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POPIS KRATICA

CRISPR- clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Cas- CRISPR-associated

spacer- razmaknica

repeat- ponavljajuci slijed

ZNF- zinc finger nuclease

TALEN- transcription-activator-like effector nuclease
RAMP- repeat associated mysterious proteins

PAM- protospacer adjcent motif

NHEJ- nonhomologous end joyning

HDR- homology-directed repair

DN- double nicking

OT site- off-target site

sgRNA- single-guided RNA

crRNA- CRISPR RNA

tractrRNA- tans-activating CRISPR RNA

indel- insertion or deletion



1. UVOD

Bakterije, bile one patogene ili vrlo korisni organizmi u industrijskoj proizvodnji
hrane i biotehnologiji, mogu se 'razboljeti' u prisustvu bakterifaga (jednostavnije faga),
najucestalijih entiteta na Zemlji. Da bi se obranile od svojih prirodnih neprijatelja
bakterije su razvile razne obrambene mehanizme koji utjecu na razliCite dijelove zivotnog
ciklusa faga kao Sto su blokiranje adsorpcije na bakterijske stijenke, sprjeCavanje unosa

DNA faga i restrikcija unesene DNA.

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) regija uz eps
1 rps, je jedna od hipervarijabilnih lokusa u genomu nekih bakterija. Njezina bioloska
funkcija nije bila jasna te se smatrala bespotrebnim genetickim materijalom (junk DNA)
do 2005. kada su bioinformaticari metodama in silico otkrili da se sekvence razmaknica
(spacer) podudaraju sa dijelovima sekvence faga i plazmida. To je bila indicija da

CRISPR mozda ima ulogu u imunoloskom sustavu bakterija protiv strane DNA.

Danas je poznato da se regija CRISPR sastoji od identi¢nih ponavljaju¢ih
sljedova DNA sekvenci (ponavljanja/repeats) 1 visoko varijabilnih sekvenci poznatijih
kao razmaknice, koje potjeCu od genoma faga ili plazmida, i1 predstavljaju prokariotima
'imunolo$ku memoriju'. Geni cas (CRISPR-associated) kodiraju za proteine nukleaze,
koji zajedno sa lokusima CRISPR cine sustav CRISPR/Cas odgovoran za obranu
prokariotskih stanica od infekcija (Horvath and Barrangou, 2010). Opcenito sustav
CRISPR/Cas djeluje u tri koraka u kojima prvo nukleaze ili proteini izrezuju dio stranog
genoma te ga ugraduju u CRISPR regiju. U drugom koraku regija CRISPR se prepisuje
kao duga pre-crRNA koja se cijepa na zrele crRNA. Zahvaljuju¢i komplementarnosti
crRNA 1 strane DNA nastaje R omca koju cijepa nukleaza te se omogucuje razgradnja
strane DNA 1 onemogucava infekcije (Markova et al., 2011). Postoje 3 tipa sustava
CRISPR/Cas sastava podijeljenih prema mehanizmu prekrajanja pre-ctrRNA transkripta
(razmaknica-ponavljanje transkripti) i cijepanja DNA (Slika 1) (Markova et al., 2011). To

Su:

- CRISPR/Cas sustav tipa I



Lokus sustava CRISPR/Cas tipa I sadrzi gen cas3 koji kodira za veliki protein sa
odvojenom helikanznom i DNaznom aktivno$¢u te gene koji kodiraju za kompleks
kaskadnog tipa razli¢ita sastava. Kompleks Cascade se sastoji od RAMP (repeat
associated mysterious proteins) proteina sa RNA endonukleaznom aktivnoS¢u koji
kataliziraju procesiranje pre-ctrRNA u zrelu crRNA. Kompleks Cascade-crRNA-Cas3
prepoznaju i cijepaju ciljnu DNA.

- CRISPR/Cas sustav tipa II

Protein Cas9, kodiran genom cas9, sam obavlja funkciju stvaranja zrelih crRNA
1 cijepanja ciljne DNA. Prekrajanje pre-crRNA ide neobi¢nim mehanizmom koji
ukljucuje stvaranje heterodupleksa izmedu tracrRNA 1 dijela crRNA. Ovaj heterodupleks
prepoznaje specificna RNaza III koja cijepanjem daje zrelu crRNA, ali samo u
prisutnosti Cas9 proteina. Kompleks tracrRNA-crRNA-Cas9 zatim prepoznaje i cijepa
ciljnu DNA.

- CRISPR/Cas sustav tipa III

Sustav tipa III sadrzi polimeraze i RAMP module od kojih su barem neki
ukljuceni u prekrajanje pre-crRNA transkripta u zrele crRNA, analogno kaskadnom
kompleksu. Tip III je podijeljen u dva podtipa, podtip III-A i podtip III-B. Dok su ostali

sustavi CRISPR/Cas su svrstani u tip U, neklasificirane tipove sustava.

Cas9 temelji se na navodenju uz pomo¢ crRNA 1 tractrRNA do ciljnog mjesta u DNA gdje

se onda vrsi urezivanje.

Budu¢i da se Cas9 navodi samo zahvaljuju¢i jednostavnoj komplementarnosti
baza izmedu crRNA i DNA moguce ju je pozicionirati bilo gdje u genomu te ju ta
prednost ¢ini najboljom za upotrebu u uredivanju genoma (Deltcheva et al., 2012).
Navodenje nukleaza na ciljnu DNA pomoc¢u male molekule RNA otvorilo je moguénost
primjene ovog sustava u manipuliranju genetiCkim materijalom poput dodavanja i

uklanjanja gena (Chang et al., 2013). Prve sli¢ne navodene nukleaze napravljene su



pocetkom proSlog desetljeca. To su sintetske zinc-finger (ZFN) (Miller et al., 2007) 1
TALEN (Boch et al., 2009) nukleaze. Ove nukleaze se sastoje od dvije domene: DNA
vezujuce i nukleazne, Domena koja cijepa DNA djeluju posredstvom nukleazom Fok.
One zahtijevaju izradu novih proteina pomocu kojih se vezu na DNA §to je vrlo
neprakticno. CRISPR/Cas sustav tipa II omogucuje jo§ preciznije 1 efikasnije rezanje
DNA. Kombiniranjem tracrRNA i crRNA od interesa u jednu hibridnu RNA, sgRNA
(single-guide RNA), te mijeSanjem s proteinom Cas9 omogucilo je rezanje DNA na to¢no

zeljenom mjestu samo uz izradu RNA molekula (Jinek et al., 2012) (Pennisi E., 2013)
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Slika 1. Tipovi CRISPR/Cas sustava; preuzeto iz Markova et al., 2011.



2. CRISPR/Cas SUSTAV U GENOMSKOM INZENJERINGU

CRISPR/Cas sustav tipa II, to¢nije RNA navodeca Cas9 nukleaza omogucuje
slozeno 1 precizno ciljanje, rezanje 1 daljnju modifikaciju gena. Zbog stvaranja
dvolancanih lomova u DNA, prilikom popravka DNA NHEJ (nonhomologous end-
joining) ili HDR (homology-directed repair), nastaju uvjeti za uvodenje izmjena u
genomu (Hsu and Zhang, 2012). Tehnika se zasniva na koriStenju kimerne navodece
sgRNA koje su u 20 nt komplementarne s ciljnom DNA §to omogucuje pozicioniranje
Cas9 na zeljeno mjesto u genomu (Jinek et al.,2012). Unato¢ tome S$to svih 20 nt
sudjeluje u prepoznavanju zeljene sekvence 1 pridonose specifi¢nosti ipak moze do¢i do
krivog sparivanja baza koje moze dovesti do urezivanja DNA na krivom mjestu i
stvaranja nepozeljnih mutacija. Ova mala nesavrSenost Cas9 nukleaze moze umanjiti
njezinu upotrebu u mijenjaju genetiCkog materijala koje zahtjeva visoku razinu
preciznosti. Da bi se sustav poboljSao prvo se pokusalo s produljenjem navodece
sekvence sgRNA koje bi povecala ciljnu specificnost Cas9, a drugi na¢in poboljSanja
sustava CRISPR/Cas je stvaranje mutanata nukleaze Cas9 koji ¢e uvoditi ureze u ciljnu

DNA.
2.1. Povecanje specificnosti Cas9 produljenjem navodece sekvence u sgRNA

U svrhu poboljSanja mjesne specifi¢nosti Cas9 dizajnirane su sgRNA molekule
koje su imale vode¢u sekvencu duljine divljeg tipa i uvecanu za 10 nt. Sekvenca sgRNA
1 je duljine divljeg tipa (20 nt), a sgRNA 2 1 3 produljenu za 10 nt (30 nt) koje su
komplementarne lokusu unutar ljudskog gena EMXI (Slika 2). Kako bi se vidjelo
pridonosi li duza vodeca sekvenca povecanju mjesne specificnosti, 10 nt sgRNA 2
napravljena je potpuno komplementarna produzetku gena EMXI, a sgRNA 3 je
sadrzavala 8 nasumicnih baza na polozaju 21-28. U nadi da ¢e se mjesna specifi¢nost
povecati 1 umanjiti efekt krivog sparivanja baza doSlo se do iznenadujuceg rezultata.
sgRNA 2 1 3 pokazale su jednaku efikasnost vezanja za ciljani lokus unutar gena kao 1
sgRNA 1. Kako bi provjerili koji je uzrok tome daljnjom analizom tehnikom Northern

blotting ustanovljeno je da je ve¢ina sgRNA 2 i 3 procesirana te skracena na duljinu



jednaku kao sgRNA 1 (Slika 3) Sto je dovelo do zakljucka da duljina navodece sekvence
ne utjece na mjesnu specificnost ve¢ da iskljucivo ovisi samo o komplementarnosti 20 nt

navodece sekvence sgRNA i ciljne sekvence na DNA

Cas9
target 1 PAM
human EMXT locus g Y
5 . . AAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGAGAAGAAGAAGGGCTACCATCACATC. . 3
EERRRRRRNRRRRRRARRNN w JELELJETEEITETEI
3 L TTCGACCTCCTCCTTCCCGGACTCAGGCTCGICTTCTTCTTCCCGAGGGTAGTGTAG. . &

sgRNA1: 5 GAGUCCGARCAGAAGAAGAAGTUUUAGA. . . UGCUULUL &
2 i

sgRNA 2: 5’ GGAAGGGCCUGAGUCCGAGCAGAAGAAGAAGUUUUAGA . . . UGCUUUL J
30bp match 4 !

SgANA3: 5" (CCCUCCAAGGAGUCCGAGCAGAAGAAGAAGUUUUAGA. . . UGCULULUY 3
22bp match & 4

Slika 2. Prikaz ciljanog lokusa unutar ljudskog gena EMX1 te sgRNA koristenih pri provjeri utjece li

njihova duljina na povecanje mjesne specificnosti.; preuzeto od Ann Ran et al., 2013.
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Slika 3. Uzorci sgRNA na gelu nakon
interakcije s Cas9; preuzeto od Ann Ran

etal., 2013.



2.2. Cas9 i njezine mutante

Nukleaza Cas9 cijepa DNA dvostruku zavojnicu na dva mjesta zahvaljujuci
dvama nukleaznim centrima, HNH i RuvC (Markova et al., 2011). Jedno mjesto cijepanja
specifino ovisni o crRNA, a drugo je nespecificno. Da bi se poboljSao CRISPR/Cas
sustav uvedene su mutacije aminokiselina unutar nukleaznih centara Cas9 nukleaze.
Zamijenom aspartata alaninom u nukleaznom centru RuvC dobiva se Cas9n mutanta , a
zamijenom histidina alaninom u nukleaznom centru HNH dobiva se Cas9H840A
mutanta. Ova dva mutanta uvode samo jedan urez u DNA. Ti enzimi se nazivaju nikaze
(Cong et al., 2013). Pretpostavlja se da bi dvije Cas9n ili Cas9H840A nikaze vodene
parom sgRNA, koji su komplementarne suprotnim lancima ciljnog lokusa u DNA, tvorile
par sgRNA-Cas9n kompleksa koji moze proizvesti mjesno-specifi¢ni dvolancani lom u
DNA sa smanjenom moguc¢noséu nespecificnog rezanja (Slika 4). Trebalo se provjeriti da
li ¢e faktori poput medusobnog razmaka para sgRNA utjecali na kooperativno urezivanje

dvaju uparenih sgRNA-Cas9 kompleksa.

f——————— 1 +n bp sgRANA offset
a e 1 5 owverhang
1
19
sgANAa (—_
, Tl target b '
5 - e 3
Fy
31 - [} | 5'
target & T e
Y )
Casan \ sgRNAb

Slika 4. Model uparenih Cas9 enzima i mjesno-specifi¢no rezanje; preuzeto od F. Ann Ran et al., 2013.

2.3. Cas9 nikaze i NHEJ

Stericke smetnje izmedu dvije molekule Cas9 navodene parom sgRNA koji
prilijezu na suprotne lance istoga lokusa gena ciljne DNA mogu utjecati na kooperativno
urezivanje 1 ne dovesti do formiranja indela (insertion and deletion) putem NHEJ-a. Zato

su dizajnirani parovi sgRNA medusobno razli¢ito razmaknuti i praéena je ucestalost



indela. Na temelju nastalih indela moglo se odrediti nakon kojeg razmaka se povecava
njihova ucestalost. U tu svrhu dizajnirani su setovi parova sgRNA koji su homologni
ljudskom genu EMXI u rasponu od -200 do 200 pb kako bi tvorili i 5' i 3' preklapajuci
kraj. Uoceno je da se u parovima s razmakom od -4 do 20 pokazuju ucestalost indela 1 do
40%, gdje -4 oznacava da se sekvence para poklapaju u terminalna 4 pb dok 20 oznacava
da su krajevi sekvenci razmaknuti za 20 pb. Razmak do 100 pb pokazao je umjerenu
ucestalost indela. Isti eksperiment je proveden i na genima DYRKIA i GRIN2B. Rezultati
su pokazali da svi parovi sgRNA kojima se sekvenca preklapa u manje od 8 baza
pokazuje mjerljivu ucestalost indela. Bitno je za naglasiti da su sve pojedinacne sgRNA
iz para uzrokovale indele ako su navodile divlji tip Cas9 Sto dovodi do zakljucka da je
relativni razmak udaljenosti para sgRNA bitan parametar u predvidanju dvostrukog
urezivanja. Nadalje, kako Cas9n 1 Cas9H840A reZzu suprotne lance koriStenje istog para
sgRNA rezultira stvaranju razli¢itih kombinacija 5' i 3' kraja na razli¢itim dijelovima
lokusa. Dodatna istraZivanja su potrebna kako bi se pronasla prakti¢na upotreba ovog
svojstva. Zdruzene Cas9n mogle bi se iskoristiti za unos mutacija na zeljeno mjesto

unutar genoma sa smanjenim nespecifiénim urezivanjem DNA.
2.4. Krivo sparivanje baza unutar 20nt vodece sekvence 1 ciljne DNA

Kako je ustanovljeno da dvostruko urezivanje (DN, double nicking) posreduje
visoko efikasnom NHEJ-u bilo je potrebno istraziti postoje li razlike u mjesnoj
specificnosti izmedu mutante Cas9n i divljeg tipa Cas9 ako im se kao kalup ponude DNA
sa razlikama u komplementarnosti sa sekvencom sgRNA. Mjerenjem koli¢ine
nespecifinog (off-target) rezanja na sintetskim ciljanim lokusima koji sadrze drugaciji
raspored 1 broj promijenjenih baza, zvanim OT lokusima (off-target site) 1 rezanja na
divljem tipu lokusa uoceno je da Cas9n na lokusu gena divljeg tipa uzrokuje stvaranje
indela tek uz dodatak para sgRNA za razliku od divljeg tipa Cas9 koji 1 uz prisustvo samo
jedne sgRNA uzrokuje mjerljive koli¢ine indela. Na razli¢itim OT lokusima sa razli¢itim
parovima sgRNA dobiveni su rezultati pokazali da Cas9 u prisustvu samo jedne od
sgRNA daje mjerljive koli¢ine indela, dok je eksperiment s Cas9n sa istim parovima

sgRNA pokazao negativan rezultat na indele. Dodatna mjerenja frekvencije indela sa
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uzorcima koji imaju OT lokuse pokazala su da Cas9n daje zavidne rezultate od 0% dok se
ferkvencija koriStenjem Cas9 penje 1 iznad 30% ( Slika 5). Gledanjem omjera on/off
mjesne specifi¢nosti Cas9n pokazuje 100 puta vecu specifi¢nost za razliku od Cas9. Kako
bi to potvrdili isti omjer ispitan je na drugom lokusu te su rezultati dali uvid u
specifi¢nost Cas9n od 200 do 1500 puta vecu no divlji tip Cas9 (Slika 6). Analizom ovih
rezultata zakljuceno je da je Cas9n i viSe nego pogodan u genomskom inZenjerstvu zbog

svoje visoke specifi¢nosti i minimalne OT mutageneze.

EMXT target 1 cleavage EMX1 OT-1.4 cleavage
Cas9 - - - + + - - - = + + -
Casn + + + - - - + + + - - i
sgRMNA 9 + + - + - - — -+ = ¥ 5 =
sgRMNA 1 + - + - %+ - + - + - + -
—----ile - am omm ww - o=
—_
indel (%)  24.1 250 32.1 10.7

Slika 5. Gelovi kojima je potvrdeno da Cas9n ima manju tendenciju stvaranja indela nego divlji tip Cas9;

preuzeto od Ann Ran et al., 2013.

[J Cas9 / sgRNA 1

— 10*7 = casen /sgRNA1 + 3
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Slika 6. Rezultati dobiveni mjerenjem on/off mjesne specificnosti

Cas9 u usporedbi s Cas9n; preuzeto od Ann Ran et al., 2013.
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2.5. Mogu¢nosti manipulacije genoma posredstvom Cas9 1 Cas9n

Stimulacijom HDR popravka omogucuje se visoko precizna promjenu unutar
genoma nakon uvodenja dvolan¢anih lomova. Kako bi se ispitala ova moguénost za Cas9
1 Cas9n sastavljen je eksperiment. Cas9 i Cas9n su kombinirani sa dva seta sgRNA
molekula 1 dodatnim jednolancanim oligodeoksioligonukleotidom (ssODN) koji je
sadrzavao restrikcijsko mjesto za enzim HindlIII koji sluzi kao kalup za HDR popravak.
Ocekivano, kada su pojedini enzimi inkubirani s parom sgRNA na gelu su bile vidljive
dodatne vrpce koje upucuju da se ssODN iskoristio kao kalup za HDR, no inkubacija
Cas9n sa pojedinim sgRNA molekulama nije pokazala nikakve rezultate dok je Cas9
pokazao niski postotak HDR (Slika 7). U dodatnom eksperimentu na liniji ljudskih
mati¢nih stanica Cas9n je pokazao 40% efikasnosti (Slika 8), no vrlo slabu ako su
koriStene pojedinacne sgRNA molekule. U ispitivanja ima li razmak sgRNA parova
uc¢inak u HDR Cas9n pokazala je efikasnost do 10% kada su koriSteni parovi, dok je za
pojedinacne sgRNA imala niske vrijednosti za koje je Cas9 pokazala mnogo vecu
efikasnost. Slijed¢i korak je bio ispitivanje da li ¢e dvolancani oligodeoksinukleotid
(dsODN) ugraditi u DNA. Dvolancani lomovi su uvedeni u DNA te se dvolancani
oligodeoksinukleotid ugradio u posredstvom NHEJ puta popravka. Kako je dvolan¢ani
oligodeoksinukleotid imao biljege i restrikcijska mjesta, sekvencioniranjem metodom po
Sangeru pokazalo je pozitivne rezultate na sve biljege i restrikcijska mjesta. Ideja o
uvodenju mikrodelecija je ispitana inkubiranjem uzorka u prisutnosti jednog od dva
enzima i1 dva para sgRNA, (Cetirt sgRNA po kombinaciji) koje su komplementirale
lokusu gena DYRKIA. Pratilo se pojavljivanje kratkih DNA segmenata koji odgovaraju
duljinom deletiranim dijelovima lokusa. Pokazalo se da su uspjeSno uvedene
mikrodelecije u lokus pomoc¢u Cas9 dok Cas9n nije pokazao pozitivne rezultate na

uvodenje mikrodelecija (Slika 9).
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52 bp &' overhang 31 bp 5" overhang
(18 bp offset) (3 bp offset)
AR = m am e F K Cas9 - - - - + +
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sgRNA20 + + + - + - sgRNA20 + + + - + -
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Slika 7. Ucestalost HDR prilikom koristenja Cas9 i Cas9n u kombinaciji s jednim parom sgRNA i ssODN
kao kalupa za HDR; preuzeto od Ann Ran et al., 2013.
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Slika 8. HDR frekvencija pri koriStenju Cas9n, para sgRNA i
ssODN na HUES62 liniji ljudskih mati¢nih stanica;
preuzeto od Ann Ran ef al., 2013.
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Slika 9. Razlike u uspjes$nosti pri uvodenju mikrodelecija posredstvom Cas9 i Cas9n; preuzeto od Ann
Ran et al., 2013.
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3. RASPRAVA

Sumiranjem svih dobivenih rezultata dobiva se jednostavan odgovor, Cas9 i
njezina mutirana verzija Cas9n posjeduju golem potencijal za koriStenje u genskom
inzenjeringu. Eksperimenti su pokazali da efikasnost i preciznost ovog sustava ide uz bok
ZNF 1 TALEN sustavima za obradivanje genoma. Sustav uvelike ovisi o odabiru sgRNA
molekula, ¢ija efikasnost ne ovisi o duljini homologne sekvence ve¢ o homologiji dvaju
sekvenci, ¢ime je smanjena mogucénost pogreske pri navodenju cijelog kompleksa na
zeljeno mjesto i povec¢ana mjesna specificnost. Iako je u pocetku pokazivala manju
tonost Cas9 spram Cas9n na kraju se pokazalo da oba sustava rade jednakom
preciznosc¢u. Cas9n ima ogroman potencijal za vrlo fino i delikatno uvodenje promjena u
genom te treba pronaci u kojim granama manipulacije genoma ¢e upravo ovo svojstvo
biti od velike koristi. Kako raste interes za CRISPR/Cas sustavom ve¢ su napravljene
baze sgRNA koje pokrivaju gotovo 90% ljudskog genoma te se radi na njihovom
unaprjedenju kako bi se poboljsala kvaliteta. Unato¢ razlikama izmedu Cas9 i Cas9n i
jedna i druga su pronasle prakticnu upotrebu u manipulaciji geneti¢kim materijalom.
Ova svojstva CRISPR/Cas sustava mogu se iskoristiti za rezanje nezeljenih sekvenci iz
genoma, te popravak istih u slucaju nezeljenih mutacija te vracanja divljeg tipa gena Sto
uvelike moze posluziti u genskoj terapiji. Unato¢ svim do sada postignutim rezultatima

dodatna ispitivanja su potrebna radi unaprjedenja sustava.
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4. ZAKLJUCAK

CRISPR/Cas je vrlo jednostavan sustav koji bakterije koriste kao sredstvo za
obranu od infektivnih Cestica, otvorio je nove moguénosti u manipulaciji genoma. Zbog
specifinog nacina uvodenja ureza u DNA naSao je Siroku upotrebu od biotehnologije do
stvaranja lijekova za lijeCenje bolesti na razini genoma. Kako je ovo novina u svijetu
geneticke manipulacije potrebno je joS mnogo rada da bi se sustav usavrsio i radio na jos
viSoj razini no sada. Male modifikacije ovog sustava mogu uliniti znacajne razlike u
tocnosti 1 efikasnosti. Kako i ostale sintetske nukleaze tako i ova ¢e nailaziti na probleme
prilikom rezanja 1 dovoditi do nezeljenih mutacija, ali zahvaljuju¢i modifikacijama vec je
sada reducirana ta mogucénost za nekoliko redova veli¢ine. KoriStenjem razli¢itih sgRNA
moguce je pristupiti skoro svakom dijelu genoma na jednostavan nacin. Sustav pokazuje
potencijal u uredivanju genoma prokariota te se moze ocekivati da ¢e jednake rezultate
pokazivati i pri uredivanju genoma svih sisavaca pogotovo onih kod kojih nije moguce
dobiti mati¢ne stanice. Ovaj sustav je jedinstvena platforma koja moze posluziti za
stvaranje jo§ boljih i efikasnijih oruda za manipulaciju geneti¢kim materijalom koja ¢e

imati primjenu u Sirokom rasponu znanstvenih disciplina.
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6. SAZETAK

CRISPR/Cas sustav u prokariota i arheja igra vaznu ulogu u obrani od
infektivnih Cestica. Izu¢avanjem principa rada CRISPR/Cas sustava ustanovljeno je da se
moze iskoristiti u uredivanju kako prokariotskog tako i eukariotskog genoma. Budu¢i da
je jo§ uvijek novitet u znanosti veliki broj znanstvenika pokazuje interes za izuc¢avanje i
poboljsanje ovog sustava. Svi dosadasnji rezultati upucuju na svijetlu buducénost u

primjeni CRISPR/Cas sustava u svim granama znanosti

U ovom radu opisano je na koji nacin se sustav CRISPR/Cas pokuSalo
prilagoditi da bude Sto efikasniji i1 precizniji te koje su prednosti divljeg tipa CRISPR/Cas
sustava spram mutiranog. Nadalje je opisana na koji na¢in se mogu iskoristiti svojstva
divljeg tipa 1 mutiranog tipa Cas9 nukleaze te njegova prakticna primjena u mijenjanju

genoma.
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7. SUMMARY

CRISPR/Cas system plays important role in defence from infective particlesin
Prokaryotes and Arhaea. The mechanism of CRISPR/Cas system can be used in genome-
editing not only in Prokaryotes but also in Eukaryotes. Because its a novelty, a great
number of scientists show interest in studying and possible improvement of this system.
To date all results indicates show that in the near future the use of this system will be

inevitable in various disciplines of science.

This paper describes recent results of the use of CRISPR/Cas system. It also
shows how it can be modified to improve its efficiency and precision and which are the
advantages of then wilde type CRISPR/Cas in contrast to mutant form. Further more it is
described the practical use of wild type and mutated type of Cas9 nuclease and how it

can be used in genome editing
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