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Abstract:

CRISPR is a recent discovery regarding adaptive immunity in prokaryotes against viruses and a
breakthrough in genetic engineering. With a little help from the scientific community, CRISPR can be used
to practically modify any kind of DNA, not just only eliminate viruses’ DNA. This method is so precise that
it can cut down to a single letter of the DNA strand. The future medicine using CRISPR-based methods can
be able to solve any kind of human disease like cancer and could even slow down the aging process. We
started with Cas9 and Cpfl nucleases and better methods are being developed. Who would know that an old
immune system like this can have the power to obliterate almost any kind of disease?
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Introducere

Editarea geneticd este un proces vechi si
important pentru dezvoltarea umanitatii. La
inceput aceasta se facea fard a cunoaste detalii
despre genotip si se efectua doar pe baza
fenotipului, reprezentand inca de acum cateva
mii de ani solutia ideald pentru supravietuire.
Primele ,,modificari” genetice s-au efectuat n
domeniul agriculturii prin selectia celor mai
bune soiuri de plante si clonarea acestora, lucru
ce a marit cantitatea de productie a plantelor
cultivate. Un proces asemanator a transformat
diferite specii de lupi in speciile canine de
astdzi; insd aceste modificari au fost facute in
mare parte neintentionat, fard cunoasterea
implicatiilor pe care le vor avea.

Urmatorul pas a fost simpla descoperire
a codului vietii, limbajul genetic format din
patru ,litere” care reprezinta bazele acidului
dezoxi-ribonucleic: A (adenind), C (citozina), G
(guarina) si T (timind). Aceste 4 litere codifica
toate informatiile unui anumit organism intr-0
structura spiralatd numitda ADN. Odatd cu
aceastd descoperire a aparut si dorinta de a
putea modifica codul genetic; daca ADN-ul este
»cartea de instructiuni” a fiecarui organism.
Atunci ce s-ar intdmpla dacd am putea
imbunatati aceste instructiuni?

Inainte de a imbunatitirea codului
genetic uman, preocuparea principald ar fi

repararea atunci cand este cazul. Stim deja ca
existd boli cauzate de defectiuni ale acestor
instructiuni; de exemplu, existd o multitudine de
defectiuni care provoaca cancer, o boalad
incurabili care a existat dintotdeauna. In
realitate sansele sunt ca Insasi imbdatranirea sa
fie o masura de protectic a naturii impotriva
cancerului. Astfel au aparut diferite tehnologii
de modificare a ADN-ului Tn mod direct, nu
numai prin selectie naturald. Modificarea unui
cod atat de complex nu este o sarcind simpla,
motiv pentru care s-au facut prea putine
imbunatatiri cu costuri mult prea mari. Studierea
unei secvente mai ciudate in codul genetic al
unor bacterii a dus la dezvoltarea unei
tehnologii noi de modificare a genotipului,
prima tehnologie cu potentialul unei rate de
succes de 100%!

Aceastd secventd de ADN a primit
numele CRISPR locus [6], iar impreund cu
genele si cu proteinele Cas (CRISPR associated)
formeazd un sistem de protectie avansat
impotriva virusilor si a plasmidelor.

Imunizarea Tmpotriva unui anumit virus
se dobandeste in urma unei infectii, astfel: in
cazul Tn care organismul infectat de virus
supravietuieste atacului, acesta copiaza si
stocheaza o portiune din ADN-ul virusului Tn
regiunea CRISPR locus. Diferitele coduri
genetice stocate au primit denumirea de
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»spatiatoare” (din engleza, spacers) care sunt
delimitate de secvente de ADN denumite
repetatoare (din englezi repeats). In cazul unei
viitoare invazii a aceluiasi virus, sistemul
imunitar al bacteriei va folosi spatiatorul
respectiv pentru a ,,incarca” o proteina Cas cu
molecule ghid-ARN (gARN) care cauta o
potrivire cu ADN-ul virusului in cauza. Atunci
cand gaseste o potrivire de aproape 100%
gARN va distruge secventa respectiva [5].

De mentionat este faptul ca moleculele
Cas reprezintd de fapt niste nucleaze (enzime
care pot degrada moleculele de ADN si ARN)
[11].

Vechile metode de modificare a
genomului aveau o rata de succes foarte mica,
lucru ce ducea la putine rezultate intr-un timp
indelungat (cu toate ca raportul de cost/actiune
era mic, rata de esec crestea cantitatea de bani
investiti per proiect).

Molecula ADN-ului uman mai are o
proprictate interesanta, aceea de a fi cea mai
mare moleculd cunoscutd. Dacd am putea sa
desfasuram molecula de ADN uman aceasta s-ar
apropia de trei metri lungime. Este usor de
concluzionat faptul ca o astfel de macro-
moleculd poate fi foarte instabild si Tn aceste
conditii ne putem gandi la doua tipuri de
radiatie care ar putea crea mutatii (modificari in
codul genetic, de multe ori aparute In mod
accidental). Prima este radiatia electromagnetica
ionizanta. Acest tip de radiatie (reprezentatd de
lumina ultravioleta, radiatiile X si gama) ofera
electronilor de pe ultimele straturi ale atomilor
suficienta energie pentru a se elibera de legatura
electromagnetica lasand In urma ioni pozitivi.
Aceastd pierdere de electroni poate tdia
legdturile atomice dintr-o moleculd iar cu cat
molecula este mai mare, cu atat este mai usor de
nimerit si mai usor de destabilizat.

Celalalt tip de radiatie periculoasd este
reprezentati de radiatia neutronici. In urma
unor reactii nucleare de fisiune un nucleu
instabil al unui atom foarte greu se poate
transforma intr-o structura mult mai stabila din
punct de vedere energetic eliberand particule
alpha (nuclei de He formati din 2p+ si 2n°),
neutroni, neutrino si energie. Energia se
elibereaza sub formd de fotoni sau sub forma de
energie cineticd oferitd partilor rezultante. Cu
toate ca particulele neutrino au sarcina electrica
0, au dimensiuni extrem de reduse si de obicei

nu afecteaza mediul prin care trec, particulele
alpha sunt incarcate pozitiv si usor incetinite de
materia bogatd in electroni prin care Incearca sa
treacd; radiatia neutronicd este extrem de
periculoasa deoarece este formatd din particule
relativ mari, cu multd energie cineticd si cu
sarcind electrica 0 — asta le face imposibil de
incetinit de catre fortele electromagnetice, astfel
putand transfera energia doar in mod direct (la
fel ca un glont), iar ADN-ul este o tinta foarte
mare pentru un astfel de atac.

Folosind astfel de radiatii se pot obtine
mutatii In mod aleator, metoda folosita destul de
des sub forma iradierii intentionate a plantelor,
animalelor sau a procariotelor. Ideea principala
ar fi aceea ca uneori o mutatie aleatorie ar putea
sa ofere un rezultat interesant.

Virusii  sunt entitdti care  sunt
reprezentate de obicei de o capsula proteica (sau
capsidd) in care se afla genomul viral
reprezentat de o moleculd de ADN sau o
molecula de ARN. Datoritd dimensiunilor
incredibil de mici (8nm-500nm) acestea pot
trece prin filtrele  construite  Tmpotriva
patogenilor (de asemenea virusii au putut fi
studiati in mod optic abia dupd inventarea
microscopului electronic). Nu pot fi considerate
organisme Vvii datorita faptului ca nu au nici un
fel de metabolism, dar cu toate acestea au o
modalitate de reproducere; au capacitatea de a
infecta o celula gazda prin injectarea propriului
genom care va incepe crearea de copii ale
virusului folosind resursele celulei infectate, iar
in final virusii noi aparuti parasesc victima
distrugadndu-i membrana celulara. Fiind totusi
entitati extrem de simple putem obtine virusi cu
genom artificial al carui comportament poate fi
manipulat. Rezultatul a fost inventarea unei noi
metode de modificare a codului genetic prin
folosirea unui virus pentru injectarea unei
anumite secvente de ADN. Cu toate cad virusii
sunt construiti pentru injectarea propriului
genom viral intr-o celuld astfel incat sa poatd
transforma celula infectata intr-o fabrica de alti
virusi, nu se poate sti unde se va introduce
secventa de ADN in cauza; astfel de modificari
aveau deci o ratd de esec foarte mare.

Probabil cea mai intuitiva metoda
primitivd de modificare geneticd este efectiv
injectarea de ADN 1in nucleul unei celule.
Totusi, introducerea genelor direct in nucleul

35



Referat general

IMB. nr. 2-2016

celulelor are o rata de esec chiar mai mare decat
metoda virusilor modificati.

O ultima optiune referitor la tipurile de
modificari genetice posibile este taierea lantului

genetic, lucru care a oferit rezultate
surprinzatoare datorita modului in care celulele
afectate pot raspunde pagubelor aduse

genomului. Astfel, existd doud moduri in care o
celula eucariotd ar putea raspunde la o portiune
de ADN lipsa:

1.Sistemul de reparare a ADN-ului va
lua cele 2 capete ale ADN-ului taiat si le va lipi,
ignorand complet genele care au fost tdiate;
acest raspuns din partea celulelor ne permite sa
dezactivim anumite gene definitiv:

2. In locul ramas liber, celula incearcd s
repare  ADN-ul iar acest lucru se intdmpla
adesea copiind o genda asemanatoare pe care o
are deja; de exemplu, in cazul genomului uman
unde avem doud copii ale aceleasi gene (de la
cei 2 parinti) se va utiliza gena rdmasa neatinsa.
Acest sistem poate fi pacalit totusi daca, o data
cu taierea secventei tintd se pune la dispozitie o
gend injectatd care are capetele identice cu
secventa ce urmeazd a fi copiatd din
cromozomul pereche; acest lucru permite
introducerea de gene noi dezvoltate in laborator.
Un alt lucru interesant la acest tip de modificare
a ADN-ului este faptul ca se poate utiliza pe
organisme Vii.

Una din metodele de modificare genetica
bazatd pe intreruperea lantului dezoxiribo-
nucleic o reprezintd nucleaza “Zinc-Finger”.
ADN-ul lezat se poate modifica prin procesul de
,recombinare omogend” in urma caruia celula
va folosi gene asemanatoare ce pot fi introduse
artificial. Dezavantajul este reprezentat de
crearea unui design complicat, 3D, pentru o
anumita proteind care afecteazd o anumita zona
de ADN cu alte cuvinte pentru fiecare
modificare genetica doritd este necesara crearea
unei noi proteine; lucru foarte laborios care
necesitd foarte mult timp. Un astfel de proces
poate dura ani pentru obtinerea rezultatului
dorit. Cu toate acestea aceasta metodd ne-a
oferit tehnologia necesara de a folosi
recombinarea omogena in avantajul nostru [2].

CRISPR Associated Protein 9
Cas9 este o endonucleaza descoperitd in
sistemul CRISPR al bacteriei Streptococcus

pyogenes, acest sistem fiind mult mai usor de
studiat ca alte sisteme de acest gen [1].

Cas9 functioneazd utilizdnd doua
molecule de ARN; CRISPR ARN (crARN) si
un trans-activ. ARN (tracrARN) ce formeaza
impreuna un ghid duplex ARN [3]. In 2012
Jennifer Doudna si Emmanuelle Charpentier au
reusit sa modifice sistemul Cas9, astfel Tncat
acesta sa functioneze utilizdnd o singurd
molecula gARN obtinutd prin fuziunea crARN
si tractARN. Acesta a fost un avantaj tehnologic
imens care a dus la dezvoltarea unei noi metode
de modificare geneticd intitulatd, intuitiv,
CRISPR/Cas9 [7].

O alta utilitate oferita de Cas9 este faptul
ca se poate folosi pentru a dezactiva anumite
gene. Astfel, daca Cas9 este modificata pentru a
nu putea tdia secvente de ADN, aceasta doar se
va lipi de ADN-ul tinta dezactivand genele
respective, acestea putand fi reactivate mai
tarziu. Aceasta s-a dovedit astfel a fi metoda
ideald pentru a studia modul in care genotipul
afecteaza fenotipul unui organism.

In comparatie cu metodele predecesoare,
CRISPR/Cas9 ofera o metoda eficienta si rapida
de a modifica codul genetic, reducand timpul de
cercetare pentru o anumita gena la cateva
saptamani; permitand si modificari multiple de
gene (multiplex).

Tn prezent, cele mai relevante domenii de
studiu  sunt reprezentate de  aplicarea
modificarilor ~ genetice  pentru  tratarea
cancerului, crearea medicamentelor impotriva
virusilor pentru care nu exista inca tratament si
rezolvarea majoritatilor bolilor genetice. Toate
acestea sunt posibile mai ales datorita

Daca am analiza alte domenii in care s-
au facut astfel de descoperiri pentru a putea face
predictii ale viitorului (lucru usor de facut
datorita noutdtii domeniului  genetic  si
experientei 1n alte domenii mai vechi)
descoperirea este comparabild cu inventarea
microcontrolerelor in  domeniul electronicii.
Astfel, la Tinceput, atunci cand se dorea
indeplinirea unei anumite sarcini de cétre un
circuit electric, era necesard construirea sau
modificarea acestuia in mod fizic, lucru ce

g eyt

datorita timpului necesar si a costurilor relativ
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crescute. Introducerea microcontrolerelor a dus
la posibilitatea programarii unor circuite
electronice folosind un software care poate fi
modificat usor si rapid si care nu necesita niciun
cost suplimentar.

Revolutia incredibild adusd de acest
lucru Tn lumea tehnologiei ne poate forma o idee
despre ce ne-ar putea aduce tehnologia
modificarii genetice utilizind CRISPR care
poate fi reprogramat doar prin schimbarea
gARN.

Cu toate avantajele pe care le reprezinta,
domeniul Ingineriei Genetice se confruntd in
continuare cu multe probleme, si anume:

- Inca nu stim cu exactitate cum aleg
celulele afectate metoda de reparare a ADN-ului
lucru care poate duce la unele esecuri privind
adaugarea de gene noi;

- Cas9 1si alege tinta aproape de fiecare
datd in mod corect, totusi, se poate Intdmpla ca
atunci cand gaseste o secventd foarte
asemanatoare cu cea oferitd de gARN sa taie 1n
portiunea gresitd; chiar daca acest proces are
rata de succes foarte mare, dacd consideram
modificarea genetica a unui organism cu numar
mare de celule (cum ar fi, un adult), atunci
micile defecte se pot acumula, lucru dezastruos
in cazul afectarii unor celule canceroase care
deja au defecte genetice;

- Modificarea genelor ih mod treptat in
interiorul unui organism poate duce la

- Cu toate ca s-au redus foarte mult
costurile si rata de succes a modificarilor
genetice, ramane in continuare un proces destul
de costisitor.

CRISPR/Cpfl

Unele din defectele enumerate mai sus
referitoare la metoda CRISPR/Cas9 ar putea fi
rezolvate prin studierea unui alt sistem CRISPR
descoperit mai recent, Cpfl (CRISP from
Prevotella and Francisella 1) descoperita in
bacteria Francisella novicida.

Spre deosebire de Cas9, Cpfl ofera
flexibilitate marita prin folosirea in mod natural
a unui singur gARN; o metoda de taiere mai
eficienta, deoarece, spre deosebire de Cas9 care
taie complet o anumitd secventd de ADN; Cpfl
poate taia doar o jumatate de spirala. Datorita
acestui lucru Cpfl este mult mai eficienta n
cazul adaugarii secventelor genetice (in timp ce

Cas9 ramane ce-a mai bund optiune pentru
tdierea unor gene) iar un ultim avantaj este
posibilitatea multiplexarii folosind o singura
proteind, Cpfl oferind posibilitatea de a taia
diferite secvente de ADN [12].

Cu toate acestea cercetarile referitoare la
Cpfl sunt necesare iar, cel mai probabil, cele 2
metode vor putea fi folosite impreuna astfel
Cas9 este mult mai eficient atunci cand vine
vorba de precizie in tdiere si de vitezd, oferind
solutia potrivitd pentru modificarea la timp a
celulelor ce se divid rapid (celule canceroase)
permitand editarea cu succes a celulelor care nu
se pot diviza (incluzand celulele nervoase) si
introducerea pe viitor a unor insusiri care pot, de
exemplu, imbunatati sistemul imunitar.

Implicatii

Soarecii de laborator, ca intotdeauna,
sunt primii din regnul animalia care testeaza
aceasta metoda modernd de modificare genetica.
Pe langa modificarea cu usurintd a embrionilor
soarecilor pentru activarea unor gene referitoare
la culoarea parului; totusi deja se incearca
crearea unui tratament impotriva HIV [8].

CRISPR V.S. HIV

Animalele infectate cu HIV au fost
injectate cu proteine Cas9 proiectate pentru
distrugerea genomului viral respectiv; injectia s-
a efectuat ntr-o portiune a cozii si a dus la
distrugerea a peste 50% din virusiit HIV. Totusi,
in doar 2 saptamani virusul HIV a devenit imun
la sistemul CRISPR/Cas9 modificandu-si cu
succes ADN-ul in zona tintd a gARN. inci nu se
cunosc cauzele exacte, dar cu sigurata HIV se
poate adapta mai rapid decét era anticipat; cu
toate acestea unii cercetdtori afirma cd tocmai
aceastd adaptabilitate a virusului 1-a facut
incurabil, nu numai ca la fiecare tratament anti-
viral acesta a cdpatat imunitate dar reuseste cu
succes sd se adapteze la sistemul imunitar al
omului. Dat fiind faptul cd CRISPR este o
metodd asemadndtoare cu interferenta ARN din
celulele eucariote, probabil ca era de asteptat o
astfel de 1infrangere. Totusi, avem aceastd
metodd, avem virusii care au devenit rezistenti
in laborator si avem posibilitatea de a dezvolta
un arsenal biologic Tmpotriva virusului HIV sau
a altor patogeni foarte adaptabili astfel Tncat
secvente mai mari de genom pot fi atacate pana
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la punctul in care selectia naturald nu va mai
putea face fata [13].

CRISPR V.S. Malaria Virus

Oricat de ciudat ar suna, momentan cel
mai mare inamic al umanitatii este: tantarul.
Tantarii reprezintda un curier excelent pentru
virusii care au ca tintd corpul uman. Sunt mici,
multi si se hranesc cu sangele nostru. O datd
muscat de un tantar acesta injecteazd un
anticoagulant cu scopul de a pastra sangele
proaspat cat ii este necesar pentru digestie. O
datd cu aceastd substantd pot intra In corp
diferiti virusi care provoaca boli precum: febra
galbena, Dengue, West Nile, encefalite virale,
filorioza limfatica, zika, tularemie, malarie si
multe altele. Nu e de mirare deci, faptul ca
umanitatea considera eradicarea tantarilor; n
conditiile in care anual se imbolnavesc intre 300
si 500 milioane de oameni de malarie din care
aproximativ. 1-3 milioane mor anual iar
majoritatea sunt copii. O Gena Drive este o gena
modificata care are abilitatea de a avea o rata de
succes mai mare de 50% de a se copia in unul
din celulele sexuale obtinute prin meioza.
Aceasta se obtine cu ajutorul unor endonucleaze
care au rolul de a taia gena pereche Tn momentul
diviziunii; am vazut ca in general aceasta taiere
este urmatda de recombinarea omogena care va
permite duplicarea genei dorite. Cu o astfel de
metoda s-au obtinut rezultate pozitive Tn peste
95% dintre cazuri (in cazurile de aproximativ
5% mai improbabile genele s-au reparat prin
simpla lipire a capetelor taiate sau nu s-a taiat la
locul potrivit). Genele drive nu tin cont de
selectia naturald iar asta ne permite sa
modificam o intreagd specie de insecte pe
parcursul catorva ani (desi, o astfel de
modificare pe oameni ar dura milenii pentru a
putea fi realizata). Si astfel s-au facut modificari
genetice referitoare la 3 gene responsabile
pentru reproducerea tantarilor [4].

Responsabilitati

Referitor la acest topic, trebuie intr-
adevar sa gandim foarte bine actiunile pe care le
luam. Metodele descrise si existente sunt relativ
usor de folosit dar mai greu de controlat. De
exemplu; o data ce ai eliberat o gena drive ntr-o
populatie cel mai probabil nu o sa o mai poti
opri In timp util, mai ales daca este vorba de
insecte. Avem dreptul de a extermina o rasa de

tantari? Sau, avem dreptul de a salva milioane
de oameni anual? Tn plus, sunt grupuri de
cercetatori care  analizeazd  posibilitatea
imunizarii populatiei de insecte in cauza pentru
a nu fi necesar un xenocid. Cu toate acestea nu
ar fi prima datd cand am vedea o mutatie la un
astfel de virus care 1l face mai puternic.

Alte probleme de eticd vor aparea si la
oameni: sigur, tratarea bolilor incurabile va fi un
pas important al umanitatii; dar dupa ce ne
obisnuim cu ideea de a modifica genetic
embrionul uman, cat de departe am putea merge
cu imbunatatirea caracteristicilor naturale? Daca
se poate sa facem un copil rezistent la cancer, de
ce sa nu ii oferim si un sistem imunitar mai
bun? De ce sd nu ii oferim si un metabolism
astfel Incat s nu se confrunte cu problema
obezitdtii? Sa 11 dam si o constructie mai
musculoasd? Mai inalt? Cat de departe putem
merge si sd ne consideram inca umani? [10]

Tn concluzie, “genetic engineering” ar
putea curand sa devind o noua ramura a stiintei
cu care vom putea modifica organisme si chiar
specii ntregi, incluzdnd umanitatea. Toate
acestea sunt posibile datoritd unor lungi studii
efectuate pe codul genetic care s-au dezvoltat de
la crearea de mutatii aleatorii, injectarea ADN-
ului cu ajutorul unui virus modificat pana la
taierea cu precizie chirurgicala a codului genetic
efectuata de nucleaze. Analiza sistemului
imunitar dezvoltat impotriva virusilor de tip
CRISPR descoperit in bacterii si in archaea a
facut ca metoda cea din urma enumerata sa fie
efectuatd in mod rapid si eficient spre deosebire
de predecesorul ,,Zinc-Finger”.

Avem astfel uneltele necesare pentru a
schimba viata asa cum o stim, mai raman doua
lucruri de rezolvat: Tmbunatitirea lor si
responsabilitatea venitd cu o astfel de putere.

Multumiri: Aceasta lucrare este sustinuta de
fondurile structurale ale proiectului PRO-DD
(POS-CCE, 0.2.2.1., ID-ul 123, SMIS 2637, ctr.
nr 11/2009)
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