim djelovanjem Francisca
Mojice sa Sveucilista Alicante (Universidad de Alicante) na ek-
stremnom halofitu Haloferax mediterranei u sklopu izrade vlastite
disertacije tijekom devedesetih godina proslog stoljeca.* Mojica
je svojedobno uocio neobi¢nu sekvencu, koju su drugi istrazi-
vaci zanemarili, a pojavljivala se i u drugim arhejama.® Po¢ekom
2000-ih otkriveno je kako CRISPR sluzi kao sustav stani¢nog imu-
niteta bakterija, a ve¢ 2012. CRISPR-om je genetski modificirana
prva stanica sisavaca.* [zvanredno je sto Cas9 djeluje i u eukari-
otima, usprkos tomu $to je DNK eukariota nekoliko redova veci
po broju nukleotida te ugraden u kromatinske strukture i stani¢cne
jezgre. Postoji vise tipova i podtipova prirodnih i modificiranih
Cas9, ¢ija primjena ovisi o ciljanom organizmu.
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CRISPR revolucija
na pomolu

CRISPR ¢e vjerojatno revolucionirati lije¢enje nasljednih bolesti
i stanja. Tijekom 2019. objavljeni su preliminarni rezultati studi-
je lijec¢enja dvaju pacijenata oboljelih od srpaste anemije i tala-
semije CRISPR-om, koji su ukazali na znatno poboljsanje krvne
slike u oba slucaja nekoliko mjeseci od pocetka genetske tera-
pije.® CRISPR je doduse dosao na los glas u kontekstu humane
medicine 2018., kad je kineski znanstvenik He Jiankui genetski
modificirao tri ljudska embrija, s ciljem stvaranja imunosti na
HIV, krse¢i ne samo medicinsku etiku veé i zakonsku regulativu,
za sto je osuden na tri godine zatvora.” Usprkos tomu, mogu se
ocekivati nove studije koje ce ispitati mogucénost prevencije ili
lijecenja HIV-a, HPV-a te herpesa na genetskoj razini. Medutim,
tu CRISPR-u nije kraj.

Jedna od pomalo neocekivanih primjena CRISPR-a je u pivar-
stvu. Potraznja za hmeljem drasti¢no raste, primjerice samo je u
SAD-u tijekom proteklog desetljeca utrostrucena prodaja hmelja.
Medutim, za rast hmelja potrebna je velika kolicine vode, stoga
je upitna odrzivost njegova uzgoja. Linalol i geraniol su primarni
spojevi odgovorni za intenzivan, hmeljasti okus piva, medutim
njihova koncentracija u hmelju moze znatno varirati, to ima
negativan ucinak na ponovljivost kvalitete piva. Denby i sur.®
CRISPR-om su genetski modificirali kvasac Saccharomyces cerve-
siae, koji proizvodi Zeljene monoterpene za hmeljasti okus piva.
Prema provedenom slijepom ispitivanju, ispitanici su istaknuli
pivo dobiveno genetski modificiranim kvascem s najistancanijom
aromom hmelja.

Funkcionalnim iskljucivanjem gena za p-oksidaciju masnih kiseli-
na i razgradnju lipida pomocu CRISPR-a u algama, moze se po-
vecati prinos triacilglicerola, prekursora u proizvodniji biogoriva.
U polju proizvodnje biogoriva, atraktivni kandidati za genetsku
modifikaciju su kvasac Saccharomyces cervisiae, bakterije Zymo-
monas mobilis, Thermoaneaerobacter mathranii, T. ethanolicus te
druge za proizvodnju bioetanola.” '

Nadalje, CRISPR bi mogao ostaviti znacajan trag i u poljoprivredi,
pocevsi od mikrosvijeta do makrosvijeta. Genetskom modifikaci-
jom rizobakterija s ciljem ostvarenja vece nitrofiksacije i lu¢enja
fitohormona za izravnu stimulaciju rasta kultivara. Modifikacijom
rizobakterija mogli bi se proizvesti sojevi koji luce antibiotike te
suzbijaju bolesti korijena biljaka.”" Ocekuje se skora pojava na
trzistu CRISPR-om modificiranih rajcica, s poboljsanim okusom
i ve¢im udjelom Secera u odnosu na postojece sorte, kukuruz
otporan na susu i pSenica otporna na pseni¢nu pepelnicu.'?

Moguénosti CRISPR-a su iznimno velike te ne staju na konven-
cionalnoj percepciji genetske modifikacije. Jedno od neobic¢nih
ostvarenja moguce uz CRISPR je stvaranje bioloskog racunala.
Naime Kim i sur.™ uspjeli su genetskom modifikacijom ljudskih
stanica izvesti logicke operacije pomocu stani¢nog genetskog
sklopovlja, sto ¢e vjerojatno u skorasnjoj buduénosti uzrokovati
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Slika 1 — Pojednostavljeni shematski prikaz djelovanja Cas9 enzima na DNK
(izvor: https://www.tebu-bio.com/blog/2014/05/22/crispr-cas9-specificity-taming-off-target-
mutagenesis-technical-bulletin/)

konfuziju u svezi s pojmom “geneticki algoritmi”. Jedna od ekstre-
mnijih i bizarnijih primjena CRISPR-a je za ozivljavanje izumrlih
vrsta. Projekt “Revive & Restore” aktivno radi na ozivljavanju izu-
mrlog sjevernoameri¢kog goluba Ectopistes migratorius pomocu
tehnike CRISPR. Do danas uspjeli su dobiti transgeni¢nog goluba,
medutim u haploidnim stanicama jedinke tek jedna od sto tisuca
nosi zeljeni gen, $to drasticno smanjuje izglede za transgeni¢nim

potomstvom. Medutim, radi se o napretku u ostvarenju projek-
ta, a sadasnje projekcije ocekuju izljeganje prvih novovjekovnih
Ectopistes migratorius do 2025." Prema trenutacnim naznakama,
mozemo ocekivati skorasnju revoluciju velikih razmjera pokrenu-
tu CRISPR-om i sli¢nim alatima, koja bi mogla pomoc¢i u rjesava-
nju brojnih problema danasnjice.
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