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a)  

1. V iskalniku UniProt pod zadetki Cas9 dobimo naslednje:  

 

Drugi zadetek je tisti, ki ga iščemo, njegov ID pa je takoj za zlatim znakom.  

ID: J7RUA5 

 

 

 

 

 

2. V razdelku »Sequence« poiščemo »Length«, ta nam daje dolžino proteina. 

1053 

MKRNYILGLD

 

 



3. Pod razdelkom »Names & Taxonomy« najdemo »Recommended name« kot tudi »Alternative 

name«: 

CRISPR-associated endonuclease Cas9 (priporočljivo) 

SaCas9 (alternativno) 

 

 

4. Pod razdelkom »Structure« poiščemo »Method« 

X-ray 

 

 

5. Pod razdelkom »Function« poiščemo o ligandih »Ligand«: 

Mangan 

 



Kovinski ioni (predvsem Mg²⁺) so nujni za katalitično aktivnost Cas9, ker stabilizirajo negativne 

fosfatne skupine DNA in omogočajo pravilno orientacijo substrata ter aktivnih ostankov v 

katalitičnem centru. Zato se brez njih Cas9 še vedno lahko veže DNA, vendar ne more učinkovito 

izvesti cepitve, kar pojasni zmanjšano ali odsotno aktivnost v reakciji. 

 

6. Pod razdelkom »Function« poiščemo »Molecular function«  

Da, ima tudi nukleazno aktivnost, saj je to anotirano v UniProt.  

Podatek najdemo v razdelku »Function« med »Molecular function« 

 

 

7. Pod razdelkom »Homologs« poiščemo ali je karkoli anotirano. 

Ni paralogov, vsaj UniProt nam tega ne podaja. 

 

 

 

 

 

b) Najprej poiščemo zadetke, ko se Cas9 nahaja v naslovu: 

V iskalniku PubMed med Advanced iskanjem izberemo article review, nato kliknemo AND in dodamo 

tudi opcijo Title, kjer zapišemo Cas9, saj nas to zanima. Nato damo search in izberemo tudi časovni 

razpon (2013-2015, 2016-2018, 2019-2021, 2022-2024). 



Enako naredimo tudi, ko se Cas9 nahaja le v besedilu, le da ne izberemo še Cas9[Title] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ko poiščemo 2013-2015, da se Cas9 nahaja v naslovu: 84 rezultatov 

 

 

Ko poiščemo 2013-2015, da se Cas9 NE nahaja v naslovu: 219 rezultatov 

DELEŽ : 84/219= 38,36% 

 

 

 



 

Ko poiščemo 2016-2018, da se Cas9 nahaja v naslovu: 329 rezultatov 

 

 

 

Ko poiščemo 2016-2018, da se Cas9 NE nahaja v naslovu: 1045 rezultatov 

DELEŽ: 329/1045= 31,48% 

 

 

 

 

Ko poiščemo 2019-2021, da se Cas9 nahaja v naslovu: 319 rezultatov 



 

 

Ko poiščemo 2019-2021, da se Cas9 NE nahaja v naslovu: 1427 rezultatov 

DELEŽ: 319/1427= 22,35% 

 

 

 

 

Ko poiščemo 2022-2024, da se Cas9 nahaja v naslovu: 400 rezultatov 

 

 



 

Ko poiščemo 2022-2024, da se Cas9 NE nahaja v naslovu: 1757 rezultatov 

DELEŽ: 400/1757= 22,77% 

 

Rezultati kažejo, da je bil delež review člankov, kjer je Cas9 omenjen v naslovu glede na vse omembe, 

najvišji v obdobju 2013–2015, nato pa postopno upada do 2019–2021, kjer doseže minimum, in se v 

zadnjem obdobju 2022–2024 rahlo stabilizira oziroma rahlo poveča. 

Največji relativni padec deleža po letu 2015 lahko razložimo s tem, da je bil Cas9 v zgodnjem obdobju 

CRISPR raziskav še osrednja novost področja, zato se je pogosto pojavljal že v naslovih review člankov 

kot glavni fokus. Kasneje, z eksplozijo CRISPR raziskav po letu 2016, se je področje razširilo na številne 

Cas variante, aplikacije in širše genomske tehnologije, zato Cas9 ni bil več vedno glavni poudarek v 

naslovu, temveč pogosto le ena od komponent širših pregledov. 

V obdobju 2022–2024 se delež rahlo stabilizira, kar lahko kaže na to, da je Cas9 postal standardizirano 

orodje, zato se ponovno pogosteje pojavlja kot ključna referenčna točka v naslovih preglednih 

člankov, zlasti v kontekstu kliničnih aplikacij in optimizacij sistema. 

 

 

 

c) Podobno kot smo v točki a) poiskali naš Cas9, poiščemo v UniProt tudi Cas12a. Pazimo, da je 

organizem res tisti, ki ga iščemo. Zadetek se sicer nahaja takoj na začetku vseh zadetkov, tako da je 

verjetnosti, da se zmotimo res malo. 

Ko najdemo protein Cas12a, enako kot smo poiskali v točki a) za Cas9 poiščemo med »Sequence« 

aminokislinsko zaporedje in ga kopiramo.  

S tem zaporedjem gremo v EMBOSS NEEDLE, kamor pripnemo aminokislinsko zaporedje proteina Cas9 

in v naslednje okno še zaporedje proteina Cas12a.  

 

 



Rezultat poravnave:  

 

 

Pri globalni poravnavi (EMBOSS Needle) med Cas9 in Cas12a dobimo nizko identiteto (15,6 %) in 

relativno nizko podobnost (27,5 %), hkrati pa zelo visok delež vrzeli (47,1 %), kar kaže, da sta proteina 

na sekvenčni ravni precej oddaljena in da globalna poravnava vključuje številne nehomologne regije. 

Od 1054 aminokislinskega ostanka dalje pri Cas9 v globalni poravnavi (Needle) vidimo izključno 

vrzeli, ker v tem delu Cas9 nima homolognega zaporedja glede na Cas12a. To pomeni, da Cas12a v 

tej regiji vsebuje dodatne strukturne/domenske elemente, ki v Cas9 niso prisotni, zato globalna 

poravnava umetno vstavi vrzeli in s tem poravna neprimerljive regije, kar zmanjša biološko 

relevantnost podobnosti v tem delu. 

 

Na enak način izvedemo poravnavo v EMBOSS WATER, le da v Google iskalnik napišemo EMBOSS 

WATER. Ostalo je enako kot pri EMBOSS NEEDLE, tudi potek kako prilepimo aminokislinsko zaporedje. 

 

 

 

 

 



Rezultat EMBOSS WATER:  

 

 

 

Pri lokalni poravnavi (EMBOSS Water) se identiteta poveča na 20,8 %, podobnost na 36,4 %, število 

vrzeli pa se zmanjša na 30,2 %, kar pomeni, da algoritem izbere predvsem najbolj podobne in 

funkcionalno pomembne regije ter izloči nepovezane dele zaporedja. 

Globalna poravnava (EMBOSS Needle) v tem primeru ni optimalna, ker poskuša poravnati celotni 

dolžini proteinov, kar vključuje velike strukturne razlike, posledično pa nastane veliko število vrzeli 

in nizka navidezna podobnost. 

Na podlagi rezultatov je za primerjavo proteinov Cas9 in Cas12a)primernejša lokalna poravnava 

(EMBOSS Water), saj se ta osredotoča na funkcionalno ohranjene regije in ignorira evolucijsko 

nepovezane dele sekvenc. 

 

Primerjavo bi lahko izboljšali tako, da bi poravnavali le posamezne funkcionalne domene oziroma 

katalitična jedra proteinov, ali pa bi odstranili N- in C-terminalne regije ter primerjali le evolucijsko 

ohranjene dele, kar bi dalo bolj biološko relevantne rezultate. 



V poravnavi si v idealnem primeru želimo največ simbola “*”, saj ta označuje identične aminokisline 

v obeh zaporedjih in zato neposredno kaže na najvišjo stopnjo ohranjenosti. 

Pri primerjavi Cas9 in Cpf1 (Cas12a) ta pogoj ni v veliki meri izpolnjen, saj je delež identičnosti 

relativno nizek (okoli 15–21 %). 

Takšen vzorec poravnave nastane zaradi velike evolucijske razdalje med proteinoma, saj sta se Cas9 

in Cas12a razvila iz različnih evolucijskih linij CRISPR sistemov in sta kljub enaki funkciji (cepitev DNA) 

razvila različne aminokislinske sekvence in domenske organizacije. Posledično se ohranjajo le ključni 

funkcionalni motivi, medtem ko so ostali deli močno divergentni, kar se v poravnavi kaže kot veliko 

število neskladij in vrzeli. 

 

d) Ko izvajamo poravnavo v dotmatcher nam Google takoj najde ta program, sam dotmatcher pa nas 

lepo vodi kam pripnemo aminokislinsko zaporedje. Parametra za threshold pri tej nalogi ne 

spreminjamo. 

 

Ko nastavimo okno 10: 

 

 

 



Ko nastavimo okno 20: 

 

 

Ko nastavimo okno 50: 

 



Pri manjšem oknu zaznamo več kratkih lokalnih podobnosti, vendar se poveča tudi količina šuma, 

medtem ko večje okno prikaže predvsem najbolj ohranjene funkcionalne regije proteinov. 

Pri izbranih nastavitvah analize opazimo več kratkih diagonalnih segmentov, vendar brez ene 

kontinuirane diagonale preko celotnega grafa. To pomeni, da med proteinoma Cas9 in Cas12a ni 

visoke globalne podobnosti, temveč si delita le posamezne lokalno ohranjene regije. 

 

Ugotavljanje pomena substitucijske matrike: 

PAM250 je bolj “tolerantna” matrika, ker dovoljuje več aminokislinskih zamenjav, ki so nastale skozi 

daljšo evolucijo. Zato zazna tudi šibkejše in oddaljene podobnosti, ki jih EBLOSUM62 (strožja matrika, 

temeljena na bolj konzerviranih zaporedjih) pogosto ne zazna.  

Ker PAM250 uporablja nižji prag za sprejem podobnosti med aminokislinami, zato sprejme več 

“šibkih” ujemanj in poveča občutljivost analize. Kot posledica se poleg pravih homolognih regij 

pojavijo tudi naključna ujemanja, kar vizualno izgleda kot več pikic. 

Za Cas9 in Cas12a je primernejša EBLOSUM62 za osnovno interpretacijo, ker daje bolj zanesljive 

(manj lažno pozitivne) rezultate in jasno pokaže samo močno ohranjene funkcionalne regije. 

 

e) Primerjamo rezultate poravnav iz točke c) in d) 

Rezultati dot plot analize se dobro ujemajo z rezultati globalne (Needle) in lokalne (Water) 

poravnave. Needle poravnava pokaže nizko globalno podobnost in visoko število vrzeli, kar potrjuje, 

da si proteina Cas9 in Cas12a) nista tesno evolucijsko sorodna po celotni dolžini zaporedja. 

Water poravnava po drugi strani zazna lokalno ohranjene regije, kar se ujema z kratkimi diagonalnimi 

segmenti v dot plot analizi, ki predstavljajo funkcionalno pomembne motive. 

Dot plot vizualno potrdi oba rezultata: odsotnost ene kontinuirane diagonale (kot bi bila pri tesno 

sorodnih proteinih) in prisotnost le fragmentiranih podobnosti kaže na evolucijsko oddaljenost 

proteinov. 

Skupaj vse tri metode konsistentno kažejo, da imata Cas9 in Cas12a podobno funkcijo, vendar 

različen evolucijski izvor, kar pomeni funkcionalno konvergenco ob strukturni divergenci. 

 

f) Ponovno se vrnemo v UniProt med razdelek »Familiy & Domains«  

Lokalne podobnosti v dotplotu odražajo funkcionalno ekvivalentne katalitične regije, predvsem 

nukleazne domene (RuvC-like in HNH pri Cas9 ter RuvC-like jedro pri Cas12a), ki omogočajo isto 

biološko funkcijo (cepitev DNA), kljub evolucijski razliki v strukturi proteinov. 

 

 

 

 

 



Rezultati iskanja pri Cas9: 

 

 

Rezultati iskanja pri Cas12a: 

 

 

 

Preverimo še njuno molekularno funkcijo, da lahko potem zaključimo glede njune podobnosti. Ponovno 

poiščemo v UniProt med »Function« 

Rezultati za Cas9: 

 



Rezultati za Cas12a: 

 

 

 

ZAKLJUČIMO LAHKO, da sta Cas9 in Cas12a različna CRISPR tipa (II vs V), evolucijsko sta se razvila 

ločeno in uporabljata različno arhitekturo, a podobno funkcijo. 

 

g) V UniProt v razdelku »Structure« poiščemo, kje najdemo AlphaFold 

 

 

 

1 struktura 



Zanesljivost je večinoma visoka, kar prepoznamo po pLDDT vrednostih: 

modre regije (>90): zelo visoka zanesljivost 

zelene regije (70-90): dobra zanesljivost 

rumene/rdeče (<70): nizka zanesljivost 

Model, ki je predstavljen za Cas9 ima prevladujoče modre regije, torej zelo visoka zanesljivost. 

 

 

Regije z nizkim pLDDT predstavljajo običajno linkerji med domenami, fleksibilne zanke in gibljivi 

deli.Njihova funkcionalna vloga je predvsem omogočanje konformacijskih sprememb ob vezavi DNA, 

aktivacijo encima in premik katalitičnih domen. 

 

Da, Cas9 je bila sicer tudi eksperimentalno določena.  

Npr. X-ray je bila ena od eksperimentalnih metod, EM. 

 

 



Anotacija Position 1-68 pomeni, da je prikazan le N-terminalni del proteina Cas9. Torej le prvih 68 

aminokislinskih ostankov. Ta del je zato pogosto bolj fleksibilen, manj strukturiran, lahko pa je ključen 

za regulacijo ali začetno zvijanje proteina.  

 

 

 

h)  Da najdemo povezavo do GenBank, si pomagamo z »External links« 

 

 

 

 

 

 

 

S klin 



S klikom na GenBank med »Sequence databases dobimo našo želeno povezavo do GenBank, kjer bomo 

našli informacijo o številu baznih parov 

 

 

Rezultat: 

56 115 baznih parov 

 

 




