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1. UvVOD

Posljednjih nekoliko godina svjedoc¢imo revoluciji u biologiji, do koje je doslo otkri¢em
nove Kkategorije nukleaza koje omogucuju precizno uredivanje genoma. Od otkri¢a
CRISPR/Cas9 sustava, uredivanje genoma se uvelike koristi u modifikaciji genoma biljaka,
karakterizaciji funkcije gena i poboljsanju odlika biljaka, prvenstveno indukcijom mutacija
preko ne-homolognog spajanja krajeva (non-homologous end joining, NHEJ) nakon izazivanja
dvostrukih lomova DNA (DSB) pomoc¢u CRISPR/Cas9 sustava (Yin, 2017).

1.1 Klasi¢ni pristup geneticke modifikacije biljaka

Geneticke modifikacije biljaka u biologiji nisu novost, a transformacija pomocu
bakterije tla Agrobacterium tumefaciens jedan je od prvih nacina. Ve¢ 1967. godine objavljeni
su prvi dokazi prisutnosti bakterijske DNA (A. tumefaciens) u DNA ekstrahiranoj iz stanica
tumora vrata korijena (crown gall). Korak blize razumijevanju tog procesa napravljen je
otkricem Ti plazmida virulentnih sojeva A. tumefaciens. Nakon zaraze biljke, dolazi do
integracije strane DNA u kromosome biljke. T-DNA, ~23 kb dug fragmenat Ti plazmida,
izrezuju bakterijske endonukleaze te ga potom bakterijski proteini usmjeravaju prema jezgri
stanice gdje se odvija nasumicna integracija ovisna o proteinima biljne stanice. Nakon otkrica
0vog procesa, metodama genetickog inzenjerstva vec¢ina gena koje nosi T-DNA uklonjeni su i
zamijenjeni genima od agronomskog interesa. Ovaj efikasan sistem prijenosa gena izmedu
bakterije i eukariota, jedinstven za biljke, ubrzo je postao standardna tehnologija za
transformaciju biljaka, uvelike koristen za temeljna istrazivanja i kreiranje GMO biljaka. Jedan
od najvec¢ih nedostataka te technologije su viSestruke nasumicne insercije, raStrkane po
kromosomu ili tandemski ponovljene. Takve insercije mogu prekinuti rezidentne gene i dovesti

do nezeljenih fenotipskih posljedica.

Drugi period uredivanja biljnih genoma dolazi uz otkrica homing i meganukleaznih
enzima, koji su bili modificirani u alate za izradu ciljanih modifikacija genoma na to¢no
odredenom mjestu. Szostak i sur. su 1983. identificirali HO endonukleazu koja sudjeluje u
popravku DSB (dvostrukog loma lanca, double strand break) u plijesni. HO endonukleaza
pokazuje mjesto prepoznavanja od 24 pb (kasnije je pokazano da homing- endonukleaze
posjeduju mjesta prepoznavanja od 12 do 40 pb). Plessis i sur. su identificirali homing-

nukleazu 1-Sce 1. 1-Sce | posjeduje mjesto prepoznavanja od 18 pb i uskoro se pocela i
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komercijalno koristiti. 1993, Puchta i sur. su pokazali da I-Sce | radi ciljane DSB u
protoplastima Nicotiana plumbaginifolia. To je otvorilo put daljnjem preciznom uredivanju
biljnih genoma, te je isti tim Cetiri godine kasnije pokazao da I-Sce I povecava frekvenciju DSB
u prisutnosti predloSka za popravak pomocu dvostruke homologne rekombinacije. (Quétier,
2015).

1.2 Ciljana modifikacija genoma biljaka

Zadnji val uredivanja genoma predvodi tehnologija koja koristi dizajnirane nukleaze i
stani¢ni sustav za popravak DNA kako bi precizno modificirala genomske sljedove. (Voytas,
2013.). Kao nukleaze u takvom sustavu za uredivanje genoma, do sada su koristene Zinc-finger
nukleaze (ZFN; Pabo, 2001.), efektorske nukleaze nalik transkripcijskim aktivatorima
(transcription activator-like effector nucleases (TALEN; Boch, 2009; Moscou et Bogdanove,
2009.), RNA-navodene nukleaze (RNA guided nucleases; RGN) iz CRISPR i CRISPR/Cas
sustava (van der Oost, 2013.). CRISPR/Cas9 sustav je ubrzo postao najrasireniji alat zbog

jednostavnosti kojom se moze Koristiti za uredivanje genoma, (Pennisi, 2013).

ZFN, TALEN i CRISPR/Cas sustavi funkcioniraju tako da se prvo dizajnira nukleaza
specificna za odabrani slijed DNA te se potom unosi u stanicu, gdje izaziva dvostruki
(dvolancani) lom DNA (double strand break; DSB) (Ding, 2016). DSB se obi¢no popravlja
pomocu endogenog puta ne-homolognog spajanja (DNA) krajeva (NHEJ), koji je prirodno
sklon pogreskama. NHEJ mehanizam popravka na mjestu dvolan¢anog loma DNA najcesce
uvodi malu inserciju ili deleciju te tako uzrokuje pomak u okviru ¢utanja (frameshift) sto
naj¢e$¢e ima za posljedicu inaktivaciju gena. Ako je u sustavu prisutan DNA fragment s
homologijom ciljnom slijedu (donor DNA), DSB se moze popraviti i homolognom
rekombinacijom (HR), koriste¢i tu donorsku DNA kao kalup za popravak. NHEJ i HR su
univerzalno prisutni u svim zivim stanicama iako u biljnim stanicama koje se ne dijele
prevladava NHEJ put popravka. Najveci izazov je dizajn umjetne nukleaze ¢ije je ciljno mjesto

reprogamibilno (Ding, 2016).
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Slika 1. Uredivanje genoma pomoc¢u ZFN (a), TALEN (b) i CRISPR/Cas9 (c) sustava. Preuzeto

i prilagodeno iz Weeks, 2016.

1.2.1ZFN

ZFN se konstruiraju fuzijom DNA-vezuju¢ih Zinc-finger modula sa nukleaznom
domenom restrikcijske endonukleaze Fokl (Slika 1a). Konkretno, jedna ZFN jedinica sastoji se
triplet. Funkcionalni sustav ¢ine dva ZFN-a, koja mogu prepoznati jedinstvenu sekvencu (18-
24 pb duga, sa 5-6 pb prazninom izmedu dva ZFN-a). Na tom mjestu Fokl radi DSB. ZFN su
koristeni za ciljanje gena u razli¢itim biljkama, uklju¢ujuéi Arabidopsis (PPO), duhan (PAT),
kukuruz (IPK1) i soju (DCL4a i DCL4b), za efikasnu i nasljednu mutagenezu. (Shukla, 2009;
Townsend, 2009; Osakabe, 2010; Zhang, 2010; Curtin, 2011). Dizajn zinc-finger modula je
tezak zbog kompleksnih interakcija izmedu aminokiselinskih ostataka i parova baza ciljne
sekvence. Detaljno razumijevanje interakcija izmedu svakog pojedinog aminokiselinskog

ostatka i svakog para baza olakSava dizajn to¢nog zinc-finger modula (Kumar, 2015).



1.2.2 TALE nukleaze (TALEN)

TALE nukleaze je nesto lakse dizajnirati, jer se na temelje na prepoznavanju proteinskih
ponavljanja i nukleotidne sekvence u omjeru jedan prema jedan. Sastoje se od varijabilnih
modula, svakog od 33-35 aminokiselinskih ostataka (Slika 1b). U svakom modulu, dva
aminokiselinska ostatka na pozicijama 12 i 13 determiniraju sparivanje sa samo jednom bazom
na ciljnoj sekvenci DNA. Njihova je konstrukcija olakSana pomoc¢u efikasnih metoda DNA
slaganja (Golden Gate kloniranje; Engler, 2008). Medutim, visoko repetitivne sekvence na
kojima se TALE nukleaze baziraju, mogu potaknuti homolognu rekombinaciju in vivo (Bortesi,
2015).

1.2.3 CRISPR-Cas9

U usporedbi, cijepanje na temelju gRNA (koristeno u CRISPR/Cas9 sustavu; Slika 1c)
se bazira na jednostavnom komplementarnom sparivanju baza sa ciljnom sekvencom DNA, pa
nije potrebno sofisticirano proteinsko inzenjerstvo za svaku ciljnu sekvencu. Potrebno je
modificirati tek 20 nukleotida u gRNA da bi se prepoznao odredeni slijed. Bilo koji broj gRNA
moze Se proizvesti pomoc¢u in vitro ili in vivo transkripcije koriste¢i dva komplementarna
oligonukleotida. To omogucuje jeftino slaganje velikih gRNA biblioteka, $to pak omogucuje
koriStenje CRISPR/Cas9 sustava visoko proto¢nim aplikacijama funkcionalne genomike
(Bortesi, 2015).

Cas9 ima dvije domene, RuvC i HNH (Slika 2.). Te domene cijepaju ciljnu DNA u
pravilu 3-5 nukleotida uzvodno od motiva pridruZzenog protorazmaknici (protospacer adjacent
motif; PAM) (Slika 2, Slika 3.) i ostavljaju tupe krajeve. Povremeno, Cas9 ostavlja ljepljive
krajeve od 1-2 nt in vitro. Ljepljivi krajevi su korisni za precizno umetanje DNA molekula sa
kompatibilnim ljepljivim krajevima, §to se postize NHEJ- pomognutom ligacijom (Kumar,
2015).
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Slika 2. Domene Cas9 proteina i cijepanje navodeno (a) tracrRNA i (b) sgRNA. Preuzeto i
prilagodeno iz Bortesi, 2015.

Komponente CRISPR/Cas9 sustava koji se koristi u genetickom inZenjerstvu ¢ine:
(Slika 3): (1) Cas9 protein sa signalnim peptidom za lokalizaciju u jezgri (nuclear localisation
signal; NLS); (2) sgRNA koja na svom 5' kraju sadrzi navodecu sekvencu komplementarnu
ciljnom DNA slijedu u genomu; (na slici 2 prikazana zeleno). Na svom 3' kraju sadrzi
konzerviranu strukturu peteljke koja veze Cas9 nukleazu; (3) protorazmaknici pridruzen PAM
slijed (protospacer-adjacent motif;5'-NGG-3"), pozicioniran nizvodno od ciljne DNA (na Slici
2 prikazan crveno). Zahvaljujucéi velikoj ucestalosti PAM slijeda u genomu, Cas9/gRNA moze

ciljati skoro svaki gen na vise mjesta (Ding, 2016).
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Slika 3. Komponente CRISPR/Cas9 sustava. Preuzeto iz Mahfouz, 2014.

1.2.4 Usporeba tri sustava ciljane modifikacije genoma (ZFN, TALEN, CRISPR)

U teoriji, ZFN mogu ciljati bilo koju sekvencu, ali je zapravo izbor relativno ograni¢en
dostupno$¢u modula Koji se mogu konstruirati za odabrani DNA slijed. Po jedan funkcionalni

ZFN par se moze pripremiti otprilike na svakih 100 pb DNA sekvence koristeci javno dostupne
biblioteke.

Izbor ciljne sekvence TALEN-a je ograni¢en potrebom za timidinskim ostatkom na 5'
poziciji. Uz to, ne rade sve dizajnirane TALE nukleze jednako efikasno in vivo. Neki parovi
TALE nukleaza ne generiraju oéekivane mutacije, te se svaki par mora eksperimentalnotestirati.
Za razliku od ZFN i TALEN, kod CRISPR/Cas9 sustava jedini preduvjet za odabir ciljnog
slijeda DNA jest prisutnost motiva pridruZzenog razmaknici (protospacer adjacent motif,;PAM)
(NGG ili NAG) nizvodno od ciljne sekvence. sgRNA moze navesti Cas9 da pocijepa slijed s
manje od 100% homologije $to se naziva nespecifi¢no (off-target) cijepanje. Kod dizajna
SgRNA sekvence se moraju pomno izabrati kako bi se izbjegli takvi slu¢ajevi. U praksi, to

smanjuje broj mogucih ciljnih sekvenci (Kumar, 2015).
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Tablica 1. Usporedba sustava nukleza za uredivanje genoma. Prilagodeno iz Kumar, 2015.

Homing- i ZFN TALEN CRISPR/
meganukleaze Cas9
Komponente Modul Domena Zinc-finger TALE gRNA
sustava specifi¢nosti | prepoznavanja domene domene
cilja
Modul za Nukleazna Nespecifi¢na Fokl | Nespecificna | Cas9 protein
cijepanje domena nukleazna Fokl
domena nukleazna
domena
Duzina ciljne 14-40 18-24 24-59 20-22
sekvence
Efikasnost Niska Visoka Visoka Visoka
prepoznavanja
ciljne sekvence
Efikasnost Visoka Visoka Visoka Visoka sa
cijepanja moguéno$cu
multipleks-
iranja
Kompleksnost Komplicirana Komplicirana Relativno Laka i vrlo
postavljanja procedura procedura laka brza
eksperimenta redizajniranja redizajniranja za procedura procedura
za svako novo svako novo ciljno | dizajniranja | dizajniranja
ciljno mjesto i mjesto i potrebna | za svako Zanovo
potrebna stru¢nost U novo ciljno ciljno mjesto
struénost u proteinskom mjesto
proteinskom inzenjeringu
inZenjeringu
Nasumi¢na Detektiran Detektiran Detektiran Detektiran
integracija
(off-target
efekt)

Jos$ jedna od prednosti CRISPR/Cas9 sustava nad ZFN i TALEN je to §to moze cijepati
metiliranu DNA. Otprilike 70% of CpG/CpNpG mijesta je u biljnom genomu metilirano,
pogotovo CpG otoci koji se nalaze u promotorima i proksimalnim eksonima. Moguénosti za
uredivanje genoma su time puno $ire, pogotovo kod monokotiledona sa visokim udjelom GC

parova u genomu.

Prakticna prednost CRISPR/Cas9 sustava je 1 lako¢a viSestrukog uredivanja

(multiplexing) tj.simultano uvodenje DSB-ova na viSe mjesta koje se moze Kkoristiti za



modifikaciju vise gena u isto vrijeme. Korisno je za inaktivaciju (knock-out) gena ili cijelih
genskih porodica. Na isti nac¢in mogu se dizajnirati velike genomske delecije ili inverzije,
ciljajuci dva Siroko odvojena mjesta cijepanja na istom kromosomu. Za visestruko uredivanje
pomocu CRISPR/Cas9 sustava potrebni su Cas9 protein i razli¢ite gRNA specificne za razlicite
sekvence. S druge strane, za visestruko uredivanje pomoc¢u ZFN i TALEN potrebni su odvojeni

dimerni proteini specifi¢ni za svako ciljno mjesto (Bortesi, 2015).

2. CRISPR/Cas SUSTAV BAKTERIJSKE IMUNOSTI

Sam CRISPR/Cas sustav je dio adaptivnog imuniteta bakterija i arheja, koji ih §titi od
stranih nukleinskih kiselina (virusa; faga) tako §to ih cijepa ovisno o slijedu. Imunitet se dobiva
integracijom kratkih fragmenata strane DNA - razmaknica (spacer), izmedu dva susjedna
ponavljaju¢a slijeda na proksimalnim krajevima CRISPR lokusa. CRISPR slijedovi,
ukljucujuc¢i razmaknice, se prepisuju tijekom susreta sa stranom DNA i procesiraju u male
interferirajuée CRISPR RNA (crRNA), koje zajedno sa transaktivirajuéim CRISPR RNA
(tracrRNA) aktiviraju i navode Cas9 nukleazu. Takav sustav uvodi dvolanc¢ani lom u slijed u
stranoj DNA (protorazmaknica) (Barrangou, 2007). U sustavima koji se koriste za uredivanje
genoma, tracrRNA i crRNA su najéeS¢e povezane kratkim slijedom — linker RNA, to jest
eksprimirane kao kimerna gRNA (Slika 2). Uvjet za cijepanje DNA je PAM slijed, nizvodno
od ciljnog slijeda (Gasiunas, 2012; Jinek., 2012).

U biljaka, efikasno uredivanje genoma pomo¢u CRSPR/Cas9 sustava obi¢no Se sastoji
od Cetiri koraka. Prvo je potrebno konstruirati gen-specifi¢nu sgRNA (korak 1). Postoje brojni
in silico alati za konstrukciju takvih sgRNA. Ipak, ti alati jo$ nisu u potpunosti prilagodeni za
biljne sisteme, te je potrebna sistemati¢na i opSirna analiza efikasnosti sgRNA u biljnim
stanicama da bi se poboljSala to¢nost raunalne selekcije. Aktivnost SQRNA najbrze je
procijeniti u protoplastima (korak 2), prije kona¢nog koristenja u uredivanju genoma odabrane
biljke. Nakon toga, komponente CRISPR/Cas9 sustava se ubacuju u biljne stanice (korak 3),
najéesce preko transformacije posredovane agrobakterijama, bombardiranjem cesticama, ili

transfekcijom plazmida koji ih kodiraju.

Na navedeni nacin se Cas9 i gRNA ekspresijske kazete stabilno integriraju u biljni

genom. Nakon ekspresije, cijepaju ciljna mjesta na kromosomima ovisno o slijedu nukleotida,
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i stvaraju dvostruke lomove DNA (DSB) ovisne o poziciji. Popravak tih DSB-ova endogenim
sistemima kao rezultat ima ciljane modifikacije genoma (Woo, 2015). Na kraju, transformirane
I regenerirane biljke s ciljanim modifikacijama se identificiraju genotipiziranjem lan¢anom
reakcijom polimeraze (polymerase chain reaction, (PCR)) i sekvenciranjem (korak 4.) (Yin,
2017).

3. PRIMJENA CRISPR/Cas9 SUSTAVA U OPLEMENJIVANJU
BILJIAKA

3.1. Prvi CRISPR/Cas9 eksperimenti na biljkama

Ubrzo nakon otkri¢a CRISPR/Cas9 sustava, radeni su i eksperimenti na biljkama. 2013.
godine objavljena su tri znanstvena rada koja pokazuju da CRISPR/Cas9 sustav funkcionira i
u biljnim sistemima. Shan et al.(2013) su radili na inaktivaciji endogenih gena u rizi,
protoplastima pSenice i kalusima rize. Li et al.(2013) su primijetili aktivnost cijepanja Cas9
proteina u protoplastima Arabidopsis thaliana i Nicotiana benthamiana. Nekrasov et al.(2013)
su iskoristili tkivo lista N. benthamiana za agroinfiltraciju, te napravili knock-out gena za fitoen
desaturazu (PDS) pomocu Cas9 (Schiml, 2016).

Konstruirali su GFP-om oznac¢en Cas9 za lokalizaciju u jezgri. GFP-Cas9 je zatim
eksprimiran u tkivu lista N.benthiana pomocu standardnih protokola za agroinfiltraciju, te je
zamijec¢ena lokalizacija u jezgri. Napravljena je sgRNA sa vode¢om sekvencom koja je
komplementarna regiji od 20 pb u genu za fitoen desaturazu (PDS). sgRNA je bila stavljena
pod kontrolu U6 promotor iz Arabidopsisa. U tkivu su eksprimirani GFP-Cas9 i sgRNA, a
A.tumefaciens je koristena kao vektor. Da bi se detektirale mutacije u PDS lokusu, kori$tena je
metoda delecije restrikcijskog mjesta (restriction enzyme site loss method) i PCR. Analiza 20
klonova koji potjecu iz PCR produkta, pokazala je prisutnost indela u njih 17. Za ispitivanje
ciljane mutageneze, nedigestirana genomska DNA iz negativne kontrole i tkiva u kojima su
eksprimirani Cas9 i sgRNA, su amplificirane i digestirane, te je napravljena gel elektroforeza.
Odredena je mutacijska rata od 1.8% do 2.4% na temelju 4 odvojena eksperimenta. Ispitana je
i mogucnost regeneracije biljaka iz modificiranih stanica. DNA ekstrahirana iz regeneriranih
biljaka je zatim koriStena za detekciju mutacija. Zamijecene su u samo 2 od 30 biljaka. U jednoj
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biljci je zamijeCena Samo jedna vrsta mutacija, dok su u drugoj zamijeéene 4 razli¢ite mutacije.
Obje biljke su nosile divlji tip PDS lokusa, dok je druga biljka mozaic¢na sa viSe mutacija uz

divlji tip (Nekrasov, 2013).

Nakon pocetnog uspjeha primijecen je problem slabog nasljedivanja zeljenih mutacija.
Feng et.al su 2014. iskoristili Cas9 optimiran za ljudske stanice pod kontrolom dva CaMV 35S
promotora i 12 razli¢itih sgRNA pod kontrolom AtU6-26 promotora za ciljanje odabranih
lokusa u A.thaliana. Analize T1 generacije pokazale su visoke frekvencije mutacija (30-92%),
pri ¢emu je 1 pb insercija bila naj¢eS¢a mutacija. Analize T2 1 T3 generacija su pokazale
pravilnu segregaciju i stabilno nasljedivanje mutacija, zajedno s porastom nespecifi¢nih (off-
target) mutacija, koje su rezultat prisutnosti nukleaznih transgena, a ne DNA-neovisnog RNP
sustava (Schiml, 2016).

3.2. Oplemenjivanje biljaka pomoc¢u CRISPR/Cas tehnologije — danas

CRISPR/Cas tehnologija znacajno povecava mogucnost poboljsanja odlika usjeva u
usporedbi s konvencionalnim pristupima razmnozavanju. CRISPR/Cas je efikasan alat za
induciranje nasljednih mutacija koje se ne mogu razlikovati od prirodnih alelnih varijanti.
Krizanje ili povratno krizanje tako modificiranih biljaka moze dati potomstvo bez transgena,

Sto smanjuje potencijalne rizike 1 regulatorne uvjete koji se primijenjuju na transgene biljke.

Najjednostavniji na¢in koristenja CRISPR/Cas za poboljSanje usjeva jest inaktivacija
(knock-out) gena koji nose nepozeljna svojstva. Ovaj pristup je ve¢ koriSten za povecanje
otpornosti na patogene. Tako je npr. urizi je povecana otpornost na dvije gljivi¢ne bolesti (blast
i bacterial blight), pomocu inaktivacije ERF transkripcijskog faktora i SWEET gena, koji imaju
ulogu.... 2015. godine CRISPR tehnologijom dobivena je i T-DNA-neovisna uljana repica
otporna na herbicide, promjenom samo jedne...CRISPR/Cas-om napravljena izmjena
aminokiselina. Ovaj varijetet repice je dostupan u SAD-u. U sljede¢ih pet godina, kompanija
Pioneer namjerava komercijalizirati kukuruz sa visokim udjelom amilopektina, koji je rodniji i
poboljsanih hranjivih vrijednosti. Spomenuti kukuruz dobiven je inaktivacijom gena za
biosintezu amiloze Wx1. Prekidom gena se moze doc¢i do agronomski znacajnih svojstava, ali

vecina svojstava se moze poboljsati tek preciznim genetskim modifikacijama.
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Precizne modifikacije se mogu posti¢i ciljanjem gena (GT, gene targeting) koji se
odnosi na HDR (homologijom usmjeren popravak, homology directed repair)- posredovanom
integracijom transgena u Zeljeni lokus ili to¢kastim mutacijama. GT se moze izvesti ako se
ponudi DNA predlozak za popravak DSB-a pomo¢u HDR, koji sadrzi Zeljene modifikacije te
istodobno uzrokuje lom. GT je jos uvijek neefikasan u biljkama, jer je NHEJ dominantni put
popravka DSB-a u biljkama, unato¢ prisutnom predlosku/supstratu za popravak. K tome, za
mnoge biljke jo$ uvijek nisu razvijeni postupci za uspjesnu transformaciju i regeneraciju. lako
se izolirani protoplasti mogu transformirati vrlo uspjesno i mogu¢ je GT, regeneracija biljaka
iz protoplasta jo$ uvijek nije moguca za mnoge biljke (ve¢inom jednosupnice kao $to su pSenica

1riZa).

Lowe i sur.. su nedavno napredovali u tom podruéju te razvili visoko efikasni i $iroko
primijenjiv nacin transformacije jednosupnica. Prekomjerno su eksprimirali Baby boom (Bbm)
i Wuschel2 (WS2) gene nakon transformacije nezrelih embrija. PrimijeCen je povecan rast
transformiranog tkiva u odnosu na netransformirano. UspjeSno su transformirali 1

nekonvencionalna ciljna tkiva, kao $to su fragmenti embrija iz zrelog sjemena.

Razvijena je i in planta GT metoda za biljke na kojima nije moguca uspjeSna
transformacija. CRISPR/Cas9 konstrukt i predlozak za popravak se transfromiraju u biljni
genom. Nukleaza, uz rezanje u ciljnom mjestu, reze i DNA predlozak koji predstavlja supstrat
za HDR (slika 4). GT se tako odvija tijekom zivotnog ciklusa biljke i kod ulaska u embrionalnu
linijjJu moZe se dobiti sjeme sa Zeljenim mutacijama. Potrebna je samo jedna uspje$na
transformacija. Pomoc¢u ove metode, Schiml i sur.. su 2014. godine postigli precizne insercije
u Arabidopsisu (Scheben, 2017).
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Slika 4. Pregled in planta GT sustava. Nukleaza i DNA donorska sekvenca se nalaze na T-DNA

otpusteni GT vektor

koja se stabilno transformira u biljku. Nukleaza inducira dva DSB-a koji otpustaju GT vektor i
tre¢i DSB koji aktivira ciljni lokus za HR. Donorska sekvenca se integrira u ciljni lokus

koristec¢i regije homologije. Preuzeto i prilagodeno iz Schiml, 2016.

Ogranicavajuc¢i u¢inak smanjenog broja HDR predlozaka u transformiranim stanicama
se moze dokinuti koriStenjem mehanizama replikacije iz geminivirusa, kako bi se povecao broj
kopija predlozaka za popravak (Baltes, 2014). Pomocu ovog pristupa, postignut je uspjesan
GT kotiledona, eksplantata lista i regeneracija biljaka rajéice (Cermak, 2015). Uz
transformaciju pomocu agrobakterije, razvijena je i metoda biolistic transformacije (Altpeter,
2016). Pomocu biolistica moguce je uvesti veci broj predlozaka za popravak. Regeneracijom
embrija nakon transformacije bombardiranjem ¢esticama (biolistic), primijecene su genske
modifikacije i insercije specifi¢ne za mjesto u kukuruzu (Svitashev, 2016), soji (Li, 2015) i rizi
(Sun, 2016). Napravljena je i kombinacija viralne replikacije i biolistic transformacije stanica
pSenice. Postignut je viSestruk GT sva tri homeoalela, ali bez regeneracije uredenih biljaka

(Gil-Humanes, 2017).
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Uz HDR, NHE]J se takoder moze upotrijebiti za precizno uredivanje genoma. Postignute
Su zamjene gena i insercije u genu za sintazu 5-enolpiruvilsikimat-3-fosfata (EPSPS (Li, 2016)).
Ciljana su dva susjedna introna uz prisutnost predloska za popravak sa tockastim mutacijama u
intermedijarnom eksonu, pomoc¢u transformacije bombardiranjem cesticama (biolistic).
Koristenjem dominantnog NHEJ popravka moguce je prevladati izazov nedovoljnih genskih

modifikacija kada se koristi HDR.

Moguce je i uredivanje samih baza, bez DSB, ukoliko se na Cas9 fuzionira enzim citidin
deaminaza. Cilja specificno mjesto i1 djeluje na konverziju citidina u uridin, §to vodi do
supstitucije citozina sa timinom ili gvanina sa adeninom. Koristenjem Cas9 nikaze koja uvodi
jednolancane lomove, bitno se povecava efikasnost u usporedbi sa inaktivnim Cas9, tako Sto se
poti¢e zamjena odabrane baze. Primjenom ove tehnike, u rizi, pSenici i kukuruzu je izmjerena

uspjesnost uredivanja <40% u usporedbi s transgeni¢nim biljkama (Zong, 2017).

CRISPR/Cas se takoder moze koristiti za poticanje kromosomskih rearanZmana i pruza
mogucénost za kontrolu mejotske rekombinacije. lako je prekidanje vezanosti gena izmedu gena
za korisna i Stetna svojstva izazov U uzgoju biljaka, ¢uvanje vezanosti izmedu gena za korisna
svojstva je pozeljno. Oba scenarija se mogu posti¢i kontrolom kromosomskih translokacija.
Indukcijom DSB-ova na razli¢itim kromosomima, moZe se posti¢i recipro¢na zamjena dijelova
kromosoma. Takoder, vezanost gena se moze prekinuti indukcijom umjetnih prekrizenja
(crossingover). Indukcijom dvaju DSB-ova na istom kromosomu mogu se postic¢i delecije i
inverzije. Kromosomske inverzije mogu sprijeciti mejotsku rekombinaciju izmedu homologa

da bi se stabilizirala veza izmedu pozitivnih svojstava (Scheben, 2017).
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Tablica 2. Lista ciljanih gena pomoc¢u CRISPR/Cas9 sustava u razli¢itim biljnim vrstama. S
lijeva na desno stupci: biljna vrsta, ciljani geni, promotor za Cas9, Cas9 verzija, promotor za

sgRNA, metoda uvodenja i reference. Preuzeto iz Kumar 2016.

Plant species Target gene(s) Promoter for Cas9 Cas9 version Promoter for sgRNA Delivery method Reference
Arabidopsis thatana ~ AtPDS3, AtFLS2, 35DPPOK Plant codon-optimized AtUS Protoplast Lietal (2013)
AtRACK1b and Cas9 co-transfection
AtRACKIc and Agrobacterium
infittration
GFP 355 Chlamydomonas OsUs Agrobacternium- Jiang et al. (2013b)
reinhardtii codon- mediated
optimized Cas8 transformation
CHL1,CHL2,anrd  OsUBQ1 Human codon- OsU3 Agrobacterium- Mao et al. (2013)
TT4i optimzed Cas0 mediated
transformation
BRI, JAZ1, and 2x358 Human codon- AtU6-26 Agrobacterium- Feng et al. (2013)
YFP optimized Cas8 mediated
transformation
Nicotiana benthamiana NbPDS3 35DPPDK Plant codon-optimized AtUS Agrobacterium Lietal (2013)
SpCas0 infiltration
NbPDS 358 Human codon- AtUs Agrobacterium Nekrasov et al. (2013)
optimized SpCasd infiltration
Nbpds CaMVE35S Human codon- CaMVE35S Agrobacterium Upadhyay ef al. (2013)
optimzed SpCasd infiltration
NbPDS 2x358 Human codon- AtUe Agrobacterium Belhaj et al. (2013)
optimzed Cas9 nfiliration
GFP 358 Chlamydomonas OsUe Agrobacterium Jiang et al. (2013b)
reinhardtii codon- infiltration
optimzed Cas9
Oryza sativa OsPDS,0sBADH2, 2x358 Rice codon-optimized OsU3 Transformation Shan et al. (2013b)
0502923823 and Casd using particle
OsMPK2 bombardment
OsSWEET11 and CaMV 358 Wild-type SpCas0 and OsU6 Agrobacterium- Jiang et al. (2013b})
OsSWEET14 rice codon-optimized mediated
Cas9 transformation
OsMYB1 OsUBQ1 Human codon- 0OsU3 Agrobacterium- Mao et al. (2013}
nrtimizad (a0 madiatad
OsMPK2 bombardment
OsSWEET11 and CaMV 358 Wild-type SpCas0 and OsUB Agrobacterium- Jiang et al. (2013b)
OsSWEET14 rice codon-optimized mediated
Cas9 transformation
OsMYBT OsUBQ1 Human codon- OsU3 Agrobacterium- Mao et al. (2013}
optimized Cas@ mediated
transformation
ROCS5, SPP and YSA 35S Human codon- OsUB-2 Agrobacterium- Feng et al. (2013)
optimized Cas@ mediated
transformation
OsMPK5 358 Human codon- OsUs Agrobacterium- Xie and Yang {2013)
optimized Cas9 mediated
transformation
CAOT and LAZYT  Ubi Rice codon-optimized OsU3 Agrobacterium- Miao et al. (2013)
Cas9 mediated
transformation
Triticum aestivum TaMLO 2X358 Rice codon-cptimized TaUg Protoplast Shan et al. (2013b)
Cas0 transformation
Tainox and TaPDS ~ CaMVE35S Human codon- CaMVE35S Agrobacterium- Upadhyay et al. (2013)
optimzed SpCas9 mediated
transformation
TaMLO-A1 Ubt Plant codon-optimized TalUé Transformation Wang et al. (2014)
Cas0 using particie
bombardment
Sorghum bicolor DsRED2 Rice Actin{ Monocot codon- OsUe Agrobacterium- Jiang et al. (2013b)
optimized synthetic mediated
Cas0 transformation
Marchantia polymorpha MpARF1 CaMV 35s and Human codon- MpUg-1 Agrobacterium- Sugano et al. (2014)
L. MpEFia optimized Cas@ mediated
transformation
Citrus sinensis CsPDS CaMV 358 Human codon- CaMV 358 Agrobacterium Jiang and Wang (2014)
optimized Cas9@ nfilration
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3.3. Oplemenjivanje biljaka pomoc¢u CRISPR/Cas tehnologije — sutra

Tehnologije uredivanja genoma imaju veliki potencijal u rjeSavanju rastuce potraznje
za namirnicama, koju ¢e u skoroj buduénosti diktirati rast populacije i klimatske promjene.
Tehnikama uredivanja genoma mogu se napraviti rodniji usjevi, sa veéim nutritivnim
vrijednostima, otporni na nametnike i tolerantniji na abiotski stres. Glavne prepreke koje se
moraju savladati za povecanje uspjesnosti ove tehnologije su slaganje kvalitetne pangenomske
baze potencijalnih mjesta za uredivanje genoma koristenjem funkcionalne genomike u svrhu
smanjenja nespecificnosti (off-target efekta). Nuzno je sakupljanje i integracija znanja iz
genomike, transkriptomike, fenomike i biotehnologije. Unatoc¢ teku¢im tehni¢kim i drustvenim
preprekama, samo cetiri godine nakon Sto je CRISPR/Cas tehnologija prvi puta iskoriStena za
uredivanje biljnog genoma pocinje se koristiti i u komercijalne svrhe, dok je poboljsanje usjeva

na veliko samo pitanje vremena (Scheben, 2017).

4. DNA-NEOVISNO UREDIVANJE GENOMA BILJAKA

Kada se A. tumefaciens koristi kao vektor za uvodenje u stanicu, biljke nastale takvim
uredivanjem genoma sadrze sljedove strane DNA, ukljucuju¢i one koji kodiraju nukleazu, u
genomu domacina. Nakon §to se identificira biljka s modifikacijom u Zeljenom lokusu, T-DNA
koja nosi gene za Cas9 i gRNA moze se ukloniti. U vrsta koje se razmnozavaju nespolno
uklanjanje tih slijedova koji potjecu iz A. tumefaciens nije moguce krizanjem i segregacijom

(npr. vinova loza, krumpir i banana).

Transformirane plazmide koji kodiraju nukleaze za uredivanje genoma, u stanicama
degradiraju endogene nukleaze i mali fragmenti koji prilikom toga nastaju se ponekad ugraduju
1 na ciljna mjesta i nasumi¢no u genom domacina. Zato je moguce da ovaj pristup nije

primjenjiv u biljkama ako je potrebno regulatorno dopustenje (Woo, 2015).

Kada se biljni genom ureduje pomoc¢u nukleaza koje su kodirane na plazmidima, biljke
nastale takvim uredivanjem genoma se smatraju geneticki modificiranim organizmima (GMO)
1 strogo su regulirane u nekim drzavama, $to ograni¢ava primjenu uredivanja genoma u biljnoj
biotehnologiji i odrZivoj agrikulturi. Za rjeSenje ovog problema daje DNA-neovisno uredivanje

genoma. Do danas su opisane dvije metode takvog uredivanja genoma; uvodenje Cas9
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kodiraju¢e mRNA i gRNA ili prethodno in vitro sastavljenih ribonukleoproteina, gotovog
kompleksa Cas9 i gRNA (RNP), u stanice (Yin, 2015).
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Slika 5. DNA-neovisno uredivanje genoma biljaka. Preuzeto i prilagodeno iz Yin, 2017.

CRISPR/Cas9 RNA (in vitro sintetizirani Cas9 i sgRNA transkripti) ili prethodno
sastavljeni CRISPR/Cas9 RNP-ovi se unose u nezrele embrije bombardiranjem Cesticama.
Drugi nacin unosa jest da se RNP-ovi transficiraju u biljne protoplaste. Potom se inducira
formacija kalusa, iz kojih se regeneriraju sadnice pod uvjetima bez selekcije. Regenerirane
biljke se pretraze za mutacije pomocu PCR/RE eseja. Uspjesan indel na ciljnom mjestu
uzrokuje nestanak 1 restrikcijskog mjesta. Primeri umnoze lokus oko tog mjesta, a onda se PCR
produkt reze s odgovaraju¢om restrikcijskom endonukleazom. Ako je dobiven indel, PCR
fragment ostaje intaktan, a ako ciljanje nije uspjelo onda se reze kao 1 divlji tip. NajéeS§¢e imamo

miks stanica (mozaicizam) sa indelom i bez njega (Slika 5) (Yin, 2017).
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4.1. DNA-neovisno uredivanje genoma biljaka s prethodno sastavljenim CRISPR/Cas9
ribonukleoproteinima

Uvodenje ribonukleoproteina sastavljenih od Cas9 proteina i gRNA (RNP), umjesto
plazmida ili T-DNA koji kodiraju RNP-ove, u biljne stanice uklanja mogucnost ugradivanja
rekombinantne DNA u genom domaéina. RGEN? RNP-ovi cijepaju ciljna mjesta na
kromosomima odmah nakon transfekcije i ubrzo se razgraduju endogenim stani¢nim
proteazama, $to smanjujr stopu mozaicizma i efekta nasumicne ugradnje u regeneriranim
biljkama. Budu¢i da u navedenom eksperimentalnom pristupu nema potrebe za optimizacijom
uporabe kodona (codon usage) ili pronalaska efikasnog promotora za ekspresiju Cas9 i gRNA,
uporaba prethodno sastavljenin RGEN RNP-ova bi mogla prosiriti primjenu uredivanja genoma
na sve biljne vrste koje je moguce transformirati. Koristenje RGEN RNP-ova omogucuje in
vitro predpretrazivanje koji vodi izboru visoko aktivnih gRNA i genotipiziranje mutantnih

klonova pomo¢u RFLP analize.

Woo i sur.. su transformirali RNP-ove u protoplaste tri biljne vrste i uspjeli inducirati
ciljane modifikacije u svim slué¢ajevima. RGEN inducirane mutacije su bile stabilne u odraslim
biljkama koje su bile regenerirane iz protoplasta i prenesene su se na potomke. Vrlo vazan
aspekt ovakvog pristupa uredenja genoma jest da u procesu u biljkama ne ostaje rekombinantna
DNA. Biljke proizvedene na opisan na¢in mogle bi se iskljuéiti iz vaze¢ih GMO regulativa,
omogucujuc¢i masovno koristenje RNA-vodenog uredivanja genoma u biljnoj biotehnologiji i
agrikulturi (Woo, 2015).

4.2. Implikacije na zakonodavnu regulativu

Jos$ uvijek je nejasno kako ¢e biljke kojima je ureden genom biti regulirane u okviru
GMO legislative u Europskoj uniji i drugim drzavama. Naime, sva tri tipa opisanih nukleaza
(ZFN, TALEN, CRISPR-Cas) uvode male insercije i delecije (indele) ili supstitucije na ciljnim
mjestima na kromosomima koje se ne moze razlikovati od prirodno nastalih ili kemijski
induciranih genetickih varijacija. Medutim, takve mutirane biljke bi se i dalje mogle svrstati u
GMO kategoriju od strane regulatornih tijela u odredenim drzavama, §to bi i dalje ograni¢avalo

njihovu $iru primjenu (Woo, 2015).

U SAD-u, prvi CRISPR/Cas uredeni organizam ve¢ je dobio zeleno svijetlo od

straneregulatornih tijela. Americka agencija za poljoprivredu (USDA) nece regulirati gljivu
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koja je geneticki modificirana ovom metodom. Gljiva Agaricus bisporus modificirana da ne
posmedi nakon rezanja moze se kultivirati i prodavati bez da prolazi uobicajene regulatorne
procese spomenute agencije . Fenotip je postignut inaktivacijom obitelji gena koji kodiraju
polifenol oksidazu (PPO). Delecijom nekoliko pb u genomu, utisano je Sest PPO gena i

aktivnost enzima se smanjila za 30% (Waltz, 2016).
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6. SAZETAK

Posljednjih nekoliko godina svjedo¢imo revoluciji u biologiji do koje je doslo otkri¢em
nove kategorije nukleaza koje omogucuju precizno uredivanje genoma. Kao nukleaze u takvom
sustavu za uredivanje genoma, do sada su se koristile zinc finger nukleaze (ZFN), efektorske
nukleaze nalik transkripcijskim aktivatorima (TALEN), RNA-navodene nukleaze (RGN) iz
CRISPR i CRISPR/Cas sustava. Zbog jednostavnosti kojom se moze prilagoditi za uredivanje
genoma, CRISPR/Cas9 sustav je ubrzo postao najrasireniji alat. Sam CRISPR/Cas sustav je dio
adaptivnog imuniteta bakterija i arheja, koji ih §titi od stranih nukleinskih kiselina tako §to ih
specifi¢no cijepa. Dva su osnovna dijela, sgRNA koja sluzi kao vodeca i Cas9 nukleaza. Takav
sustav uvodi dvolan¢ani lom (DSB) u slijed DNA. Popravak loma stani¢nim sustavom
popravka kao rezultat ima ciljane modifikacije genoma. CRISPR/Cas tehnologija zna¢ajno
povecava mogucénost poboljSanja odlika usjeva u usporedbi s konvencionalnim pristupima
razmnoZzavanju. Sve spomenute nukleaze uvode male insercije i delecije (indele) ili supstitucije
na ciljnim mjestima na kromosomima koje se ne moze razlikovati od prirodno nastalih
genetickih varijacija. Biljke uredene CRISPR/Cas tehnologijom bi se mogle komercijalizirati
mimo postojece regulative, ali Ce se vjerojatno joS uvijek smatrati GMO od strane regulatornih
autoriteta u odredenim drzavama, $to bi moglo smanjiti koriStenje programiblinih nukleaza u
biotehnologiji biljaka i agrikulturi. Moguénosti otvara DNA-neovisno uredivanje genoma, S
prethodno sastavljenim ribonukleoproteinima. U biljkama ne ostaje rekombinantna DNA, te bi
se bijke proizvedene DNA-neovisno mogle iskljuciti iz vaze¢ih GMO regulativa, omogucéujuéi

masovno koristenje RNA-vodenog uredivanja genoma u biljnoj biotehnologiji i agrikulturi.
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7. SUMMARY

In the last couple of years, we are witnessing a revolution in biology, brought by
discovery of nucleases which enable high precision genome editing. Till this day the nucleases
used were zinc finger nucleases (ZFN), transcription activator like effector nucleases, and
RNA-guided nucleases from CRISPR/Cas systems. Due to it's simplicity, CRISPR/Cas system
shortly became the most common used tool. Originaly, the CRISPR/Cas system is found in
bacteria and archea, as a part of adaptive immune system, which protects them from exogenous
nucleic acids, by sequence-specific cliving. In the system, an sgRNAIs present, which guides
the nuclease, Cas9. This system makes a double strand DNA break. Site- specific modifications
result from fixing the DSB by endogenous systems. CRISPR/Cas technology increases the
possibility of enhancing crop traits by a great deal in comparison with classic crop breeding
tehniques. Programmable nucleases introduce small indels or substitutions which can not be
distinguished from naturally occuring genetic variations. Plants edited by CRISPR/Cas could
be commercialized bypassing the existing regulative, but will probably still be considered GMO
in certain states, which could reduce usage of programmable nucleases in plant biotechnology
and agriculture. DNA-free genome editing opens some possibilities. In plants that are edited
with preassembled RNPs, there isn't any recombinant DNA left. These plants could be excluded
from existing GMO regulatives, and open doors into mass usage of RNA-guided genome

editing in plant biotechnology and agriculture.
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