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CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) to narze-
dzie do edycji genéw. Umozliwia precyzyjne modyfikacje DNA. Zostato odkryte jako czesé
systemu odpornosciowego bakterii [doudnaNewFrontierGenome2014].

Gléwne komponenty CRISPR:
e Bialko Cas9:

— Enzym, ktory przecina DNA.
— Rozpoznaje specyficzne miejsca w genomie.
— Drziala jak molekularne nozyczki [jinekProgrammableDualRNAGuidedDNA2012].

e Przewodnik RNA (gRNA):

— Krotki fragment RNA.
— Prowadzi biatko Cas9 do docelowego DNA.
— Wiagze sie z wybrana sekwencja DNA [jinekProgrammableDualRNAGuided DN A2012].

Zastosowania CRISPR:
e Modyfikacja genow:

— Knock-out genow (wylaczenie funkeji genu).
— Wprowadzenie mutacji.

— Zmiana sekwencji DNA.

Przyklady zastosowarn:
e Zwiekszenie odpornosci roglin na susze [montecilloCRISPRCas9SystemPlant2020].
e Poprawa cech rolniczych zwierzat.

o Terapia genowa u ludzi [doudnaNewFrontierGenome2014].
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Projektowanie systemu CRISPR do edycji genéw Arabidopsis z uzyciem Biopy-

Cel:

e Nauczenie projektowania sekwencji gRNA do edycji genow.

e Wykorzystanie Biopython do edycji genéw odpornosci na susze w Arabidopsis thaliana.

e Zaprojektowanie gRNA do wyciszenia lub modyfikacji genu.
Wprowadzenie:

o Arabidopsis thaliana to modelowy organizm w badaniach roslinnych.

e CRISPR umozliwia modyfikacje genéw zwiazanych z odpornoscia na susze.

e W ¢wiczeniu zaprojektujesz sekwencje gRNA do modyfikacji genow.

Krok 1: Przygotowanie Srodowiska

e Zainstaluj Biopython:

1 pip install biopython

o Zataduj sekwencje genow Arabidopsis do pliku arabidopsis_genes.fasta.

Krok 2: Analiza sekwencji genow

e Uzyj Biopython do zatadowania sekwencji genow.
o Identyfikuj miejsca docelowe CRISPR w sekwencjach genow.

Przykladowy kod:

from Bio import SeqlO
from Bio.Seq import Seq

# Zataduj sekwencje gendéw z pliku FASTA
def load_sequences(file_path):
return list(SeqIO.parse(file_path, "fasta"))

# Znajdz potencjalne sekwencje gRNA (20 nukleotyddéw + PAM "NGG")
def find_crispr_sites(sequence):

pam = "NGG"

sites = []

for i in range(len(sequence) - 23):
target = sequence[i:i+20]
pam_site = sequence[i+20:1i+23]

if pam_site.endswith("GG"):
sites.append(target + pam_site)
return sites

# Przyktad uzycia
genes = load_sequences ("arabidopsis_genes.fasta")
for gene in genes:

print (f"Gene ID: {gene.idl}")

crispr_sites = find_crispr_sites(str(gene.seq))

print (f"Potential CRISPR sites: {crispr_sites[:5]}") # wysSwietl tylko 5 pierwszych

Krok 3: Projektowanie sekwencji gRNA
o Wyszukaj potencjalne sekwencje gRNA w sekwencjach genow.

e Zidentyfikuj najbardziej odpowiednie miejsca do modyfikacji.
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Krok 4: Analiza wydajno$ci i specyficznosci gRNA

e Upewnij sie, ze gRNA nie ma niepozadanych miejsc docelowych w genomie.

e Uzyj dodatkowych algorytmoéw do oceny specyficznosci.

Zadanie:

e 7najdz potencjalne miejsca CRISPR w jednym z wybranych genéw.
o Wybierz najlepsze gRNA do edycji genu.

e Zapisz wyniki w pliku selected_grnas.txt.

Przyktad formatu pliku wynikowego:

Gene ID: AT3G02990
Selected gRNA: ACTGACTGACTGACTGACTGGG (pos: 150-170)
Dodatkowe wyzwania:

e Zintegruj narzedzia Biopythona do analizy specyficznosci gRNA w calym genomie Arabidopsis.

e Zaprojektuj gRNA do edycji wielu genéw jednoczesnie.

Podsumowanie:

e Poznasz, jak uzywaé narzedzi bioinformatycznych do projektowania gRNA.

o Nauczysz sie, jak zwieksza¢ odpornoéé roslin na stresy srodowiskowe.

Referencje:

e Biopython Tutorial and Cookbook

e Zhang, H. et al. (2019). Genome editing in plants using CRISPR-Cas9. Nature Reviews Genetics,
20(12), 769-788.
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