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Izvlecek

V zadnjih 40 letih so svet pretresle Stevilne epidemije, ki so jih povzrocili virusi
kot je HIV, SARS, HINI1, Ebola, Zika in med zadnjimi SARS-CoV-2, vsem znan
kot povzrocitelj bolezni COVID-19. V vseh primerih je odziv javnega zdravstva na
prisotno virusno groznjo oviralo pomanjkanje hitrega, dostopnega in zanesljivega
molekularnega diagnosti¢nega testiranja. Kljub temu, da zivimo v zelo razviti
druzbi, ki je ustvarila Stevilne tehnoloSke cudeze, hitro in natan¢no dolocanje
patogenov Se vedno predstavlja kriticno tocko tako v humani kot v rastlinski
virologiji. Metode, ki omogoCajo hitro, obcutljivo in specificno dolocanje
nukleinskih kislin so pogosto zahtevne in cenovno neugodne. Velik potencial v
rastlinski diagnostiki predstavlja uporaba CRISPR/Cas sistemov, zaradi velike
obcutljivosti, specifi¢nosti, hitrosti, fleksibilnosti, robustnosti in preproste uporabe.
CRISPR/Cas v kombinaciji s hitrimi testi omogo€a poceni, natan¢no in hitro
dolocanje, ki je primerno tudi za uporabo na terenu. V preglednem ¢lanku so
opisane razli¢ne aplikacije CRISPR/Cas metod za dolocanje nukleinskih kislin,
med drugimi tudi moznost dolocanja viroidov.

Kljuéne besede: Crispr, Cas proteini, metode za dolocanje, nukleinske kisline,
viroid

CRISPR/CAS SYSTEMS: THE FUTURE OF NUCLEIC ACID
DETECTION

Abstract

Over the past 40 years, the world has been shaken by a number of epidemics
caused by viruses such as HIV, SARS, HINI1, Ebola, Zika and most recently,
SARS-CoV-2, known to all as the causative agent of COVID-19. In all cases, the
public health response to the present viral threat was hampered by a lack of rapid,
accessible, and reliable molecular diagnostic testing. Despite living in a highly
developed society, that has created many technological marvels, the rapid and
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accurate identification of pathogens still represents a critical point in both human
and plant virology. Methods that enable rapid, sensitive and specific analysis of
nucleic acids are often complex and cost-inefficient. The use of CRISPR/Cas
systems represents great potential in plant diagnostics, due to its sensitivity,
specificity, speed, flexibility, robustness and ease of use. CRISPR/Cas in
combination with lateral flow assays (LFA) allows cost-effective, accurate and fast
detection, which is also suitable for field use. In this review, several CRISPR/Cas
applications for nucleic acid detection are discussed, including their potential for
viroid detection.

Key words: Crispr, Cas proteins, detection methods, nucleic acids, viroid

1 UvVOD

Rastlinski patogeni povzrocajo obsezne ekonomske izgube in predstavljajo veliko
groznjo trajnostnem kmetijstvu (Mahas in sod., 2021). Med temi pomembno mesto
zajemajo RNA virusi rodu Potexvirus (druzina Alphaflexiviridae), Potyvirus
(druzina Potyviridae) in Tobamovirus (druzina Virgaviridae), ki so zelo nalezljivi
in razSirjeni po celem svetu (Aman in sod., 2020). ZmanjSanje koli¢ine in
kakovosti pridelka povzrocajo tudi viroidi, ki imajo zelo Sirok spekter gostiteljev in
lahko okuzijo kmetijske in okrasne rastline ter nekatere drevesne vrste (Hadidi in
sod., 2003). Eden izmed pomembnejsih dejavnikov pri uspesnem nadzoru Sirjenja
bolezni je zmoznost hitre in natan¢ne dolo¢itve njenih povzrociteljev.

Za identifikacijo specifi¢nih tarénih nukleinskih kislin so bile v rastlinski virologiji
razvite S$tevilne metode, katerih uporabnost je odvisna od zanesljivosti,
obcutljivosti, ponovljivosti, hitrosti, zahtevnosti in cene (Narayanasamy, 2011).
Med temi v sodobni diagnostiki prevladujejo tehnike na osnovi PCR, sekvenciranja
in metod izotermalnega pomnozevanja (Gucek in sod., 2017, Aman in sod., 2020).
Kljub $tevilnim izboljsavam imajo te metode Se vedno omejitve, kot so cena, Cas,
oprema, zahtevno nacrtovanje, posledi¢no visoko usposobljen kader in vpliv
inhibitorjev, kar pogosto vodi v neustrezne rezultate (Mahas in sod., 2021).
Omenjeno tako otezi moznost hitrega in enostavnega dolocanja, zato je potrebno
razviti nove metode s posodobljenimi resitvami.

Velik potencial v rastlinski diagnostiki predstavlja uporaba CRISPR sistema v
kombinaciji s Cas proteini kot so Casl2a, Casl3a in Casl4 (Chen in sod., 2018;
Gootenberg in sod., 2017; Harrington in sod., 2018). CRISPR/Cas12a sistem ima
moznost cis- in trans-rezanja enoveriznih DNA molekul (ssDNA), slednji
posledicno omogoca dolocanje nukleinskih kislin, cis- pa se uporablja za genetski
inzeniring. V zadnjih petih letih je bil CRISPR sistem razvit za dolocanje Stevilnih
patogenov, zaradi ato-molarne (aM, 107'%) obcutljivosti, specifi¢nosti, hitrosti,
fleksibilnosti, robustnosti in preproste uporabe. Visoka obcutljivost je mogoca ob
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predhodni namnozitvi tarce s PCR, LAMP ali RPA (pomnozevanje rekombinazne
polimeraze, ang. recombinase polymerase amplification) (Wang in sod., 2020).

2 CRISPR/Cas sistemi

Metoda CRISPR/Cas je ena od novejsih diagnosticnih metod, v osnovi razvita za
genski inzeniring, ki temelji na sistemu, ki ga bakterije in arheje uporabljajo za
obrambo pred virusi (Jinek in sod., 2012; Wang in sod., 2020). CRISPR (angl.
clustered regularly interspaced short palindromic repeats, slo. gru¢e enakomerno
prekinjenih kratkih palindromskih ponovitev) sistem se v kombinaciji s Cas
proteini (ang. CRISPR-associated endoribonuclease systems, slo. s CRISPR
povezane endonukleaze) (Casl2a, Casl3a in Casl4) uporablja za dolocanje
nukleinskih kislin (Chen in sod., 2018; Gootenberg in sod., 2017; Harrington in
sod., 2018). Casl3a deluje kot RNaza, ki jo lahko CRISPR RNA (crRNA)
molekule reprogramirajo v rezanje oznacenih ne-tarcnih RNA molekul
(Gootenberg in sod., 2017). Podobno Casl12a vsebuje z DNA-aktivirano splo$no
aktivnost, da deluje kot DNaza, ki lahko neodvisno reze nespecificne enoverizne
DNA (ssDNA) molekule, ko nastane kompleks Cas12a/crRNA/tar¢cna DNA (Chen
in sod., 2018). Kompleks Cas12a-crRNA lahko specificno prepozna in reze tar¢no
zaporedje s prepoznavanjem motiva PAM (ang. protospacer adjacent motif) in
komplementarnostjo med tar¢o in crRNA (Chen in Doudna, 2017) (slika 1).
Prepoznavanje motiva PAM je odvisno od specifi¢nega zaporedja (5°-TTTN), ki ga
prepozna Casl12a protein, in je osnova, da lahko Casl2a protein deluje kot helikaza
in odvije tarcno DNA (Sundaresan in sod., 2017). Po odvitju se crRNA veze na
tarco, kar naprej aktivira nespecificno trans-rezanje ssDNA (Chen in sod., 2018).

V kombinaciji Cas proteinov z utiSanimi fluorescentnimi sondami in korakom
namnozitve tar¢e (PCR, RPA, LAMP), so bile razvite Stevilne metode za dolo¢anje
nukleinskih kislin, kot so SHERLOCK (Gootenberg in sod., 2017), HUDSON
(Myhrvold in sod., 2018), DETECTR (Chen in sod., 2018), HOLMES (Li in sod.,
2018, 2019) in E-CRISPR (Dai in sod., 2019). Omenjene metode se razlikujejo
glede na analiziran vzorec (DNA/RNA), vrsto predhodnega pomnoZevanja
(PCR/RPA/LAMP), nacin detekcije (fluorescenca/hitri testi/elektrokemija),
obcutljivost (pM/aM/zM), moznost kvantifikacije, ¢asovni obseg ter moznost
uporabe na terenu (preglednica 1) (Wang in sod., 2020).

Zaradi ato-molarne obcutljivosti (aM) in specificnosti, so bile CRISPR/Cas
aplikacije razvite predvsem pa hitro dolo¢anje virusov kot so ZIKA, Denge, HPV-
16 in SARS-CoV-2, ker Cas testiranja skraj$ajo na 1 uro (Gootenberg in sod., 2017;
Myhrvold in sod., 2018; Dai in sod., 2019; Broughton in sod., 2020).

CRISPR/Cas sistem je pogosto uporabljen tudi zaradi velike specificnosti, saj
zazna spremembe na nivoju ze enega nukleotida in je lahko primeren za analizo
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SNP (ang. single nucleotide polymorphism, slo. enojni nukleotidni polimorfizmi),
ki jih lahko zaznamo z vnosom spremembe v ctRNA zraven SNP in testiranjem
vsake tarce s specifi¢no in spremenjeno ctrRNA (Myhrvold in sod., 2018).
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Slika 1: CRISPR/Cas-RT-RPA sistem za pomnozevanje in fluorescentno dolocanje
RNA tarce. Z uporabo Casl2a, crRNA in ssDNA sonde tarco lahko doloc¢imo v 1
uri (Li in sod., 2018).

Veliko prednost pred ostalimi metodami predstavlja tudi uporaba hitre »izolacije,
ki ne potrebuje zahtevne izolacije nukleinskih kislin, ki je velikokrat kriti¢ni korak
pri dolocanju patogenov (Myhrvold in sod., 2018). Metoda CRISPR je tako v
kombinaciji z RPA, ki ima glede na ostale nacine predhodnega pomnozevanja
najboljSo obcutljivost, in kompatibilnimi hitrimi testi (ang. lateral flow assay,
LFA), primerna tudi za uporabo na terenu. Sistem CRISPR/Cas-RPA kljub
cenovno ugodni in hitri analizi (1 h) omogoca obcutljivo dolocanje, ki je
primerljivo s qPCR (ang. quantitative PCR) in ddPCR (ang. digital-droplet PCR)
(Gootenberg et al., 2017).
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Preglednica 1: Reprezentativne aplikacije dolocanja nukleinskih kislin s
CRISPR/Casli3 in Casl2 proteini (povzeto po Wang et al., 2020).

Nuklei . Izote . .
P'rot Metoda nska Pon'moze rmal Odcitavanje 9bcutl Kv%fmh Cas l?renos Referenca
ein - vanje jivost*  kacija ljivost
kislina nost
Gootenberg
Cas SHERLOCK RNA/ RPA DA Fluorescenca aM NE 2-3 DA in sod.,
13 DNA h
2017
SHERLOCK RNA/ 0,5 -
v DNA RPA DA Fluorescenca zM DA ih DA Qootenberg
Kolorimetri¢ni in sod.,
o 2018
hitri testi
HUDSON + RNA/
SHERLOCK DNA RPA DA Fluorescenca aM NE <2h DA Myhrvold
Kolorimetri¢ni in sod.,
. 2018
hitri testi
Cas Chen in
DETECTR DNA RPA DA Fluorescenca aM NE ~lh DA
12 sod., 2018
DNA/ Li in sod.,
HOLMES RNA PCR NE Fluorescenca aM NE ~lh NE 2018
Dai i .
E-CRISPR DNA  / DA Elcktrokemija ~ pM DA ~lh DA , 5{ 9’“ sod.,
DNA/ Liin sod.,
HOLMESv2 RNA LAMP DA Fluorescenca aM DA ~lh DA 2019

*aM, ato (107'*) molarno; zM, zepto (10") molarno; pM, piko (10-'?) molarno

2.1 CRISPR/cas sistemi in viroidi

Viroidi so najmanjsi in najenostavne;jsi rastlinski patogeni (246- 401 nt), ki se hitro
Sirijo, tako med rastlinami istega gostitelja kot tudi med razli¢nimi gostitelji (Flores
in sod., 2005). Tako obstaja tveganje, da se zaradi zelo intenzivnega globalnega
trgovanja z rastlinskim materialom lahko pojavijo nove viroidne bolezni, ki na
nekem gostitelju ne kazejo bolezenskih znamenj, na drugem pa povzrocijo pravo
epidemijo (Hadidi in sod., 2017).

Viroidi so lahko prisotni v rastlinah, ki ne kazejo bolezenskih znamenj, in so pod
mejo detekcije metod, ki so v rutinski uporabi. Optimizacija metod za dolocanje
rastlinskih patogenov, kot so viroidi, je zelo zahtevna, vsaka kombinacija viroid-
gostitelj je namreC specificna, prav tako viroidi po rastlini niso homogeno
razporejeni, zato je zelo pomembno Ze samo vzorCenje. Njihova koncentracija se
hitro spreminja in je zelo odvisna od vplivov okolja (Malfitano in sod., 2005;
Mumford in sod., 2000). Za dolocanje viroidov v hmelju so najpogosteje v uporabi
PAGE, dot-blot in RT-PCR. Omenjene metode omogoc¢ajo zanesljivo dolocanje,
vendar so ¢asovno obsezne, obcutljive na inhibitorje in zdravju skodljive (Gucek in
sod., 2017). Za viroide v hmelju je bila nedavno razvita obcutljivejSa metoda RT-
PCR v realnem casu (RT-qPCR), ki omogoca socasno doloc¢anje ve¢ tar¢ in
kvantifikacijo (Gucek, 2020). Zaradi Stevilnih omejitev omenjenih metod velik
potencial v diagnostiki viroidov predstavlja uporaba CRISPR sistema v
kombinaciji s Cas proteini kot so Casl2a, Casl3a in Cas14 (Chen in sod., 2018;
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Gootenberg in sod., 2017; Harrington in sod., 2018) ob predhodni namnozitvi tarce
s PCR ali RPA. Metoda CRISPR je bila po nasih podatkih za viroide razvita samo
za ASSVd v jablani, ki v kombinaciji z RT-RPA omogoca vizualno dolocanje brez
izolacije in drage opreme (Jiao in sod., 2020). ASSVd so dolocili na osnovi
CRISPR/Cas12a-RT-RPA sistema in metodo razvili za doloCanje $tirih virusov pri
jablani. Z razvito metodo jim je uspelo dolociti viruse in viroid neposredno iz
ekstrakta listov v ¢asu manj kot ene ure (Jiao in sod., 2020).

3 ZAKLJUCEK

Na podroc¢ju rastlinske virologije razvoj novih metod za dolocanje patogenov,
zaradi specificnih interakcij med rastlinami in patogeni, ne poteka tako hitro kot v
humani diagnostiki. Pojav in razvoj bolezni rastlin lahko preprecimo oziroma
omejimo z uporabo fitofarmacevtskih sredstev, vzgojo odpornih sort in zanesljivo
diagnostiko. Obstajajo tudi povzrocitelji bolezni kot so virusi in viroidi, ki lahko
povzro€ijo neozdravljive bolezni. Za omejitev Sirjenja le-teh bolezni je klju¢na
hitra in zanesljiva diagnostika. Ne glede na velik napredek pri dolo¢anju rastlinskih
patogenov v zadnjih 50. letih, imajo metode, ki so v rutinski uporabi, Se vedno
Stevilne omejitve, kot so cena, Cas, oprema, zahtevno nacrtovanje, posledi¢no
visoko usposobljen kader in vpliv inhibitorjev, kar pogosto vodi v neustrezne
rezultate.

Velik potencial za doloCanje rastlinskih patogenov, kot so virusi in viroidi,
predstavlja uporaba CRISPR sistema, ki omogoc¢a ogromno razli¢nih aplikacij. Do
sedaj razvite metode CRISPR sistema se razlikujejo glede na uporabljene Cas
proteine, analiziran vzorec (DNA/RNA), vrsto predhodnega pomnozevanja
(PCR/RPA/LAMP), nacin detekcije (fluorescenca/hitri testi/elektrokemija),
obcutljivost (pM/aM/zM), moznost kvantifikacije, ¢asovni obseg ter moznost
uporabe na terenu. Metoda je kljub zelo veliki obcutljivosti (aM, 107'®) in
specificnosti, hitra, fleksibilna, robustna in preprosta za uporabo. Zaradi Stevilnih
prednosti zato ni nenavadno, da je bil v zadnjih petih letih CRISPR sistem razvit za
dolocanje S$tevilnih patogenov, tako v humani kot rastlinski virologiji. V
prihodnosti bodo razli¢ne aplikacije CRISPR sistema omogocale hitro in zanesljivo
dolocCanje rastlinskih patogenov in bodo znatno pripomogli k izboljSani sliki
trajnostnega kmetijstva v svetu.
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