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1. Uvod

1.1.  Virus humane imunodeficijencije (HIV)

Virus humane imunodeficijencije (HIV) je retrovirus ¢ija se genomska RNA prepisuje u
dvolan¢anu DNA reverznom transkriptazom. Dobivena molekula DNA zatim se ugraduje u
genom domacina i nastaje provirus iz kojeg se mogu prepisivati nove virusne RNA molekule.
HIV je patogen koji uzrokuje sindrom ste¢ene imunodeficijencije (AIDS), bolesti koja zahvaca
cijeli svijet, a za koju ne postoji efikasno i komercijalno dostupno cjepivo. lako pravog lijeka
nema, postoje brojne antiretrovirusne terapije (ART) koje smanjuju virusno opterecenje
organizma i sprjecavaju daljnji napredak bolesti (Wang et al., 2017). No, ti lijekovi ne utje¢u na
latentne viruse, odnosno provirusnu DNA u neaktivnim T-limfocitima i drugim stanicama sa
duljim Zivotnim vijekom (Blankson et al, 2002). Zbog toga, ukoliko se prekine terapija, moze
do¢i do ponovne aktivne infekcije pa su osobe zarazene HIV-om prisiljene na dozivotno
koristenje ART terapije. Kontinuirano koristenje lijekova moze imati negativan utjecaj na zivot

pojedinca zbog financijskog opterecenja i mogucih nuspojava koje Stete organizmu.

HIV ima sposobnost stjecanja otpornosti na lijekove, Sto je najviSe izrazeno ukoliko
replikacija nije potpuno suprimirana. Reverzna transkriptaza je sklona pogreskama prilikom
reverzne transkripcije pa ¢esto nastaju mutirane virusne DNA molekule koje mogu biti otporne
na odredeni lijek. Osim toga, ART terapije ne suprimiraju ekspresiju gena provirusne DNA §to
znai da iako nema S$irenja infekcije, ipak dolazi do stvaranja virusnih proteina koji mogu
uzrokovati upale. Da bi se potpuno izlijecila virusna infekcija HIV-a potrebno je sprijeciti
reaktivaciju virusa, ekspresiju proteina i stvaranje otpornosti, odnosno ukloniti svu provirusnu
DNA iz inficiranih stanica. Kako bi se to postiglo potrebne su nove metode uredivanja DNA
molekula (Wang et al, 2017).

1.2. Tehnike uredivanja genoma

Na stanicama domacina postoje dva kemokina koreceptora za ulazak virusa HIV-a,

CCR5 i1 CXCRA4. Za uspjesan ulazak virusa u stanice potrebno je vezanje proteina ovojnice za



glavni receptor CD4 i za jedan od navedenih koreceptora (Soppe et al., 2017). U primarnu
infekciju najcesce je ukljucen virus koji koristi CCR5 koreceptor. U kasnijim fazama infekcije
moguce SU mutacije u proteinu ovojnice koje mogu uzrokovati promjenu koreceptora, odnosno
koristenje CXCR4 (Wang et al., 2017).

Spontana delecija 32 nukleotida u genu koji kodira za CCR5 sprjecava ekspresiju tog
koreceptora na stani¢noj povrsini. Osobe koje su homozigoti za taj genotip (CCR5A32) su
rezistentni na infekciju HIV-om, a delecija nema drugih posljedica na fenotipu (Dean et al.,
1996). Zabiljezen je jedan sluc¢aj u kojem je kod pacijenta zarazenog HIV-om suprimirana
replikacija virusa tako $to je pacijent podvrgnut transplantaciji mati¢nih stanica na nacin da su
maticne stanice tog pacijenta u potpunosti zamijenjene sa stanicama donora koji je homozigot za
navedenu mutaciju (Hutter et al., 2009). Prema tome, zaustavljanje ekspresije CCR5 koreceptora
sprjecava virusnu infekciju, no problem je u tome da postoji malen broj potencijalnih donora koji
su homozigoti za CCR5A32 genotip. Zbog toga je vrlo bitan razvoj tehnika uredivanja DNA koje
bi se mogle koristiti za djelomi¢no (eng. knockdown) ili potpuno utiSavanje (eng. knockout)
ekspresije CCR5 (Cornu et al., 2015). No, inaktivacija CCR5 ne $titi domac¢ina od mutiranih
varijanti virusa koje koriste CXCR4 koreceptor pa je potrebno suprimirati i ekspresiju
koreceptora CXCR4 i ostalih faktora koji su ukljuceni u replikaciju virusa. Problem je u tome §to
bi potpuna supresija, ili ¢ak samo smanjenje ekspresije tih faktora, moglo imati negativan utjecaj

na fenotip (Park et al., 2017).

Napretkom metoda uredivanja DNA otvorene su nove mogucnosti lijeCenja virusnih
infekcija HIV-a koriste¢i razlicite tehnike rekombinazama i nukleazama. Najranije metode
ukljucivale su dizajnirane rekombinaze temeljene na Cre-rekombinazi ¢ija je meta bila duga
terminalna regija koja se nalazi na oba kraja provirusne DNA (LTR — eng. long terminal repeat)
(Karpinski et al., 2016). Koristene su i tehnike temeljene na endonukleazama koje prepoznaju
specificne sekvence DNA. One se mogu Koristiti i za cijepanje stani¢nih gena koji sudjeluju u
replikaciji ili ulasku virusne RNA, npr. stani¢ni receptor CCRS. To su nukleaze cinkovih prstiju
(ZFN — eng. zinc finger nuclesases), TALEN — eng. transcription activator-like effector
nucleases i nedavno otkriven eng. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR) i CRISPR-associated (Cas) sustav (CRISPR-Cas) (Wang et al., 2017).



1.3. CRISPR-Cas9

Sustav CRISPR-Cas je obrambeni mehanizam prokariota protiv invadiraju¢ih molekula
nukleinskih kiselina. CRISPR-Cas omoguéava bakterijama i arhejama sustav steCene imunosti na
bakteriofage i plazmide (Soppe et al., 2017). Sastoji se od lokusa CRISPR koji sadrzi regije
ponavljaju¢ée DNA (palindromi duljine 21-48 pb) isprekidane varijabilnim razmaknicama (eng.
spacers). Razmaknice su zapravo sljedovi nukleotida koji odgovaraju sekvenci DNA
invadiraju¢e molekule s kojom se bakterija ranije susrela, odnosno koja je bakteriju vec
invadirala. Prije nego $to se razmaknica ugradi u lokus CRISPR, ona se naziva proto-razmaknica
(Mojica et al., 2005), a ugraduje se uz pomo¢ proteina Cas. Ugradena razmaknica predstavlja
sustav imune memorije i ukoliko dode do ponovne infekcije, razmaknice se, uz pomo¢ proteina

Cas, koriste za eliminaciju invadiraju¢e DNA (Yosef et al, 2012).

Postoje tri faze u obrambenom odgovoru sustava CRISPR-Cas, to su (1.) adaptacija i
integracija razmaknice, (2.) prepisivanje lokusa CRISPR i sazrijevanje crRNA (CRISPR RNA)
te (3.) interferencija i utiSavanje stranog genetickog elementa (Maraffini, 2015). U razli¢itim
vrstama bakterija postoje razliciti tipovi sustava CRISPR-Cas, to¢nije 6 tipova podijeljenih u
dvije klase, a razlikuju se po proteinima Cas. Najpoznatiji sustav je tip Il iz bakterije
Streptococcus pyogenes, koji se koristi u uredivanju genoma. Proteini Cas su endonukleaze i
vecina sustava CRISPR Kkoristi nekoliko proteina Cas za izrezivanje invadiraju¢e dIDNA (Slika
1). S druge strane, tip Il sustava CRISPR-Cas koristi jednu endonukleazu — Cas9 pa se sustav jos$
naziva i CRISPR-Cas9 te je zbog njegove jednostavnosti i zapocela njegova primjena u

genetickom inZenjerstvu (Mohanraju et al., 2016).

U sustavu CRISPR-Cas9 proteini Casl i Cas2 sudjeluju u prepoznavanju, procesiranju i
integraciji invadiraju¢ih genetickih elemenata u razmaknice koje se nalaze u lokusu CRISPR.
Tijekom transkripcije lokusa CRISPR nastaje dugacka molekula pre-crRNA koja sadrzi
razmaknice i ponavljajuée sekvence CRISPR (Barrangou, 2015). Trans-aktiviraju¢ca CRISPR
RNA (tracrRNA) koja se eksprimira s lokusa CRISPR veZe se na ponavljaju¢e sekvence pre-
ctRNA komplementarnim sparivanjem pri ¢emu nastaje dvolantana RNA. Kompleks
crRNA:tracrRNA stabiliziran je proteinom Cas9 i dolazi do procesiranja RNazom I11 koja cijepa

pre-ctrRNA na mjestu ponavljajucih sljedova. Time nastaje velik broj antivirusnih kompleksa



koji se sastoje od male molekule zrele crRNA (ona sadrzi razmaknicu i CRISPR ponavljajuci
slijed), tractfRNA koja je vezana na ponavljajuéi slijed crRNA 1 endonukleaze Cas9. Kompleks
crRNA:tracrRNA navodi endonukleazu prema stranoj DNA molekuli koja sadrzi odgovaraju¢u
proto-razmaknicu (Amitai, Sorek, 2016). Proto-razmaknica se od razmaknice razlikuje u
postojanju sekvence PAM (eng. protospacer adjacent motif), koja kod S. pyogenes glasi 5'-
NGG-3', a nalazi se nizvodno od 3'-kraja proto-razmaknice. Prilikom ugradnje razmaknice,
izrezuje se sekvenca PAM pa se na taj nacin razlikuje invadiraju¢a DNA od endogenog lokusa
CRISPR 1 sprijeceno je djelovanje sustava CRISPR-Cas na vlastiti genom. Nakon $to Cas9
prepozna sekvencu PAM, dolazi do komplementarnog sparivanja crRNA i sekvence invadirajuce
DNA (da bi doSlo do sparivanja, komplementarnost mora biti potpuna ili gotovo potpuna).
Nakon sparivanja, nukleaza Cas9 inducira dvolanc¢ani lom invadirajuée DNA 3 nukleotida
uzvodno od regije PAM. Induciranjem dvolancanih lomova sprijeCi se nastajanje virusne

infekcije (Soppe et al., 2017).

Za koristenje sustava CRISPR-Cas9 u uredivanju genoma napravljene su odredene
promjene. Razmaknica u crRNA zamijeni se specificnom sekvencom koja navodi protein Cas9
do Zeljene molekule dIDNA, pod uvjetom da dIDNA sadrzi slijed komplementaran razmaknici 1
sekvencu PAM (proto-razmaknicu). Osim toga, geni za tracrRNA i crRNA fuzioniraju se i
transkripcijom nastaje molekula gRNA (eng. guide RNA) koja ulazi u kompleks s proteinom
Cas9 i navodi ga do proto-razmaknice (Jinek et al., 2013).
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Slika 1. Shematski prikaz djelovanja sustava CRISPR-Cas9 u bakteriji Streptococcus pyogenes.
(Preuzeto iz: Soppe et al., 2017)



2. Sustav CRISPR-Cas9 kao obrana protiv virusa HIV-a

Koristenje sustava CRISPR-Cas9 za lijeCenje virusnih infekcija HIV-a svodi se ili na
lijecenje ve¢ inficiranih stanica, ili na sprjecavanje infekcije u neinficiranim stanicama. Kod veé
inficiranih stanica nukleaza Cas9 i gRNA koja sadrzi sekvencu komplementarnu virusnoj, uvode
se u stanice kako bi napale provirusnu DNA. S druge strane, kod neinficiranih stanica, nukleaza
Cas9 i gRNA molekule se uvedu u stanice i o¢ekuju potencijalan napad virusa (Wang et al.,
2017).

2.1. Inaktivacija provirusne DNA

Jedan od najveéih problema kod lije¢enja virusnih infekcija HIV-a su stanice s latentnom
infekcijom. Zbog toga se istrazuje potencijal sustava CRISPR-Cas9 u traZenju i degradaciji
provirusne DNA u zarazenim stanicama, a u istrazivanjima se koriste razli€iti tipovi stani¢nih

kultura.

Cesta meta u istrazivanjima je domena LTR u virusnoj DNA jer se ona nalazi na oba
kraja provirusnog genoma (5' i 3' krajevi) pa jedna molekula gRNA napada provirus na 2 mjesta.
Pritom dolazi i do ligacije slobodnih krajeva kromosomske DNA domacina, odnosno delecije
cijele virusne DNA iz kromosoma. U istrazivanju Ebina et al., 2013, kao model za integrirani
provirusni genom HIV-a koristene su stanice s integriranim lentivirusnim vektorima. Pokazano je
da se koli¢ina reporter gena vezanog na domenu LTR smanjuje ako se stanice tretiraju s
CRISPR-Cas9 ¢ija gRNA djeluje na sekvencu LTR. Sekvencioniranjem je zatim potvrdeno da je
doslo do stvaranja insercija i delecija u regiji LTR, ali i delecije svih vektorskih sekvenci koje se
nalaze izmedu dvije LTR regije (no u manjoj mjeri). U istrazivanju Hu et al., 2014, je pokazano
da koristenjem dviju molekula gRNA za djelovanje na sekvencu LTR, dolazi ili do delecije
fragmenta izmedu dvije regije LTR, ili delecije svih lentivirusnih sekvenci koje se nalaze izmedu
5" 1 3' krajeva. Sli¢no tome, pokazano je da kod stanica s kroni¢nom infekcijom dolazi do
izrezivanja fragmenta LTR ili uklanjanja gotovo cjelokupne provirusne DNA iz stani¢nog
genoma ako se koriste dvije molekule gRNA za prepoznavanje regije LTR. Osim toga, kod

stanica s provirusnim genomom je tretman s CRISPR-Cas9 uzrokovao mutacije ili eksciziju



virusnih sekvenci. Dakle, tretman stanica s dvije molekule gRNA pokazao se efikasniji u

usporedbi s koriStenjem jedne molekule (Liao et al., 2015).

Kod stani¢ne linije humanih T-limfocita (Jurkat cells) koje sadrze integrirani latentni
provirus HIV-a (stanice J-Lat), transkripcija provirusne DNA ne moze zapoceti zbog toga $to je
virusni LTR promotor nedostupan stani¢nim komponentama potrebnim za transkripciju.
Promotor se moze aktivirati tretmanom s tumorskim faktorom nekroze o (TNFa, eng. tumor
necrosis factor a). Sekvencioniranjem je utvrdeno da ako se stanice tretira s CRISPR-Cas9 i
gRNA dolazi do nastanka mutacija, najces¢e insercija i delecija (insertion and deletion — indel).
Nastale mutacije smanjuju virusnu gensku ekspresiju i replikaciju ako se naknadno aktivira
TNFa. Ukoliko se LTR promotor aktivira s TNFa prije izlaganja stanica sustavu CRISPR-Cas9,
nema dodatnog smanjenja ekspresija virusnih gena Sto znaci da latentna provirusna struktura
DNA ne utjeée na djelovanje sustava CRISPR-Cas9. Sposobnost CRISPR-Cas9 da utje¢e na
transkripcijski inaktivnu virusnu DNA ukazuje na moguénost kori$tenja sustava za utiSavanje

integrirane virusne DNA u latentno inficiranim stanicama (Zhu et al. 2015).

U istrazivanju Kaminski et al., 2016a, pokazano je da CRISPR-Cas9 moze izrezati DNA
HIV-a u transgeni¢nim misevima i Stakorima. Za in vivo uno$enje sustava CRISPR-Cas9
koristen je rekombinantni adenovirusni vektor s dvije molekule gRNA za prepoznavanje regije
LTR, sekvencama Gag i molekulom saCas 9, $to je zapravo kraca verzija proteina Cas9 izolirana
iz Staphylococcus aureus. Vektor je unesen u transgeni¢nog misa kroz repnu venu i doslo je do
izrezivanja integrirane virusne DNA i izrezivanja fragmenata DNA obuhvacenih ciljnim
mjestima molekula gRNA u limfocitima i u razli¢itim tkivima. Osim toga, vektor je injiciran i u
retro-orbitalnu venu transgeni¢nih Stakora Sto je rezultiralo izrezivanjem ciljanih segmenata
HIV-a i smanjilo ekspresiju virusnih gena u cirkuliraju¢im limfocitima. Analize lan¢anom
reakcijom polimerazom (reakcija PCR, eng. polymerase chain reaction) pokazale su prisutnost
izrezanih i kompletnih, neizrezanih genoma virusa HIV-a u razli¢itim tipovima stanica. lako
autori nisu istrazili razlog zbog kojeg genom HIV-a nije izrezan u pojedinim tipovima stanica,

vrlo je vjerojatno da su ciljana mjesta bila mutirana.

Ova istrazivanja pokazuju da tretman sustavom CRISPR-Cas9 moze potaknuti
mutacijsku inaktivaciju provirusne DNA. Ako se koristi jedna gRNA molekula ili dvije gRNA

molekule koje imaju razliCita ciljna mjesta u genomu, moguca je inaktivacija provirusa



mutacijom ciljanih mjesta ili izrezivanjem regije izmedu dva ciljna mjesta. Izrezivanje ovisi o
istovremenom cijepanju na oba ciljna mjesta sto zahtijeva sli¢nu kinetiku gRNA i Cas9 na njima.
To se vjerojatno lakse postize koriste¢i jednu gRNA molekulu koja ciljno napada ponavljajuce
sekvence LTR, no postoje neka istrazivanja koja pokazuju efikasnu eksciziju provirusa
(Kaminski et al., 2016a), dok druga pokazuju da je osim ekscizije doslo i do mutacije (Ebina et
al., 2013). Prema tome, postoje i drugi faktori koji utjeGu na proces, kao $to su tip stanica,

metoda kojom se unosi sustav CRISPR-Cas9 i razina ekspresije provirusnog genoma.

2.2. Intracelularna obrana protiv infekcije

Sustav CRISPR-Cas9 moze se koristiti i kao obrana protiv de novo virusne infekcije
HIV-a tako da se ciljno razgraduje novosintetizirana dIDNA nastala reverznom transkripcijom.
Postoje brojna istrazivanja o mogucnosti koriStenja proteina Cas9 i antivirusnih gRNA molekula
za sprjeCavanje replikacije koja su pokazala da utje¢u na smanjenje infekcije. Pokazano je da T-
limfociti s sustavom CRISPR-Cas9 reduciraju replikaciju virusa HIV-a prilikom infekcije,
posebice ako se koriste dvije molekule gRNA (Liao et al., 2015; Kaminski et al., 2016a). Sustav
CRISPR-Cas9 dokazano funkcionira i u stanicama koje su fizioloski vazne kao spremnici virusa
HIV-a (npr. monociti, makrofagi). To je pokazano ubacivanjem Cas9 i gena gRNA u ljudske
pluripotentne mati¢ne stanice Sto je rezultiralo smanjenom ekspresijom virusnih gena u
diferenciranim monocitima i makrofagima nakon infekcije. Razlog smanjenja virusne ekspresije
gena u navedenim istrazivanjima vjerojatno je posljedica djelovanja sustava CRISPR-Cas9 na

virusnu DNA prije i nakon njene integracije (Kumar et al., 2014, Liao et al., 2015).

2.3. lzbjegavanje inhibicije

U velikom broju istrazivanja koristene su stani¢ne kulture koje su odrzavane relativno
kratko vrijeme pa se iz njih ne moze zakljuciti moze li HIV izbje¢i inhibiciju sustavom CRISPR-
Cas9. U istrazivanju Wang et al., 2016b, replikacija virusa HIV-a testirana je u dugotrajnim
kulturama T-limfocita u kojima je eksprimiran protein Cas9 i molekula gRNA koja je ciljala na

regiju LTR ili protein-kodirajuc¢e sekvence. Uoceno je da dolazi do inhibicije replikacije, ali je

9



period supresije varirao ovisno o gRNA te je u vec¢ini kultura naposljetku doslo do potpunog
oslobadanja od inhibicije. Kapacitet gRNA za blokiranje replikacije nije ovisio 0 sposobnosti
indukcije izrezivanja virusne DNA, ve¢ je pokazana korelacija izmedu kapaciteta za blokiranje i
stope konzerviranosti ciljanih sekvenci HIV-a. Prema tome, molekule gRNA koje djeluju na
strogo konzervirane virusne sekvence su dulje inhibirale replikaciju HIV-a, u odnosu na gRNA

molekule koje djeluju na slabije konzervirane sekvence.

U blizini mjesta izrezivanja od strane proteina Cas9 Cesto se pojavljuju mutacije i to
prvenstveno insercije i delecije $to upucuje na to da na dIDNA lomove koje stvara protein Cas9
djeluje mehanizam popravka nehomolognog spajanja krajeva (eng. non-homologous end-joining,
NHEJ). Taj mehanizam popravka moze objasniti povezanost izmedu kapaciteta gRNA da
inhibira replikaciju i konzerviranih ciljanih sekvenci. Slabo konzervirane, neesencijalne regije
genoma HIV-a ¢es¢e nakupljaju insercije i delecije koje su posljedica popravka mehanizmom
NHEJ. To objasnjava brzi nastanak generacije virusa koja je otporna na sustav CRISPR-Cas9
kada su te domene ciljana meta gRNA. Kada su ciljne sekvence konzervirani, esencijalni dijelovi
virusnog genoma, tada insercije i delecije inhibiraju replikaciju i ne nastaje virus koji je otporan
na sustav CRISPR-Cas9. Jedine mutacije esencijalnih dijelova genoma koje mogu rezultirati
rezistentnim sojem virusa su supstitucije nukleotida, ali one ne nastaju cesto tijekom mehanizma
NHEJ. U tom slu€aju rezistentni virus moZe nastati zbog pogreske reverzne transkriptaze

prilikom replikacije, ali je time ve¢ produzeno vrijeme nastanka rezistentnog virusa.

Veci broj istrazivanja pokazuje da sustav CRISPR-Cas9 inhibira replikaciju virusa HIV-
a, ali da mehanizam nehomolognog spajanja krajeva kojim se spajaju novonastali krajevi DNA
uzrokuje izbjegavanje inhibicije od strane virusa. U blizini mjesta izrezivanja proteinom Cas9
uocene su tockaste mutacije pa se stoga uloga reverzne transkriptaze u stvaranju mutiranih virusa
ne moze iskljuditi. Stovie, slabo replicirajuéi virus nastao mehanizmom NHEJ, mozZe
akumulirati jo§ dodatne pogreSke u ciljnoj regiji prilikom replikacije (zbog nepreciznosti
reverzne transkriptaze) zbog ¢ega se moze poboljsati sposobnost replikacije novonastalog virusa
(Slika 2; Wang et al., 2017).
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Slika 2. Shematski prikaz izbjegavanja inhibicije virusa HIV-a od strane Cas9/gRNA.
Dvolanc¢ani lom koji stvara protein Cas9 se popravlja putem popravka NHEJ pri ¢emu nastaju
mutacije koje vecinom uzrokuju inaktivaciju virusa, ali u nekim slu€ajevima omogucuju
izbjegavanje inhibicije. (Preuzeto iz: Wang et al., 2018)

2.4. Sprjecavanje izbjegavanja inhibicije sustavom CRISPR-Cas9

Lijecenje virusne infekcije HIV-a ima puno komplikacija zbog iznimne sposobnosti
virusa da razvije rezistenciju na lijekove, a i na metode koje se temelje na RNA interferenciji,
posebice ako se koristi samo jedan oblik terapije (Boden et al., 2003.). Sli¢no kao $to virus
izbjegne inhibiciju od strane gRNA i proteina Cas9, rezistentni virus nastaje i prilikom napada
nukleazama ZFN i TALEN (De Silva Feelixge et al., 2005). Antiretrovirusne terapije koje se
trenutno koriste temeljene su na istovremenom koristenju razlicitih lijekova $to sprjecava razvoj
otpornosti u pacijentima. Na slican nacin, kombinacija metoda RNA interferencije inhibira

replikaciju u stani¢nim kulturama kroz dulje vrijeme (ter Brake et al., 2006). Takve kombinacije
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lijekova efikasne su zbog aditivnog ili ¢ak sinergistickog efekta lijekova 1 zbog toga Sto tada za

izbjegavanje inhibicije mora do¢i do mutacija na vise razli¢itih mjesta.

U istrazivanju Wang et al., 2016a, odredena je kombinacija dviju gRNA molekula koja je
potpuno blokirala replikaciju virusa za vrijeme trajanja eksperimenta. Ciljne sekvence molekula
bile su visoko konzervirane sekvence Gap, sekvence Tat/Rev ili sekvence za omotnicu (eng.
envelope, Env). Nakon ponovljenog napada sustavom CRISPR-Cas9 na virus, s vremenom
dolazi do nestajanja divljeg tipa virusa i virusa s to¢kastim mutacijama u kulturama. Istovremeno
se povecava udio vecih insercija i delecija te supstitucija veceg broja nukleotida na oba ciljna
mjesta. Takve geneti¢ke promjene na konzerviranim sljedovima onemoguéuju daljnju replikaciju
Sto znaci da zbog pojave hipermutacija dolazi do inaktivacije provirusa. To potvrduje da tretman
stanica s proteinom Cas9 i dvije molekule gRNA moze rezultirati sterilizacijom infektivnih
molekula virusa HIV-a u uvjetima in vitro. Do sterilizacije je doslo nakon mjesec dana kada se
koristila optimalna kombinacija gRNA molekula koje su ciljano djelovale na sekvence Gag i
Tat/Rev. S druge strane, koriStenjem druge najbolje kombinacije gRNA molekula, koje djeluju
na gene Gag i Env, sterilizacija je nastupila tek nakon 3 mjeseca. Zatim je predlozeno izrezivanje
integriranog provirusa dvjema molekulama gRNA ili jednom molekulom gRNA koja ciljano
djeluje na sljedove LTR. Doslo je do detekcije ekscizije, ali nije bila visoko efikasna, ve¢ je
doSlo do nastanka hipermutiranih provirusa koji se nisu mogli replicirati. Prema tome,
kontinuirano djelovanje sustava CRISPR-Cas9 moze izlijeciti kulture stanica inficirane s

virusom HIV-a, pri ¢emu u stanicama ostane velik broj inaktiviranih provirusa.

Sustav CRISPR-Cas9 moze se kombinirati s antivirusnim lijekovima i metodom RNAI
(Herrera-Carillo i Berkhout, 2016). Kombinacije metoda smanjuju razinu replikacije virusa i
otezavaju virusu izbjegavanje represije. Istovremeni napad na virus sustavom CRISPR-Cas9 i
metodom RNAI inhibira replikaciju HIV-a dulje nego kad se koristi samo jedna metoda (Wang
et al., 2017). lzbjegavanje represije sustavom CRISPR-Cas9 smanjuje se i inhibicijom puta
popravka NHEJ jer je upravo taj mehanizam odgovoran za stvaranje mutacija koje omogucuju
prezivljavanje virusa. Inhibicija tog puta popravka postize se odredenim lijekovima koji se
koriste u kemoterapiji, npr. SCR7 (Singh et al., 2015). No, potrebno je utvrditi moze li se
inhibicija puta popravka NHEJ posti¢i lijekovima bez da se nanosi Steta organizmu. Sustav

CRISPR-Cas9 ciljano djeluje na mjesto 3 nukleotida uzvodno PAM regije koja je vrlo bitna za
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prepoznavanje od gRNA (Cho et al., 2013). Put popravka NHEJ tada stvara mutirana ciljna
mjesta koja sustav CRISPR-Cas9 vise ne prepoznaje. Prema tome, Cas9 i sli¢ne nukleaze koje bi
urezivale izvan gRNA veznog mjesta bi mogle sprijeciti izbjegavanje inhibicije jer mutacije
nastale putem popravka NHEJ (osim vecih delecija) ne bi utjecale na ciljanu sekvencu. Kao
alternativa, nukleaze kao $to su Cpfl koje izrezuju ciljna mjesta dalje od PAM sekvence, u regiji
koja nije od tolike vaznosti za vezanje gRNA, bi mogle smanjiti rezistenciju na gRNA 1 otezati

izbjegavanje inhibicije virusu (Zetsche et al., 2015).
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3. Ograni¢enja metode

Uspjesna primjena tehnologije CRISPR-Cas9 u terapiji za lije¢enje HIV-a zahtjeva
efikasan unos komponenata CRISPR sustava u inficirane stanice. Najpovoljnije bi bilo unijeti
komponente u sve inficirane stanice, posebice one koje sadrze latentni virus ili sve stanice
podlozne infekciji. Slicno kao i kod drugih genskih terapija, za unos transgena za protein Cas9 i
gRNA, moguce je koriStenje razli¢itih virusnih vektora (npr. adenovirusni), no postoje i druge

metoda unosa koje ne ukljucuju vektore, npr. lipidne nanocestice (Wang et al., 2017).

Elementi CRISPR trebali bi se unositi direktno u pacijenta i razvijene su metode za
aplikaciju in vivo, no zbog ogranic¢ene efikasnosti trenutnih vektora, ne mogu se transformirati
sve stanice (Yang et al., 2006). Postoji ex vivo tip genske terapije gdje se T-limfociti ili
hematopoetske mati¢ne stanice izoliraju iz pacijenta i transduciraju vektorom in vitro i zatim
injiciraju natrag u pacijenta (Biffi et al., 2013). lako je ta metoda vjerojatnija, njome se promijeni
samo mali udio inficiranih stanica, a terapija za lije¢enje HIV-a bi u idealnom slucaju trebala
djelovati na sve inficirane stanice. Prema tome, potreban je razvoj novih, efikasnijih metoda

unosenja elemenata CRISPR in vivo.

Problem kod unosa elemenata CRISPR je veli¢ina spCas9 transgena (~4,1 kpb) §to je
problem ako virusni vektori imaju ograni¢en kapacitet pohrane geneticke informacije. Problem
se moze rijesiti koristenjem manjeg Cas9 proteina (3,3 kpb) izoliranog iz drugih bakterija, npr.
Streptococcus thermophiles (Fonfara et al., 2014) i Staphylococcus aureus (Ran et al., 2015).
Takoder, moze se koristiti skra¢eni gen spCas9 kojem nedostaju neesencijalne sekvence kao $to
je domena REC2, no tada se aktivnost proteina smanji za 50% u odnosu na divlji tip (Nishimasu
et al., 2014). Osim toga, moze se koristiti sustav Cas9 u kojem su dvije ili tri funkcionalne
domene proteina eksprimirane kao zasebni polipeptidi i tada se genetska informacija unosi s dva
do tri vektora. No, efikasnost takvog sustava je smanjena jer u tom slucaju, da bi sustav CRISPR

funkcionirao, u stanicu mora uéi informacija sa svakog vektora (Truong et al., 2015).

Kod dizajniranja molekula gRNA potrebno je pripaziti da one efikasno prepoznaju DNA
virusa HIV-a, pritom ne prepoznavajuéi stanicnu DNA. Bioinformatickim metodama biraju se
molekule gRNA s visokom preciznosc¢u (visoka on-target aktivnost, niska off-target aktivnost)
(Doench et al., 2014), a njihova aktivnost se zatim mora provjeriti eksperimentalno, npr. u
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staniénim kulturama. U istrazivanju Wang et al., 2016b je pokazano da su sve in silico
dizajnirane molekule gRNA uzrokovale izrezivanje virusne DNA i inhibiciju replikacije. No,
sposobnost razli¢itih gRNA da sprijece replikaciju virusa ne ovisi o njihovoj sposobnosti da
izazovu izrezivanje DNA, ve¢ pokazuje visoku korelaciju sa stupnjem konzerviranosti ciljne
sekvence. Prema tome, za sprjeCavanje izbjegavanja inhibicije, ciljna mjesta trebaju biti visoko

konzervirane domene.

Off-targeting efekti mogu se izbje¢i ograni¢avanjem aktivnosti sustava CRISPR-Cas9 na
vrijeme Kkoje je potrebno za inaktivaciju HIV-a. Aktivnost bi trebala biti regulirana nekim
egzogenim efektorom. Pokazano je da se aktivnost sustava CRISPR-Cas9 moze regulirati kada je
Cas9 ili gRNA transgen kontroliran doksiciklin-inducibilnim sustavom genske ekspresije
(Gonzalez et al., 2014). Osim toga, transkripcija gena Cas9 moze se kontrolirati promotorom
HIV koji se aktivira virusnim proteinom Tat pa se gen Cas9 eksprimira samo u inficiranim

stanicama (Kaminski et al., 2016b).
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4. Zakljucéak

Sustav CRISPR-Cas9 daje velike mogucnosti za lijeCenje virusnih bolesti kod ljudi. No,
kako je velika veéina dosadasnjih istrazivanja provedena na stanicama u kulturi, potrebno je
istraziti djelovanje CRISPR-Cas9 in vivo. Za efikasno uklanjanje virusa u uvjetima in vivo
potreban je razvoj sustava CRISPR-Cas9 koji se mogu unijeti jednim vektorom, a za to je
potrebno koriStenje manjih i specifi¢nijih endonukleaza Cas9. No, iako jos uvijek postoje brojne
prepreke prije nego Sto bi se sustav CRISPR-Cas9 mogao primjenjivati na ljudima za lijeenje
HIV-a, nedvojbeno je da dosadasnja istrazivanja ukazuju na veliki potencijal i moguénosti u

buducénosti.
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5. Sazetak

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) i CRISPR-
associated (Cas) sustav (CRISPR-Cas) je obrambeni menhanizam prokariota protiv invadirajucih
molekula DNA. Danas se sustav CRISPR-Cas cCesto koristi kao alat za uredivanje genoma
eukariota, a moze se koristiti 1 u lijeCenju virusnih infekcija, ako virusi imaju dIDNA genom ili
repliciraju preko dvolancanog intermedijera. Virus humane imunodeficijencije (HIV) je
retrovirus Cija se genomska RNA prepisuje u dIDNA pa na taj nacin moze biti meta sustava
CRISPR-Cas. Mogu se lijeciti ve¢ inficirane stanice, na nacin da se u stanicu uvode nukleaza
Cas9 1 gRNA ¢ija je sekvenca komplementarna virusnoj pa napada provirusnu DNA. No,
infekcije se mogu i unaprijed sprijeciti uvodenjem nukleaze i molekule gRNA u stanice gdje
o¢ekuju potencijalan napad virusa. LijeCenje infekcija uzrokovanih virusom HIV-a ima brojne
komplikacije jer virus posjeduje iznimnu sposobnost razvijanja rezistencije na lijekove pa se
preporuca kombinacija veCeg broja terapija. lako postoje brojne prepreke prije nego Sto bi se
sustav CRISPR-Cas mogao primjenjivati na ljudima (unos komponenata u stanice, off-targeting),

dosadasnja istrazivanja ukazuju na velik potencijal ove metode.
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6. Summary

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) and CRISPR-
associated (Cas) system (CRISPR-Cas) is a prokaryotic immune system against invading DNA.
Today, it is commonly used as a genome editing tool, but it is also a frequent method for treating
viral infections. That is possible when a virus has a dsSDNA genome or if it replicates through a
double-stranded intermediate. Human immunodeficiency virus (HIV) is a retrovirus and its
genomic RNA is transcribed into a double-stranded DNA molecule and that is why HIV is a
possible target of CRISPR-Cas. With the method, it is possible to treat previously infected cells
by introducing Cas9 nuclease and a gRNA molecule with sequence complementarity to HIV into
infected cells to attack the proviral DNA. In a second approach, it is possible to introduce Cas9
and gRNA into uninfected cells to await and immediately attack dsDNA that is produced upon a
future infection. Treatment of HIV infections has many complications due to the virus' amazing
ability to acquire resistance. For this reason, it is recommended to use multiple different
therapies at the same time. Even though there are still many obstacles to overcome before
CRISPR-Cas could be successfully applied in patients, current research shows incredible

potential of the method.
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