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Sazetak

Editovanje genoma je koncept koji se razvija ve¢ decenijama, a smatra se jednim od
najvaznijih dostignuca savremene nauke, sa potencijalom da unapredi personalizovanu
medicinu. Medu razli¢itim metodama, CRISPR-Cas tehnologija se istice zbog svoje
efikasnosti i preciznosti, §to je ¢ini posebno znacajnom za primenu u biomedicini. Cilj
ovog rada bio je da se ukratko objasne osnove editovanja genoma, s posebnim osvrtom na
CRISPR-Cas sistem. Ova tehnologija pokazuje veliki potencijal za primenu u biomedicini,
posebno u terapiji genetskih oboljenja. Njene prednosti, poput jednostavnosti kori§¢enja i
visokog stepena specifi¢nosti, ¢ine je kljuénim alatom u savremenim istrazivanjima. Ipak,
uprkos obecavaju¢im rezultatima, jo$ uvek postoje brojni izazovi koji spre¢avaju njenu
Siru primenu. Pored tehni¢kih ograniCenja, otvorena su i eticka i pravna pitanja koja

zahtevaju dodatna istrazivanja i regulativne okvire.

UvoD

Smatra se da je proces evolucije odgovoran §to je ljudska
vrsta postigla takav stepen superiornosti u odnosu na druge
vrste zivog sveta. Kanali kroz koje je delovala prirodna
selekcija ogledaju se uglavnom u promenama genoma koje
su uslovile nastanak novih ili gubitak ranije steCenih
funkcija. Nazalost nisu sve mutacije doprinele pozitivnom
razvoju ljudske vrste (1), Osnovni uzrok velike grupe bolesti
— genetskih bolesti, lezi u promenama nuklearnog ili
mitohondrijalnog genoma koje dovode do brojnih, slozenih
i potencijalno fatalnih promena, koje za posledicu mogu
imati nastanak teskih oboljenja koja mogu da se zavrSe
smrtnim ishodom u ranom periodu Zivota, poremecajima
psihickog i fizickog razvoja i jo§ mnogim stanjima koja
optere¢uju pojedinca, porodicu, kao i zdravstveni i
ekonomski sistem jedne zemlje (2:3). Da bi se u potpunosti
razumeli molekularni mehanizmi koji su odgovorni za
nastanak anomalija uzrokovanih genetskim poremecajima
potrebni su odgovarajuéi molekularni i genetski alati.

Precizne manipulacije celijskim DNA sekvencama
postaju stvarnost otkri¢em editovanja genoma (gena). Na taj
nacin mogu da se izmene sudbine ¢elija i stanje organizma,
Sto pruza mogucénost da se podrobnije razumeju genetske
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bolesti i razviju strategije za tretman istih (9). Primena
genetskog inzinjeringa moze da dovede do pojacavanja ili
smanjenja funkcije pojedinih gena, nadoknade gena kod
odredenih genetskih bolesti i povecavanja osetljivosti ¢elija
i mikroorganizama na odredene hemioterapeutike. Takode
genetski inzinjering pronalazi primenu u modifikovanju
biljnih vrsta koje su otpornije na razne faktore okoline, sa
boljim prinosom, ili pak sa smanjenim potencijalom
indukovanja alergijskih reakcija $to sve zajedno utie na
poboljianje bezbednosti hrane koja se konzumira ().

Principi editovanja genoma i razvoj metodologije
editovanja genoma

Jedan od potencijalnih pristupa na kojem se zasniva
editovanje genoma je izazivanje prekida dvolancane DNA
(double-stranded breaks, DSBs). Ukoliko se DSBs ne repa-
riraju ili akumuliraju genomska nestabilnost indukuje
programiranu Celijsku smrt. U normalnim okolnostima, po-
javom DSBs aktiviraju se brojni molekularni mehanizmi za
reparaciju oSte¢enja u strukturi DNA od kojih su dva glavna:
homologna rekombinacija (homologous recombination, HR)
ili nehomologno spajanje krajeva (non-homologous end-
joining, NHEJ). Oba nacina popravke su spasonosna za
¢eliju, ali izmedu njih postoje brojne razlike, prvenstveno
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$to je NHEJ znatno &eséi scenario (6 7). U procesu HR kao
matrica se koristi DNA neoSte¢ene sestrinske hromatide ili
strana, egzogena DNA. Znacaj HR je prepoznat u karcino-
genezi mnogih tumora, od kojih je svakako najpoznatiji
nasledni karcinom jajnika i adenokarcinom dojki i njegova
povezanost sa defektnim BRCAI i BRCA2 genima koji su
ukljugeni u proces HR (). Za razliku od HR, kod NHEJ nije
potrebna matrica i jednostavniji je proces, ali je podlozniji
nastanku greske. U NHEJ reparatorni proteini mogu da
ligiraju krajeve lanaca ili da dejstvom polimeraza i nukleaza
ubace ili eliminiSu odredene nukleotide. Usled velike
zastupljenosti NHEJ u popravci DSBs postoji moguénost
nastanka novih mutacija, koje mogu, ali i ne moraju imati
posledice. I jedan i drugi proces dovode do ponovnog uspo-
stavljanja strukturnog integriteta DNA, ali u slu¢aju NHEJ
novonastala sekvenca &esto ne odgovara originalnoj(®).

Poceci editovanja genoma sezu do sedamdesetih godina
proslog veka kada su otkriveni restrikcioni enzimi u
bakterijskim celijama koji ih Stite od invazije bakteriofaga
(10), Restriktivni enzimi su po prvi put do tada omoguéili da
se vrSe manipulacije sa DNA i redosledom baza unutar
lanaca u prokariotskim ¢elijama $to je dalo nadu da ¢e isto
jednog dana biti moguce i u humanim celijama. Bilo je p-
trebno oko dvadeset godina da taj san postane java pri-
menom enzima meganukleaza u eukariotskim ¢elijama ¢ime
je zapoceto trasiranje puta ka ciljanim izmenama gena.
Meganukleaze su endodeoksiribonukleaze koje se normalno
javljaju unutar svih formi mikroorganizama, kao i unutar
mitohondrija i hloroplasta eukariotskih ¢elija. Njihov meha-
nizam dejstva zasniva se na sposobnosti da prepoznaju i
isecaju odredene dvolancane DNA sekvence (double-
stranded DNA, dsDNA). Sekvence su obi¢no duze od 14
baznih parova $to varira u zavisnosti od meganukleaze koja
ucestvuje u njihovom cepanju (1. 12). Glavna razlika
meganukleaza u odnsou na restriktivne enzime je u tome $to
olakSavaju mobilnost genetskih elemenata unutar celije i
kona¢no modifikaciju DNA. Razli¢ite meganukleaze imaju
visoku specificnost za odredene ciljne sekvence i nekada
nije moguce naci prirodno dostupnu meganukleazu koja
moze da se veze za deo DNA od interesa. Brojni istrazivaci
su pokusali da modifikuju meganukleaze kako bi izmenili
njihovu specifi¢nost, ali do sada nije postignut zadovo-
ljavajué uspeh (13),

Potreba za otkricem novih molekularnih alata koji bi
pokazivali vecu specifi¢nost i bili laksi za manipulaciju do-
vela je do razvoja sistema cink finger nukleaza (zinc-finger
nucleases, ZFNs) 1 efektorskih nukleaza sli¢nih aktivatoru
transkripcije (transcription activator-like effector nucleases,
TALENs) (14), ZFNs predstavljaju kompleks sastavljen iz
dva domena. Prvi domen, koji ¢ine cink finger proteini,
omoguéuje vezivanje ZFNs za odredeni deo DNA, dok
drugi domen cine endonukleaze kao Sto je npr. FokI
(Flavobacterium okeanokoites) endonukleaza koja dovodi
do DSBs. Izmenom redosleda aminokiselina nekatalitickog
dela moguce je kreirati molekularne alate koji bi se vezivali
za taéno odredenu sekvencu DNA od interesa (15). Svaki
ZFNs kompleks prepoznaje deo lanca DNA duzine preko tri
bazna para, pa bi spajanjem viSe ZFNs u velike komplekse
mogla da se poveca specifi¢nost vezivanja za odredenu
sekvencu DNA. Da bi nukleaze ispoljile svoje kataliticko
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dejstvo neophodna je dimerizacija FokI dva odvojena ZFNs
sistema koja se vezuju za suprotne lance ciljnog segmenta
DNA. Jedan od nedostataka ZFNs je moguc¢nost izmene
gena koji nisu meta (off target), $to moze dovesti do raznih
nezeljenih dogadaja. Pored toga, s obzirom da je veza unutar
dimera Cesto slaba da bi se postigla zeljena funkcija, da za
neke sekvence zbog specifi¢nosti ZNFs nije moguce kreirati
odgovarajuc¢i kompleks, kao i da je sve to postupak koji
zahteva vreme, iako su ZNFs pronasli svoju primeni u
genskom inzinjeringu, potraga za savrSenijim nacinima za
manipulaciju genomom se i dalje nastavlja (16),

TALENS svojom strukturom podseéaju na ZNFs tako $to
nastaju fuzijom domena koji sluzi za vezivanje i drugog
domena koji poseduje endonukleaznu aktivnost, pri ¢emu se
najcesce koristi FokI nukleaza. Vezuju¢i domen TALENS je
prvobitno izolovan iz Xanthonomas proteobakterija i sastoji
se iz vise monomera od kojih se svaki od njih vezuje za
jedan nukleotid unutar ciljne sekvence. TALENs pred-
stavljaju superiorniji vid modifikacije genoma u odnosu na
ZNFs posto je lakSe konstruisati kompleks sa vecom
specificnoscéu za odredeni deo lanca DNA. Medutim, i kod
TALENS je glavni nedostatak moguénost stvaranja mutacija
u genima koji nisu od interesa (17> 18),

CRISPR-Cas sistem

Grupisano, redovno razmaknuto kratko palindromsko
ponavljanje (Clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeat, CRISPR) danas predstavlja najsofisticiraniji
pristup u editovanju genoma. Prvi susret istrazivaca sa
CRISPR bio je 1987. godine prilikom prouc¢avanja genoma
bakterije Escherichia coli kada je uoceno postojanje
neobi¢ne repetitivne DNA sekvence. Medutim, prave
razmere ovog otkri¢a ostate neprepoznate sve do pocetka
21. veka i razvoja adekvatnih metoda koje ¢e znatno prosiriti
vidike vezano za primenu CRISPR u molekularnim
istrazivanjima (19). Nekoliko godina nakon otkri¢a ove
sekvence u genomu bakterija, ista sekvenca identifikovana
je i u genomu Arhea. Unutar genoma prokariota CRISPR
sekvence su komplementarne sa pojedinim stranim DNA
sekvencama kao §to je na primer DNA bakteriofaga. Iz toga
daljim ispitivanjima je zaklju¢eno da CRISPR ima ulogu u
adaptivnom imunom odgovoru prokariota. Naime, kada
¢eliju inficira virus ¢ija DNA je komplementarna sekven-
cama u genomu prokariota, bakterijska DNA ¢e se vezivati
za stranu DNA i pomo¢u nukleaze Cas (CRISPR-associated
genes, Cas) razgraditi stranu DNA (20),

Poznato je da postoje tri glavna tipa CRISPR/Cas siste-
ma sa svojim podtipovima, pri ¢emu je tip II kao najvise
istra¥en nasao naj$iru primenu u editovanju genoma (1),
Kod tipa II glavna nukleaza je Cas9 koja se vezuje za ciljnu
sekvencu DNA pomoc¢u RNA vodeée sekvence koju Cine
CRISPR RNA (crRNA) i trans-aktivirajuéa crRNA
(tractrRNA). Ove dve komponente mogu medusobno da
reaguju i da kreiraju crRNA-tracrRNA dupleks koji se
naziva vode¢a RNA (guide RNA, gRNA). Kompleks vodece
RNA mozZze da bude zamenjen jednom vodeCom RNA
(single guide RNA, sgRNA) §to dodatno pojednostavljuje
CRISPR/Cas9 sistem i nema uticaja na njegovu efikasnost
(22), Od dupleks sistema sgRNA se razlikuje po tome §to se
na 5’ kraju nalazi sekvenca koja sluzi za vezivanje za tacno
odreden deo lanca DNA preko uparivanja baza, dok 3’ kraj
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sluzi za ostvarivanje veze sa Cas9. Izmenom sekvence na 5’
kraju moze se kreirati sistem koji ¢e se vezivati za tatno
odreden deo lanca DNA. Da bi se ostvarila adekvatna veza
neophodno je da u ciljnoj DNA postoji protospacer
sekvenca za koju ¢e se vezati 5° kraj sgRNA (ili gRNA) i
prisustvo tacno odredene sekvence koja se naziva PAM
(protospacer adjacent motif) za koju se vezuje Cas9. Veliki
znacaj PAM se ogleda u Cinjenici da u odsustvu istog moze
da se desi da i pored postojanja sekvence koja je
komplementarna sgRNA Cas9 ne prepozna sekvencu od
interesa (23). Dakle, neophodno je da oba navedena uslova
budu ispunjena kako bi Cas9 mogla da dovede do DSBs na
tatno odredenom delu DNA. Kao §to je ranije opisano,
nakon nastanka DSBs aktiviraju se mehanizmi za reparaciju
DNA, pa tako koris¢enjem CRISPR/Cas9 sistema i induk-
cijom NHEJ ili HR mogu da se izbriSu, zamene ili dodaju
odredene genske sekvence (24).

Kao i kod ostalih metoda genetskog inZenjeringa i u
slu¢aju CRISPR/Cas9 postoji moguénost nastanka off target
mutacija. Da bi se to prevaziSlo selektivnom inhibicijom
kljuénih enzima NHEJ moguce je poboljsati efikasnost HR
(25). Jog jedan izazov je smanjenje verovatnoée off target
mutacija kreiranjem specifiénih tipova Cas9 nazvanih
nikaze (Cas9n) koji bi doveli do nastanka prekida samo
jednog lanca DNA i posledi¢ne popravke drugacijim pute-
vima kao §to je npr. popravka iseCene baze (base excision
repair, BER) (20) |

Alternativna primena CRISPR/Cas9 sistema

Epigenetska regulacija

Termin epigenetika se odnosi na nasledne promene ek-
spresije gena koje nisu izazvane izmenama DNA sekvence.
Epigenetski mehanizmi obuhvataju DNA metilaciju i
demetilaciju, posttranslacione modifikacije histona, pozi-
cioniranje nukleozoma i modifikacije posredstvom neko-
diraju¢e RNA. Navedeni mehanizmi pojedinac¢no ili zajedno
ucestvuju u etiopatogenezi malignih bolesti, defekata
imprintinga i odredenih naslednih bolesti (27), Epigenetska
regulacija primenom CRISPR/Cas9 sistema se odnosi na
aktivaciju ili inhibiciju specificnih genetskih sekvenci bez
izazivanja izmena u genomu. Da bi navedeno bilo moguce
koristi se posebna vrsta Cas9, tzv. endonukleaza deficijentna
Cas9 (dCas9), koja nema kataliticku aktivnost, ali zadrzava
sposobnost da se vezuje za specificnu sekvencu DNA.
Princip epigenetske regulacije pomocéu CRISPR/Cas9
sistema jeste spajanje dCas9 sa domenima koji mogu da
deluju kao aktivatori ili supresori transkripcije preko
modulacije odredenih epigenetskih mehanizama (28),

Regulacija ekspresije gena na nivou transkripcije

Ciljanjem odredenih sekvenci DNA pomoc¢u dCas9
moguce je delovati na transkripciju gena. Aktivacija gena
(CRISPRa) se moze posti¢i vezivanjem dCas9 za tran-
skripcioni aktiviraju¢i domen, dok se genska represija
(CRISPRi) moze posti¢i izazivanjem brojnih procesa koji
konacno preveniraju inicijaciju, elongaciju ili terminaciju
transkripcije RNA (29,

Izmena baza

Izmena baze je vrsta genetskog inzinjeringa u kojoj se
izaziva ireverizibilna konverzija jednog baznog para u
odredenom genskom lokusu bez potrebe za raskidanjem
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lanaca DNA 30). T u ovom slucaju koristi se dCas9 uparena
sa enzimom koji sluzi za modifikaciju jednog lanca DNA.
Postoje dve kategorije enzima za izmenu jednog lanca DNA:
bazni editori citozina (cytosine base editors, CBE) i bazni
editori adenozina (adenosine base editors, ABE), pa je
moguce izazvati 4 vrste promena (C—T, T—»C, G—A i
A—QG). Na ovaj nacin postoji mogucnost da se ispravi oko
25% humanih patogenih promena koje su uslovljene
polimorfizmom jednog nukleotida G1).

Prime editing

Primenom prime editinga moguce je izazvati svih 12
promena iz baze u bazu bez prisustva donorske DNA zato
Sto se prime editing ne zasniva na izazivanju DSBs. Princip
na kom se zasniva prime editing je postojanje prime editing
vodeée RNA (prime editing guide RNA, pegRNA) i nCas9
fuzionisane sa reverznom transkriptazom (nCas9-RT).
Reverzna transkriptaza je RNA-zavisna-DNA polimeraza
koja koristi sekvencu iz pegRNA kao matricu. Postoje tri
sistema prime editinga za primenu u humanim ¢elijama koji
se razlikuju u termostabilnosti, procesivnosti, afinitetu,
aktivnosti 1 mnogim drugim osobinama. Kao posledica
svega toga razlikuje se i njihova uspesnost 32),

Pristupi u aplikaciji CRISPR/Cas9 tehnologije

Mnoge bolesti koje su uslovljene odredenim genetskim
mutacijama su trenutno neizlecive i njihov tretman se svodi
na produzavanje zivota i pruzanje palijativnih mera. Edito-
vanje genoma daje nadu da ¢e izleCenje velikog broja genet-
skih bolesti, ali i mnogih drugih kao Sto su maligne bolesti,
HIV infekcija, degenerativne bolesti i druge, biti moguce.
Postoji vise ideja, a samim tim i pristupa na koji nacin i u
kom tipu Celija se editovanjem genoma moze uticati na tok i
ishod bolesti (33), Jedan od pristupa je ex vivo gde se
modifikacija genoma vrsi u ¢elijama van organizma nakon
cega se izmenjene celije transplantiraju nazad u organizam.
Drugi pristup je modifikovanje genoma in vivo gde se
izmene genoma vrSe u ¢elijama koje su unutar organizma,
Sto zahteva adekvatan nacin dopremanja CRISPR/Cas9
sistema, $to ¢e kasnije biti detaljnije objasnjeno. Tre¢i pri-
stup je in vitro koji je rezervisan za ispitivanja van orga-
nizama 34, Ukoliko se na¢ine modifikacije genoma unutar
somatskih ¢elija organizma neée do¢i do izmena u narednim
generacijama. Medutim, editovanje genoma gameta ili
zigota dovodi do izmena naslednog materijala unutar svih
¢elija organizma koji se razvija iz tog zigota. Na ovaj nacin
nastaju promene koje se mogu prenositi u naredne
generacije, §to daje nadu da ¢e biti moguce iskoreniti bolesti
koje pogadaju sve ¢lanove porodice (39,

CRISPR/Cas9 sistemi koji se koriste u istrazivanjima na
humanim ¢elijama vode poreklo iz prokariotskih ¢elija. Prvi
adaptirani sistem su 2012. godine izolovale Jennifer Doudna
i Emmanuelle Charpentier iz bakterije Streptococcus
Pyogenes, koji je po bakteriji nazvan SpyCas9 (30). Ovo
otkriée izazvalo je veliko interesovanje nau¢ne zajednice §to
je dovelo do izolovanja sistema i iz nekih drugih bakterija
kao $to su SaCas9 (Staphylococcus aureus) 37), NmCas9
(Neisseria meningitidis) 38), FnCas9 (Francisella novicida)
(39) i mnogi drugi. Svaki od njih se vezuje za razli¢ite PAM
i ima razliitu aktivnost, $to treba uzeti u obzir prilikom
kreiranja specifi¢nih sistema za modifikaciju gena.
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Naredni veliki izazov u editovanju genoma predstavlja
nacin uvodenja CRISPR/Cas9 sistema u ¢eliju i koji nosac
koristiti. Postoje tri glavne kategorije nosaca sistema: (1)
DNA plazmid koji kodira i Cas9 protein i gRNA, ) mRNA
za Cas9 protein i odvojena gRNA i 3) Cas9 protein sa
gRNA (ribonukleoproteinski kompleks). Cesto ée izbor no-
sata zavisiti od njegove kompatibilnosti sa nacinom
insercije u ¢eliju ili u zavisnosti od toga da li se radi o in
vivo, in vitro ili ex vivo pristupu (40),

Nacini uvodenja CRISPR/Cas9 sistema u ¢eliju mogu da
se podele u tri kategorije: fizicke metode, metode primene
virusnih i ne-virusnih vektora. Svaku metodu karakterisu
prednosti i nedostaci koji uslovljavaju i ograni¢avanju nji-
hovo mesto u editovanju genoma. Tipi¢ni predstavnici fizi-
¢kih metoda su mikroinjektovanje i elektroporacija.

Mikroinjektovanje predstavlja direktno ubacivanje
nosaca u Celiju pomocu mikroskopa i igle dijametra 0,5-5
pm. Zbog toga $to zaobilazi brojne barijere u vezi sa ekstra-
celularnim matriksom i prolazom materija kroz Celijske
membrane i citoplazmatske komponente, mikroinjektovanje
ima efikasnost isporuke od gotovo 100%. Medutim, primena
ove metode zahteva visokospecijalizovane laboratorije i
obuceno osoblje, a zbog specificnosti izvodenja in vivo pri-
mena nije trenutno mogucéa, ali je pogodna u ex vivo ili in
vitro pristupu (4D,

Elektroporacija se zasniva na kori$¢enju visoko-vol-
taznih elektri¢nih pulseva §to dovodi do prolaznog otvaranja
nanometarskih pora u ¢elijskoj membrani kroz koje
komponente CRISPR/Cas9 sistema mogu da udu u celiju.
Potrebno je napraviti selekciju ¢elija koje su otpornije na
stresogene faktore, zato §to visoko-voltazni elektri¢ni pulse-
vi mogu da dovedu do smrti osetljivih ¢elija. Za razliku od
mikroinjekcije, elektroporacija bi mogla da se primeni i u in
vivo uslovima (42),

Kao virusni vektori najviSe su ispitivani adenovirusi
(AV), lentivirusi (LV) i1 adeno-asocirani virusni vektor
(AAYV). Virusni vektori su pogodni za primeni in vitro, ex
vivo 1 in vivo. Za razliku od LV i AV do sada nije dokazano
da AAV izaziva bolest kod ljudi. Pored toga, postoji mnogo
serotipova AAV, tako da ukoliko se razvije imunski
odgovor na neki od njih, moze se lako naéi zamena. Veliko
ogranicenje virusnih vektora jeste njihova veli¢ina, tj. mora
se pazljivo odabrati pogodan virusni nosa¢ u koji mogu da
se upakuju komponente sistema (40),

Ne-virusni vektori podrazumevaju pakovanje kompo-
nenti CRISPR/Cas9 sistema u razne prirodne ili sinteticke
vektore kao S§to su na primer lipidne nanopartikule
(lipozomi), peptidi koji penetriraju celiju, nanopartikule
zlata i mnoge druge. Ove metode su takode pogodne za in
vivo, in vitro i ex vivo primenu, a zasnovane su na sposob-
nosti nosata da posreduju u transportu komponenti
CRISPR/Cas9 sistema kroz ¢elijske membrane, kao i da ga
dopreme u stabilnom obliku do ciljnih éelija (40).

Eticke dileme u vezi sa editovanjem genoma

Rastuéi broj novih metoda genetskog inzinjeringa otvara
nam mogucénost potencijalne primene u leenju mnogih za
sada neizleCivih oboljenja, ali istovremeno predstavlja i
velike izazove za modernu nauku i pravo (43). Prednosti
CRISPR tehnologije nisu upitne, ve¢ potencijalna zloupo-
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treba s obzirom da jo§ uvek ne postoji jedinstveni regu-
latorni okvir. O socijalnim, pravnim i etickim implikacijama
genetske modifikacije vodene su rasprave jo§ sedamdesetih
godina proslog veka, kada se prvi put i javila ideja o poten-
cijalnim benefitima i moguénostima genske terapije (44).
Prva zemlja koja je, u nekom obliku, dozvolila manipulaciju
humanim genetskim materijalom je Velika Britanija koja je
2015. godine dozvolila primenu tehnologije zamene
mitohondrija. Ova tehnologija je razvijena u cilju da se pre-
kine niz oboljevanja u porodicama od bolesti koje su
uzrokovane mutacijama u mitohondrijalnom genetskom
materiju tako Sto ¢e primenom odredenih metoda biti kreiran
zigot sa donorskim, zdravim mitohondrijama 45). U svetu je
do danas odobren tek mali broj genetskih terapija Ciji se
efekti i dalje prate i redovno evaluiraju (46). Ukoliko se
pokaze da su rezultati dobijeni tehnologijom CRISPR/Cas9
nauc¢no utemeljeni i validni, sigurno je pomisliti da nam u
skorijoj buduénosti predstoje znacajne promene u preven-
ciji, dijagnostici i le€enju raznih bolesti primenom genetske
modifikacije (47). Narogitu paZnju bi trebalo posvetiti zastiti
ljudi koji ucestvuju u istrazivanju, $to Cesto moze da
podrazumeva preminule osobe ili pripadnike vulnerabilnih
populacija kao §to su na primer deca 48). Zbog toga neopho-
dno je blagovremeno urediti pravna, socijalna i eticka
pitanja u vezi sa tako kompleksnim postupkom kao $to je
editovanje humanog genoma.

ZAKLJUCAK

Otkrice CRISPR/Cas9 sistema predstavlja jedno od
najznacajnihih otkri¢a u oblasti editovanja genoma. O tome
koliki je znaCaj ove tehnologije govori Cinjenica da su
naucnice najzasluznije za njegovu populaciju (Jennifer
Doudna i Emmanuelle Charpentier) 2020. godine dobile
Nobelovu nagradu za hemiju. Nema sumnje da ée nas genet-
ski inzinjering znatno pribliziti potpuno personalizovanoj
medicini, ali postoji mnogo nejasnoca i tehnickih pitanja na
koja treba dati odgovor. Neophodno je dalje ispitati
kratkoro¢ne i dugoro¢ne efekte primene na Zive organizme i
njihovo potomstvo. Dalje rasprave na globalnom nivou su
potrebne da se uobliCi i razmotri postoje¢a regulatorna i
eticka politika kako bi se adekvatno odvijao dalji razvoj
editovanja genoma primenom CRISPR-Cas sistema.
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Abstract

Genome editing is a concept that has been developing for decades and is considered one
of the most significant achievements of modern science, with the potential to advance per-
sonalized medicine. Among various methods, the CRISPR-Cas technology stands out due
to its efficiency and precision, making it particularly important for biomedical applica-
tions. The aim of this paper was to briefly explain the fundamentals of genome editing,
with a special focus on the CRISPR-Cas system. This technology shows great potential for
biomedical applications, especially in the treatment of genetic disorders. Its advantages,
such as ease of use and high specificity, make it a key tool in contemporary research.
However, despite promising results, numerous challenges still hinder its widespread appli-
cation. In addition to technical limitations, ethical and legal issues remain open, requiring
further research and regulatory frameworks.
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