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cRISPR (ang. clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats) to obecne w organizmie bak-
terie krótkie, regularnie rozmieszczone, powtarza-

jące się sekwencje palindromowe DNA, poprzedzone lub 
oflankowane genami białek Cas. Chociaż zostały zidentyfi-
kowane po raz pierwszy w 1987 roku [1], to dopiero w 2005 
odkryto ich dokładną funkcję [2-4]. Sekwencje te okazały 
się być częścią systemu obrony organizmów prokariotycz-
nych (bakterii i archenów) przed elementami genetycznymi 
pochodzenia egzogennego. 

Insercja sekwencji bakteriofagów (wirusów ataku-
jących bakterie) do locus CRISPR bakterii powoduje 
odporność na infekcję danym fagiem. System CRISPR/
Cas stanowi więc prymitywny odpowiednik ludzkiego 
mechanizmu odporności swoistej.

 W 2012 roku, Jennifer Doudna i Emmanuelle Charpentier 
odkryły, iż system CRISPR/Cas9 można odpowiednio zapro-
gramować, aby modyfikował DNA u każdego innego orga-
nizmu [5]. Metoda ta jest tania, szybka i łatwa w użyciu, co 
teoretycznie daje nieograniczone możliwości terapii genowej. 
Stworzenie precyzyjnych „nożyczek od genów” spowodowa-
ło, iż odkrywczynie otrzymały Nagrodę Nobla w dziedzinie 
chemii w 2020 roku.

Mechanizm działania systemu CRISPR/Cas
System CRISPR/Cas składa się z trzech etapów: adapta-

cji, ekspresji i interferencji [5, 6]. Podczas pierwszego etapu, 
wirusowy lub plazmidowy fragment sekwencji DNA o długo-
ści od 21-72 nukleotydów zostaje włączony do locus CRISPR.  
Procesowi temu towarzyszy duplikacja końcowej sekwencji 
celem zachowania architektury prostych powtórzeń w geno-

mie.  Dokładny mechanizm integracji nie jest znany; sugeruje 
się jednak, iż kluczową rolę pełnią tutaj endonukleazy Cas1 
i Cas2.

Po włączeniu sekwencji do locus powstaje pierwotny trans-
krypt, który po katalizie przez endorybonukleazy (m.in. Cas6 
lub Cas9) staje się dojrzałym CRISPR RNA (crRNA), częściowo 
komplementarnym do egzogennego materiału genetycznego. 
Proces dojrzewania może natomiast kontrolować niewielka 
cząsteczka RNA, częściowo komplementarna do pre-crRNA, 
nazwanego tracrRNA (ang. trans-activating crRNA), również 
kodowana przez locus CRISPR. Białka Cas oraz crRNA tworzą 
kompleks rybonukleoproteinowy, który po rozpoznaniu swo-
istych sekwencji prowadzi do hydrolizy wiązań fosfodiestro-
wych, w rezultacie powodując degradację faga lub plazmidu. 

Edytowanie genomu za pomocą CRISPR/Cas9
W metodzie tej nie ma etapu adaptacji – niezbędne ele-

menty systemu muszą zostać dostarczone z zewnątrz [5, 6]. 
W tym celu projektuje się plazmid, w którego skład wchodzą 
geny kodujące białko Cas9 oraz odcinek sgRNA (ang. sin-
gle guide RNA), będący połączeniem tracrRNA oraz crRNA. 
Powstały w stranfekowanej komórce kompleks Cas9-sgRNA 
poszukuje komplementarnej sekwencji, a następnie endonu-
kleaza Cas przecina obydwie nicie DNA. Te z kolei są naprawia-
ne przez naturalne systemy naprawcze. Pierwszy z systemów, 
mechanizm rekombinacji homologicznej, pozwala na wprowa-
dzenie innej wersji tego samego genu. Wystarczy, że do jądra 
komórki zostanie dostarczona prawidłowa sekwencja DNA – 
wbuduje się ona w miejsce wyciętego fragmentu. Można dzię-
ki temu korygować mutacje punktowe, insercje czy delecje 
w obrębie danego genu. Drugi mechanizm to rekombinacja 
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niehomologiczna; w tym wypadku uszkodzenie naprawiane 
jest przez ligazy (enzymy „sklejające” dwa końce nici kwasu 
nukleinowego). Efektem tego systemu jest zmiana pierwotnej 
sekwencji nukleotydów lub przesunięta ramka odczytu spo-
wodowana insercją lub delecją. Kodowane białko zazwyczaj 
jest niefunkcjonalne z powodu przedwczesnego kodonu STOP.

Co ciekawe, plazmid CRISPR/Cas9 może zawierać sgRNA 
przeciwko wielu różnym sekwencjom, pozwalając na jednocze-
sne zmiany w wielu genach, a wielokrotne próby dopracowania 
systemu pozwoliły na jego bezpieczniejsze czy bardziej precy-
zyjne stosowanie. Dotychczasowe badania z wykorzystaniem tej 
technologii skupiają się głównie na edytowaniu genów in vitro 
lub w zwierzęcych modelach chorób, np. w dystrofii mięśniowej 
Duchenne’a [7], mukowiscydozie [8] czy beta-talasemii [9].

Badania patogenezy chorób alergicznych
Choć metoda ma wysoki potencjał terapeutyczny, 

to ze względu na złożoną patogenezę chorób alergicz-
nych, a w szczególności niewielki udział pojedynczych 
wariantów genetycznych, to w badaniach nad alergią 
jest ona głównie wykorzystywana do identyfikacji funkcji 
poszczególnych genów [10].

Chu i wsp. wykorzystali metodę CRISPR/Cas9 do wyłą-
czenia genu MUC18 (CD146) w hodowli pierwotnej komórek 
nabłonka dróg oddechowych [11]. Zweryfikowali wydajność 
transfekcji i skuteczność u niemalże wszystkich subpopulacji 
komórek. Dodatkowo odkryli, iż stymulacja agonistami recep-
torów toll-podobnych spowodowała znacznie słabszą induk-
cję pro-zapalnej interleukiny 8. Ich badania udowadniają więc 
przede wszystkim, iż możliwe jest poddanie edycji genowej 
komórek nabłonka dróg oddechowych; jest to o tyle istotne, 
iż w przypadku tych komórek, inne metody transfekcji są mało 
skuteczne. Ponadto, zmieniona ekspresja IL-8 udowadnia, iż 
gen MUC18 może być związany z patogenezą astmy.

Alergeny roztocza kurzu domowego (HDM) są jedną z naj-
częstszych przyczyn nadwrażliwości alergicznej. Nie jest znany 
dokładny mechanizmu regulacji odpowiedzi immunologicznej 
na ten alergen [12]. W badaniach naukowych nad modelem 
zwierzęcym atopowego zapalenia skóry wykorzystuje się 
myszy NC/Nga, powstałe w wyniku chowu wsobnego, charak-
teryzujące się nadprodukcją przeciwciał IgE. 

Kanemaru i wsp. poddali sekwencjonowaniu genom 
tych myszy, identyfikując mutację w genie Clec10a, 
kodującym receptor lektynowy typu C. Następnie za 
pomocą systemu CRISPR/Cas9 naprawili zmutowany 
gen, w wyniku czego u myszy NC/Nga zniknęła nad-
wrażliwość na HDM, udowadniający tym samym kluczo-
wą rolę tego genu w odpowiedzi na alergen. 

Clec10a ulega ekspresji w makrofagach występujących 
w skórze, gdzie zmniejsza reakcję prozapalną organizmu 
po indukcji receptorów toll-podobnych. Naukowcy zidentyfi-
kowali homologiczne do Clec10a białko u człowieka – jest 
to Asgr1 (ang. asialoglycoprotein receptor 1). Aplikacja tego 
białka u myszy również spowodowała indukcję receptorów toll-
podobnych, w rezultacie prowadząc do atopowego zapalenia 
skóry.

Metoda CRISP/Cas9 została również wykorzystana 
do oceny wpływu polimorfizmów pojedynczego nukleoty-
du (SNP) na ekspresję sąsiadujących z nimi genów, które 

w badaniach GWAS wykazały związek z patogenezą chorób 
układu oddechowego, w tym m.in. astmą [13].  Polimorfizmy te 
zlokalizowane są w regionach chromosomowych kodujących 
takie białka jak TGFB1, B9D2, TMEM91,GSDMB, ORMDL3, 
MUC5AC oraz MUC5B. Większość z tych SNP dotyczyła 
sekwencji niekodujących. Okazało się, iż SNP rs1800469 
reguluje jedynie ekspresję białek B9D2 i TMEM91, nie odpo-
wiada zaś za modyfikacje poziomu transkrypcji genu TGFB1, 
znajdującego się w tym samym regionie. Co ciekawe, badania 
ChIP-seq wykazywały, iż polimorfizm rs35705950 kontroluje 
jedynie ekspresję MUC5B, nie ma zaś wpływu na MUC5AC, 
podczas gdy badania funkcjonalne z wykorzystaniem CRISPR/
Cas9  udowodniły, iż reguluje on ekspresję obydwu tych 
genów, wykazując tym samym konieczność weryfikacji wyni-
ków sekwencjonowania innym modelem badawczym.

Modyfikacje alergenów za pomocą CRISPR/Cas9
Ponieważ każda metoda edycji genów niesie ze sobą 

pewne ryzyko, dużo bezpieczniejszym rozwiązaniem wydają 
się modyfikacje genów białek wywołujących alergię u człowie-
ka, szczególnie jeśli modyfikacje dotyczą produktów spożyw-
czych.

Jednymi z najczęściej spożywanymi, a jednocześnie naj-
łatwiej dostępnymi pokarmami są produkty pszenne. Białka 
pszenicy, grupa inhibitorów α-amylazy/trypsyny (ATI), to naj-
częstsza przyczyna alergii na białko pszenicy, dotycząca około 
10% populacji [14]. Szczególnie istotne wydają się być pod-
jednostki białkowe WTAI-CM3 i WTAI-CM16. Metoda CRISPR/
Cas9 została wykorzystana do edycji tych podjednostek 
w ziarnach pszenicy celem produkcji odmiany hipoalergicznej. 
Badaczom udało się uzyskać trzy stabilne odmiany pszeni-
cy, które przekazują delecję kolejnym pokoleniom. Powstałe 
odmiany należy jednak dokładnie przebadać funkcjonalnie, 
gdyż  geny ATI są odpowiedzialne za ochronę rośliny przed 
α-amylazami owadów i ssaków, co może utrudniać kiełkowa-
nie roślin.

Jednakże, w przypadku genetycznie modyfikowanej żyw-
ności, zawsze pozostaje wątpliwość czy sama metoda wpro-
wadzająca modyfikacje nie spowoduje reakcji nadwrażliwości. 
Nakajima i wsp. poddali więc białko Cas9 symulowanemu 
trawieniu jelitowemu in vitro, które wykazało iż białko podlega 
dość szybkiej i całkowitej degradacji [15]. Ponadto badacze 
zbadali podobieństwo peptydów potencjalnie kodowanych 
przez gen Cas9 do alergenów pokarmowych i wykryli homo-
logię tylko u jednego z peptydów, a więc modyfikowana w ten 
sposób żywność z wielkim prawdopodobieństwem nie będzie 
powodować rozwoju alergii pokarmowej.

W białku jaja kurzego występują dwa silne alergeny: 
owalbumina i owomukoid. Edycja tych genów mogłaby więc 
pozwolić na produkcję jaj bezpiecznych dla alergików. Oishi 
i wsp. udało się zaprojektować wysoce skuteczną modyfikację 
systemu CRISPR/Cas9, która pozwaliła na transfekcję kurzych 
zygot i stworzenie kur, których jaja nie zawierają owomukoidu. 
Spożycie takich jaj prawdopodobnie spowoduje zmniejszenie 
ryzyka wystąpienia reakcji alergicznej; ptorzebne są jednak 
dalsze badania.

Szacuje się, iż ponad 10% populacji ma alergię na sierść 
kota [16]. Szczególnie interesujące wydaję się więc być bada-
nia Brackett i wsp., którzy zsekwencjonowali u ponad 20 
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kotów gen Feld1, kodujący białko będące najczęstszym i naj-
silniejszym wytwarzanym przez nie alergenem dla człowieka. 
Następnie zaprojektowali plazmid zawierający konserwatywne 
regiony genu i stransfekowali kocie hodowle komórkowe in 
vitro, powodując delecję tego genu. Oczywiście potrzebne są 
dalsze badania, ale jeśli usunięcie genu nie spowodowałoby 
skutków ubocznych u zwierzęcia, to możliwe byłoby stworze-
nie idealnej dla alergików rasy kotów, która nie powodowałaby 
u nich rozwoju objawów choroby alergicznej.

Podsumowanie
Metoda CRISPR/Cas9 ma ogromny potencjał: jest precy-

zyjna, łatwo dostępna i niedroga. Edytowanie genów wydaje 
się mieć największe zastosowanie w terapii chorób genetycz-
nych jednogenowych, ale wykorzystanie metody do identy-
fikacji funkcji genów odpowiedzialnych za patogenezę cho-
rób alergicznych sprawia, iż jesteśmy bliżsi rozwikłania ich 
złożonego podłoża genetycznego. Należy bowiem pamiętać, 

iż znając dokładną rolę poszczególnych genów i ich wpływ 
na rozwój choroby, metoda CRISPR/Cas9 może być poten-
cjalnie wykorzystana w edycji polimorfizmów pojedyncze-
go nukleotydu (SNP) predysponujących do rozwoju alergii 
i mających wpływ na jej przebieg. W szczególności istotna 
będzie tutaj możliwość modyfikacji wielu genów za pomocą 
jednego plazmidu. Dodatkowo, metoda ma szerokie zasto-
sowanie w edytowaniu genomów roślin i zwierząt, celem usu-
nięcia z nich białek będących powodem wystąpienia reakcji 
alergicznej u człowieka. System CRISPR/Cas9 może jednak 
sprawiać problemy natury zarówno etycznej, jak i prawnej, 
niezależnie od tego czyj genom jest edytowany. I choć jest to 
metoda dość precyzyjna, to jak każda terapia genowa niesie 
ze sobą pewne ryzyko powstania przypadkowych mutacji, 
których efekt może być ciężki do przewidzenia. Niewątpliwie 
jednak wydaje się to być, na ten moment, jedna z najbardziej 
skutecznych i bezpiecznych metod edycji genów o dużym 
spektrum zastosowania.
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