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Annotatsiya: CRISPR/Cas vositachiligida genomni tahrirlash o ‘simlik genomini
manipulyatsiya qilishning ingilobiy yondashuvidir. Birog, ushbu texnologiyaning
muvaffaqiyati aniq vektor va boshqa komponentlarni tanlashga bog ‘lig. O ‘simlikka
xos CRISPR/Cas vektori odatda Cas dan iboratgen, magsadga xos gRNK, yetakchi
ketma-ketligi, tanlangan marker geni, anig promouterlar va boshga gismlar. Bir joyda
CRISPR vektorlari haqida to‘lig ma’lumot yo ‘qligi sababli har bir tadgiqot uchun
o0 ziga xos vektorni tanlash har doim giyin bo ‘Igan. Bu erda biz vektor tanlashda va
kerakli o ‘simlik genomini samarali tahrirlashda juda foydali bo ‘Igan turli xil muhim
elementlarning har bir texnik jihatlarini muhokama qildik.

Kalit so‘zlar: CRISPR/Cas9, Csy4-gRNA, asosiy tahrirlash, multiplekslash,
endonukleazalar.
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Annomayusn: CRISPR/Cas-onocpedosannoe peoakmuposanue eenoma — 3mo
PEBONIOYUOHHDBIL NOOX00 K MAHUNYIUPOBAHUIO 2eHOMOM pacmenuti. OOHaKo ycnex
9MOU MeXHON02UU CUIbHO 3A8UCUM OM 8bl00PA KOHKPEMHO20 8eKmopd U Opyaux
komnonenmos. Bexkmop CRISPR/Cas, cneyuguunviti 011 pacmeHuti, 0ObIYHO
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cocmoum  u3 Caseen, yeneeass ePHK, 1udepnas  nociedosamenbHOCMmb,
celeKmupyemblil MapKepHblil 2eH, MouHble NPOMOMOpbL U Opyeue akceccyapul. Becezoa
ObLIO COJNCHO BbLIOPAMb KOHKPEMHbIL 8eKMOP 05l KAHNCO020 UCCAe008AHUS U3-3A
omcymcmeusi  ucuepnvigarowei ungopmayuu o eekmopax CRISPR 6 o0Hom
Mmecme. 30eco Mbl 00CYyOunU 6ce MexXHUuecKue AacneKmovl paziudHblX BaANCHBIX
97leMeHmo8, Komopble 6y0ym oueHb NoJie3Hbl Npu 8blbope seKmopa u 3 dexmusHom
PEeOaKmupOBarHUU HCENAeMO20 2eHOMA PACTNEeHUs.

Knwueevie cnoea: CRISPR/Cas9, Csy4-ePHK, npaiim-pedakmuposanue,
MYTbMUNLEKCUPOBAHUE, IHOOHYKeaA3bl.
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Annotation: CRISPR/Cas mediated genome editing is a revolutionary approach
for manipulating the plant genome. However, the success of this technology is highly
dependent on selection of a specific vector and the other components. A plant-specific
CRISPR/Cas vector usually consists of a Cas gene, target-specific gRNA, leader
sequence, selectable marker gene, precise promoters, and other accessories. It has
always been challenging to select the specific vector for each study due to a lack of
comprehensive information on CRISPR vectors in one place. Herein, we have
discussed every technical aspect of various important elements that will be highly
useful in vector selection and efficient editing of the desired plant genome. Various
factors such as the promoter regulating the expression of Cas and gRNA, gRNA size,
Cas variants, multicistronic gRNA, and vector backbone, etc. influence transformation
and editing frequency.

Keywords: CRISPR/Cas9, Csy4-gRNA, prime editing,  multiplexing,
endonucleases.

KIRISH
Klasterlangan muntazam intervalgacha gisga palindromik takrorlar (CRISPR) va
u bilan bog‘lig Cas ogsili (CRISPR/Cas) o‘simliklar genom muhandisligi sohasida
ingilob qgildi. Sink-barmoq nukleazalari (ZFNs) va transkripsiya faollashtiruvchisiga
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o‘xshash effektor nukleazalar (TALENs) kabi boshqa yondashuvlarga nisbatan
nisbatan aniq, loyihalash oson, arzon[1.2]. Turli xil PAM o°‘ziga xosligi bilan Cas9,
Casl2a (Cpfl), Casl2b, Casl2e (CasX) va Casl2j (Cas¢) kabi turli xil Cas ogsillarini
identifikatsiya qilish o‘simlik genomini o‘zgartirish uchun xos bo‘lgan ko‘plab
tahrirlovchi vektorlarni ishlab chigishga olib keldi [3.4]. Ushbu vositalar turli xil
o‘simlik turlarida moslashuvchan tarzda istalgan genni, genni tuzatishni, saytga xos
transgenni kiritish va hokazolarni nokaut gilish uchun tez-tez qo‘llanilgan [5.6.7].

ADABIYOTLAR TAHLILI

CRISPR-Cas vositachiligida genom muhandisligi muhim komponentlar sifatida
endonukleaza (Cas9, Casl2a yoki Casl2b, Casl?j) va RNK (gRNK) ni talab
giladi. gRNK birinchi navbatda magsadli joyni taniydi, so‘ngra endonukleaza
tomonidan ikki zanjirli DNKning parchalanishi kuzatiladi. Ikki zanjirli uzilish (DSB)
keyinchalik gomologik bo‘lmagan uchi birlashma (NHEJ) yoki gomologik
yo‘naltirilgan ta’mirlash (HDR) orqali tuzatiladi [8.9]. HDR DNK shablonidan
foydalanadi va DSB ni xatosiz tuzatadi. Magsadning o‘ziga xosligi gRNKning birinchi
20 nukleotidiga (nt) bog‘lig bo‘lib, u genom ichidagi qo‘shimcha magsadli ketma-
ketlikni (protospacer) taniydigan spacer sifatida ham tanilgan. 20 ta asosiy juftlik (bp)
o‘ziga xos va noyob magsadli ketma-ketlikni tanlash samarali va aniq tahrirlash uchun
juda muhimdir. Bundan tashgari, magsadni tanlashda protospacer-qo‘shni motif
(PAM) mavjudligi muhim ahamiyatga ega[10.11]. Cas9, Casl2a va Casl12b uchun
PAM ketma-ketligi mos ravishda 5’NGG3’, TTTV va ATTN (N har ganday nukleotid
bo‘lishi mumkin va V A, C yoki G). Cas9 - bu RNK tomonidan boshgariladigan
monomerik DNK endonukleaza bo‘lib, u ba’zi bakterial genomlarda topilgan II turdagi
CRISPR tizimining muhim tarkibiy gismidir. U genomning magsadli ketma-ketligida
DSB hosil giladi, bu mutatsiyaga olib kelishi mumkin. DSB odatda o‘simlik
hujayralarining o°ziga xos ta’mirlash mexanizmi bilan ta’mirlanadi, ba’zida
nukleotidlarni o‘chirish yoki qo‘shish orqgali ramka o‘zgarishi mutatsiyalarini kiritadi
[12]. Cas9 ogsili globulyar tanib olish (REC) va kichik yadro (NUC) lobiga ega. REC
lobi ko‘prik spirali, REC1 va REC2 domenlaridan iborat bo‘lsa, NUC lobi RuvC, HNH
va PAM bilan o‘zaro ta’sir qiluvchi domenlarni o‘z ichiga oladi [13.14]. RuvC
nukleaza domeni magsadli ipni ajratadi, qo‘shimcha ip esa HNH nukleazasi tomonidan
parchalanadi, bu esa DSB ga olib keladi [8.14]. Streptococcus pyogenes , Neisseria
meningitidis , Streptococcus thermophilus va Treponema denticola dan
ajratilgan Cas9 genining o‘lchami 3,25 dan 4,6 kilobaza juftlari (kb) gacha o‘zgarib
turadi va turli PAM ketma-ketliklarini taniydi [15].
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TADQIQOT METODOLOGIYASI.
Cas/sgRNA Ribonukleinkislotadan foydalanish usuli

Cas9, Casl2a, Casl2b va Casl2j yordamida o‘simliklarda vektorsiz genomni
tahrirlash ikkita usul bilan amalga oshirilishi mumkin. Birinchi usulda gRNK va Cas
endonukleaza in vitroda transkripsiyalanadi. Keyin ular oltin yoki kumush zarralari
kabi tashuvchi bilan qoplangan va o‘simlik hujayralariga etkazib beriladi. In vitro
transkripsiyasi uchun gRNK va Cas endonukleaz T7 promouteri tomonidan tartibga
solinadi va keyin kalluslarga bombardimon qilish uchun qo‘llaniladi. Ikkinchi usulda
gRNK transkriptlari va tozalangan rekombinant Cas ogsili PEG yoki bombardimon
orqali o‘simlik hujayralariga yetkaziladi. Vektorsiz genomni tahrirlash Arabidopsis ,
tamaki, salat, guruch, uzum va olmada muvaffaqiyatli sinovdan o‘tkazildi
[28.30]. Makkajo‘xori tarkibida bu komplekslar embrionlarga bombardimon qilindi
va transgensiz mutantlar topildi [9]. Cas/sgRNK ribonukleoprotein komplekslarining
asosiy afzalligi shundaki, ular vektorni talab gilmaydi va shuning uchun transgen
Kiritilmaydi. Ushbu komplekslar to‘g‘ridan-to‘g‘ri  PEG, nanopartikullar yoki
bombardimon usullaridan foydalangan holda o‘simliklarning regenerativ to‘qimalariga
yuborilishi mumkin.

TAHLILLAR VA NATIJALAR.
CRISPR ning eng samarili usullaridan foydalanish

CRISPR aralashuvi (CRISPRIi) vektorlari magsadli genning transkripsiyasiga
xalagit berish uchun ishlatiladi. CRISPRi-da gRNK va katalitik faol bo‘lmagan Cas
yoki o‘lik Cas (dCas) kompleksi magsadli genning transkripsiya boshlang‘ich joyini
(TSS) bog‘laydi va sun’iy transkripsiya bostiruvchi vazifasini bajaradi. Birinchi avlod
CRISPRI tizimi transkripsiyani o‘rtacha darajada bostirishni ko‘rsatdi. Holbuki, dCas9
transkripsiyaviy repressor bilan birlashtirilgan ikkinchi avlodda yaxshiroq
transkripsiyani bostirishni ko‘rsatdi. O‘simlik hujayralariga etkazib berilgandan so‘ng,
gRNK dCas9 repressorini magsadli joyga bog*laydi, bu oxir-ogibat gen ekspressiyasini
buzadi. CRISPRIi vektorlariga misollar pYPQ153, pHSN6I01 va pdCas9 (GB1079),
o‘simliklarda ishlatilishi mumkin [7]. Ushbu vektorlar uchun potentsial magsad
promouter hududlari, tartibga soluvchi hududlar va kodlanmagan hududlar bo‘lishi
mumekin.

CRISPRa vektorlari

CRISPR vositachiligidagi transkripsiya faollashuvi (CRISPRa) gRNK va effektor
birlashtirilgan dCas9 kompleksi maqsadli genning promotor mintagasiga bog‘langan
mexanizm bo‘lib, bu transkripsiyaning kuchayishiga olib keladi. Dastlab, CRISPRa-
da eng ko‘p ishlatiladigan effektor molekulalari VP64, p65 va p300 kabi
transaktivatorlar edi. VP16 - herpes simplex virusining taniqgli transkripsiya
faollashtiruvchisi, VP64 esa VP16 tetrameridir. p65 NF-kappa B omilining faollashuv
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domeniga ega bo‘lgan boshqa transaktivatordir. Ikkinchi avlod CRISPRa tizimi
transaktivatorlar bilan birlashtirilgan MCP, PCP va Com kabi aptamerga xos ogsillarni
o‘z ichiga oladi. Ikkinchi avlod CRISPRa tizimi kuchlirog va birinchi avlodga nisbatan
yugqori transkripsiya faolligini ko‘rsatdi.

XULOSALAR.

O‘simliklarning genetik va metabolik muhandisligi sohasidagi so‘nggi yutuqlar
foydalanuvchilarga qulay genom muhandislik vositalarini talab giladi. CRISPR/Cas
endonukleaz vositachiligidagi genom muhandisligi o‘simliklarda yakuniy molekulyar
vositaga aylandi. Ushbu CRISPR vositalarining ko“pchiligi turli xil o‘simlik turlarida
ularning ozugaviy va dorivor giymatini yaxshilash uchun gabul gilinmoqda.
CRISPR/Cas9 yordamida genomni tahrirlash muvaffagiyati etkazib berish usuli va
vektor tanlashga juda bog‘liq. Cas9 va gRNKni ifodalash uchun promotor tanlash,
gRNK hajmi, Cas9 variantlari, polikistronik tRNK-gRNK , polikistronik Csy4-gRNK
kabi omillar, va vektor magistral va boshgalar magsadli genomni tahrirlash tajribalarini
loyihalash uchun asosiy komponentlardir. Bundan tashgari, polikistronik-tRNA/Csy4-
gRNA dan foydalanish tahrirlash chastotalarini oshirdi. Cas endonukleazidagi turli xil
modifikatsiyalar va ko‘plab Cas variantlarining mavjudligi kengroq yordamchi dastur
uchun turli xil CRISPR vektorlarini loyihalash imkonini berdi. OMEGA deb
nomlanuvchi transpozon-kodlangan RNK tomonidan boshgariladigan nukleazalar
yaqin kelajakda yangi vositalarni ishlab chigish uchun kuchli potentsial nomzod
bo‘lishi mumkin. Yangi kashf etilgan Cas ¢ va CasMINI kabi o‘lchamlari kichikroq
bo‘lgan Cas  endonukleazlari  genetik  muhandislik uchun  foydaliroq
bo‘ladi. Tahrirlash, nicking, bazani tahrirlash, maqgsadli genlarni Kiritish,
transkripsiyani faollashtirish/bostirish, multiplekslash, asosiy tahrirlash va genlarni
belgilash kabi CRISPR-dan turli xil foydalanish o‘simlikshunoslar uchun turli xil yangi
yo‘llarni ochadi, bu esa pirovardida o‘simliklarni oziqlantirish uchun dizaynerlik
ekinlarini ishlab chiqishda yordam beradi. dunyo aholisining ko‘payishi.
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