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Sustav CRISPR-Cas je obrambeni mehanizam bakterija od stranih genetickih
elemenata. Za pruzanje zaStite je neophodna ugradnja fragmenta strane molekule DNA
(razmaknice) u lokus CRISPR. Ugradnja nove razmaknice se naziva naivnom adaptacijom, a
za ugradnju je neophodan proteinski kompleks Casl-Cas2. Nije poznato kako nastaju
fragmenti za ugradnju, no smatra se da bitnu ulogu ima nukleazna aktivnost enzima RecBCD.
U ovom radu je detaljnije istrazena uloga enzima RecBCD i drugih egzonukleaza u naivnoj
adaptaciji. Pra¢enjem ucinkovitosti adaptacije in vivo u sojevima E. coli mutiranim za
istrazivane gene je pokazano da nukleazna aktivnost enzima RecBCD nije neophodna, veé
samo helikazna, te da nastajanje 5'-strSe¢ih krajeva DNA pomocu egzonukleaza pomaze
adaptaciju. Utvrdeno je in vitro da kompleks Casl-Cas2 moze cijepati DNA s 5'-str§e¢im
krajevima, a sekvenciranjem je utvrdeno da vecéina ugradenih razmaknica potjece s
kromosoma. Rezultati potvrduju ulogu enzima RecBCD u stvaranju fragmenata DNA, a sam
proces adaptacije ne utjece na vijabilnost.
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1. UvOD

Sustav CRISPR-Cas (engl. Clustered Regurarly Interspaced Short Palindromic
Repeats; CRISPR-associated) je adaptivni imunosni sustav prokariota, prisutan u bakterija i
veéini arheja, ukljucen u obranu od stranih geneti¢kih elemenatal . Do sada je otkriveno vise
tipova sustava CRISPR-Cas, ali svi su gradeni od niza kratkih ponavljajucih sljedova
nukleotida (engl. repeats) izmedu kojih se nalaze jedinstveni sljedovi zvani razmaknice (engl.
spacers), te gena cas u neposrednoj blizini®. U bakteriji Escherichia coli (E. coli), koja je
modelni organizam ove doktorske disertacije, geni cas su smjesteni uzvodno od lokusa
CRISPR. Izmedu gena i lokusa se jos nalazi i vodeca regija (engl. leader), unutar koje je
promotor s kojeg zapocinje prepisivanje lokusa CRISPR®’. Imunost se stje¢e uzimanjem
fragmenta strane molekule DNA, protorazmaknice, te njegovom mjesno-specificnom
ugradnjom u lokus CRISPR. Proces uzimanja fragmenta DNA i ugradnje zove se adaptacija.
Dva su nacina adaptacije, naivna i pripremljena®®. Naivna adaptacija, koja je predmet
istrazivanja ove doktorske disertacije, je prva faza imunosnog odgovora i podrazumijeva
ugradnju nove razmaknice iz strane molekule DNA u lokus domac¢ina CRISPR. U drugoj fazi
dolazi do prepisivanja lokusa CRISPR, prvo u dugu nezrelu molekulu CRISPR RNA (pre-
crRNA) koju proteini Cas zatim procesiraju u kratke zrele molekule CRISPR RNA (crRNA)
od kojih svaka sadrzi jednu razmaknicu. Molekulu crRNA vezu proteini Cas i koriste ju za
pronalazak strane molekule DNA, iz koje je razmaknica potekla, na temelju
komplementarnosti baza. Komplementarnim sparivanjem baza izmedu crRNA i strane DNA
dolazi do interferencije, zadnje faze imunosnog odgovora sustava CRISPR-Cas, koja rezultira
razgradnjom strane DNA*. U obrambenom mehanizmu je bitan motiv PAM (engl.
protospacer adjacent motif), kratki slijed nukleotida prisutan samo uz protorazmaknicu u
stranoj DNA, koji omogucéuje razlikovanje strane od vlastite DNA u lokusu CRISPR s ciljem

izbjegavanja autoimunostitt2,

Sam proces naivne adaptacije se odvija u tri koraka: razgradnja velike strane DNA na
manje fragmente i njeno "hvatanje”, prijenos fragmenta DNA (protorazmaknice) do lokusa
CRISPR, te ugradnja u lokus CRISPR. Kompleks Cas1-Cas2 katalizira vec¢inu ovih koraka, a
ostali proteini domacina sudjeluju u razgradnji strane DNA i navodenju kompleksa do lokusa
CRISPR, te u sintezi DNA i ligaciji krajeva DNA domagina prilikom ugradnje®t314, za
razliku od same ugradnje razmaknice u lokus CRISPR koja je relativno poznata, puno manje
se zna o0 procesima koji prethode, tj. kako se strana molekula DNA razgraduje da bi ju
kompleks Casl1-Cas2 vezao i ugradio. Pokazano je da vecina razmaknica potjece iz podrucja
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ishodista replikacije (oriC), terminusa (ter), lokusa CRISPR, lokusa ribosomskih DNA
(rDNA) i R-om¢i, odnosno regija u kojima ces¢e dolazi do zastoja replikacijskih raslji i
lomova u molekuli DNA™, Smatra se da u bakteriji E. coli u naivnoj adaptaciji pomaze enzim
RecBCD prilikom popravka dvolanc¢anih lomova koji mogu nastati uslijed kolabiranih
replikacijskih raslji. Djelovanjem helikazne i nukleazne domene enzima RecBCD nastaju
jednolancani fragmenti molekule DNA prije nego enzim naide na oktamerni slijed chi koji
modulira aktivnost enzima RecBCD!*!7, U skladu s tim, naivna adaptacija je znacajno
smanjena u mutantima recB, recC i recD u kojima nedostaje helikazna i/ili nukleazna
aktivnost. Nastali jednolancani fragmenti bi se onda mogli spojiti u dvolan¢ane fragmente na
koje bi se vezao kompleks Cas1-Cas2. Nije poznato je li spajanje spontano ili potpomognuto
aktivnoscéu Casl-Cas? ili nekim dugim faktorom domacina. Prilikom naivne adaptacije dolazi
i do ugradnje fragmenata vlastite molekule DNA, ali rjede nego iz strane, plazmidne ili
virusne molekule DNA. Medutim, ugradnja vlastitih fragmenata molekule DNA je oko 10 x
veéa u mutantima recB, recC i recD, sto sugerira da enzim RecBCD takoder pomaze u
razlikovanju vlastite od strane molekule DNA (strana DNA ima manje mjesta chi) ili da su
fragmenti molekule DNA nastali u ovim mutantima pogodni supstrati za vezanje kompleksom
Cas1-Cas2™,

Cilj ovog rada bio je detaljnije istraziti ulogu enzima RecBCD (posljedi¢no i ulogu
homologne rekombinacije i proteina RecA) u pripremi fragmenata DNA za naivnu adaptaciju
u bakteriji E. coli, te ulogu nekoliko jednolancanih DNA-nukleaza ¢ija bi aktivnost takoder
mogla imati utjecaj na adaptaciju. Hipoteza je bila da nukleazna aktivnost enzima RecBCD
nije neophodna za nastanak fragmenata DNA, ve¢ da kompleks Cas1-Cas2 moze samostalno
izrezati fragmente iz odgovarajucih supstrata DNA koji nastaju djelovanjem helikazne

aktivnosti enzima RecBCD i jednolan¢anih nukleaza u E. coli.

Za ova istrazivanja sam Kkoristio tri pristupa: geneticki, biokemijski i bioinformaticki.
U prvom dijelu istrazivanja genetickom analizom razli¢itih mutanata bakterije E. coli istrazio
sam utjecaj helikazne i nukleazne aktivnosti enzima RecBCD na naivnu adaptaciju in vivo.
Takoder, istrazio sam ulogu proteina RecA kako bi se iskljucila povezanost s enzimom
RecBCD u popravku DNA gdje je protein RecA neophodan, te istrazio uloge jednolanc¢anih
DNA-egzonukleaza koje cijepaju molekulu DNA u smjeru 3'=5' (sbcB, sbcD, exoX, xseA) ili
5'—3' (recJ, xseA). Za ova istrazivanja koristio sam bakterijske sojeve E. coli s deletiranim
genima cas, transformirane plazmidom pEB628 koji eksprimira kompleks Casl-Cas2 ili
praznim plazmidom (pBad-HisA) kao negativnhom kontrolom. Plazmidi pEB628 i pBad-HisA
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ujedno su sluzili kao strana DNA, odnosno izvor (proto)razmaknica. Za navedena
istrazivanja, napravio sam nove bakterijske sojeve transdukcijom pomocu bakteriofaga P1.
Ugradnju razmaknica (mjera efikasnosti naivne adaptacije) pratio sam kroz tri dana
uzastopnim presadivanjem (pasaziranjem) prekonoc¢nih kultura transformiranih sojeva E. coli
s plazmidima pEB628 i pBad-HisA. Prekono¢ne kulture sam lizirao te u njima lokus CRISPR
analizirao metodom PCR i elektroforezom u agaroznom gelu. Usporedbom intenziteta signala
umnozenog lokusa CRISPR sa i bez ugradene razmaknice iz elektroforeze na agaroznom gelu
kvantificirao sam uspjesnost adaptacije u razlicitim mutantima E. coli. Paralelno sam pratio
gubitak plazmida iz stanica ($to bi moglo utjecati na efikasnost adaptacije) zasadivanjem i
kvantifikacijom decimalnih razrjedenja prekono¢nih kultura transformanata na hranjive
podloge bez i sa selektivnim agensom. Istim pokusima sam istrazio uloge dva gena nepoznate

funkcije (yajD i ycfH) na naivnu adaptaciju.

U svrhu istrazivanja mogucéeg utjecaja enzima RecBCD na prezivljenje stanica
domacina nakon adaptacije, analizirao sam vijabilnost nekoliko zanimljivih mutanata E. coli.
Ovim postupkom sam analizirao pojedinacne kolonije narasle zasadivanjem prekonoénih
kultura na ¢vrste hranjive podloge. Metodom PCR na pojedinacnim kolonijama analizirao
sam lokus CRISPR i odredio postotak zivih stanica koje imaju ugradenu razmaknicu.
Bioinformatickom analizom sekvenciranih lokusa CRISPR odredio sam porijeklo razmaknica,
a dodavanjem gena cas za interferenciju na plazmidima odredio utjecaj razmaknica na

interferenciju.

Kako bih utvrdio najbolji supstrat DNA za vezanje i eventualno cijepanje od strane
kompleksa Casl1-Cas2 in vitro, te potvrdio rezultate in vivo, pripremio sam dvolancane
supstrate DNA razlicitih 3'- i 5'-str§ec¢ih krajeva, obiljezenih fluorescentnom bojom Cy5 na 5'-
kraju. Supstrate sam inkubirao s razli¢itim koncentracijama procis¢enog enzimskog
kompleksa Casl-Cas2 te analizirao metodom EMSA (engl. electrophoretic mobility shift
assay) u poliakrilamidnom gelu. Takoder sam istrazio utjecaj slijeda nukleotida koriStenjem

supstrata DNA sa i bez motiva PAM.



Za analizu porijekla ugradenih razmaknica, Sto je bilo vazno za interpretaciju
genetickih rezultata, odabrao sam tri mutanta E. coli. Nakon provedene elektroforeze u
agaroznom gelu produkata PCR na lokusu CRISPR, iz gela sam izrezao i procistio dulje
fragmente (s ugradenom razmaknicom). Ovako prociséeni fragmenti DNA sekvencirani su
tehnologijom visokoproto¢nog sekvenciranja (engl. high throughput sequencing; HTS) te

mapirani i analizirani bioinformaticki.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Sustav CRISPR-Cas: kratki pregled kroz povijest

Sustav CRISPR-Cas (engl. Clustered Regurarly Interspaced Short Palindromic
Repeats; CRISPR) je dvokomponentni sustav kojeg ¢ini skup kratkih ponavljajucih sljedova
nukleotida (engl. repeats) medusobno odvojenih jedinstvenim sljedovima zvanim razmaknice
(engl. spacers), te geni cas (engl. CRISPR-associated) smjesteni u neposrednoj blizini. Prvo
otkri¢e ponavljajuceg dijela sustava dogodilo se u drugoj polovici osamdesetih godina 20.
stolje¢a kad je japanski znanstvenik Yoshizumi Ishino otkrio ponavljajuée sljedove®. On je
prilikom proucavanja funkcije gena iap (engl. isozyme of alkaline phosphatase) u bakteriji
Escherichia coli K-12 sekvencirao regiju oko gena i nizvodno od njega otkrio ponavljajuce
sljedove koji su bili razli¢iti od svih do tada poznatih ponavljajuéih sljedova (Slika 1).
Nedugo nakon njega, krajem osamdesetih i po¢etkom devedesetih godina 20. stoljeca, isti ili
slicni ponavljajuéi sljedovi otkriveni su u drugim sojevima bakterije E. coli i u drugim
bakterijama®®-?t, Godine 1993. je lokus CRISPR prvi put otkriven u arhejama??, te u narednim
godinama u sve vecem broju bakterija i arheja s razvojem naprednijih metoda sekvenciranja
genoma. Ruud Jansen i suradnici su osmislili naziv CRISPR za ovaj lokus 2002.%3, a daljnjim
sekvenciranjem organizama lokusi su do danas pronadeni u gotovo svim arhejama i u

otprilike 50 % bakterija, dok u eukariota jo§ nisu pronadeni®*

- TGAAAATGGGAGGGAGTTCTAC CGCAGAGGCGGGGGAACTCCAAGTGATATCCATCATCGCATCCAGTGCGCC
R CGGTTTATCCCCGCTGATGCGGGGAACACCAGCGTCAGGCGTGAAATCFCACCGTCGTTGC
CGGTTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACTCTCGGTTCAGGCGTTGCAAACCTGGCTACCGGG
CGGTTTATCCCCGCTAACGCGGGGAACTCGTAGTCCATCATTCCACCTATGTCTGAACTCC
CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACTCG————~ G

1 2 3 4 5 x’/g 7 8 9 10 11 12 13 14
. A A A A I XXX

ey | ]

iap e——f

100 pb

Slika 1. Sekvence prvih pet ponavljajucih sljedova duljine 29 pb (u crvenom okviru), isprekidane
jedinstvenim sljedovima duljine 32 pb (u zelenom okviru), koje je znanstvenik Yoshizumi Ishino
otkrio proucavanjem rezultata sekvenciranja prilikom istrazivanja funkcije gena iap koji se nalazi
uzvodno na kromosomu bakterije E. coli (deblje otisnutim slovima je prikazan stop kodon gena iap,
5'-TGA-3'). Shema ispod sekvence prikazuje udaljenost lokusa CRISPR od 3'-kraja gena iap (crvenim

strelicama su oznadeni ponavljajuéi sljedovi). Preuzeto i doradeno iz,



Prva znacajnija otkri¢a vezana za mogucu ulogu lokusa CRISPR dogodila su se na
pocetku 21. stolje¢a. Tada su dvije neovisne skupine istrazivaca, na celu kojih su bili
Francisco Mojica i Christine Pourcel, otkrile da su jedinstvene sekvence koje se nalaze
izmedu ponavljaju¢ih sljedova u lokusu CRISPR homologne sekvencama iz profaga,
bakteriofaga (skra¢eno faga) i plazmida®>?. Pretragom literature su uodili da fagi i plazmidi
ne inficiraju sojeve domacina koji imaju njima homologne sekvence u lokusu CRISPR, te su
obje grupe neovisno predlozile da lokus CRISPR pruza zastitu od stranih genetickih

elemenata nalik RNA interferenciji (RNAI) u eukariota.

Razvojem metoda sekvenciranja, te paralelno s otkricem sve veceg broja lokusa
CRISPR, pocelo se sve vise informacija dobivati i o neposrednoj okolini genoma pokraj
lokusa. Osim $to su skovali naziv CRISPR, Jansen i suradnici su 2002. otkrili i 4 konzervirana
gena (casl - cas4) redovito prisutna u neposrednoj blizini lokusa®®. Znacajan doprinos u
razumijevanju moguce funkcije gena cas dala je znanstvenica Kira Makarova koja je
detaljnim analizama sekvenci proteina Cas predvidjela da ovi proteini sustava CRISPR imaju
obrambenu ulogu®. Eksperimentalni dokaz da sustav CRISPR-Cas funkcionira kao imunosni
sustav u obrani domacina od stranih genetickih elemenata dobiven je 2007. godine u bakteriji
Streptococcus thermophilus®. Tada su Rodolphe Barrangou i suradnici pokazali da S.
thermophilus postaje otporna na infekciju fagom kad se iz tog istog faga ubaci kratka
sekvenca u lokus CRISPR. Godinu dana kasnije, Luciano Marraffini i Erik Sontheimer su
pokazali da sustav CRISPR-Cas sprijeCava transformaciju bakterije Staphylococcus
epidermidis plazmidima koji imaju sekvence identi¢ne onima prisutnim u lokusu CRISPR
bakterije®. Konacno, 2008. godine, istrazivacka grupa Johna van der Oosta je rekonstituirala
imunosni sustav Koriste¢i elemente iz bakterije E. coli prilikom ¢ega su pokazali da je za
funkcioniranje sustava neophodno prepisivanje i procesiranje molekula RNA nastalih iz
lokusa CRISPR (crRNA), te da su za procesiranje molekula RNA kao i za sprijeCavanje

(interferenciju) proliferacije strane DNA neophodni proteini Cas®.



2.2. Mehanizam djelovanja, klasifikacija i primjena sustava CRISPR-Cas

Mehanizam djelovanja sustava CRISPR-Cas u obrani od stranih genetic¢kih elemenata
se moze podijeliti u tri faze (Slika 2), a ovisno o kojem se organizmu radi, tj. koji sustav je
prisutan, razli¢iti proteini Cas sudjeluju u pojedinim fazama? ., U prvoj fazi, zvanoj
adaptacija, sudjeluju proteini Casl i Cas2 koji su i najo¢uvaniji proteini Cas. Ova dva proteina
¢ine kompleks koji omogucuje ugradnju kratkih fragmenata strane molekule DNA
(protorazmaknica) u lokus domac¢ina CRISPR. Protorazmaknica ugradena u lokus CRISPR se
naziva razmaknica. U drugoj fazi dolazi do ekspresije sustava CRISPR-Cas na nacin da
prepisivanjem cijelog lokusa prvo nastaje jedna dugacka nezrela molekula CRISPR RNA
(pre-crRNA), koju zatim proteini Cas ili druge ribonukleaze stanice pocijepaju na kratke zrele
molekule CRISPR RNA (crRNA). Svaka molekula crRNA sadrzi jednu razmaknicu i dijelove
ponavljaju¢ih sljedova sa svake strane. U zavr$noj fazi, zvanoj interferencija, molekule
crRNA vezane na proteine Cas pronalaze ciljnu DNA po principu komplementarnog
sparivanja baza te proteini Cas svojom nukleaznom aktivno$¢u cijepaju stranu molekulu
DNA. Za razliku od prve faze (adaptacije) u kojoj uvijek sudjeluju proteini Casl i Cas2, u
drugoj (ekspresija i sazrijevanje) i trecoj fazi (interferencija) sudjeluju razliciti proteini Cas,

ovisno o kojem se sustavu radi.

Osim lokusa CRISPR 1 proteina Cas, za pravilno funkcioniranje sustava vazni su i tzv.
vodeca regija (engl. leader) te motiv PAM (engl. protospacer adjacent motif). Vodeca regija
je smjesStena neposredno uzvodno od prvog ponavljajuceg slijeda, te pomaZe pravilno
orijentiranje nove razmaknice prilikom ugradnje u lokus CRISPR 1 poti¢e njegovo
prepisivanje®®. Motiv PAM je kratki slijed nukleotida prisutan samo u ciljnoj DNA, odmah uz
protorazmaknicu, ¢ime se omogucuje razlikovanje ciljne DNA od razmaknice ugradene u
lokus CRISPR koja uz sebe nema motiv PAM. Na ovaj nain stanice izbjegavaju
autoimunost, a osim $to motiv PAM proteini Cas prepoznaju prilikom intereferencije,

prepoznaju ga i prilikom adaptacije®%.
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Slika 2. Tri faze obrambenog mehanizma sustava CRISPR-Cas. Peterokutima orijentiranim s lijeva na
desno su prikazani geni cas, a lokus CRISPR je prikazan u obliku crnih rombova (ponavljajuci
sljedovi) i razli¢ito obojanih kvadrata (jedinstveni sljedovi, tj. razmaknice). Prelomljena strelica
izmedu gena cas i lokusa ozna¢ava promotor CRISPR smjeSten unutar vodece regije (engl. leader). U
fazi adaptacije (faza 1) se fragmenti strane molekule DNA ugraduju u lokus CRISPR kao razmaknice.
Lokus se potom prvo prepisuje u dugacku nezrelu CRISPR RNA (pre-crRNA) koja cijepanjem
sazrijeva do kratkih zrelih molekula crRNA (faza 2) od kojih svaka sadrzi slijed jedne razmaknice.
Molekule crRNA vezu proteini Cas za interferenciju (faza 3) koji nakon pronalaska protorazmaknice
komplementarne molekuli crRNA cijepaju stranu DNA. U fazi interferencije je uz protorazmaknicu u
stranoj DNA Zutom bojom oznacen motiv PAM (engl. protospacer adjacent motif). Preuzeto i

doradeno iz

Brojni sustavi CRISPR-Cas danas su klasificirani u dvije klase (Slika 3), a podjela se
zasniva na proteinima Cas ukljuéenim u fazu interferencije®****. U klasu 1 spadaju sustavi
koji imaju viSe razli¢itih proteina Cas koji sudjeluju u fazi intereferencije. Ova klasa je
mahom prisutna i u bakterijama i u arhejama, te ¢ini oko 90 % svih identificiranih sustava
CRISPR-Cas. Klasu 2 ¢ine sustavi u kojima jedan protein Cas obavlja sve funkcije potrebne
za interferenciju, te su ovi sustavi gotovo isklju¢ivo prisutni u bakterijama. Unutar svake
klase, sustavi se dalje dijele u tipove (tipovi I, Il i IV u klasi 1 i Il, Vi VI u klasi 2) i

podtipove (npr. I-A, I-B, I-C, itd.) prema svojim prepoznatljivim proteinima Cas.
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Slika 3. Klasifikacija sustava CRISPR-Cas prema proteinima Cas uklju¢enim u fazu interferencije.
Klasu 1 Cine sustavi u kojima pronalazak strane DNA (zuto) i cijepanje (plavo) €ini vise razlicitih
proteina, dok u klasi 2 to sve ¢ini jedan protein. U nekim podtipovima sustava tipa I su HD-nukleazna
i helikazna domena proteina Cas3 kodirane posebnim genima (cas3" i cas3')**%". U sustavu tipa I,
enzim RNaza Il sudjeluje u sazrijevanju molekula crRNA®*. Posebnost sustava tipa IV je da nema u
neposrednoj blizini o¢uvanih gena casl i cas2>?*. SS/LS = mala/velika podjedinica (engl. small/large

subunit). Preuzeto i doradeno iz,

Vecina sustava CRISPR-Cas prilikom interferencije cilja molekulu DNA, no tipovi
[11-A i 111-B uz DNA ciljaju i molekulu RNA®. Zbog svoje jednostavnije grade, tj. ¢injenice
da samo jedan multifunkcionalni protein Cas sudjeluje u interferenciji, sustavi klase 2 su
postali populari kao alati za uredivanje i manipulaciju genoma®4°. Najpoznatiji i najbolje
prouceni primjer je koriStenje multifunkcionalnog proteina Cas9 iz sustava tipa Il. Cas9 ima
dvije neovisne nukleazne domene, od kojih jedna cijepa lanac ciljne DNA sparen na molekulu
crRNA, a druga domena cijepa istisnuti lanac u ciljnoj molekuli DNA*. Osim uvodenja
ciljanih lomova, Cesta je i1 upotreba proteina dCas9 c¢ija je nukleazna aktivnost inaktivirana.
Ovako inaktiviran protein se ¢esto koristi sam ili fuzioniran s drugim proteinima kao alat za
regulaciju ekspresije gena ili oznaéavanje ciljnih molekula DNA**, Za metodu uredivanja
genoma baziranoj na sustavu CRISPR-Cas9, znanstvenice Emmanuelle Charpentier i Jennifer

Doudna su 2020. godine dobile Nobelovu nagradu za kemiju.



Osim za uredivanje genoma, sustavi CRISPR-Cas se koriste prilikom genotipizacije

mikroorganizama u dijagnosticke i epidemioloske svrhe®®>°

, a sve vise se istrazuje i njihova
uloga kao moguce alternative u lijeCenju infekcija izazvanih mikroorganizmima otpornim na
antibiotike®*2. Unato¢ dobrom razumijevanju i u¢inkovitosti metode, nekoliko izazova pri
koriStenju tehnologije CRISPR-Cas i dalje postoji. Glavni problemi su osiguravanje dopreme
sastavnica sustava CRISPR-Cas do ciljnog tkiva i u¢inkovitog (dugotrajnog) terapeutskog
ucinka, te nastojanje da se u $to vec¢oj mjeri sprijeCe nespecificne promjene u genomu (engl.
off-target effects). Uz to, zbog potentnosti metode, sve viSe se raspravlja o moralnim i etickim

problemima vezanim uz primjenu metode®,

2.3. Sustav CRISPR-Cas bakterije Escherichia coli K-12: struktura, mehanizam djelovanja i

regulacija

Bakterija E. coli K-12 ima sustav CRISPR-Cas tipa I-E (Slika 4), koji se sastoji od 8
gena cas smjestenih nizvodno od lokusa CRISPR gledaju¢i cijeli bakterijski kromosom, no s
obzirom da se svi geni cas kao i sam lokus prepisuju obrnuto od smjera kazaljke na satu,
moze se reéi da su unutar samog sustava geni cas ispred, tj. uzvodno od lokusa CRISPRS’.
Najudaljeniji od lokusa CRISPR je gen cas3, a pomicuc¢i se prema lokusu CRISPR slijedi
kratka intergenska regija, pa geni casABCDE12 organizirani u operon nakon kojeg slijedi
vodeca regija i sam lokus CRISPR. Produkti gena casl i cas2 formiraju proteinski kompleks
Casl1-Cas2 za adaptaciju, produkti gena casABCDE formiraju proteinski kompleks Cascade
(engl. CRISPR-associated complex for antiviral defense) bitan za sazrijevanje molekula
crRNA, te koji zajedno s proteinom Cas3 sudjeluje u interferenciji*%?*. Osim ovog lokusa
CRISPR, u bakteriji E. coli K-12 su prisutna jo§ dva lokusa CRISPR, no oba nemaju gene
cas, a jedan nema niti vodecu regiju. Takoder, organizacija sustava CRISPR-Cas se razlikuje i
izmedu razli¢itih sojeva bakterije E. coli’. S obzirom da je modelni organizam ove doktorske
disertacije bakterija E. coli K-12, daljni opis sustava CRISPR-Cas u tekstu se odnosi na sustav

1z ovog soja, osim ako nije drugacije navedeno.
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Slika 4. Sustav CRISPR-Cas tipa I-E u bakteriji E. coli K-12. Sivim strelicama su prikazani geni cas,
a crnim prelomljenim promotori. Crni rombovi predstavljaju ponavjalju¢e sljedove, a bijeli
pravokutnici razmaknice. Slovom L je oznaCena vodeca regija (engl. leader). S desne strane
promotora su u crvenim pravokutnicima oznaceni negativni regulatori ekspresije sustava CRISPR-

Cas, a plavom pozitivni (isprekidana crta oznacava djelomi¢nu regulaciju). Preuzeto i doradeno iz%.

Kao i u ostalim sustavima CRISPR-Cas, tako i u bakteriji E. coli sustav funkcionira
kroz tri faze djelovanja: adaptacija, ekspresija/sazrijevanje i interferencija (Slika 5). Za
bakteriju E. coli i ostale organizme koji imaju tip | sustava CRISPR-Cas karakteristi¢na su
dva oblika adaptacije: naivna (engl. naive) i pripremljena (engl. primed)®°*%. Naivna
adaptacija je proces ugradnje prve razmaknice u lokus CRISPR iz strane molekule DNA s
kojom se stanica domacina nije prethodno susrela, a u bakteriji E. coli su za taj proces od
produkata gena cas potrebni jedino proteini Casl i Cas28°®. Pripremljena adaptacija se dogada
kad u stanici ve¢ postoji razmaknica u lokusu CRISPR protiv strane molekule DNA i ta
razmaknica stimulira ugradnju dodatnih razmaknica iz iste molekule DNA. Za ovaj oblik
adaptacije, u bakteriji E. coli su osim proteina Casl i Cas2, potrebni i proteinski produkti
ostalih gena cas uklju¢enih u interferenciju®®*®. U fazi ekspresije nastaje dugacki transkript
nezrele molekule CRISPR RNA (pre-crRNA) koju u bakteriji E. coli podjedinica CasE iz
proteinskog kompleksa Cascade pocijepa na zrele molekule crRNA od kojih svaka sadrzi
sekvencu jedne razmaknice*. Formirani nukleoproteinski kompleks crRNA-Cascade zatim
pretrazuje DNA sadrzaj stanice prilikom ¢ega podjedinica CasA pomaze u razlikovanju ciljne
DNA od identi¢ne iz lokusa CRISPR po prisustvu motiva PAM samo u ciljnoj molekuli
DNA!12 Nakon $to prepozna motiv PAM, kompleks Cascade zapocinje odmotavanje lanaca
ciljne DNA, prilikom ¢ega se jedan lanac ciljne molekule DNA komplementarno sparuje s
molekulom crRNA, a drugi lanac ciljne molekule biva potisnut te se formira struktura R-
omé&e® . Potpuna komplementarnost izmedu ciljne DNA i crRNA stvara stabilnu R-oméu
koja uzrokuje konformacijsku promjenu kompleksa Cascade Sto rezultira dovodenjem

proteina Cas3 na ciljnu DNA%!, Konaéno, protein Cas3 svojom helikaznom aktivnoséu
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odmata ciljnu molekulu DNA, a svojom nukleaznom aktivnoscu je cijepa Cime zavrSava faza

interferencije®? %,

casA  casB casC casD casE casl cas2 L CRISPR
G:a_ adaptacijski
1. ADAPTACIA f“/_\ kompleks Cas1-Cas2
@ 7 g-T\\ = /—@ - @ 1c. procesiranje i ugradnja
1a. fragmentiranje fragmenta (razmaknice)

1b. "hvatanje"

strane DNA fragmenata L

prepisivanje¢

NANTNNNETN
Cas3 .f o &
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“ < crRNA
4/
J

kompleks Cascade s 2. EKSPRESUJA | SAZRIJEVANIJE

3. INTERFERENCIJA vezanom crRNA

Slika 5. Tri faze obrambenog mehanizma sustava CRISPR-Cas tipa I-E u bakteriji E. coli K-12.
Strelicama orijentiranim s lijeva na desno su prikazani geni cas, a vodeca regija (engl. leader) je
oznacena slovom L. Lokus CRISPR je prikazan u obliku crnih rombova (ponavljajuéi sljedovi) i
razli¢ito obojanih kvadrata (jedinstveni sljedovi, tj. razmaknice). Crveni kvadrat predstavlja
protorazmaknicu u stranoj (virusnoj) DNA koju nukleaze (prikazane kao $kare) cijepaju na fragmente
koje zatim "hvata" adaptacijski kompleks i ugraduje u lokus CRISPR. Protorazmaknica uz sebe ima
motiv PAM (Zuti pravokutnik na slici). Lokus se prvo prepisuje u dugacku nezrelu CRISPR RNA
(pre-crRNA) koja se pocijepa do kratkih zrelin molekula crRNA. Molekule crRNA veze kompleks
Cascade koji pretrazuje DNA sadrzaj u stanici, a pronalaskom protorazmaknice iz koje je nastala

razmaknica kompleksu se pridruzuje nukleaza Cas3 koja cijepa stranu DNA. Preuzeto i doradeno iz°.

Jedna od najvecih zagonetki sustava CRISPR-Cas bakterije E. coli je njegova
regulacija (Slika 4). U uobicajenim laboratorijskim uvjetima uzgoja, sustav je snazno utisan
proteinom H-NS (engl. histone-like nucleoid-structuring) koji je globalni transkripcijski
represor®®>%7. Osim proteina H-NS, negativni regulatori ekspresije sustava su i kompleks
CAMP-CRP (engl. cAMP receptor protein) te protein StpA (engl. suppressor of td phenotype

A), a pozitivni regulator ekspresije je protein LeuO (engl. transcriptional activator of
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leuABCD operon)®®688  Eksperimentalno je pokazano da su prirodne razine ekspresije
sustava nedovoljne za ucinkovitu obranu bakterije od infekcije fagom ili za sprijeCavanje
transformacije plazmidom®®, Za in vivo istrazivanja funkcioniranja sustava CRISPR-Cas u
bakteriji E. coli se uglavnom koriste prekomjerna ekspresija gena cas s plazmida*®707,
inaktiviranje gena hns®°35486.71-74 j]; koristenje inducibilnih umjesto nativnih promotora gena
cas®>>" "8 S obzirom na raznolik sadrZaj razmaknica u analiziranim sojevima bakterije E.
coli®’ smatra se da sustav ipak jest aktivan, ali kako je mali broj razmaknica homologan
sekvencama iz poznatih faga koji inficiraju bakteriju E. coli, moguce je da jo$ uvijek nije
otkrivena vecina faga koja inficira bakteriju E. coli. Takoder, pretpostavlja se da je
obrambena sposobnost sustava tek alternativa drugim obrambenim sustavima domacina ili da

sustav ima regulatornu ulogu u fiziologiji stanice domacina’.

2.4. Detaljnije o naivnoj adaptaciji u bakteriji Escherichia coli

lako predstavlja prvu fazu, faza adaptacije je najmanje razjaSnjena faza od tri faze u
obrambenom procesu sustava CRISPR-Cas. Bez obzira radi li se o naivnoj ili pripremljenoj
adaptaciji, mehanisticki procesi koji ¢ine ovu fazu se i sami mogu podijeliti u tri koraka:
stvaranje fragmenata molekule DNA koji Cine prekursore razmaknica (I), "hvatanje"
prekursora adaptacijskim kompleksom Casl1-Cas2 (Il) te obrada prekursora do zrelih

razmaknica i njihova ugradnja u lokus CRISPR (111)108,

Tijekom prvog koraka adaptacije nastaju kratki fragmenti molekule DNA. Pozeljno je
da su fragmenti porijeklom iz strane molekule DNA jer u protivnom moZze do¢i do smrti
stanice zbog autoimunosti’*. Smatra se da u nastajanju fragmenata molekule DNA za naivnu
adaptaciju, kao i u razlikovanju vlastite od strane DNA vaznu ulogu igra enzim RecBCD*®.

Vise o ulozi enzima RecBCD u naivnoj adaptaciji u sljede¢em poglavlju.

U drugom koraku adaptacije nastale fragmente molekula DNA "hvata" proteinski
kompleks Casl-Cas2. Kompleks je graden od dvije podjedinice proteina Cas2 koje su s dvije
suprotne strane omedene sa po dvjema podjedinicama proteina Casl (Slika 6). Vazna
karakteristika proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 je prepoznavanje motiva PAM. Podjedinica
Cas1 prepoznaje motiv PAM*  a najvedéi afinitet ima za motiv PAM sekvence 5'-AAG-3'no s
manjim afinitetom moze vezati i fragmente molekule DNA koji sadrze motiv PAM drugacijeg

slijeda nukleotida, tzv. nepravilne PAM-ove'®>882  Pokazano je da je optimalan supstrat za
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kompleks Casl-Cas2 fragment molekule DNA dugacak 33 parova baza (pb) kojeg ¢ini
centralni dvolancani dio dugacak 23 pb i jednolanc¢ani strSeéi krajevi od 5 nukleotida (5 nt) sa
svake strane’*®. Smatra se da se jednolan¢ani fragmenti molekule DNA (ssDNA) nastali
nukleaznom aktivno$¢u enzima RecBCD spajaju u dvolancane da bi formirali supstrat za
adaptacijski kompleks Casl-Cas2, no ne zna se je li spajanje fragmenata spontano ili
potpomognuto proteinimal#>8, Kako su fragmenti molekule DNA nastali nukleaznim
cijepanjem enzima RecBCD u pravilu duzi od finalnog supstrata kojeg Cas1-Cas2 ugraduje u
kromosom, mora do¢i do njihovog procesiranja (sazrijevanja). S obzirom da u drugim
sustavima CRISPR-Cas tipa | postoji posebni protein Cas (Cas4) koji cijepa prekursore
razmaknica®*®', te da se 3'-strSeéi krajevi u kompleksu Cas1-Cas2 nalaze unutar nukleaznog
centra svake od podjedinica Cas1*®° moguce je da sam kompleks Casl-Cas2 sudjeluje u
procesiranju i sazrijevanju prekursora razmaknica ili u tome sudjeluju neke druge nukleaze

domacina.

5nt l 23 pb | 5nt

Slika 6. Adaptacijski kompleks Cas1-Cas2 bakterije E. coli K-12 vezan za prekursor razmaknice.
Kompleks je graden od dvije podjedinice proteina Cas2 u srediStu koje su svojom povrSinom u
interakciji s dvolan¢anom regijom (23 pb) molekule DNA. Podjedinice Cas2 su s dvije suprotne strane
vezane s dvije podjedinice Casl. 3'-str§e¢i krajevi molekule DNA (5 nt) se nalaze u aktivnom mjestu

podjedinica Casla i Casla', dok su 5'-strieéi krajevi izloZeni prema okolini. Preuzeto i doradeno iz,
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U zavrSnom koraku adaptacije, proteinski kompleks Casl-Cas2 s vezanom zrelom
razmaknicom prepoznaje lokus CRISPR i Kkatalizira ugradnju razmaknice u lokus. Za
ugradnju je neophodno formiranje kompleksa Cas1-Cas2 i funkcionalna nukleazna aktivnost
podjedinice Cas1!48, Nove razmaknice se redovito ugraduju na granici izmedu vodece regije
i prvog ponavljajuéeg slijeda®®’. To je posljedica prepoznavanja vodeée regije od strane
kompleksa Casl-Cas2, a prepoznavanje i interakciju dodatno pomaze protein IHF (engl.
integration host factor) koji se veze uzvodno od vodece regije®®®!. Kompleks Casl-Cas2
dovodi krajnje 3'-OH skupine razmaknice na rubne dijelove (5'-kraj) prvog ponavljajuceg
slijeda uslijed c¢ega dolazi do nukleofilnog napada i dvije transesterifikacijske
reakcijel#*8092 Produkt reakcija je novougradena razmaknica s &ije se obje strane nalazi
jedan istisnuti lanac prvog ponavljajuéeg slijeda (Slika 7). Smatra se da nastale jednolancane
praznine (engl. gaps) poprave DNA-polimeraza | i DNA-ligaza domaéina i tako obnove
intaktnu strukturu lokusa CRISPR®. I prilikom ugradnje razmaknice u lokus CRISPR vaznu
ulogu ima motiv PAM. S obzirom da je motiv prisutan samo uzvodno od protorazmaknice,
pomaze u osiguravanju pravilne orijentacije prilikom ugradnje nove razmaknice u lokus
CRISPR®%, Motiv PAM se izrezuje iz razmaknice prije ugradnje u lokus CRISPR>*%5% to

je bitno da u fazi interferencije sam lokus CRISPR ne bude pocijepan nukleazom Cas3.

prekursor razmaknice e
= PONavljajudi slijed

== r3zmaknica

HO-—="0OH

—s

PAM

-

H
L O,:] g

L pol
e —— T [— ]
) - - - - —
pol

Slika 7. Ugradnja nove razmaknice u lokus CRISPR. U dvije transesterifikacijske reakcije OH
skupine na 3'-strSe¢im krajevima prekursora razmaknice nukleofilno napadaju 5'-kraj prvog

ponavljajuceg slijeda uz vodecu regiju (L), a zatim 5'-kraj prvog ponavljajuceg slijeda uz prvu
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razmaknicu u lokusu CRISPR. Enzim DNA-polimeraza I (pol) domaéina popuni jednolancane
praznine nastale u kromosomu zbog potiskivanja dvaju lanaca prvog ponavljajuceg slijeda na suprotne
strane novougradene razmaknice. Zutom bojom je oznaéen motiv PAM koji je prisutan u prekursoru

razmaknice, a nije u zreloj, ugradenoj razmaknici. Preuzeto i doradeno iz'°.

2.5. Uloga enzima RecBCD u naivnoj adaptaciji u bakteriji Escherichia coli

Enzim RecBCD ima vaznu ulogu u popravku dvolanc¢anih lomova molekule DNA u
bakteriji E. coli"*%_ Enzim se veZe za tupe dvolancane krajeve molekule DNA te svojom
helikaznom (podjedinice RecB i RecD) i nukleaznom (podjedinica RecB) aktivnos$éu
procesira molekulu DNA (Slika 8). Rad enzima je dobro opisan in vitro i uvazena su dva
modela rada, ovisno o omjeru koncentracija magnezijevih iona i ATP-al®%%_ Pri suvisku
magnezijevih iona, enzim cijepa oba lanca molekule DNA do nailaska na sekvencu chi (engl.
crossover hotspot instigator; 5-GCTGGTGG-3'"), nakon ¢ega cijepanje 3'-kraja molekule
DNA slabi i enzim na njega zapocinje nanositi protein RecA. Pri suvisku ATP-a enzim se
ponasa kao helikaza do nailaska na sekvencu chi kad napravi urez u jednom lancu i zapocinje
nanositi protein RecA na 3'-kraj molekule DNA. Bez obzira o kojem modelu se radi, na
djelovanje enzima utjeCe oktamerna sekvenca chi. Nakon nailaska na sekvencu, enzim
RecBCD stvara nukleoproteinski filament od 3'-kraja molekule DNA i vezanog proteina
RecA. Ovaj nukleoproteinski filament zatim zapocinje traziti homologne regije u molekuli
DNA® te se daljnjim koracima u procesu homologne rekombinacije popravlja osteéenje

nastalo u molekuli DNA.
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Slika 8. Procesiranje tupog dvolananog kraja molekule DNA od strane enzima RecBCD. A. U
uvjetima suviS§ka magnezijevih iona, enzim se veze na tupi dvolancani kraj molekule DNA (1), te se
helikaznim podjedinicama RecB i RecD odmice od kraja, a nukleaznom podjedinicom RecB cijepa
oba lanca (2) dok ne naide na sekvencu chi (siva prelomljena strelica (3)). Nakon nailaska na sekvencu
chi, cijepanje 5'-kraja se nastavlja, a cijepanje 3'-kraja prestaje (4), te enzim zapocinje stvarati
nukleoproteinski filament za rekombinaciju nanoSenjem proteina RecA na 3'-kraj (5). Preuzeto i
doradeno iz%". B. Pri suvisku ATP-a, enzim se nakon vezanja na tupi dvolancani kraj ponasa iskljucivo
kao helikaza dok ne naide na sekvencu chi (Zuti krug s crvenim rubom) nakon ¢ega uvodi jednolancani

urez, te na 3'-kraj zapocinje nanositi protein RecA. Preuzeto i doradeno iz .

U ranim istrazivanjima naivne adaptacije u bakteriji E. coli uo¢eno je da veéina
novougradenih razmaknica u lokusu CRISPR potjece iz strane DNA, a manji dio iz vlastitog
kromosoma®. Veliki napredak u razumijevanju ovog preferencijalnog ugradivanja razmaknica
iz strane DNA i povezanost s enzimom RecBCD doprinjelo je istrazivanje Asafa Levya i
suradnika®®. I u njihovom istrazivanju ve¢ina novougradenih razmaknica je bila porijeklom iz
strane DNA (plazmida), no do vaznih otkri¢a su dosli analiziranjem razmaknica koje su bile

porijeklom iz vlastitog kromosoma bakterije E. coli. Analiziraju¢i ove razmaknice, otkrili su
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da na kromosomu postoje tzv. vru¢a mjesta (engl. hotspots) iz kojih se ¢e$¢e ugraduju nove
razmaknice nego iz drugih regija kromosoma. Ta mjesta su bila izvoriste replikacije (oriC),
lokus CRISPR i terminus replikacije (Ter), mjesta u kojima je ucestalija prisutnost
replikacijskih raslji i njihov zastoj. Nadalje su otkrili da se koriStenjem inhibitora replikacije
DNA znacajno smanjuje ucestalost ugradnje novih razmaknica, te da su vru¢a mjesta izvorista
novih razmaknica ograni¢ena prisutno$éu sekvenci chi. Takoder su eksperimentalno dokazali
da uvodenje mjesno-specificnog dvolancanog loma u molekulu DNA rezultira nastajanjem
novog vruceg mjesta izvorista razmaknica i da je ono takoder ograni¢eno sekvencama chi. S
obzirom da su sekvence chi ucestalije na kromosomu E. coli nego $to bi bile o¢ekivane po
zakonu vjerojatnostit’, konstruirali su plazmid s umjetno ubadenim sekvencama chi i dokazali
da se u tom slucaju smanjuje udio razmaknica plazmidnog porijekla, a povecava udio
razmaknica porijeklom s kromosoma. Kona¢no, analizom ugradnje razmaknica u
pojedina¢nim mutantima bakterije E. coli s uklonjenim genima recB, recC ili recD su
pokazali da opcenito opada ucinkovitost ugradnje razmaknica te da je udio razmaknica
porijeklom s kromosoma otprilike 10 x veé¢i nego u divljem tipu. S obzirom da je u mutantu
recD prisutan enzim RecBC ¢ija je nukleazna aktivnost eliminirana, a helikazna
satuvana'’1%, zakljuéili su da je nukleazna aktivnost enzima RecBCD bitna za nastanak i

ugradnju razmaknica.

Na temelju svojih rezultata i imunoprecipitacijskih rezultata koji su pokazali da Casl
stvara interakciju s podjedinicama RecB i RecC!%, Levy i suradnici su predlozili model
prema kojem fragmenti nastali nukleaznom aktivno$¢u enzima RecBCD sluZe kao supstrati
kompleksu Casl-Cas2 za adaptaciju. Kako vec¢ina dvolan¢anih lomova u molekuli DNA
nastaje prilikom replikacije i kolabiranja replikacijskih rasljit"1%22% prema modelu plazmidi
prisutni u ve¢em broju kopija u stanici bi predstavljali dominantni izvor novih razmaknica
zbog veleg broja prisutnih replikacijskih raslji. Ucestalija pojava sekvenci chi na kromosomu
bakterije smanjila bi koli¢inu fragmenata DNA nastalih iz vlastitog kromosoma i potaknula
nastajanje fragmenata iz strane DNA koji bi mogli posluziti kao prekursori razmaknica.
Takoder, ubacivanje genoma faga u stanicu domacina u formi linearne dvolan¢ane molekule
DNA® te pojacana replikacija genoma faga u kasnijim fazama infekcije preusmjeravala bi

aktivnost enzima RecBCD na stranu DNA (Slika 9).

18



A B

NSB ‘)

i dio iz kojeg moZe nastati
/ zaustavljena replikacijska raslja fragment za ugradnju
N chi %
. 0 FR> + @ strana DNA - &=
chi N _RecBDd ¢
as1+2 r_‘_\
& chi chi chi chi chi %
w\vv , vlastita DNA
chi \:\\'
-~ \//\
S
C D

Slika 9. Model Levya i suradnika kojim obja$njavaju povezanost enzima RecBCD s uéestalijom
ugradnjom razmaknica iz strane DNA. A. Enzim RecBCD se veze na tupe dvolancane krajeve na
mjestima dvolanc¢anih lomova (engl. double-strand break; DSB) poput onih u zaustavljenim
replikacijskim rasljama. Obradom krajeva stvara fragmente molekule DNA dok ne naide na sekvencu
chi. Nastale fragmente "hvata" adaptacijski kompleks Cas1-Cas2. B. Ucestalija pojavnost sekvenci chi
na kromosomu bakterije ograni¢ava nukleazno procesiranje vlastite DNA i preusmjerava nukleaznu
aktivnost enzima RecBCD prema stranoj DNA. C. Plazmidi (p) su u stanici prisutni u ve¢em broju
kopija, pa je pojavnost replikacijskih raslji i dvolan¢anih lomova na njima ucestalija nego na
kromosomu stanice koji je prisutan u jednoj kopiji. D. Vecina faga ubacuje svoj genom u stanicu u
obliku dvolan¢ane molekule DNA koju ¢e enzim RecBCD pocijepati ako nema zaSti¢ene krajeve.

Preuzeto i doradeno iz®.

Vodeci se modelom koji su predlozili Levy i suradnici, u ovoj sam disertaciji detaljnije
istrazio utjecaj nukleazne, ali i1 helikazne funkcije aktivnosti enzima RecBCD na naivnu
adaptaciju te njegovog svojstva da na molekulu DNA nanosi protein RecA. Kako enzim
RecBCD nije jedina nukleaza u bakteriji E. coli, odlucio sam istraziti utjecaj jo§ nekoliko
jednolan¢anih DNA-nukleaza koje procesiraju krajeve molekula DNA, te su ukljucene u
procese popravka i/ili rekombinacije DNA i oéuvanje stabilnosti genomal®®%’, Popis i kratak

opis egzonukleaza koje sam istrazio:

e SbhcB (drugi naziv: Exol; kodirana genom sbcB (drugi naziv gena: xonA)) je

jednolancana 3'—5'-egzonukleaza jake specificnosti za jednolan¢anu DNA koju cijepa
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na mononukleotide, a disocira s nje kad naide na dvolan¢anu regiju'®

. Mutanti u genu
shcB su otkriveni zbog sposobnosti da suprimiraju osjetljivost na UV-zracenje i
rekombinacijsku deficijentnost mutanata recBC%%110,

SbcCD (gradena od dvije podjedinice kodirane genima sbcC i sbcD) je u uvjetima in
vitro i ATP-neovisna endonukleaza i ATP-ovisna 3'—5'-egzonukleaza koja ima
preferenciju za supstrate u obliku ukosnica'**%3, In vivo, enzim cijepa sekundarne
strukture nastale zbog prisustva obrnutih ponavljaju¢ih sljedova (engl. inverted
repeats) i palindromske sekvence stvarajuéi dvolan¢ane lomove!!*. SbcB i SbcCD
sudjeluju u stvaranju tupih krajeva dvolan¢ane molekule DNA §to pomaze vezanje
enzima RecBCD!®.

ExoX (kodirana genom exoX) je 3'>5'-egzonukleaza ¢iji su supstrati i jednolancana i
dvolanéana molekula DNA, ali ima veéi afinitet za jednolandane susptrate’'®. Sam
gubitak funkcije proteina ExoX nema izrazen fenotip, ali u kombinaciji s gubitkom
funkcije egzonukleaze ShcB (Exol) u mutantima recD bakterije E. coli uzrokuje
otprilike 100 x smanjenu rekombinaciju prilikom konjugacije $to upucuje na moguéu
ulogu u rekombinaciji kad nukleazna aktivnost enzima RecBCD nije aktivnal’.
XseAB (drugi naziv: ExoVII; gradena od dvije podjedinice kodirane genima XSeA i
xseB) je egzonukleaza jakog afiniteta za jednolananu molekulu DNA dvostruke
polarnosti: 3'-5' i 5' =381 Mutanti u genima za egzonukleazu XseAB imaju
hiperrekombinacijski fenotip i umjereno su osjetljivi na UV-zraéenje'?°.

RecJ (kodirana genom recJ) egzonukleaza cijepa jednolan¢anu molekulu DNA u
smjeru 5'—3"2L, Enzim obi¢no cijepa do nailaska na dvolandanu regiju kada u veéini
slu¢ajeva prestaje cijepati molekulu DNA!?2, Egzonukleaza Rec] je potrebna za
rekombinacijske puteve RecFOR i RecE koji funkcioniraju neovisno o enzimu
RecBCD!31% no moze poticati i rekombinaciju putem RecBCD stvarajuéi tupe
krajeve molekule DNA%6:127,
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Bakterijski sojevi i plazmidi

Tablica 1. Popis sojeva bakterije Escherichia coli K-12 koristenih u radu.

Oznaka soja

Relevantni genotip

Izvor, referenca ili metoda
dobivanja soja

MG1655 +F rec* ref.18

SLM1023 + xseA::dhfr C. Rudolph

11B1151 + recD1903::mini-Tn10 Laboratorijska kolekcija
TH446 + ArecA::.cam Laboratorijska kolekcija
11B360 +recB1080 argA::Tn10 ref.12°

LMM1032 + recJ2052::Tn10kan D. Zahradka

LMM1247 + sheD::kan D. Zahradka

N3071 + recB268::Tn10 R. G. Lloyd

N5288 + exoX1::npt C. Rudolph

om | s s - e,
BW25113 F-, A(araD-araB)567, Alacz4787(::rrnB-3), A B. L. Wanner (Keio kolekcija

, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

sojeva bakterije E. coli)

Oznaka soja
dobivenog od

Razlika u genotipu u odnosu na soj BW25113

Izvor, referenca ili metoda
dobivanja soja

BW25113

11B892 + Acas3::apra AcasC760::FRT ref.’

BW39183 + Acasl::kan E. Semenova

11B1156 + Acasl::kan Acas3::apra AcasC760::FRT P1. 11B892 x BW39183
11B1157 ;’eé[‘;alzl(;é'ff‘rziﬁfﬁsﬂbapra AcasC760:FRT P1. 11B1151 x 11B1156
JW0400-1 + AyajD772::kan Coli Genetic Stock Center
JW1086-1 + AycfH762::kan Coli Genetic Stock Center
JW1993-1 + shcB780::kan D. Zahradka
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Tablica 1 - nastavak

Uklanjanje kazete za otpornost

11B1165 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT na kanamicin plazmidom
pCP20 iz soja 11B1156
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
11B1192 recD1903: mini-Tn10 P1.11B1151 x 11B1165
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
IB1195 recD1903::mini-Tn10 recJ2052::Tn10kan P1. LMM1032 x 1181192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
11B1199 recJ2052- Tn10kan P1. LMM1032 x 11B1165
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
1181207 recD1903::mini-Tn10 shcD::kan PL LMM1247x 1181192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
11B1208 recB268:TNn10 P1. N3071 x 11B1165
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
liB1211 recD1903::mini-Tn10 xseA::dhfr P1. SLM1023 x 1181192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
liB1213 recD1903::mini-Tn10 shcD::kan ArecA::cam P1. THA446 x 1181207
lIB1214 + Acz.i.s3::apra A(casC-casl)::FRT recB1080 P1. 11B360 x 11B1165
argA::Tnl0
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
liB1215 recD1903::mini-Tn10 exoX1::npt P1.N5288 x 11B1192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
liB1218 recD1903::mini-Tn10 xseA::dhfr ArecA::cam P1. TH446x 11B1211
IB1221 + Acz_i.s3::apra A(C?SC—casl)::FRT recB1080 P1. TH446 x 11B1214
argA::Tn10 ArecA:.cam
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
liB1222 recD1903::mini-Tn10 exoX1::npt ArecA::cam P1.THA46 x 11B1215
11B1226 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT xseA::dhfr P1. SLM1023 x 11B1165
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT
11B1227 recD1903::mini-Tn10 xseA::dhfr P1. LMM1032 x 11B1211
recJ2052::Tn10kan
11B1228 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT shcD::kan P1. LMM1247 x 11B1165
11B1229 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT exoX1::npt P1. N5288 x 11B1165
lIB1235 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT xseA::dhfr P1. LMM1032 x 11B1227,

recJ2052::Tnl10kan

gubitak recD1903 iz 11B1227
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Tablica 1 - nastavak

+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1236 recD1903::mini-Tn10 xseA::dhfr P1. TH446 x 11B1227
recJ2052::Tn10kan ArecA::.cam

11B1239 + Acas3:apra A(casC-casl)::FRT P1. JW1993-1 x 11B1165
sbcB780::kan
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT )

1181240 recD1903::mini-Tn10 sbcB780::kan P1.JW1993-1 x 11B1192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1242 recD1903::mini-Tn10 shcB780::kan P1. TH446 x 11B1240
ArecA::cam
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1244 recB268: TN10 ArecA:cam P1. TH446 x 11B1208
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

1181245 recD1903::mini-Tn10 ArecA::cam P1. THA46 x 11B1192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT xseA::dhfr

l1B1248 recJ2052::Tnl10kan ArecA::cam P1. THA46 x 11B1235

11B1252 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT ArecA::cam | P1. TH446 x 1I1B1165

1IB1253 + Acasf%::apra A(casC-casl)::FRT xseA::dhfr P1 TH446 x 11B1226
ArecA::cam

lIB1254 + Acas_?::apra A(casC-casl)::FRT exoX1::npt P1. TH446 x 11B1229
ArecA::cam
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1255 sheB780:'kan ArecA:-cam P1. TH446 x 11B1239

1IB1258 + Acas_?::apra A(casC-casl)::FRT shcD::kan P1 THA46 x 1IB1228
ArecA::cam
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

1181259 recJ2052::Tn10kan ArecA::.cam P1. TH446 x 11B1199
+ Acas3::apra A(cas3-casl::FRT)

11B1209 recD1903::mini-Tn10 recJ2052::Tn10kan P1. TH446 x 11B1195
recA::cam

11B1316 + Acasg::apra A(casC-cas1)::FRT P1. JW0400-1 x 11B1165
AyajD772::kan
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT )

11B1319 AyciH762::kan P1.JW1086-1 x 11B1165




Tablica 1 - nastavak

+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

1B1334 AyajD772::kan recD1903::mini-Tn10 P1. JW0400-1 x11B1192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT )

l1B1335 AycfH762::kan recD1903::mini-Tn10 P1. JW1086-1 x 1181192
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1336 AyajD772::kan recA::cam P1. TH446 x 11B1316
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1337 AycfH762::kan recA::cam P1. TH446 x 11B1319
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1338 AyajD772::kan recD1903::mini-Tn10 P1. TH446 x 11B1334
recA::cam
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

11B1339 AycfH762::kan recD1903::mini-Tn10 recA::cam P1. TH446 x 11B1335
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT i

MR12 araB:T7RNAP-tetA + CRISPR- xdhD spacer | "+ BL21-Al X 11B1165(kol. 1)
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT i

MR13 araB:: T7TRNAP-tetA + CRISPR-I abgA spacer P1. BL21-Al x 11B1165(kol. 6)
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT

MR14 araB:: T7TRNAP-tetA + CRISPR-I rhsA/B/C P1. BL21-Al x 11B1165(kol. 7)
spacer

MR15 + Acas3::apra A(casC-casl)-FRT P1. BL21-Al x 11B1165(kol. 8)

araB:: T7TRNAP-tetA + CRISPR-I puuR spacer

Tablica 2. Popis plazmida koriStenih u radu.

Plazmid Svrha Izvor ili referenca
0CP20 Uklanj_ar)Je_kazete za otpornost na antlblo_tlk ref 130
kanamicin iz kromosoma bakterije E. coli
Ekspresija proteinskog kompleksa Cas1-
pEB628 Cas2 pod kontrolom promotora araBAD u | E. L. Bolt
vektorskoj okosnici pBad-HisA; Amp’
. Vektor bez gena casl i cas2, negativna )
pBad-HisA kontrola za pEB628; Amp’ Invitrogen
Ekspresija proteina Cas3 pod kontrolom
pDM1 promotora T7lac u vektorskoj okosnici Laboratorijska kolekcija

pRSF-1b; Kan'

24




Tablica 2 - nastavak

Vektor bez gena cas3, negativna kontrola

pRSF-1b 7a pDM1; Kan' Novagen
Ekspresija proteinskog kompleksa Cascade
pPEB549 pod kontrolom promotora T7lac u E. L. Bolt

vektorskoj okosnici pACYC-Duet; Chl”

3.2. Pocetnice za PCR i oligonukleotidni supstrati molekula DNA

Tablica 3. Popis pocetnica za lan¢anu reakciju polimerazom (PCR) i analizu sekvenciranjem.

Ozp ak? Sekvenca Svrha
pocetnice
ygcd-3 5-GGATGTTGACCTGGTGG-3' Provjera genotipa sojeva
ygcl-4 5-GCACACTCTCTGATAACG-3' Provjera genotipa sojeva
casldel-F | 5-CAGCTAAATCGATGGGATGTG-3' Provjera genotipa sojeva
casldel-R | 5-GATGGCTAATCTGCCTCGTAAG-3' Provjera genotipa sojeva
apra-1-R | 5-CCAGAATGTGTCAGAGACAAC-3' Provjera genotipa sojeva
upcas3-F | 5-CGATATTTATGAGCAGCATC-3' Provjera genotipa sojeva
CRISPR- Provjera ugradnje nove
R 5-GAGATGCAGGCCATCGGA-3' razmaknice u lokus
CRISPR
CRISPR- Provjera ugradnje nove
5-GCGACCGCTCAGAAATTCCAGACCCGATCCAAA-3' | razmaknice u lokus
Spd
CRISPR
Umnazanje razmaknice
CRISPR- | _, . ugradene u lokus
NGS-F 5-TGCTTTAAGAACAAATGTATACTTT-3 CRISPR 7a analizu
sekvenciranjem
Umnazanje razmaknice
CRISPR- | _, , ugradene u lokus
NGS-R 5-CAACATTATCAATTACAACCGA-3 CRISPR 7a analizu

sekvenciranjem
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Oligonukleotidni supstrati molekula DNA za biokemijske analize:

1IB1* (100 pM):

5'-Cy5-AATCAAAGTGGACCCAACTCGAAATCAACCGTAACAAGCAACAAGCAGGC-3'

11B2 (100 pM):

5'-GCCTGCTTGT-3"

11B3* (100 uM):
5'-Cy5-TGCTTGTTACGGTTGATTTCGAGTTGG-3 "

11B4* (100 pM):
5'-Cy5-GTCACGCCTGCTTGTTGCTTGTTACGGTTGATTTCGAGTTGGGTCCACTT -3

11B5 (100 uM):

5'-ACAAGCAGGCGTGAC-3"

11B6* (100 pM):
5'-Cy5-GCCTGCTTGTTGCTTGTTACGGTTGATTTCGAGTTGGGTCCACTT-3"

[1B7* (spareni supstrati 11B1 i 11B6):

5'-Cy5-AATCAAAGTGGACCCAACTCGAAATCAACCGTAACAAGCAACAAGCAGGC-3'
TTCACCTGGGTTGAGCTTTAGTTGGCATTGTTCGTTGTTCGTCCG-Cy5-5"

[1B8* (spareni supstrati 11B1 i 11B3):

5'-Cy5-AATCAAAGTGGACCCAACTCGAAATCAACCGTAACAAGCAACAAGCAGGC-3'
3'-GGTTGAGCTTTAGTTGGCATTGTTCGT-Cy5-5"

[1B9* (spareni supstrati 11B1 i 11B2):

5'-Cy5-AATCAAAGTGGACCCAACTCGAAATCAACCGTAACAAGCAACAAGCAGGC-3'
3'-TGTTCGTCCG-5"

[1B10* (spareni supstrati 11B4 i 11B5):

5'-Cy5-GTCACGCCTGCTTGTTGCTTGTTACGGTTGATTTCGAGTTGGGTCCACTT-3"'
3'-CAGTGCGGACGAACA-5'

* CyS5 je fluorescirajuca boja za detekciju supstrata u gelu. Podebljanim slovima su oznacene

protorazmaknice, crvenim motivi pridruzeni protorazmaknicama (engl. protospacer-adjacent
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motif; PAM) smjesSteni uzvodno od protorazmaknice,

protorazmaknice.

3.3. Hranjivi mediji, puferi, gelovi i ostali materijal

LB-medij za uzqgoj bakterijskih stanica:

BD Bacto Tryptone (10 g/L)
BD Bacto Yeast Extract (5 g/L)
NaCl (10 g/L)
Otopiti u dH20, podesiti pH na 7,0 i autoklavirati.

Dodaci po potrebi:

BD Bacto Agar (15 g/L za ¢vrsti, odnosno 6 g/L za meki medij)
L-arabinoza (0,2 % v/v)
Antibiotici za selekciju:

Ampicilin (100 pg/mL)

Apramicin (30 pg/mL)

Kanamicin (40 pg/mL)

Kloramfenikol (15 pg/mL)

Mitomicin C (0,25-0,5 ug/mL )

Tetraciklin (10 pg/mL)

Trimetoprim (100 pg/mL)

Fosfatni pufer za decimalna razrjedenja bakterija;

Na;HPO4 x 2H20 (5,94 g¢/L)
KH2PO4 (4,54 g/L)

Otopiti u dH20, podesiti pH na 7,0 i autoklavirati.

a plavim PAM-ovi

unutar
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MC-pufer za transdukciju:

MgSO4 (100 mM)
CaClz (5 mM)

Pripremiti u sterilnoj dH20.

10 x pufer za sparivanje oligonukleotidnih supstrata:

Tris-HCI, pH 7,5 (100 mM)
NaCl (500 mM)
EDTA (10 mM)

Pripremiti u dH-0.

Pufer za eluiranje oligonukleotidnih supstrata iz poliakrilamidnog gela:

Tris-HCI, pH 8,0 (4 mM)
NaCl (10 mM)

Pripremiti u dH20.

50 x TAE-pufer za elektroforezu u agaroznom gelu:

Tris-baza (242 g/L)
Octena kiselina (5,71 %)
EDTA, pH 8,0 (50 mM)
Pripremiti u dH20.
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10 x TBE-pufer za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu:

Tris-baza (108 g/L)
Borna kiselina (55 g/L)
EDTA, pH 8,0 (20 mM)

Pripremiti u dH20.

5 x Casl-pufer za analizu metodom EMSA (engl. electro-mobility shift assay):

Tris-HCI, pH 8,5 (35 mM)
NaCl (250 mM)

BSA (0,5 mg/mL)

EDTA (25 mM)

Primpremiti u dH2O. Isti pufer se moze koristiti za sve varijante proteina Casl (diviji tip,
mutant, kompleks Cas1-Cas2...).

5 X Casl-pufer za analizu nukleazne aktivnosti:

Tris-HCI, pH 8,5 (35 mM)
NaCl (250 mM)

BSA (0,5 mg/mL)

MgCl2 (50 mM)

Primpremiti u dH20. Isti pufer se moze koristiti za sve varijante proteina Casl (diviji tip,
mutant, kompleks Cas1-Cas2...).
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Pufer za razrjedivanje proteina Casl:

Tris-HCI, pH 8,5 (20 mM)
NaCl (100 mM)
DTT (ImM)

Primpremiti u dH20. Isti pufer se moze koristiti za sve varijante proteina Casl (diviji tip,

mutant, kompleks Cas1-Cas2...).

Pufer za razriedivanje proteina RecA i SSB:

Tris-HCI, pH 7,5 (50 mM)
NaCl (100 mM)

EDTA (1 mM)

Glicerol (20 % v/v)

BSA (0,5 mg/mL)
-merkaptoetanol (10 mM)
Primpremiti u dH20.

Stop-pufer s proteinazom K:

Proteinaza K (0,5 mg/mL)
SDS (2 %)
EDTA (50 mM)

Primpremiti u dH20.
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10 % poliakrilamidni gel za elektroforezu u TBE-puferu u nativnim uvijetima (12 mL):

30 % akrilamid (29:1)
dH20

5 x TBE-pufer

10 % APS

TEMED

APS dodati predzadnjeg, pomijesati, te na kraju dodati TEMED, pomijesati i izliti gel.

10 % poliakrilamidni gel za elektroforezu u TBE-puferu u nativnim uvjetima (40 mL):

4,0 mL
5,6 mL
2,4 mL
200 pL
10 uL

30 % akrilamid (37,5:1)
dH20

5 x TBE-pufer

10 % APS

TEMED

13,3 mL
18,7 mL
8,0 mL
200 pL
10 uL

7 % poliakrilamidni gel za elektroforezu u TBE-puferu u nativnim uvjetima (40 mL):

30 % akrilamid (37,5:1)
dH20

5 x TBE-pufer

10 % APS

TEMED

9,3mL
22,7 mL
8,0 mL
200 pL
50 ul
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5 % poliakrilamidni gel za elektroforezu u TBE-puferu u nativnim uvjetima (40 mL):

30 % akrilamid (37,5:1) 6,7 mL
dH20 25,3 mL
5 x TBE-pufer 8,0 mL
10 % APS 200 pL
TEMED 50 uL

15 % poliakrilamidni gel za elektroforezu u TBE-puferu u denaturirajué¢im uvjetima (40 mL):

40 % akrilamid (19:1) 15,0 mL
dH20 45 mL
10 x TBE-pufer 4,0 mL
7 M urea 16,8 g
Formamid 2,0 mL
10 % APS 200 pL
TEMED 50 uL

Prvo otopiti ureu na magnetskoj mijesalici uz blago zagrijavanje sa svim sastavnicama osim

APS-a | TEMED-a. APS dodati predzadnjeg, pomijesati, te na kraju dodati TEMED,

Boja na bazi formamida za nano$enje uzoraka pri poliakrilamidnoj elektroforezi u

denaturirajué¢im uvjetima*;

Formamid (79 %)
Glicerol (20 %)
EDTA (20 mM)

U otopinu dodati proporcionalnu kolicinu praha Orange G i promijesati (npr. za 1 mL boje u
otopinu dodati prah vrskom Spatulice). * Za elektroforezu u nativnim uvjetima je dovoljno

pomijesati 80 % vlv glicerol i prah Orange G.
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Ostali materijal:

1 M Na-citrat
50 mM CaCl:
10 mM MgSQOa4
Kloroform
Glicerol
Bakteriofag ApaL (izvor: D. Zahradka)
Agaroza (Sigma-Aldrich)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific)
SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen)
EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (Takara Bio Inc.)
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
Procis¢eni proteini (izvor: E. L. Bolt i T. Killelea):
Casl (8 uM uzorak)
Casl-Cas2 (2 uM uzorak)
RecA (1 uM uzorak)
SSB (740 uM uzorak)

3.4. Izrada mutanata bakterije E. coli

Sve pokuse in vivo koje sam radio u svrhu istrazivanja procesa naivne adaptacije radio
sam u sojevima bakterije Escherichia coli K-12 BW25113 (Keio kolekcija sojeva E. coli).
Ovaj soj mi je bio polazi$ni divlji tip u kojeg sam metodom transdukcije bakteriofagom P1vir
prenosio Zeljene mutacije obiljezene nekim od transpozona za otpornost na antibiotik iz
mutanata E. coli (donorskih sojeva). Za pripremu lizata Plvir, prvo sam iz pojedinacne
kolonije donorskog soja napravio prekonoénu kulturu u 3 mL teku¢eg LB-medija. Sutradan
sam 200 uL svjeze prekonocne kulture razrijedio u 10 mL tekuéeg LB-medija i inkubirao u
tresilici na 37 °C uz brzinu okretaja 300 rpm do ODeoo ~ 0,3. Dodao sam 60 uL 1 M CaClz i
50 pL bakteriofaga P1vir, te uzorak inkubirao dok se ne primijeti da su bakteriofagi poceli

lizirati bakterijske stanice. Zatim sam dodao 500 uL kloroforma i lagano promijeSao 5 min da
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se u potpunosti liziraju stanice donorskog soja. Sve sam zatim centrifugirao 12 min na
maksimalnoj brzini (> 12 000 rcf) uz hladenje (+4 °C). Nakon centrifugiranja virusne Cestice
prisutne u supernatantu sam odvojio od liziranih bakterijskih stanica zaostalih u talogu
dekantiranjem u sterilnu epruvetu. Ovakvom pripravku bakteriofaga Plvir sam dodao

kloroform u koli¢ini koja odgovara 1/100 ukupnog volumena i pohranio ga na +4 °C.

Da bih mutaciju ciljnog gena prebacio u recipijentni soj, uzgojio sam svjeZu
prekono¢nu kulturu recipijentog soja u 3 mL tekuceg LB-medija. Po 1,5 mL prekonocne
kulture sam istalozio (2,5 min; 10 000 rcf), supernatant bacio, a talog stanica resuspendirao u
200 uL sterilnog MC-pufera. Resuspendirane stanice sam zatim inficirao alikvotom
bakteriofaga Plvir umnozenog na donorskom soju u razliitim koncentracijama (obi¢no
50 puL i 200 uL Plvir na 1,5 mL stanica), te inkubirao pola sata na 37 °C, bez protresanja.
Nakon inkubacije, dodao sam 200 pL sterilnog 1 M Na-citrata u svrhu zaustavljanja daljnje
infekcije i lize recipijentnog soja, te cijeli uzorak prebacio u 3 mL mekog LB-agara koji sam
izlio na povrSinu Petrijeve ploce sa ¢vrstom LB-hranjivom podlogom s dodatkom
odgovarajuceg antibiotika. Nakon §to se meki LB-agar stisnuo na povrsini ¢vrste hranjive
podloge, ploce sam stavio inkubirati preko noci (ili po potrebi duze) u inkubator na 37 °C.
Nakon inkubacije 1 pojave kolonija transduktanata, pojedinacne kolonije sam razvukao na
Cistu plocu sa ¢vrstom LB-hranjivom podlogom i odgovaraju¢im antibiotikom da procistim

bakterijske stanice od bakteriofaga.

Osim transdukcije, za pripremu nekih mutanata sam koristio i kemijsku transformaciju
sojeva plazmidom pCP20 koji eksprimira enzim Flp-rekombinazu®*°. Ova metoda mi je bila
potrebna za izbacivanje transpozona za otpornost na antibiotik kanamicin omedenog mjestima
FRT (engl. flippase recognition target) koje prepoznaje enzim, da bih mogao ubaciti drugu
mutaciju obiljeZzenu otpornos¢u na kanamicin u istog recipijenta. Iz pojedinacne kolonije
mutanta iz kojeg sam Zelio izbaciti transpozon za otpornost na kanamicin sam uzgojio
prekono¢nu kulturu u tekuéem LB-mediju i istalozio 1,5 mL (2,5 min; 10 000 rcf). Talog
stanica sam resuspendirao u 200 pL sterilnog, ohladenog 50 mM CaClz, ponovno istalozio, te
stanice resuspendirao u 50 uL hladnog CaCl,. Resuspendirane stanice sam zatim inkubirao
20 min na ledu, dodao plazmid pCP20 (20-50 ng) i inkubirao dodatnih pola sata. Potom sam
stanice izlozio temperaturnom $oku na nacin da sam mikroepruvete 1 min stavio u termoblok
zagrijan na 42 °C. Stanice sam resuspendirao u teku¢em LB-mediju (200-500 uL), ostavio da
se oporave jedan do dva sata u termobloku na 30 °C uz protresanje (450 rpm) te zasadio na

¢vrstu LB-podlogu s dodatkom antibiotika ampicilina u svrhu selekcije transformanata.
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Nakon inkubacije preko no¢i (po potrebi i duze) na 30 °C, nekoliko pojedinacnih
transformanata sam uzgojio u tekuéem LB-mediju bez antibiotika na 37 °C uz protresanje.
Plazmid pCP20 nosi gen za otpornost na ampicilin, ima temperaturno osjetljivo izvoriste
replikacije (ori) i ne moze se replicirati na 37 °C, pa sam na ovaj nacin zelio ukloniti plazmid
iz stanica. Gubitak plazmida i transpozona za otpornost na kanamicin sam potvrdio tako $to
sam 10-20 pojedina¢nih kolonija dobivenih iz prekono¢ne kulture zasadio na dvije nove
¢vrste podloge, jednu s dodatkom ampicilina i jednu s dodatkom kanamicina. Onu koloniju

koja se pokazala osjetljivom na oba antibiotika sam sacuvao kao novog mutanta.

3.5. Provjera genotipa mutanata E. coli

Nakon §to bih konstruirao nove mutante E. coli i procistio ih od bakteriofaga Plvir,
provjeravao sam im genotip testom razmaza (engl. streak test). Svjezu prekonoénu kulturu
pojedinog mutanta dobivenu iz pojedina¢ne kolonije sam nerazrjedenu nakapao i razmazao na
¢vrstu LB-podlogu (kontrola) i niz podloga od kojih bi svaka sadrzavala po jedan antibiotik.
Na ovaj nacin sam preko fenotipa (otpornosti na antibiotik) provjerio genotip mutanata, tj.
zamjenu divljeg tipa gena kazetom za otpornost na neki od antibiotika. Kako sam u radu
koristio puno mutanata u genima uklju¢enim u popravak oStecenja u molekuli DNA, dodatno
sam za provjeru genotipa testom razmaza koristio i podloge s dodatkom mitomicina C, te
podloge bez antibiotika koje bih ozracio ultraljubic¢astim (UV) svjetlom (obi¢no u dozama od
30 i 60 J). Mitomicin C i ultraljubi¢asto zraenje uzrokuju oStecenja u molekuli DNA, pa je
ovo dobra dodatna kontrola za provjeru mutanata u genima uklju¢enim u procese popravka

DNA i homologne rekombinacije.

Metodu lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction; PCR) sam
takoder koristio za provjeru genotipa mutanata u slu¢aju kad bih iz soja izbacio transpozon za
otpornost na kanamicin Flp-rekombinazom, a zatim uveo neku novu mutaciju u neposrednu
blizinu mjesta gdje je bio prvi transpozon. S obzirom da bakteriofag P1vir u svoju Cesticu
upakira priblizno 100 kb molekule DNA domaéina®*!, mogucée je da se s unosom nove
mutacije u recipijenta prenese i divlji tip gena kojeg sam u recipijentu ve¢ zamijenio
transpozonom za otpornost na kanamicin i kojeg sam naknadno izbacio Flp-rekombinazom.
Kako testom razmaza nisam mogao razlikovati jednu od dvije varijante, metodom PCR s
pocetnicama koje se vezu uzvodno i nizvodno od mjesta gena utvrdio sam ima li soj divlji tip

gena ili oziljak ostao nakon izbacivanja transpozona za otpornost na kanamicin.
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Osim testa razmaza i metode PCR, jo§ sam dvije metode koristio za provjeru genotipa.
Jedna je provjera osjeljivosti na UV-zracenje. Kulture bakterijskih stanica uzgojenih do
logaritamske faze rasta (ODsoo = 0,5) sam decimalno razrijedio u fosfatnom puferu (do reda
veli¢ine 10°) i po 10 pL svakog razrjedenja nakapavao na évrste LB-podloge. Nakon $to su se
10 uL kapljice upile u podlogu, otvorene Petrijeve plo¢e sam izlagao UV-zracenju u rasponu
doza od 0-60 J. Ozracene ploce sam preko noci inkubirao na 37 °C, a sutradan prebrojao

pojedinacne kolonije i izraGunao broj prezivjelih stanica po mililitru uzorka koriste¢i formulu:
CFU (engl. colony-forming units)/mL = broj kolonija x faktor razrjedenja X 100

Mutante u genu sbcD sam dodatno provjerio nakapavanjem decimalnih razrjedenja
faga ApaL koje sam pripremio u 10 mM MgSO4 puferu. Bakteriofag ApaL sadrzi palindromske
sekvence u svojoj molekuli DNA i ne moZe se propagirati u divljem tipu E. coli, ali moze u
mutantu sbcD**2. 1z pojedinacne kolonije mutanta sbcD i divljeg tipa (kontrola) sam u 3 mL
teku¢eg LB-medija napravio prekono¢ne kulture. Po 200 pL prekonoéne kulture pomijesao
sam s 3 mL mekog LB-agara i smjesu izlio po povrSini ploce s ¢vrstom LB-podlogom te
ostavio dvije do tri minute da se meki agar stisne. Zatim sam po 10 uL decimalnih razrjedenja
(do reda veli¢ine 107) faga nakapao na povrSinu, pustio da se kapljice upiju u hranjivu
podlogu i inkubirao preko no¢i na 37 °C. Sutradan sam provjerio ima li Cistina (plakova)
nastalih lizom bakterijskih stanica na livadi narasloj u mekom LB-agaru (mutant sbcD ih treba
imati, a divlji tip E. coli ne).

Od svjezih prekono¢nih kultura svih dobivenih mutanata koji su zadovoljili provjeru
genotipa sam napravio uzorke bakterijskih kultura za pohranu na nacin da sam 300 pL
sterilnog 50 % glicerola pomije$ao sa 700 uL prekonoéne kulture. Ovako pripremljene uzorke
sam zatim pohranio na -80 °C i za svaki pokus sam iz smrznutog uzorka razvlacenjem

sterilnom ezom po ¢vrstoj LB-podlozi dobivao pojedinacne kolonije za pokuse.

3.6. Istrazivanje naivne adaptacije s genima casl i cas2 eksprimiranim s plazmida

Kako su za naivnu adaptaciju u bakteriji E. coli od gena cas potrebni samo casl i
cas2®, konstruirao sam mutante s delecijama kromosomskih gena cas, a gene casl i cas2
eksprimirao s plazmida. Na ovaj nafin sam mogao istrazivati proces naivne adaptacije
neovisno o procesima pripremljene adaptacije i interferencije, za koje su potrebni ostali geni

cas. Pocetni soj (IIB1165) je derivat divljeg tipa BW25113, kojeg sam u svim pokusima ove
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vrste uzeo za referentni soj, tj. ,,divlji tip®, jer su iz njega izvedeni ostali sojevi za istrazivanje
naivne adaptacije. Osim $to su mi plazmidi posluzili za ekspresiju gena cas, oni su mi ujedno

posluzili i kao izvor strane molekule DNA za ugradnju novih razmaknica u lokus CRISPR.

Da bih eksprimirao gene casl i cas2, sve sojeve sam kemijski transformirao
plazmidom pEB628 koji ima gene casl i cas2 uklonirane pod promotor araBAD s kojega se
ckspresija potice dodavanjem L-arabinoze u medij (finalna koncentracija 0,2 % v/v). Za
negativnu kontrolu, sojeve sam transformirao s praznim vektorom pBad-HisA, koji je
okosnica plazmida pEB628. Kemijsku transformaciju sam odradio po istoj proceduri kao kod
kemijske transformacije plazmidom pCP20 (poglavlje 3.4.), uz iznimku §to sam u ovom

slu¢aju sojeve oporavljao na 37 °C i nakon zasadivanja na ¢vrste podloge inkubirao na 37 °C.

Naivnu adaptaciju sam pratio tijekom 3 uzastopna presadivanja - pasaze. Pojedinacne
kolonije transformanata sam inokulirao u 3 mL teku¢eg LB-medija bez antibiotika, ali uz
dodatak L-arabinoze te inkubirao preko no¢i na 37 °C uz protresanje (300 rpm). Ova
prekonoéna kultura predstavljala je prvu pasazu iz koje sam pripremio drugu pasazu
razrijedivanjem 300 X, dodao L-arabinozu i opet inkubirao preko no¢i u istim uvjetima. Na

isti na€in sam iz druge pasaze pripremio trecu.

Ugradnju novih razmaknica sam provjeravao metodom PCR i elektroforezom u
agaroznom gelu. Kalup molekule DNA za PCR dobio sam lizom stanica izdvojenih iz svake
pasaze (10 puL alikvota u 50 uL sterilne dH20) te kuhanjem 3 min na 98 °C. Za umnaZanje
sam koristio par pocetnica CRISPR-Sp4/CRISPR-R koje se vezu unutar Cetvrte razmaknice
lokusa CRISPR i na 3'-kraj gena casl, pa se njima umnaza dio lokusa CRISPR u kojeg se
ugraduju nove razmaknice. Za PCR sam koristio enzim Emerald Amp MAX PCR Master Mix
(Takara Bio Inc.). Radnu reakcijsku smjesu enzima, pocetnica i vode sam napravio po
uputama proizvodaca, od kojeg sam zatim pipetirao alikvote od 9 pL i njima dodao po 1 pL

kalupa. Koristio sam sljede¢i PCR program:

98 OC ............................ 2 mln N

98 OC ............................ 10 S

53 OC ............................ 30 S 30 Clklusa
72 OC ............................ 50 S JE—

72 OC ............................ 7 mln

4°C +00
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Rezultate reakcije PCR od sve tri pasaze sam zatim analizirao elektroforezom u 2 %
agaroznom gelu s dodatkom SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) interkaliraju¢e boje
(1,4 pL boje na 30 mL gela). Gel sam pripremio u 1 x TAE-puferu kojeg sam koristio i kao
pufer za elektroforezu. U jazice sam nanosio 2 pL GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific) markera za provjeru veli¢ine umnozenih molekula DNA i po 4 uL svakog PCR
uzorka. Elektroforezu sam radio u Embi Tec sustavu za elektroforezu, pri naponu 50V u
trajanju od otprilike 45 min (tj. dok Zuta boja iz PCR reakcijske smjese ne bi dosla do kraja
gela). Po zavrSetku elektroforeze, gelove sam snimio na transiluminatoru i analizirao
programom Kodak 1D Image Analysis Software v. 3.6.0. Sojevi, tj. pasaze u kojima je doslo
do ugradnje razmaknice su uz pocetnu vrpcu CRISPR (662 pb) imali i dodatnu vrpcu iznad
(produljenu za 60-63 pb). Da bih odredio relativni intenzitet ugradnje razmaknica, programom
sam oznacio sve vrpce. Program je automatski pronasao pocetne vrpce jer su jakog
intenziteta, a vrpce s novougradenim razmaknicama kao i prazni prostor iznad pocetnih vrpci
u uzorcima negativnih kontrola (pBad-HisA) sam ru¢no oznacio. To sam napravio da mogu
oduzeti Sum jer vrpce nisu imale o$tre visokorazlu¢ive rubove. Jednom kad sam oznacio sve
vrpece i odgovarajuca prazna polja u negativim kontrolama, program je automatski odredivao
vrijednosti relativnih intenziteta za sva oznaCena mjesta na gelu. Konacnu vrijednost
relativnog intenziteta novougradene razmaknice sam dobio tako da sam od vrijednosti

pripadajuceg relativnog inteziteta oduzeo srednju vrijednost Suma svih negativnih kontrola.

Kako sam gene casl i cas2 neophodne za naivnu adaptaciju eksprimirao s plazmida,
kroz sve tri pasaze sam ujedno pratio 1 gubitak plazmida iz stanica. Svaku pasazu sam
razrijedio u fosfatnom puferu u niz decimalnih razrjedenja (10%, 10 10°) te sam po 10 pL
uzorka zasadivao na ¢vrste podloge bez i sa ampicilinom. Usporedbom broja kolonija naraslih

na podlogama sa i bez antibiotika sam mogao pratiti gubitak plazmida, koriste¢i se formulom:

CFU/mL = broj kolonija x faktor razrjedenja x 100
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3.7. Istrazivanje naivne adaptacije s genima casl i cas2 eksprimiranim s kromosoma

Istrazivanje procesa naivne adaptacije bez koristenja plazmida za ekspresiju gena casl
i cas2, isprobao sam koriste¢i soj KD27. Ovaj soj ima gene casl i cas2 na kromosomu, pod
inducibilnim promotorom araBp8, stoga sam za indukciju ekspresije u medij dodavao
arabinozu u finalnoj koncentraciji 0,2 %. Soj sam kemijski transformirao s plazmidima pBad-
HisA i pEB628 (pCasl-2). Oba plazmida su mi posluzila kao izvor novih razmaknica, a
plazmid pEB628 i kao pozitivna kontrola. Svi postupci pasaze i analize napravljeni su na isti

nacin kao u prethodnom poglavlju.

3.8. Analiza sekvenci novougradenih razmaknica u lokus CRISPR

U svrhu detaljnije analize sekvenci novougradenih razmaknica tijekom naivne
adaptacije, DNA izoliranu iz dodatne vrpce u gelu sam poslao na analizu tehnologijom
visokoproto¢nog sekvenciranja (engl. high throughput sequencing; HTS). DNA sam
pripremio na isti nacin kao ranije, ali sam za umnazanje koristio par pocetnica CRISPR-NGS-
F i CRISPR-NGS-R u reakcijskoj smjesi od 50 uL. Cijeli volumen PCR smjese sam zatim
nanio u jazice 2 % agaroznog gela te elektroforezom u trajanju od otprilike sat vremena pri
50 V razdvojio vrpce umnozenih lokusa CRISPR (vrpca bez novougradene razmaknice je
veli¢ine 217 pb, a vrpca s ugradenom razmaknicom 277-280 pb). Veéu vrpcu sam zatim
izrezao iz gela te procistio kitom Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),
prema uputama proizvodaca. DNA od proc¢iS¢enih razmaknica sam zatim poslao kolegici
Ekaterini Savitskaya u Skolkovo institut znanosti i tehnologije (Moskva, Rusija). Ona je
pripremila biblioteku DNA, tehnologijom HTS ju sekvencirala te analizirala i mapirala

pojedina¢ne razmaknice programskim paketom R prema protokolu koji je sama napisala®®.

3.9. Analiza utjecaja ugradnje razmaknica na prezivljenje stanica

Utjecaj ugradnje razmaknica na prezivljenje pratio sam na pojedina¢nim kolonijama
koje sam dobio zasadivanjem prekonoé¢ne kulture (pasaze) soja na ¢vrste LB-podloge. Od
pojedinacnih kolonija pripremao sam kalupe molekula DNA za PCR na nain da sam
sterilnom c¢ackalicom resuspendirao dio kolonije u 50 pL sterilne vode te uzorak skuhao u

uredaju za PCR (3 min na 98 °C). Potom sam DNA umnozio na nacin kao za pasaze (program
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je isti kao u poglavlju 3.6.), ali u ukupnom volumenu reakcije 20 uL, te 2 uL PCR produkta
analizirao elektroforezom kako bih provjerio ima li pojedina kolonija ugradenu razmaknicu u
lokusu CRISPR. U sluc¢aju pozitivnog rezultata, ostatak PCR smjese (18 pL) sam procistio
kitom Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), prema uputama proizvodaca.
Procis¢ene uzorke DNA sam poslao na sekvenciranje po Sangeru u servis Macrogen zajedno s
pocetnicom CRISPR NGS-F. Dobivene sekvence sam analizirao koriste¢i alat NCBI Blast
(engl. Basic Local Alignment Search Tool) kako bih utvrdio potjec¢e 1i nova razmaknica s
kromosoma bakterije E. coli ili s plazmida pEB628. Pojedina¢ne kolonije sam pretrazivao na
ovaj nacin dok nisam prikupio 10 novougradenih razmaknica za odredeni soj, a dijeljenjem s
ukupnim brojem pretrazenih kolonija dobio sam informaciju o postotku zivih stanica s

ugradenom razmaknicom u prekono¢noj kulturi.

Kako bih dodatno istrazio utjecaj ugradnje razmaknica na prezivljenje, u stanice koje su
ugradile razmaknicu porijeklom iz kromosoma sam na plazmidima dodao ostale komponente
sustava CRISPR-Cas da istrazim hoce li do¢i do interferencije protiv vlastitog kromosoma, tj.
autoimunosti. Stanice sam prvo kemijski transformirao plazmidom pEB549 na kojem se
nalaze geni za ekspresiju proteinskog kompleksa Cascade. Od transformanata sam priredio
elektrokompetentne stanice na nacin da sam 20 mL logaritamskih stanica (uzgojenih do
ODs0o = 0.6, uz dodatak 15 pg/mL kloramfenikola i 1 mM IPTG-a) istalozio 6 min na
6000 rcf pri temperaturi 4 °C, supernatant bacio, a talog stanica resuspendirao u 15 mL
sterilnog, hladnog 10 % glicerola. Postupak ispiranja sam jo$ ponovio u 7 mL i 3 mL hladnog
10 % glicerola. Nakon zadnjeg taloZenja, stanice sam resuspendirao u 1 mL hladnog glicerola
i alikvotirao u uzorke po 50 pL. Stanice sam zatim elektrotransformirao s 20 ng plazmida
pDML1 (za ekspresiju proteina Cas3) ili pRSF-1b (negativna kontrola). Nakon elektroporacije,
stanice su se oporavljale 1 sat u 435 uL LB-medija s dodatkom 5 uL arabinoze (finalna
koncentracija 0,2 %) i 10 uL IPTG-a (finalna koncentracija 2 mM) na 37°C uz protresanje
300 rpm. Nakon toga, pripremio sam seriju decimalnih razrjedenja u fosfatnom puferu i po
10 uL stanica nakapavao na ciste LB-podloge i LB-podloge s dodatkom kloramfenikola
(finalna koncentracija 15 ug/mL), kanamicina (finalna koncentracija 50 ug/mL), arabinoze
(finalna koncentracija 0,2 %) i IPTG-a (finalna koncentracija 2 mM), te inkubirao preko noc¢i
na 30 °C i 37 °C. Usporedbom broja stanica naraslih na selektivnim i LB-podlogama bez
antibiotika sam odredio ima li ugradena razmaknica u prisustvu svih komponenti sustava

CRISPR-Cas utjecaj na u¢inkovitost transformacije i prezivljenje sojeva.
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3.10. Priprema oligonukleotidnih supstrata molekula DNA za biokemijske analize

Jednolancane oligonukleotidne supstrate molekula DNA (popisani u poglavlju 3.2.) sam
naru¢io iz tvrtke Macrogen. Supstrati su bili razli¢itih duljina tako da sam ih mogao
medusobno sparivati u razli¢itim kombinacijama u svrhu dobivanja dvolan¢anih molekula
DNA razligitih 5'- ili 3'-str§eéih krajeva. Cetiri od Sest supstrata su na 5'-kraju bili obiljeZeni
fluoresciraju¢om bojom Cy5 za detekciju u poliakrilamidnim gelovima. Supstrate sam u svrhu
zaStite boje cijelo vrijeme ¢uvao u tamnim mikroepruvetama i prilikom rada ih izbjegavao
izlagati jakom svjetlu. Jednolan¢ane supstrate sam medusobno pomijeSao (Tablica 4).
Supstrati [1B2, 1IB3, 1IB4 i IIB5 su mi sluzili isklju¢ivo za dobivanje dvolancanih supstrata,

dok sam supstrate I[IB1 i I[IB6 koristio 1 kao jednolancane uzorke u analizama.

Tablica 4. Reakcijske smjese (100 uL) za dobivanje dvolancanih supstrata molekula DNA.

Cy5 oznaceni + oznaceni Cy5 oznaceni + neoznaceni
oligonukleotid oligonukleotid

(I1B1+11B6 / 11B1+11B3) (uL) | (11B1+11B2/ 11B4+1IB5) (nL)
(11B1+11B1 / 11B6+11B6)*

100 uM oligo. A (fin. 5 uM) 5 100 uM oznaceni oligo. (fin. 5 uM) 5
100 uM oligo. B (fin. 5 uM) 5 100 uM neoznaceni oligo. (fin. 6 uM) 6
10 x pufer za sparivanje (fin. 1 x) 10 | 10 x pufer za sparivanje (fin. 1 x) 10
dH.O 80 dH.O 79

* Ovi oligonukleotidi se medusobno ne sparuju, ali su mi posluzili kao jednolancani supstrati

molekula DNA u biokemijskim analizama, pa sam ih na isti nacin obradio.

Uzorke sam zagrijao u termobloku 10 min na 95 °C da se denaturiraju sekundarne
strukture 1 da se spare u dvolancane molekule DNA postupnim hladenjem preko no¢i na
37°C. Sutradan sam ih jo§ ostavio na sobnoj temperaturi dok sam pripremao 12 mL 10 %
poliakrilamidni gel u 1 x TBE-puferu za elektroforezu u nativnim uvjetima. Nakon $to se gel
polimerizirao, uzorke sam kratkim centrifugiranjem skupio na dno mikroepruvete, te alikvot
od 25 uL svakog uzorka pomijesao s 5 uL 50 % glicerola i cijeli volumen nanio u jazice gela.

Uzorke sam nanosio u svaku drugu jazicu radi lakSeg naknadnog izrezivanja, a nije ih bilo
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potrebno mijesati s bojom jer su plavicaste boje, pa se vide u tankom gelu. Elektroforezu sam
pustio otprilike 1 h na 100 V, tj. dok uzorci nisu dovoljno migrirali da ih se moze lako izrezati

iz gela.

Izrezane komadic¢e gela sam uronio u 250 puL pufera za eluiranje oligonukleotida iz
poliakrilamidnog gela i ostavio na +4 °C (minimalno 48 h). Potom sam pipetom izvukao
tekuci sadrzaj i prebacio u Cistu mikroepruvetu i koncentrirao (Savant DNA SpeedVac Model
DNA120, Thermo Electron Corporation) do volumena od priblizno 50 uL (pri ovom
volumenu pufer sadrzi 20 mM Tris i 50 mM NacCl). Koncentraciju uzoraka DNA sam

izratunao koristeéi se Beer-Lambert formulom:

. A
Axo=e¢xcxl tjc==22
exl

Vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini 260 nm sam izmjerio na spektrofotometru
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) na kojem je put duljine zrake svjetlosti (vrijednost I)
normaliziran na 1 cm. Vrijednost ¢ (koeficijent ekstinkcije) za svaki pojedina¢ni jednolancani
oligonukleotid sam izra¢unao koriste¢i program OligoAnalyzer Tool v.3.1 (Integrated DNA
Technologies; IDT) dostupan na internetu, a za dvolan¢ane supstrate sam zbrojio vrijednosti
odgovarajucih jednolancanih supstrata. U izra¢unu za obiljeZene oligonukleotide sam dodao
modifikaciju Cy5 na 5'-kraju. Dobivene vrijednosti apsorbancije, koeficijenta ekstinkcije i

izracunate koncentracije su prikazane u Tablici 5.

Tablica 5. Apsorbancija pri valnoj duljini 260 nm (Aze0), koeficijenti ekstinkcije (g) i izracunate
koncentracije (c) oligonukleotidnih supstrata. Za supstrate 1IB1-11B6 je koncentracija unaprijed

poznata jer su naruceni iz tvrtke Macrogen.

Oligonukleotidni supstrat Ao ¢ (Lmol*cm?) c (uM)
11B1 / 517 200 /
11B2 / 83700 /
11B3 / 261 700 /
11B4 / 459 800 /
11B5 / 151 200 /
11B6 / 413 600 /
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Tablica 5 - nastavak

[1B7 (11B1 + 11B6) 1,078 930 800 1,16
11B8 (11B1 + 11B3) 0,716 778 900 0,92
11B9 (1I1B1 + 11B2) 0,957 600 900 1,59
11B10 (11B4 + 11B5) 0,856 611 000 1,40
11B1 + 1IB1 1,022 517 200 1,98
11B6 + 11B6 1,444 413 600 3,49

Konacno, ispravnost dvolan¢anih supstrata provjerio sam elektroforezom u

7 % poliakrilamidnom gelu (40 mL) u 1 x TBE-puferu u nativnim uvjetima. Supstrate sam

razrijedio do koncentracije 20 nM. 10 pL supstrata sam pomijeSao s 5 pL boje koju sam

pripremio mijeSanjem 1 mL 80 % glicerola sa sitnom koli¢inom praha Orange G. Kao

negativnu kontrolu, iste dvolanCane susptrate zagrijao sam 10 min u termobloku na 95° C

neposredno prije elektroforeze koja je trajala priblizno 2 sata pri 120 V. Na gelu sam dobio

potvrdu uspjeSnog sparivanja supstrata (nedenaturirani dvolanCani supstrati su sporije

migrirali u gelu, a u slucaju denaturiranog dvolan€anog supstrata [IB8 su se jasno vidjeli

odvojeni lanci na gelu).

3.11. Analiza vezanja proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 za oligonukleotidne supstrate

molekule DNA in vitro

Istrazivanje vezanja proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 za pripremljene jednolancane i

dvolan¢ane supstrate sam proveo metodom EMSA (engl. electrophoretic mobility shift assay).

Pripremio sam uzorke oligonukleotidnih supstrata u koncentraciji 200 nM (10 Xx) i proteinskog

kompleksa Cas1-Cas2 (4 x; Tablica 6).
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Tablica 6. Priprema koncentriranih uzoraka proteina Casl-Cas2 (4 x) za reakciju EMSA iz 2 uM

pocetnog uzorka.

V (uL) pufera za
4 x Casl-Cas?2 V (uL) 2 uM uzorka razrjedivanje
Casl-Cas2 .
proteina Casl
125 nM 2,5 37,5
250 nM 5 35
500 nM 10 30
1uM 20 20
2 uM 2,5 uL nerazrjedenog uzorka dodao u reakciju

Pripremio sam reakcijske smjese od 10 uL u kojima sam oligonukleotidne supstrate
finalne koncentracije 20 nM inkubirao s razli¢itim koncentracijama proteinskog kompleksa
Casl-Cas2 (31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM i 500 nM). Reakcijska smjesa je prikazana
u Tablici 7, a kao negativne kontrole su mi sluzili uzorci u koje nisam dodao proteinski
kompleks Casl-Cas2, ve¢ pufer za razrijedivanje proteina Casl. Uzorke sam inkubirao
30 min na 37 °C, zatim ih kratko centrifugirao i sav volumen (13 uL) nanio u jaZice
5 % poliakrilamidnog gela (40 mL). Elektroforeza u nativnim uvjetima provedena je u
1 x TBE-puferu, 90 min pri naponu 120 V.

Tablica 7. EMSA reakcijska smjesa (10 pL).

Sastavnica Finalna koncentracija V (uL)
200 nM DNA 20nM 1
5 x Casl EMSA-pufer 1x 2
varijabilno
4 x Casl-2 (31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 2,5
250 nM ili 500 nM)
H.O / 4,5
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3.12. Analiza nukleazne aktivnosti proteina Cas1-Cas2 i Casl u reakciji s oligonukleotidnim

supstratima molekule DNA in vitro

Da bih istrazio cijepa li proteinski kompleks Casl-Cas2 oligonukleotidne supstrate
molekula DNA, inkubirao sam ih u puferu za analizu nukleazne aktivnosti. Supstrate i
proteinski kompleks Cas1-Cas2 sam razrijedio na isti na¢in kao u prethodnom poglavlju, ali
sam u analizi nukleazne aktivnosti jo§ ispitivao cijepa li i protein Casl samostalno supstrate
DNA. Protein Casl sam razrijedio u puferu za razrjedivanje proteina Casl do 4 x finalne

koncentracije u reakciji (Tablica 8).

Tablica 8. Priprema koncentriranog uzorka proteina Casl (4 x) za analizu nukleazne aktivnosti iz

8 uM pocetnog uzorka.

V (uL) pufera za
4 x Casl V (uL) 8 pM uzorka razrjedivanje
Casl :
proteina Casl
125 nM 1 63
250 nM 2,5 77,5
500 nM 2,5 37,5
1uM 5 35
2 uM 10 30

U reakcijskim smjesama od 20 puL sam inkubirao oligonukleotidne supstrate finalne
koncentracije 20 nM s nizom koncentracija proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 ili proteina
Casl samostalno (31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM i 500 nM). Reakcijska smjesa je
prikazana u Tablici 9, a kao negativne kontrole su mi sluzili uzorci u koje nisam dodao
proteine, ve¢ pufer za razrijedivanje proteina Casl. Uzorke sam inkubirao 30 min na 37 °C,
dodao 2 pL stop-pufera s proteinazom K, pomijeSao i inkubirao jo§ 30 min na 37 °C. Potom
sam uzorke kratko centrifugirao i pola volumena svake reakcijske smjese prebacio u Ciste
mikroepruvete. To sam ucinio iz razloga $to sam uzorke analizirao elektroforezom u nativnim

1 denaturiraju¢im uvjetima.
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Tablica 9. Reakcijska smjesa (20 pL) za analizu nukleazne aktivnosti proteina Cas1-Cas2 i Casl.

Sastavnica Finalna koncentracija V (uL)
200 nM DNA 20 nM 2
5 x Casl-pufer za analizu 1x 4
nukleazne aktivnosti
varijabilno
4 x Casl-2 ili 4x Casl (31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 5

250 nM ili 500 nM)

H20 / 9

Za elektroforezu u nativnim uvjetima, koristio sam 10 % poliakrilamidni gel (40 mL)
u TBE-puferu u trajanju 2,5 h pri naponu 120 V. Za elektroforezu u denaturiraju¢im uvjetima,
prvo sam uzorcima dodao 3 pL boje na bazi formamida, te smjesu inkubirao 10 min na 95 °C.
Potom sam cijelu smjesu nanio u jazice 15 % poliakrilamidnog gela u TBE-puferu s dodanim
formamidom i ureom. Gel sam prethodno zagrijao u trajanju otprilike 30 min prije nano$enja
uzoraka, a elektroforeza se odvijala pri konstantnoj snazi od 7 W po gelu dok zuta boja iz

uzoraka nije dosla do kraja gela.

3.13. Analiza nukleazne aktivnosti proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 u prisustvu proteina
SSB ili RecA

Iz preliminarnih rezultata nukleazne aktivnosti proteina Casl i kompleksa Casl-Cas2
jedini oligonukleotidni supstrat podlozan cijepanju bio je supstrat [IB9 koji je graden u obliku
kratke dvolancane molekule DNA s dugackim 5'-str§e¢im krajem. Nukleaznu aktivnost
kompleksa Casl-Cas2 provjerio sam u prisustvu proteina SSB i RecA, koji se vezu na
jednolan¢anu DNA3* Oligonukleotidni supstrat 11B9 sam koristio u finalnoj koncentraciji
20 nM, kompleks Cas1-Cas2 u finalnoj koncentraciji 125 nM (najniZa koncentracija pri kojoj
sam uocio cijepanje supstrata [IB9), a proteine SSB i RecA u rasponu koncentracija od
1nM -1 uM za SSB, tj. 1 nM —550 nM za RecA (najvisa moguca koncentracija u reakciji,
ograni¢ena koncentracijom pocetnog uzorka proteina RecA). Serija razrjedenja proteina SSB

je prikazana u Tablici 10, a reakcijska smjesa u Tablici 11:
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Tablica 10. Serija razrjedenja proteina SSB za inkubaciju sa supstratom IIB9 i ispitivanje nukleazne

aktivnosti kompleksa Cas1-Cas2.

Koncentrirani uzorci proteina SSB Finalna koncentracija proteina SSB u
(10 x) za pripremu reakcijske smjese nukleaznoj reakciji
10 uM 1 uM
7,5 uM 750 nM
5uM 500 nM
4 uM 400 nM
3uM 300 nM
2 uM 200 nM
1 uM 100 nM
750 nM 75 nM
500 nM 50 nM
250 nM 25nM
100 nM 10 nM
10 nM 1nM

Tablica 11. Sastav nukleazne reakcije s predinkubacijom supstrata 11B9 s proteinom SSB.

Sastavnica Finalna koncentracija V (uL)
200 nM DNA 20 nM 1
10 x Casl-pufer za analizu
. . 1x 1
nukleazne aktivnosti
varijabilno
10 x SSB 1
(1nM -1 M)
500 nM Casl-2 125 nM 2,5
H-O / 4,5

Uzorke DNA (1IB9) i proteina SSB sam inkubirao 30 min na 37 °C, kratko
centrifugirao, dodao 2,5 pL kompleksa Casl-Cas2 te ponovo inkubirao 30 min na 37 °C.
Zatim sam dodao 1 pL stop-pufera s proteinazom K te jos jednom inkubirao 30 min na 37 °C.
Rezultat nukleazne reakcije sam provjerio elektroforezom u denaturiraju¢im uvjetima na isti

nacin kao 1 u slucaju bez inkubacije supstrata [IB9 s proteinom SSB (prethodno poglavlje).
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U slucaju inkubacije supstrata 1IB9 s proteinom RecA, zbog male koncentracije
pocetnog uzorka proteina RecA (1 uM), morao sam smanjivati volumen vode u reakcijskoj
smjesi da bih uspio ispitati uc¢inak proteina RecA u §to ve¢em rasponu koncentracija (do
maksimalne finalne koncentracije u reakciji 550 nM). Serija finalnih koncentracija proteina
RecA u reakciji i na¢in na koji sam ih pripremio prikazani su u Tablici 12, a Tablica 13

prikazuje sastav nukleazne reakcije.

Tablica 12. Serija razrjedenja proteina RecA za inkubaciju sa supstratom IIB9 i ispitivanje nukleazne

aktivnosti kompleksa Cas1-Cas2.

Finalna koncentracija proteina Volumeni proteina RecA i vode dodani u

RecA u nukleaznoj reakciji nukleaznu reakciju
550 nM 5,5 uL RecA (1 uM) + 0,0 uL H20
500 nM 5,0 uL RecA (1 uM) + 0,5 uL H.O
400 nM 4,0 uL RecA (1 uM) + 1,5 uL H.O
300 nM 3,0 uL RecA (1 uM) +2,5 uL H20
200 nM 2,0 uL RecA (1 uM) + 3,5 uL H.O
100 nM 1,0 uL RecA (1 uM) + 4,5 uL H.0
75 nM 1,0 uL RecA (750 nM) + 4,5 uL. H,O
50 M 1,0 pL RecA (500 nM) + 4,5 uL H,0
25 nM 1,0 uL RecA (250 nM) + 4,5 uL H,O
10 nM 1,0 uL RecA (100 nM) + 4,5 uL H,0

1nM 1,0 L RecA (10 nM) + 4,5 uL H,0

Tablica 13. Sastav nukleazne reakcije s predinkubacijom supstrata 11B9 s proteinom RecA.

Sastavnica Finalna koncentracija V (uL)
200 nM DNA 20 nM 1
10 x Cas1-pufer za analizu
. . 1x 1
nukleazne aktivnosti
varijabilno o
RecA po Tablici 12
(1 nM - 550 nM)
500 nM Casl1-2 125 nM 2,5
H20 / po Tablici 12
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4. REZULTATI
4.1. Utjecaj nukleazne i helikazne funkcije enzima RecBCD na naivnu adaptaciju

Za ugradnju novih razmaknica procesom naivne adaptacije neophodna je samo
aktivnost kompleksa Cas1-Cas2, dok ostali geni cas nisu potrebni®. Kako bih istrazio samo
proces naivne adaptacije, utjecaj pripremljene adaptacije i interferencije (procesi koji se
dogode ako su aktivni proteini Cas3 i kompleks Cascade) sam sprijecio na nain da sam
koristio mutante soja E. coli K-12 BW25113 s uklonjenim genima cas (genotip Acas3::apra
A(casC-casl)::FRT; Tablica 1 u poglavlju Materijali i metode). Sojeve sam transformirao
plazmidom pEB628 koji omogucéava ekspresiju proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 u suvisku,
ili odgovaraju¢om negativnom kontrolom, praznim vektorom pBad-HisA. Soj s uklonjenim
genima cas, 11B1165, napravio sam u nekoliko koraka transdukcijom s bakteriofagom Plvir,
te potom uklanjanjem kazeta za otpornost na kanamicin pomocu rekombinaze Flp. Ciljane
genomske promjene soja sam potvrdio testom razmaza i metodom PCR (rezultati nisu

prikazani; vidjeti poglavlje Materijal i metode), a dobiveni soj je sluzio kao divlji tip (wt).

Proces naivne adaptacije pratio sam kroz tri uzastopna prekono¢na presadivanja
(pasaze) bakterija transformiranih s plazmidom pBad-HisA (negativna kontrola) ili pEB628
(pCasl-Cas2). Lizirane prekonoéne stanice sam koristio za izvor kalupa molekule DNA za
umnazanje proksimalnog kraja lokusa CRISPR metodom PCR pocetnicama koje okruzuju
mjesto ugradnje. Slika 10 A prikazuje rezultat reakcija PCR u stanicama 11B1165 (wt) nakon
tri pasaze. Vidljivo je da se u stanicama s plazmidom pCasl-Cas2, uz pocetnu vrpcu od
662 pb, pojavila jo$ jedna vrpca (dulja za priblizno 60 pb) Sto predstavlja ugradnju nove
razmaknice koja se ne uocava u soju s kontrolnim vektorom pBad-HisA (prisutnost nove
razmaknice je potvrdena dodatnim pokusima; vidjeti poglavlja 4.5. 1 4.6.). Intenzitet ugradnje
nove razmaknice se pojaava s brojem pasaza 1 najveca je u tre¢oj pasazi kad iznosi

11+1,5% (Slika 10 B i Tablica P1 u poglavlju Prilozi).
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mpl mp2 p3

% ugradenih razmaknica

11B1165 (wt)

Slika 10. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) soja IIB1165 (wt)

transformiranog plazmidom pBad-HisA (negativna kontrola) i plazmidom pEB628 za ekspresiju

......

Ladder (M). Strelica pokazuje na produljene vrpce umnozenog lokusa CRISPR. B. Relativni intenzitet
naivne adaptacije kroz sve tri pasaze u soju IIB1165 (wt) transformiranog plazmidom pEB628.

Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri replike.

Enzim RecBCD je po biokemijskim svojstvima snazna nukleaza i bipolarna
helikaza!”®>% yklju¢ena u proces homologne rekombinacije i popravka DNA u bakteriji E.
coli. Obje aktivnosti su neophodne za procesiranje tupih dvolanc¢anih krajeva DNA nastalih
oste¢enjem DNA da bi se dobio rekombinacijski meduprodukt — 3'-jednolanéana DNA na
koju je vezan protein RecA. Zanimljivo, prethodna istraZivanja su pokazala da je nukleazna
aktivnost enzima RecBCD bitna za naivnu adaptaciju, tj. da u nukleazno deficijentnim
pojedina¢nim mutantima recB, recC i recD ne dolazi do ugradnje novih razmaknica®®®. Za
enzim RecBCD se predlozilo da sudjeluje u pripremi manjih fragmenata od velike strane
DNA njenom degradacijom ili degradacijom vlastite DNA na mjestima zaustavljene i
kolabirane replikacijske raslje. Nastale manje fragmente potom kompleks Casl-Cas2 dalje
procesira i ugraduje u lokus CRISPR?®. Za RecBCD je takoder prodlozeno da omoguéava
razlikovanje vlastite od strane DNA, dok uloga proteina RecA i procesa homologne
rekombinacije nije istrazivana. Kako je nanoSenje proteina RecA na jednolan¢anu molekulu
DNA jedna od glavnih uloga enzima RecBCD prilikom popravka ostecenja u molekuli
DNA, prvo sam Zelio detaljnije istraziti naivnu adaptaciju u mutantima recA, recB i recD i
njihov meduodnos. Sama mutacija u genu recA, u skladu s literaturom, nema utjecaj na

naivnu adaptaciju kad je enzim RecBCD aktivan® (Slika 11). Og&ekivano, naivna adaptacija
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ovisi 0 enzimu RecBCD i nije doSlo do ugradnje novih razmaknica u mutantima recB268 i

recD1903 (dalje u tekstu: recD; Slika 11).

Mutanti u genu recB ili recC su null-mutanti, odnosno nemaju niti jednu enzimatsku
aktivnost!’, dok mutant recD nema nukleaznu, ali ima helikaznu aktivnost i mozZe stvarati
rekombinogeni filament RecA uz pomo¢ drugih nukleaza. Nadalje, enzim RecBCD pocinje
nanositi protein RecA samo nakon interakcije sa sekvencom chi, dok enzim RecBC (u
mutantu recD) protein RecA nanosi konstitutivno i neovisno o sekvenci chil®, Stoga sam
zelio istraziti hoce li se uklanjanjem proteina RecA u mutantima recB ili recD uspostaviti
naivna adaptacija. Kombiniranjem mutacije recA s mutacijom recB268 nisam ocekivao
utjecaj na naivnu adaptaciju jer u tom mutantu nema ni enzima RecBCD niti proteina RecA.
Medutim, kombinacija mutacija recA i recD osigurava stanicama samo helikazu RecBC koja
viSe ne moze konstitutivno nanositi protein RecA. NanoSenje proteina RecA je vazno u
homolognoj rekombinaciji i popravku DNA, ali sam pretpostavio da nije u stvaranju

fragmenata DNA gdje bi zapravo moglo smetati (Slika 11.).

A B
pl p2 p3
m .pl .p2 p3
15
recA s T
pl p2 p3 pl  p2 p3 E B
<
St
recB268* recD* E - '
pl  p2  p3 1 p2  p3 2 | I T
s I
= | |
X
recB268 recA* recD recA
11B1252 (recA)  11B1245 (recD recA)

Slika 11. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) sojeva 11B1252
(recA), 11B1208 (recB268), 11B1192 (recD), 11B1244 (recB268 recA) i 11B1245 (recD recA)
transformiranih plazmidom pEB628 za ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2. Strelica
pokazuje na produljene vrpce umnozenog lokusa CRISPR. B. Relativni intenzitet naivne adaptacije
kroz sve tri pasaze u sojevima 1IB1252 (recA) i 11B1245 (recD recA) transformiranih plazmidom
pEB628. Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri replike. *U mutantima recB268, recD i recB268

recA nema ugradnje novih razmaknica.
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Izostanak ugradnje razmaknica u dvostrukom mutantu recB268 recA je oc¢ekivan, dok
mi je pojava razmaknica u dvostrukom mutantu recD recA ukazala da RecA negativno utjece
na nastanak fragmenata DNA te da vjerojatno nukleazna aktivnost enzima RecBCD nije
neophodna za naivnu adaptaciju, ve¢ je dovoljna samo helikazna. Da bih provjerio ovisi li
ugradnja razmaknica o nukleaznoj aktivnosti enzima RecBCD, ugradnju razmaknica sam
istrazio u mutantu recB1080 (Slika 12.). Ovaj tockasti mutant stvara enzimski kompleks
RecBP%®9ACD koji je nukleazno inaktivan jer je mutiran nukleazni centar u podjedinici RecB.
Ovaj mutirani enzim ne nanosi protein RecA na molekulu DNA (umjesto enzima
RecBP®ACD to radi enzimski kompleks RecFOR), ali mu je helikazna aktivnost
o¢uvana'?®1%® U ovom mutantu se ugradnja razmaknica u prvoj pasazi pojavljuje otprilike
jednakom ucestalo$¢u kao u prvoj pasazi divljeg tipa (2,4 + 0,02 % u mutantu recB1080, tj.
2,2+ 0,2 % u divljem tipu, Slika 10 i Tablica P1 u poglavlju Prilozi).
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11B1214 (recB1080)

Slika 12. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) soja 1IB1214
(recB1080) transformiranog plazmidom pBad-HisA (negativna kontrola) i plazmidom pEB628 za
ekspresiju proteinskog kompleksa Cas1-Cas2. U prvoj jazici je marker veli¢ina DNA Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder (M). Strelica pokazuje na produljenu vrpcu umnozenog lokusa CRISPR. B. Relativni
intenzitet naivne adaptacije kroz sve tri pasaze u soju IIB1214 (recB1080) transformiranog plazmidom

pEB628. Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri replike.
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Medutim, ucinkovitost ugradnje razmaknica se potom mijenja ovisno o genotipu i
istrazivanoj pasazi. U divljem tipu (soj IIB1165) ucestalost ugradnje razmaknica raste sa
svakom narednom pasazom (Slika 10), dok u mutantima recD recA i recB1080 to nije slucaj
(Slika 11 i Slika 12). Dvostruki mutant recD recA (soj 1IB1245) najucinkovitije ugraduje u
drugoj, a mutant recB1080 (soj 1IB1214) u prvoj pasazi. Kako je proteinski kompleks Cas1-
Cas?2 za adaptaciju eksprimiran s plazmida, a plazmidi se teze repliciraju u mutantima recB i
recD jer stvaraju multimere i mogu se izgubiti prilikom diobe stanical®®, provjeravao sam
dolazi li i do gubitka plazmida u sojevima tijekom pasaziranja. Iz rezultata (Tablica 14) se
vidi da u divljem tipu ne dolazi do gubitka plazmida kroz pasaze, dok se u mutantima plazmid
gubi. Uocljiv je veliki gubitak plazmida pCas1-Cas2 u trecoj pasazi u mutantu recD recA, te u
drugoj i treéoj pasazi u mutantu recB1080 gdje je samo 10° stanica sacuvalo plazmid u
odnosu na 10° stanica divljeg tipa. S obzirom da je dvostruki mutant recD recA, u kojem je
doslo do ugradnje razmaknica, viSe gubio plazmid od mutanta recD, u kojem nije bilo
ugradnje razmaknica, izostanak ugradnje razmaknica u mutantu recD ne moze biti posljedica

gubitka plazmida za ekspresiju proteinskog kompleksa Cas1-Cas2.

Tablica 14. Gubitak plazmida za ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2 (pEB628) kroz tri
pasaze (pl, p2, p3) u divljem tipu (soj IIB1165), mutantu recD, dvostrukom mutantu recD recA (soj
11B1245) i mutantu recB1080 (soj 11B1214). Rezultat je srednja vrijednost barem dvije replike.

Soj transformiran Amp" stanice/mL
plazmidom pEB628 (& standardna devijacija)
(Amp") za ekspresiju
Casl-Cas? pl p2 p3
2,32 x 10° 3,10 x 10° 1,03 x 10°
1B1165 (wi) (1,28 x 10°) (2,30 x 10°) (1,06 x 10°)
3,00 x 10° 3,54 x 107 4,12 x 10°
11B1192 (recD) (2,18 x 10%) (3,47 x 107) (2,92 x 109)
421 x 107 6,75 x 10° 6,80 x 10°
11B1245 (recD recA) (2,03 x 107) (4,60 x 109) (4,53 x 109)
2,05 x 107 7,95 x 10° 3,33 x 10°
11B1214 (recB1080) (1,61 x 107) (7,63 x 109) (2,89 x 10%)
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4.2. Utjecaj 3'- i 5'-jednolanc¢anih DNA-nukleaza na naivnu adaptaciju

Kako su prethodni rezultati pokazali da je naivna adaptacija moguca i kad enzim
RecBCD nema nukleaznu aktivnost (i nema proteina RecA), to je upucivalo na moguénost da
druge nukleaze mogu zamijeniti enzim RecBCD u cijepanju DNA S$to sam zelio istraziti.
Postoje 3'- 1 5'-jednolancane DNA-egzonukleaze koje su vazne za stabilnost genoma i
sudjeluju u popravku DNA direktno ili pomazu u procesiranju krajeva DNA za vezanje
enzima RecBCD!®% Pryo sam istrazio uloge 3'-jednolandanih egzonukleaza uvodenjem
mutacija u gene sbcB (kodira egzonukleazu SbcB), sbcD (kodira podjedinicu egzonukleaze
SbcCD), exoX1 (kodira egzonukleazu ExoX), te u gen xseA koji kodira podjedinicu XseA
bipolarne egzonukleaze XseAB. Mutacije u egzonukleazama sam prvo uveo u divlji tip, soj
11B1165 (wt), zatim u mutanta recD i dobio dvostruke mutante, te u mutanta recD recA ¢ime
sam dobio trostruke mutante (Tablica 1 u poglavlju Materijali i metode). Na ovaj nacin sam
pratio uloge 3'-jednolancanih egzonukleaza kad je aktivan enzim RecBCD (pojedinacni
mutanti egzonukleaza), kad je enzim RecBC helikaza koja konstitutivno nanosi protein RecA
(mutanti egzonukleaza u recD pozadini) i kad je enzim RecBC samo helikaza i nema proteina
RecA (mutanti egzonukleaza u recD recA pozadini). Mutacije u genima za 3'-jednolancane
egzonukleaze pokazuju blago pozitivan utjecaj (najizrazeniji u trecoj pasazi: 15—-19 % u
mutantima naspram 11 % u divljem tipu; Slika 13) na ugradnju razmaknica kad je enzim
RecBCD funkcionalan. Rezultat u pojedina¢nim mutantima je slican rezultatu u soju [IB1165
(wt) u smislu da se uocava niska razina ugradnje razmaknica u prvoj pasazi, a znatno bolja u
drugoj i trecoj pasazi (Slika 13 B i Tablica P1 u poglavlju Prilozi). U pozadini recD, kad je u
stanicama prisutan enzim RecBC, nedostatak egzonukleza nema ucinak jer nema ugradnje
razmaknica §to je vjerojatno posljedica nanoSenja proteina RecA. U pozadini recD recA, kad
je u stanicama prisutan enzim RecBC bez nanoSenja proteina RecA, uocljiva je niska ugradnja
razmaknice u prvoj pasazi (u rasponu od 1,5% do 3,9 %; Slika 13 C, te Tablica P1 u
poglavlju Prilozi) koja poslije gotovo prestaje osim u slucaju nedostatka bipolarne nukleaze

XseAB gdje se trostruki mutant recD recA xseA ponasa poput dvostrukog mutanta recD recA.
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Slika 13. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) mutanata u genima
koji kodiraju 3'-jednolancane DNA-egzonukleaze (sbcB, sbcD, exoX1, xseA), te njima pripadajucih
dvostrukih (+ recD) i trostrukih (+ recD recA) mutanata transformiranih plazmidom pEB628 za
ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2. Strelica pokazuje na produljene vrpce umnozenog
lokusa CRISPR. B. Relativni intenzitet naivne adaptacije kroz sve tri pasaze u mutantima za gene koji
kodiraju 3'-jednolan¢ane DNA-egzonukleaze 11B1239 (shcB), 11B1228 (sbcD), 11B1229 (exoX1) i
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11B1226 (xseA) transformiranih plazmidom pEB628. Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri
replike. Radi lakse usporedbe, ponovo je prikazan i rezultat u divljem tipu (wt). C. Relativni intenzitet
naivne adaptacije kroz sve tri pasaZe u trostrukim mutantima 11B1242 (recD recA sbcB), 11B1213
(recD recA sbcD), 11B1222 (recD recA exoX1) i 11B1218 (recD recA xseA) transformiranih
plazmidom pEB628. Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri replike. Radi lakSe usporedbe,
ponovo je prikazan i rezultat dvostrukog mutanta recD recA. *Gen xseA kodira za bipolarnu
3'—5'/5'>3'-jednolan¢anu DNA-egzonukleazu.

Na isti nacin kao za 3'-jednolan¢ane DNA-egzonukleaze istrazio sam i utjecaj 5'-
jednolan¢anih DNA-egzonukleaza na ugradnju razmaknica u naivnoj adaptaciji. Uz ve¢
spomenutu bipolarnu egzonukleazu XseAB, istrazio sam ulogu egzonukleaze RecJ. Uvodenje
mutacije recJ u divljem tipu ne ometa ugradnju razmaknica (Slika 14), stovise, ucestalost
ugradnje u tre¢oj pasazi je otprilike dvostruko pojacana i iznosi 20,5 +1,5% naspram
11+1,5% u divljem tipu. U mutantu recD recJ ocekivano nema ugradnje razmaknica, a u
trostrukom mutantu recD recA recJ ponovno se uoc¢ava pad ucestalosti ugradnje razmaknica
kroz tri pasaze. Medutim, vidi se da u ¢etverostrukom mutantu recD recA recJ xseA, u kojem
su uklonjene obje 5'-jednolanc¢ane DNA-egzonukleaze, dolazi do znatno pojacane ugradnje
razmaknica u odnosu na dvostruki mutant recD recA kroz sve tri pasaze, a narocito u trecoj.

A
pl p2 p3 pl p2 p3 pl p2 p3 pl p2 p3

recJ recD recJ recD recA recJ recD recA recJ xseA*
B

mpl mp2 p3

% ugradenih razmaknica

11B1165 11B1199 11B1209 11B1236 11B1245
(wt) (recd) (recD recA recJ) (recD recA rec (recD recA)
XSeA*)

Slika 14. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) mutanta u genu recJ
koji kodira 5'-jednolanc¢anu DNA-egzonukleazu, te njemu pripadaju¢ih dvostrukih (+ recD), trostrukih
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(+ recD recA) i Cetverostrukih (+ recD recA xseA) mutanata transformiranih plazmidom pEB628 za
ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2. Strelica pokazuje na produljene vrpce umnoZenog
lokusa CRISPR. B. Relativni intenzitet naivne adaptacije kroz sve tri pasaze u mutantima s
uklonjenom 5'-jednolancanom DNA-egzonukleazom RecJ transformiranih plazmidom pEBG628.
Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri replike. Radi lakSe usporedbe, ponovo su prikazani
rezultati divljeg tipa (wt) i dvostrukog mutanta recD recA. *Gen xseA kodira za bipolarnu
3'—5'/5'>3'-jednolan¢anu DNA-egzonukleazu.

Smanjena ucestalost ugradnje razmaknica u drugoj i trecoj pasazi trostrukih mutanata
recD recA sbcB/sbcD/exoX1/rec] u odnosu na dvostrukog mutanta recD recA mogla je biti
posljedica gubitka plazmida pEB628 (pCasl-Cas?2) iz stanica, Sto sam provjerio. U trostrukim
mutantima je gubitak plazmida ve¢ od prve pasaze puno veci (za oko dva reda veli¢ine) nego
u dvostrukom mutantu recD recA (Tablica 15). Jedina iznimka je trostruki mutant recD recA
xseA koji se i u pogledu ucestalosti ugradnje razmaknica i u pogledu gubitka plazmida ponasa
isto kao dvostruki mutant recD recA. Cetverostruki mutant recD recA xseA recJ znatno manje
gubi plazmid od trostrukog mutanta recD recA recJ s§to je u skladu sa znatno ucinkovitijom

ugradnjom razmaknica.

Tablica 15. Gubitak plazmida za ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2 (pEB628) kroz tri
pasaze (pl, p2, p3) u dvostrukom mutantu recD recA, trostrukim mutantima recD recA
shbcB/sbcD/exoX1/xseAlrecd i Cetverostrukom mutantu recD recA recJ xseA. Polarnost jednolanéanih
DNA-egzonukleaza je zabiljezena u obliku eksponenta uz oznaku pripadajuéeg gena. Rezultat je

srednja vrijednost barem dvije replike.

Soj transformiran Amp" stanice/mL
plazmidom pEB628 (+ standardna devijacija)
(Amp") za ekspresiju
Casl-Cas2 pl P2 p3

11B1245 4,21 x 107 6,75 x 10° 6,80 x 10°
(recD recA) (2,03 x 107) (4,60 x 10) (4,53 x 10°)
11B1242 8,80 x 10° 1,25 x 10* 1,38 x 10*
(recD recA shcB®) (1,40 x 10%) (1,66 x 10% (1,89 x 10%
11B1213 6,98 x 10° 3,75 x 103 3,33 x 103
(recD recA shcD?) (2,63 x 105) (4,79 x 10%) (5,77 x 10%)
11B1222 6,11 x 10° 1,59 x 10° 1,14 x 10°
(recD recA exoX1%) (3,71 x 105) (2,44 x 10°) (8,75 x 10%)
11B1218 4,21 x 107 4,38 x 10° 513 x 10°
(recD recA xseA®”) (3,72 x 107) (3,09 x 10°) (3,56 x 10%)
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Tablica 15 - nastavak

11B1209 . 8,07 x 10° 5,00 x 103 0
(recD recA recJ®) (3,01 x 105) (8,66 x 10%) (0)
11B1236 1,20 x 107 1,28 x 107 9,50 x 10°
(recD recA recJ® xseA®”) (9,84 x 106) (5,01 x 10°) (2,12 x 10°)

Kako su kombinacije mutacija recD recA sbcB/sbcD/exoX1/rec) pokazivale veliki pad
u ugradnji razmaknica i veliku nestabilnost plazmida, doprinos jednolanc¢anih egzonukleaza
provjerio sam i kad je uz egzonukleaze bio uklonjen samo gen recA. Dvostruki mutanti recA
sbcB/shcD/exoX1/recd nisu pokazivali smanjenu ugradnju razmaknica, ve¢ naprotiv, veéu
nego stanice divljeg tipa ili pojedinacni mutant recA. Ucestalija ugradnja razmaknica u
dvostrukim mutantima je narocito bila izrazena u trecoj pasazi gdje je ucinkovitost ugradnje
bila oko 20 %, dok je u divljem tipu iznosila 11 + 1,5 %, a u mutantu recA 13,3 + 1,1 % (Slika
15, Tablica P1 u poglavlju Prilozi). Jedina iznimka je tre¢a pasaza dvostrukog mutanta recA
sbcB koja je bila sli¢nija divljem tipu i mutantu recA, no ovaj dvostruki mutant u trecoj pasazi
ima red veli¢ine manje plazmida pEB628 nego ostali dvostruki mutanti i mutant recA (Tablica
16). Niti jedna kombinacija dvostrukih mutanata recA sbcB/sbcD/exoX1/rec) nije gubila
plazmid pCas1-Cas2 kao trostruki mutanti recA recD shcB/sbcD/exoX1/recd (Tablica 15), sto

je uskladu s efikasnijom ugradnjom razmaknica u dvostrukim mutantima.
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recA sch recA sbcD recA exoX1
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Slika 15. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (p1, p2, p3) mutanata u genima

za 3'>5'- (sbcB, sbcD, exoX1, xseA) i 5'—3- (xseA, recJ) jednolanc¢ane DNA-egzonukleaze u
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pozadini recA transformiranih plazmidom pEB628 za ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2.
Strelica pokazuje na produljene vrpce umnozenog lokusa CRISPR. B. Relativni intenzitet naivne
adaptacije kroz sve tri pasaZze u mutantima s uklonjenim 3'—5'- i 5' >3- jednolanéanim DNA-
egzonukleazama u pozadini recA transformiranih plazmidom pEB628. Rezultat je srednja vrijednost
minimalno tri replike. Radi lakSe usporedbe, ponovo je prikazan rezultat mutanta recA. *Gen xseA

kodira za bipolarnu 3'-5'/5'—>3'-jednolanc¢anu DNA-egzonukleazu.

Tablica 16. Gubitak plazmida za ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2 (pEB628) kroz tri
pasaze (pl, p2, p3) u mutantu recA, te dvostrukim mutantima recA sbcB/sbcD/exoX1/xseAlrecd.
Polarnost jednolan¢anih DNA-egzonukleaza je zabiljezena u obliku eksponenta uz oznaku

pripadajuceg gena. Rezultat je srednja vrijednost barem dvije replike.

Soj transformiran Amp" stanice/mL
plazmidom pEB628 (+ standardna devijacija)
(Amp") za ekspresiju
Casl-Cas2 pl p2 p3

11B1252 1,85 x 108 1,34 x 108 9,39 x 107
(rech) (9,25 x 107) (5,48 x 10) (2,53 x 107)
11B1255 1,58 x 107 3,75 x 10° 6,50 x 10°
(recA sbcB?) (3,54 x 109) (1,77 x 10°) (4,24 x 10°)
11B1258 1,31 x 108 5,34 x 107 7,11 x 107
(recA sbcD?) (5,41 x 107) (1,69 x 107) (4,87 x 107)
11B1254 9,96 x 107 6,99 x 107 9,05 x 107
(recA exoX1*) (1,22 x 107) (2,39 x 107) (2,55 x 107)
11B1253 7,28 x 107 5,71 x 107 6,63 x 107
(recA xseA®”™) (4,74 x 107) (1,08 x 107) (5,48 x 107)
11B1259 9,64 x 107 1,25 x 108 9,15 x 107
(recA recJ®) (3,47 x 107) (1,91 x 107) (5,72 x 107)

Sumarno, uklanjanjem jednolanc¢anih 3'—5'- i 5'—>3'- DNA-egzonukleaza u mutantu
recA, kolicina plazmida pEB628 u stanicama ostaje stalna, no ucinkovitost ugradnje
razmaknica se povecava, narocito u drugoj (1,3 — 1,9 x) i treoj pasazi (1,4 — 1,8 x). Ugradnja
razmaknica, prema rezultatima elektroforeze u agaroznom gelu, je posve inhibirana u mutantu
recD i tada na ugradnju ne utjeu jednolancane egzonukleaze. Dodavanjem mutacije recA
mutantu recD ugradnja razmaknica se ponovo uspostavlja i tada se moZe pratiti doprinos
pojedinih jednolancanih egzonukleaza. Medutim, mutacija recD nepovoljno utjee na

stabilnost plazmida s kojeg se ekprimira kompleks Cas1-Cas2 (ne pomaze niti mutacija recA),
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pa je ucéinkovitost ugradnje razmaknica u drugoj i tre¢oj pasazi u mutantima recD recA bez
3'—5'-egzonukleaza jako smanjena. Zanimljivo, uklanjanje obje 5'—3'-DNA-egzonukleaze iz
dvostrukog mutanta recD recA neznatno je utjecalo na stabilnost plazmida pCasl-Cas2 (za
otprilike pola reda veli¢ine u drugoj i red veli¢ine u tre¢oj pasazi), ali je dovelo do izrazito
ucinkovitije ugradnje razmaknica (otprilike dva puta u prvoj i drugoj, te cak 6,6 X u trecoj
pasazi). U¢inkovitija ugradnja razmaknica u odnosu na divlji tip (otprilike 1,5 — 2 X) se vidi i
u tre¢oj pasazi mutanata u kojima je uklonjena samo jedna 3'—5'- ili 5'—3'-DNA-
egzonukleaza i u kojima nema gubitka plazmida (Tablica P1 i Tablica P2 u poglavlju Prilozi).
Iz svega navedenog se moze zakljuéiti da uklanjanje jednolanc¢anih DNA-egzonukleaza ima
pozitivan u¢inak na ugradnju razmaknica u naivnoj adaptaciji, a naroCito uklanjanje obje

5'—3'-jednolan¢ane DNA-egzonukleaze u dvostrukom mutantu recD recA.

4.3. Utjecaj gena nepoznate funkcije, yayD i ycfH, na naivnu adaptaciju

Na isti na¢in kao u prethodna dva poglavlja istrazio sam utjecu li geni yayD i ycfH na
naivnu adaptaciju. Ove gene je predlozio suradnik dr. Tom Killelea jer je prilikom afinitetnog
procis¢avanja proteina metodom "pull-down" otkrio da proteinski produkti ovih gena stvaraju
interakciju s proteinskim kompleksom Casl-Cas2. Funkcija ovih gena nije poznata, no iz
bioinformati¢kih analiza se predvida da je protein YcfH DNaza'®’, a YayD nukleaza tipa
HNH*® poput proteina Cas9 iz klase 2 sustava CRISPR-Cas'®. 1z rezultata (Slika 16) se vidi
da uklanjanje gena yayD (soj 11B1316) i ycfH (soj 11B1319) iz divljeg tipa (soj 11B1165) nema
utjecaj na naivnu adaptaciju. U oba mutanta se na gelu u drugoj i trecoj pasaZi uocavaju
dodatne vrpce DNA od ugradenih razmaknica u lokusu CRISPR, a postotak ugradnje je slican
divljem tipu.
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Slika 16. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) sojeva IIB1316
(yajD) i 11B1319 (ycfH) transformiranih plazmidom pBad-HisA (negativna kontrola) i pEB628 za
ekspresiju proteinskog kompleksa Cas1-Cas2. U prvoj jazici je marker veli¢ina DNA Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder (M). Strelice pokazuju na produljene vrpce umnozenog lokusa CRISPR. B. Relativni
intenzitet naivne adaptacije kroz sve tri pasaze u sojevima IIB1316 (yajD) i 11B1319 (ycfH)
transformiranih plazmidom pEB628. Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri replike. Radi lakse

usporedbe, ponovo je prikazan rezultat divljeg tipa (soj 11B1165).

Osim u divljem tipu, utjecaj delecije gena yajD i ycfH sam jo$ istrazio i u
pojedinaénim mutantima recA i recD, te u dvostrukom mutantu recD recA. U svim
sluéajevima, uvodenje dodatne mutacije yajD, odnosno ycfH, nije imalo utjecaj na ugradnju
razmaknica (Slika 17). U mutantima yajD recD i ycfH recD nema ugradnje razmaknica, kao
ni u pojedinaénom mutantu recD. Ucinkovitost ugradnje razmaknica u mutantima yajD recA i
ycfH recA je sli¢na kao u pojedinatnom mutantu recA, a u mutantima yajD recD recA i ycfH
recD recA kao u dvostrukom mutantu recD recA. Dodatne mutacije u genima yajD i ycfH

nemaju niti utjecaj na stabilnost plazmida u recD, recA i recD recA pozadinama (Tablica 17).
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Slika 17. A. Produkti reakcije PCR u 2 % agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) mutanata recA, recD

i recD recA s dodatnim mutacijama u genima nepoznate funkcije (yajD i ycfH) transformiranih

plazmidom pEB628 za ekspresiju proteinskog kompleksa Cas1-Cas2. Strelica pokazuje na produljene

vrpce umnozenog lokusa CRISPR. B. Relativni intenzitet naivne adaptacije kroz sve tri pasaze u

mutantima recA i recD recA s uklonjenim genima yajD i ycfH transformiranih plazmidom pEB628.

Rezultat je srednja vrijednost minimalno tri replike.

Tablica 17. Gubitak plazmida za ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2 (pEB628) kroz tri

pasaze (pl, p2, p3) u mutantima recD, recA i recD recA s dodatnim mutacijama u genima yajD i ycfH.

Rezultat je srednja vrijednost barem dvije replike.

Soj transformiran Amp’ stanice/mL
plazmidom pEB628 (& standardna devijacija)
(Amp") za ekspresiju
Casl1-Cas2 pl P2 p3

11B1192 3,00 x 108 3,54 x 107 4,12 x 10°
(recD) (2,18 x 108) (3,47 x 107) (2,92 x 10°)
11B1334 1,71 x 108 2,83 x 10’ 1,02 x 10°
(yajD recD) (7,10 x 107) (2,15 x 107) (6,79 x 10)
11B1235 1,68 x 108 2,89 x 10’ 1,22 x 10°
(ycfH recD) (1,55 x 107) (2,13 x 107) (4,89 x 10%)
11B1252 1,85 x 108 1,34 x 108 9,39 x 10’
(recA) (9,25 x 107) (5,48 x 10°) (2,53 x 107)
11B1336 1,54 x 108 9,71 x 10’ 1,39 x 108
(yajD recA) (4,21x 107 (3,31x 107 (2,16 x 107)
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Tablica 17 - nastavak

11B1237 8,58 x 10’ 1,67 x 108 1,59 x 108
(ycfH recA) (1,02 x 107) (2,37 x 107) (4,18 x 107)
11B1245 4,21 x 10’ 6,75 x 10° 6,80 x 10°
(recD recA) (2,03 x 107) (4,60 x 10%) (4,53 x 10%)
11B1338 5,29 x 10’ 2,18 x 107 3,75 x 10°
(yajD recD recA) (2,51 x 107 (4,19 x 10%) (1,77 x 10%)
11B1339 2,75 x 107 1,27 x 107 3,04 x 10°
(ycfH recD recA) (5,29 x 10°) (1,42 x 107) (5,17 x 10°)

Prikaz postotka ugradnje novih razmaknica (Tablica P1) i gubitka plazmida (Tablica
P2) u svim koriStenim sojevima u kojima su geni casl i cas2 bili eksprimirani s plazmida

pEB628 prilozeni su na kraju disertacije u poglavlju Prilozi.

4.4. Naivna adaptacija s ekspresijom gena casl i cas2 s kromosoma

Da bih zaobiSao problem gubitka plazmida s kojeg sam eksprimirao gene casl i cas2,
pokusao sam istraziti u¢inkovitost ugradnje razmaknica kad se geni casl i cas2 eksprimiraju s
kromosoma. Na ovaj bih nacin ujedno mogao koristiti razli¢ite plazmide i bakteriofage kao
model strane molekule DNA, tj. potencijalnog izvori$ta novih razmaknica. Za ovaj pokus sam
koristio soj KD27 koji ima kromosomske gene casl i cas2 pod inducibilnim promotorom, tj.
za ekspresiju je potrebno dodavati arabinozu u medij. Soj sam takoder transformirao
plazmidima pBad-His-A (prazan vektor) i pEB628 (geni casl-cas2 uklonirani u pBad-HisA),
no ovdje sam zbog kromosomske ekspresije gena casl i cas2 o¢ekivao ugradnju razmaknica i
u stanicama transformiranim praznim vektorom, a stanice transformirane plazmidom pEB628
su mi sluzile kao pozitivna kontrola naivne adaptacije. Do ugradnje novih razmaknica u lokus
CRISPR je opet doslo samo u stanicama transformiranim plazmidom pEB628 na kojem su
geni casl i cas2 (Slika 18). Koli¢ina plazmida pBad-HisA je kroz pasaze bila jednaka
pozitivnoj kontroli (pEB628; Tablica 18) pa je izostanak ugradnje razmaknica u stanicama
transformiranim plazmidom pBad-HisA vjerojatno posljedica nedovoljne koli¢ine proteinskog

kompleksa Cas1-Cas2.
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Slika 18. Produkti reakcije PCR u 2% agaroznom gelu tri pasaze (pl, p2, p3) soja KD27
(kromosomski geni casl i cas2 pod inducibilnim promotorom) transformiranog plazmidom pBad-
HisA (prazan vektor) i pEB628 (casl i cas2 u vektoru pBad-HisA; pozitivna kontrola). Na slici su
prikazane dvije replike. U prvoj i osmoj jazici je marker veli¢ina DNA Gene Ruler 1 kb DNA Ladder
(M). Strelice pokazuju na produljene vrpce umnozenog lokusa CRISPR.

Tablica 18. Gubitak plazmida pBad-HisA (prazan vektor) i pEB628 (za ekspresiju proteinskog
kompleksa Casl-Cas2; pozitivna kontrola) kroz tri pasaze (pl, p2, p3) u soju KD27 koji na

kromosomu ima gene casl i cas2 pod inducibilnim promotorom. Rezultat je srednja vrijednost tri

replike.
) ) Amp'" stanice/mL

Soj KDf7 trq(r;sformlran (+ standardna devijacija)

plazmidom: ol 02 03

. 1,47 x 10° 1,02 x 10° 8,67 x 108
pBad-HisA (-) (6,53 x 10°) (8,22 x 10°) (6,90 x 10°)
pEB628 (casl-cas2 u 1,28 x 10° 1,07 x10° 8,33 x 108
pBad-HisA; + kontrola) (4,07 x 10%) (1,61 x 10%) (2,75 x 10%)

4.5. Porijeklo novougradenih razmaknica u lokusu CRISPR

Kako je ve¢ navedeno, jedna od karakteristika enzima RecBCD je njegovo
prepoznavanje oktamerne sekvence chi (5-GCTGGTGG-3") nakon kojeg se aktivnost enzima
mijenja iz nukleaze u rekombinazu”**®. Ove sekvence su uéestalije u kromosomu bakterije E.

coli nego u stranim genetickim elementima (plazmidima, bakteriofagima), pa se smatra da
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enzim RecBCD pomaze u razlikovanju strane od vlastite DNA Sto je eksperimentalno
pokazano'®. Naime, mutanti recB, recC i recD imali su veéi udio novih razmaknica sa
kromosomske DNA nego divlji tip. Takoder, vidjela se korelacija u ucestalijem uzimanju
razmaknica iz regija DNA prije u odnosu na regije DNA nakon sekvence chi, te je vecina
kromosomskih razmaknica imala porijeklo s terminusa replikacije gdje se replikacijske raslje
zaustavljaju’®. Stoga je bilo zanimljivo istraziti porijeklo razmaknica u mutantima enzima
RecBCD koji nemaju interakciju sa sekvencom chi i ne mogu nanijeti protein RecA, dakle
mutantima recD recA (soj 11B1245) i recB1080 (soj 11B1214) u odnosu na stanice divljeg tipa
(soj 1IB1165). Iz navedenih sojeva sam izolirao DNA novougradenih razmaknica iz
agaroznog gela te poslao kolegici dr. Ekaterini Savitskaya u Skolkovo institut znanosti i
tehnologije (Moskva, Rusija). Ona je pripremila biblioteku i tehnologijom HTS sekvencirala
te potom bioinformati¢ki analizirala uzorke na nacin da je iz dobivenih sekvenci izdvojila
sekvence novih pojedina¢nih razmaknica, te njihove odgovaraju¢e sekvence PAM (detaljan
opis postupka je dostupan u ref.133). Analizom sekvenci razmaknica je zatim odredila njihov
poloZaj na genomu bakterije E. coli za sva tri istrazivana soja. Budu¢i da se gen cas2 nalazio i
na plazmidu i na kromosomu, za sve sekvence casl i cas2 je racunala da potjecu iz plazmida.
To isto vrijedi i za gen araC. Kako se banke gena medusobno razlikuju u kvaliteti ista
sekvenca se moZe naci viSe puta u jednom uzorku i tako napraviti greSke u analizi. Iz tog
razloga je odluceno da se sojevi usporeduju po broju jedinstvenih razmaknica, a ne ukupnom
broju razmaknica. Analizom je utvrdeno da je vecina jedinstvenih novougradenih razmaknica
porijeklom s kromosoma bakterije (Slika 19), a ne s plazmida $to je u suprotnosti s
rezultatima u literaturi'®. Postotak kromosomskih razmaknica je najveéi u soju 1IB1245 (recD
recA) i to preko 95 %, a najmanji u divljem tipu i iznosi oko 80 %. Za detaljniju analizu
poloZaja razmaknica, razmaknice porijeklom iz kromosoma je podijelila u tri regije: izvoriSte
replikacije (oriC), regiju CRISPR i terminus replikacije (terA-terC). Broj sekvenci iz
navedenih regija je podijelila s brojem sekvenci u regijama slicne duljine na drugim
dijelovima kromosoma i dobila relativnu koli¢inu razmaknica. Po toj analizi, u sva tri soja je
viSe razmaknica porijeklom iz izvoriSta 1 terminusa replikacije nego iz lokusa CRISPR.
Medutim, u divljem tipu je podjednako razmaknica porijeklom iz izvoriSta i terminusa
replikacije, dok u mutantu recD recA razmaknice potjeu nesto ve¢im udjelom iz izvorista
replikacije (oriC), a u mutantu recB1080 dominatno iz terminusa $to je u skladu s
pretpostavkom da se u tim regijama ¢eS¢e dogadaju zaustavljanja i lomovi replikacijskih raslji

koji se ne mogu popraviti i zato sluze kao izvor razmaknica (Slika 20).
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Slika 19. Porijeklo (PL- plazmid; GEN- genom) novougradenih
razmaknica u lokusu CRISPR u sojevima 1IB1165 (wt),
11B1214 (recB1080) i 11B1245 (recD recA).
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Slika 20. Distribucija novougradenih razmaknica kromosomskog porijekla u sojevima IIB1165 (wt),
11B1245 (recD recA) i 11B1214 (recB1080). A. Mapiranje razmaknica uzduz kromosoma bakterije E.
coli. Na osi X je prikazana pozicija na kromosomu (0-460 x 10* pb) bakterije s koje potjecu
razmaknice, na osi Y relativni broj broj o¢itanja naspram referentne regije genoma (0-670 kpb), a

zelenim vertikalnim linijama su naznaCene pozicije regija terminusa (od terA do terC), regije CRISPR
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i izvorista replikacije (oriC). B. Relativna koli¢ina novih razmaknica iz podru¢ja kromosoma duljine
670 kpb koje obuhvaca jednu od regija (ter, CRISPR, oriC) normalizirana naspram referentne regije
genoma (0-670 kpb).

4.6. Utjecaj ugradnje novih razmaknica na prezivljenje stanica

U istrazivanjima naivne adaptacije u pokusima opisanim u poglavljima 4.1. — 4.4,
kalup DNA za analizu razmaknica dobiven je iz alikvota liziranih stanica iz prekonocne
kulture, no nisam mogao znati jesu li stanice u kojima je doslo do ugradnje razmaknica Zive
ili mrtve. Da bih to doznao, umjesto liziranja, stanice sam razrijedio i zasadio na Cvrste
hranjive podloge te analizirao lokus CRISPR u pojedina¢nim kolonijama. Za istrazivanje
udjela zivih stanica s ugradenim razmaknicama izabrao sam one sojeve u kojima je uocen pad
broja novih razmaknica u trecoj pasazi $to bi moglo ukazivati da se u tim stanicama oStec¢enje
DNA nije moglo popraviti prilikom uzimanja razmaknice i/ili tijekom ugradnje u lokus
CRISPR, dakle mutante recD recA i recB1080 (pojedina¢ni mutanti recB268 i recD, te
dvostruki mutant recB268 recA nisu ugradivali razmaknice). Za svaki soj sam pretraZivao
onoliko kolonija dok ih nisam prikupio barem 10 s ugradenom razmaknicom. Taj broj sam
podijelio s ukupnim brojem pretrazenih kolonija i dobio postotak zivih stanica s ugradenom
razmaknicom. Analizom sam utvrdio da je postotak zivih stanica s ugradenom razmaknicom
veci ili jednak ucestalosti ugradnje razmaknica u odgovarajucoj prekono¢noj kulturi (pasazi),
odnosno da ugradnja razmaknica te divlji tip i mutanti enzima RecBCD nemaju negativan

uc¢inak na prezivljenje stanica (Tablica 19).

Tablica 19. Usporedba udjela zivih stanica s ugradenom razmaknicom i ucestalosti ugradnje
razmaknica u odgovarajucoj pasazi (pl, p2) prekonocne kulture istog soja (wt, recD recA ili
recB1080).

Soj (genotip) i pasaza Udio Zivih stanica s Ucka.VltOSt ugradnj,e .
i . razmaknica u prekonoc¢noj
prekonoéne kulture razmaknicom . . y
Kkulturi iste pasaze
11B1165 (wt) p2 16,9% (10/59) 8,8%
11B1245 (recD recA) p2 9,1% (11/121) 9,1%
11B1214 (recB1080) pl 5,6% (14/250) 2,4%
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Za svaku novougradenu razmaknicu odredio sam sekvencu, porijeklo (kromosom ili
plazmid) te motiv PAM (Tablica 20). Sve razmaknice u stanicama divljeg tipa porijeklom su s
kromosoma, dok udio razmaknica s plazmida u mutantu recD recA iznosi 20 - 40 % (2 do 4
od 10; dvije razmaknice su porijeklom iz gena araC koji se nalazi i na kromosomu i na
plazmidu), a u mutantu recB1080 27,3 % (3 od 11). U mutantu recB1080 sam ukupno
analizirao 11 razmaknica jer je kolonija 2 ugradila dvije nove razmaknice (Slika P1 u

poglavlju Prilozi).

Sto se tiGe motiva PAM, u divljem tipu je 80 % Kkolonija (8 od 10) imalo pravilni i
najc¢eséi motiv PAM (AAG)'™, dok su preostale dvije kolonije imale nepravilni motiv PAM
(CAG u koloniji 1 i CCA u koloniji 2). U mutantu recD recA je takoder 80 % (8 od 10)
kolonija imalo pravilni motiv PAM (AAG), jedna kolonija je imala nepravilni motiv PAM
(GCG u koloniji 5), a jedna umjereno uéinkovit motiv PAM? (AAT u koloniji 9). U mutantu
recB1080 91 % (10 od 11) kolonija je imalo pravilni motiv PAM (AAG), a jedna nepravilni
(CGG u koloniji 3). Nepravilni motiv PAM moze sprijeciti interferenciju i autoimunost, §to je

vazno ako je razmaknica porijeklom s kromosoma, ali ne ako je iz strane DNA.

Kona¢no, 27 od 31 razmaknice (87 %) je duljine 32 pb, a preostale Cetiri su duljine
33 pb. S obzirom da se u tri od cetiri razmaknice duljine 33 pb nalazi insercija timina u
odnosu na sekvencu protorazmaknice i da je ta insercija prisutna u repetitivnim dijelovima
razmaknice, moguce je da se radi o artefaktu sekvenciranja. Prema podacima iz literature,
95 % razmaknica u E. coli je duljine 32 pb, a duljina razmaknice moze varirati od 31 do 34

pb*, 3to je u skladu s mojim rezultatima.
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Tablica 20. Mapiranje ugradenih razmaknica iz zivih stanica. Svijetloplavom bojom su istaknute

pravilne sekvence PAM (engl. protospacer adjacent motif), tamnoplavom umjereno ucinkovita

sekvenca PAM nukleotidnog slijeda AAT, a crnom bojom su ispisane sekvence koje nisu

pravilni/u¢inkoviti PAM-ovi. Crvenom bojom su oznacene insercije (nukleotidi prisutni u razmaknici

u lokusu CRISPR, a odsutni u protorazmaknici). MCS = "multiple cloning site" u vektoru pBad-HisA.

. Porijeklo
sop K kni ‘o razmaknice
(kgenot_l_p) i broj PAM Sekvenca razmaknice (5'-3") (K- kromosom,

olonije ;
P- plazmid)
11B1165 (wt)
kolonija 1 CAG TTGAACATCTGCCACTGGCTCACCCAACATTT | K (gen xdhD)
kolonija 2 CCA CGATATTCGATGTAATCTTCGTCTGCGAAACT | K (gen evgS)
kolonija 3 AAG TTTTTACCAAGAGCTCAGCCTCAAGATAAAAT | K (gen ypjB)
kolonija 4 AAG TGAAGGTCATCAGCCAGCCGTCGCGTTTTTTG | K (gen rodZ)
kolonija 5 AAG CGTTATTTAGTACTCTCGGTAGCAACGGCAGC | K (gen hiuH)
kolonija 6 AAG CCCAATGGCGGTATGTCCATCATGACCACAGGC | K (gen abgA) *
kolonija 7 AAG CCTGCCGGGTTTAGCTGTTCTGTCACCCGCCC | K (geni rhsA/B/C)
kolonija 8 AAG ATTAAAACGTGGTGGGCGTATGGGCGCTGATA | K (gen puuR)
kolonija 9 AAG TATGCCGGACGTCATATCCGGCATTTTTACAG | N (intergenska
regija rluB-btuR)
kolonija 10 AAG TACGTATGGCCGCCATTAATGGCAGCCATCGA | K (gen atpF)
11B1245 (recD recA)
kolonija 1 AAG TCAGATGACCAGCTTTCGAGCCTTTACCCAGA | K (gen gimU)
kolonija 2 AAG AAATAGGGCTTCCACCTGGGAAGCCCTTTCTT | K (gen pspH)
kolonija 3 AAG GTTATATTCTCAATCTCACCATTCGCGGTCAG | K/P (gen araC) **
kolonija 4 AAG TCGATCAGGAATACGAAGGTATTGTTCGTCAA | K (gen phoU)
kolonija 5 GCG ACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAAC | K/P (gen araC) **
kolonija 6 AAG CTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTT | P (regija MCS)
kolonija 7 AAG AATGTGCCACTTAATACTAACGTAGCGCCAAT | K (gen ubiB)
kolonija 8 AAG TATCGATAAAAACTTTATTGTTTTAAGGAGAT | K (_|_ntergenska
regija ydeO-safA)
kolonija 9 AAT TGATCTGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGAC gr(irieilrjggmedu
kolonija 10 AAG TACATCATGTAATTTCCCCTGTCTTCAGGTGGT | K (gen mcrA) *
11B1214 (recB1080)
kolonija 1 AAG ATATTACTATACCTTTGATAATTCATTACTAT )I/(df(ge):nl ybevi
koloni AAG AAGGATTCTTCACCCAGTTAGCCACCGATGAG | K (gen sufB)
olonija 2 AAG GTTTTATTATCGCTCAGGATTATGGTCACCGC | K (gen curA)
kolonija 3 CGG TGATTGGTGCCGGGATTATTCGCTATGATCAG | K (gen bioP)
kolonija 4 AAG TGTGTTTATTTTTTCGGCATTTAATTTATTTAA K (!ptergenska
regija yfaZ-nudl) *
kolonija 5 AAG ATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAA | P (gen bla)
kolonija 6 AAG TAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTA | P (gen bla)
kolonija 7 AAG TGTGTTTATTTTTTTCGGCATTTAATTATTTAA K (!ptergenska
regija yfaZ-nudl) *
kolonija 8 AAG ATGTTGCCCGCCTGGCGGGCGTTTCTACCTCA | K (gen rbsR)
kolonija 9 AAG CTGCTCTATCAGGCAAAACTTGCTCTGGATGA | P (gen casl) ***
kolonija 10 AAG CAGGTGATGAGTTTGCATTCCAGTATCGTCTG | K (gen opgD)

* Razmaknice duljine 33 pb, sve ostale su duljine 32 pb.
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** Gen araC je prisutan i na kromosomu i na plazmidu pEB628 (vektorska oshovica pBad-HisA).

*** Razmaknica koja odgovara genu casl je s plazmida jer soj 11B1214 ima deleciju gena casl.

Za kromosomske razmaknice sam jo$ istrazio hoce li do¢i do autoimunosti, tj.
razgradnje kromosoma kad u stanicu ubacim ostale sastavnice sustava CRISPR-Cas potrebne
za interferenciju. Izabrao sam cetiri kolonije divljeg tipa 1IB1165, od kojih jedna ima
nepravilni PAM (kolonija 1), a preostale tri pravilni (kolonije 6, 7 i 8). Stanice sam
transformirao plazmidima pEB549 (za ekspresiju proteinskog kompleksa Cascade), te pDM1
(za ekspresiju enzima Cas3) ili pRSF-1b (negativna kontrola za pDM1). Kako je iz literature
poznato da je interferencija sustavom CRISPR-Cas u bakteriji E. coli temperaturno ovisna'#?,
transformante sam zasadio na 30 °C i 37 °C. Usporedbom broja naraslih transformanata na
selektivnim 1 neselektivnim podlogama mogao sam zakljuciti ima li neka od razmaknica
negativan u¢inak na prezivljenje stanica (Tablica 21). Svi sojevi su otprilike jednako vijabilni,
tj. na neselektivnim podlogama rastu do reda veli¢ine 10° stanica po mL uzorka. Broj stanica
transformiranih praznim vektorom pRSF-1b je na selektivnim plo¢ama za sve sojeve na obje
temperature za red veli¢ine manji (10® stanica) $to daje u¢inkovitost transformacije oko 10 %.
Na 37°C, temperaturi pri kojoj CRISPR-Cas interferencija u E. coli nije aktivna, svi sojevi
transformirani plazmidom pDM1 (pCas3) imaju oko 1-5x 10’ transformanata $to daje
ucinkovitost transformacije od 1 - 5 %. Red veli¢ine manji broj transformanata u usporedbi s
praznim vektorom je vjerojatno posljedica toga §to je plazmid s genom cas3 gotovo dvostruko
veci od praznog vektora pa je potrebno vise vremena da se replicira. Iznimka je soj MR 14 koji
pokazuje smanjenu ucinkovitost transformacije (vidjeti poglavlje Rasprava za moguéi uzrok).
Na 30 °C, temperaturi pri kojoj je CRISPR-Cas interferencija u E. coli aktivna, samo u soju
MR12 (koji nema pravilan motiv PAM) nije doslo do pada broja transformanata kad se u
stanice ubaci pCas3. Naprotiv, u sojevima koji imaju pravilan motiv PAM (MR13, MR14 i
MR15) doslo je do dodatnog pada broja transformanata za dva do tri reda veli¢ine u odnosu
na 37 °C. Ovi rezultati su u skladu s literaturom, tj. dokazuju vaznost motiva PAM i
temperaturnu ovisnost sustava CRSIPR-Cas za interferenciju u E. coli, te pokazuju autoimuni

potencijal sustava CRISPR-Cas.
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Tablica 21. Uginkovitost transformacije sojeva s ugradenim kromosomskim razmaknicama
sastavnicama sustava CRISPR-Cas neophodnim za interferenciju (Cascade, Cas3). Sojevi MR12-15 su
derivati izvedeni iz kolonija soja 11B1165 (wt) s novougradenim razmaknicama u lokusu CRISPR (gen
koji je izvoriSte razmaknice je naveden u zagradama) i naznacenim pripadaju¢im motivima PAM:
pravilni (AAG; svijetloplava boja) i nepravilni (CAG; crna boja). CFU/mL = broj zivih stanica po mL
uzorka; LB+C+K+A+l = hranjiva podloga LB s dodatkom antibiotika kloramfenikola (C) i
kanamicina (K) za selekciju transformanata, te induktora arabinoze (A) za ekspresiju T7 polimeraze s
kromosoma i IPTG-a () za ekspresiju enzima Cascade i Cas3 s promotora T7lac na plazmidima.
Rezultati su srednja vrijednost tri replike.

30°C 37°C
Soj S| o
(razmaknica) § 3 CFU/mL CFU/mL CFU/mL CFU/mL
motiv PAM 8 O (st. dev.) (st. dev.) (st. dev.) (st. dev.)
MR12 + | 1,18 x 108 8,78 x 108 1,16 x 108 1,03 x 10°
(xdhD) (3,90 x 107) (1,25 x 108) (5,46 x 107) (1,53 x 108)
PAM: CAG + |+ 4,09 x 10’ 1,08 x 10° 3,54 x 10’ 1,42 x 10°
' (5,65 x 10°) (1,81 x 108) (8,91 x 10°) (3,78 x 108)
MR13 + | 1,25 x 108 1,01 x 10° 1,31 x 108 1,12 x 10°
(abgA) (2,81 x 107) (1,24 x 10%) (3,59 x 107) (1,22 x 108)
PAM: AAG + | 4+ 1,01 x 10* 1,23 x 10° 1,90 x 107 1,31 x 10°
: (3,78 x 10%) (4,67 x 10°) (1,15 x 107) (3,76 x 108)
MR14 + | 1,13 x 108 8,58 x 108 1,03 x 108 9,04 x 108
(rhsA/B/C) (5,74 x 107) (4,02 x 1089) (4,92 x 1075) (4,10 x 1089)
6,50 x 10° 1,19x 10 3,33x 10 1,15 x 10
PAM: AAG T (2,35 x 10°%) (4,15 x 108) (2,32 x 10%) (3,08 x 108)
MR15 + | 1,69 x 108 8,88 x 108 1,58 x 108 9,63 x 108
(PULR) (8,05 x 107) (2,29 x 108) (7,77 x 107) (3,97 x 108)
PAM: AAG + + 3,71 x 10* 1,13 x 10° 2,51 x 107 1,19 x 10°
' (3,39 x 10%) (3,58 x 108) (9,87 x 10°) (1,18 x 108)
LB+C+K+A+I LB LB+C+K+A+I LB

4.7. Vezanje proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 za oligonukleotidne supstrate molekula DNA

in vitro

S obzirom na dobivene rezultate in vivo koji su ukazivali da dvolan¢ana DNA s 5'- i
3'-strSe¢im krajevima poti¢e naivnu adaptaciju, odlu¢io sam istraziti na koji nacin ¢e se
proteinski kompleks Casl-Cas2 vezati i procesirati molekule DNA razlicitih struktura
(jednolancane i dvolancane sa razli¢itim krajevima) $to bi dodatno objasnilo mogucée dogadaje

prilikom "hvatanja" fragmenata DNA za ugradnju u lokus CRISPR. Prvo sam provjerio
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vezanje kompleksa Casl-Cas2 na supstrate DNA metodom EMSA, pri kojoj se vezanje
proteina za ozna¢enu molekulu DNA vidi u obliku pomaka molekule DNA u gelu, tj. njene
sporije migracije prilikom elektroforeze. Koristio sam dvolanacnu DNA od 45 pb s kratkim
5'-strSe¢im krajem od 5 nt (supstrat IIB7), te dvolancanu DNA od 10 pb s dugackim 5'- i 3'-
strSe¢im krajevima od 40 nt (supstrati [IB9 1 [IB10), jednolan¢anu DNA sa i bez motiva PAM
(supstrati 1IB1 i [IB6) te dvolan¢anu DNA s 3'- i 5'-strSe¢im krajevima (supstrat I1IBS).
Proteinski kompleks Casl-Cas2 stvara agregate koji zaostaju u jazicama pri veéim
koncentracijama kompleksa (Slika 21). Ipak, moZe se uociti da nastaju i stabilni kompleksi
protein-DNA te da se Casl-Cas2 najbolje veze na kratke dvolancane molekule DNA
dugackog 5'-strSeceg kraja (supstrat 11B9) 1 3'-strSeceg kraja (supstrat [IB10), te jednolanc¢ane
molekule DNA s motivom PAM (supstrat 11B1) i bez (supstrat 11B6), $to se vidi po brzem

gubitku nevezane DNA s dna gela u odnosu na preostala dva supstrata (11B7 i 11B8).
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Slika 21. Vezanje proteinskog kompleksa Casl-Cas2 za fluorescentno obiljezene oligonukleotidne
supstrate molekula DNA razliCitih struktura u 1 X TBE-puferu. Trokuti iznad jazica gela pokazuju
rastu¢u koncentraciju kompleksa Casl-Cas2 (0, 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM i 500 nM).
Ispod oznake supstrata DNA su shematski prikazi struktura pojedinih supstrata s nazna¢enim str§e¢im
krajevima. Supstrat 11B7 je model dsDNA duljine 45 pb s 5'-str§e¢im krajem od 5 nt, supstrat 1I1B8 je
dsDNA duljine 27 pb s 5'-str§e¢im krajem duljine 13 nt i 3'-str§e¢im krajem duljine 10 nt. Supstrat
11B9 je kratka dsDNA duljine 10 pb s dugackim 5'-str8e¢im krajem duljine 40 nt, a supstrat 11B 10 je
kratka dsDNA duljine 15 pb s dugackim 3'-str§e¢im krajem duljine 35 nt. Supstrati 11B1 i 11B6 su
modeli jednolan¢anih DNA s motivom PAM (IIB1; 50 nt) i bez motiva PAM (l1B6; 45 nt). Crna
strelica desno pokazuje na podrucje gela gdje je zbog vezanja proteina i DNA doslo do pomaka

(razmaza) DNA u gelu.
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4.8. Cijepanje oligonukleotidnih supstrata molekule DNA proteinskim kompleksom Cas1-
Cas?

Nakon $to sam ustanovio da proteinski kompleks Cas1-Cas2 veze supstrate molekula
DNA razlicitih struktura, istrazio sam moze li i cijepati iste. To sam takoder istrazio metodom
EMSA, ali inkubirajuéi proteinski kompleks Casl-Cas2 s molekulama DNA u puferu za
nukleaznu analizu koji sadrzi magnezijeve ione potrebne kompleksu za cijepanjel®.
Nukleaznu aktivnost sam provjerio u nativnim 1 u denaturirajuéim uvjetima u kojima se
uklanjanju sekundarne strukture molekula DNA koje potencijalno mogu nastati, Sto olakSava
razdvajanje i identifikaciju fragmenata nastalih cijepanjem. U oba ispitivana uvjeta uoc¢io sam
slabo vidljive dodatne fragmente samo na supstratu dvolan¢ane molekule DNA s dugim 5'-
str§e¢im krajem (supstrat I1IB9) §to upucuje na mogucnost da ih je kompleks Casl-Cas2
pocijepao (Slika 22). U denturiraju¢im uvjetima (Slika 22 B) se u odnosu na nativne
(Slika 22 A) kod supstrata IIB8 pojavio par vrpci jednakog intenziteta u svakoj jazici §to je

vjerojatno posljedica razdvajanja dvaju lanaca razlicitih duljina koji ¢ine supstrat I1BS.
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Slika 22. A. Cijepanje fluorescentno obiljezenih oligonukleotidnih supstrata molekula DNA razli¢itih
struktura od strane proteinskog kompleksa Casl-Cas2 u nativnim uvjetima. B. Ista analiza, ali u
denaturiraju¢im uvjetima. Na obje slike trokuti iznad jazica gela pokazuju rastu¢u koncentraciju
kompleksa Casl-Cas2 (0, 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM i 500 nM). Ispod oznake supstrata
DNA su shematski prikazi struktura pojedinih supstrata s naznacenim strSe¢im krajevima. Supstrat
11B7 je model dsDNA duljine 45 pb s 5'-str§e¢im krajem od 5 nt, supstrat 11B8 je dsDNA duljine 27 pb
s 5'-strse¢im krajem duljine 13 nt i 3'-strSe¢im krajem duljine 10 nt. Supstrat 11B9 je kratka dSDNA
duljine 10 pb s dugackim 5'-str§e¢im krajem duljine 40 nt, a supstrat I1B 10 je kratka dSDNA duljine
15 pb s dugackim 3'-strSe¢im krajem duljine 35 nt. Supstrati 11B1 i 11B6 su modeli jednolan¢anih DNA
s motivom PAM (11B1; 50 nt) i bez motiva PAM (11B6; 45 nt). Crna strelica pokazuje na pojavu
dodatnih vrpci DNA (produkata cijepanja) u gelu. M = marker (mjesavina svih susptrata DNA).
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Slika 22 - nastavak

Da bih dodatno potvrdio rezultate cijepanja DNA kompleksom Casl1-Cas2, umjesto
kompleksa Casl-Cas2 inkubirao sam samo protein Casl, bez proteina Cas2, s istim
supstratima DNA u nativnim 1 denaturirajuéim uvjetima. Iz literature je bilo poznato da
mutacije u aktivnom mjestu Casl rezultiraju gubitkom adaptacije, dok mutacije u aktivnom
mjestu Cas2 ne rezultiraju gubitkom adaptacije’®. Analizom sam utvrdio da protein Casl
samostalno ne cijepa niti jedan od ispitivanih supstrata DNA, niti susptrat [IB9 jer se viSe ne
uocavaju dodatni fragmenti na gelu niti u nativnim niti u denaturiraju¢im uvjetima (Slika 23).
Mutanta samo u protinu Casl, koji bi bio inaktiviran u nukleaznoj domeni i inkubiran zajedno

s Cas2 kao jos jedna kontrola, nismo mogli napraviti jer se protein nije mogao procistiti.
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Slika 23. A. Cijepanje fluorescentno obiljeZenih oligonukleotidnih supstrata molekula DNA razli¢itih
struktura od strane proteina Casl u nativnim uvjetima. B. Ista analiza, ali u denaturiraju¢im uvjetima.
Na obje slike trokuti iznad jazica gela pokazuju rastu¢u koncentraciju proteina Casl (0, 31,25 nM,
62,5 nM, 125 nM, 250 nM i 500 nM). Ispod oznake supstrata DNA su shematski prikazi struktura
pojedinih supstrata s naznaenim str§e¢im krajevima. Supstrat 11B7 je model dsDNA duljine 45 pb s
5'-strSe¢im krajem od 5 nt, supstrat 11B8 je dsSDNA duljine 27 pb s 5'-str§e¢im krajem duljine 13 nt i
3'-str8e¢im krajem duljine 10 nt. Supstrat 11B9 je kratka dsDNA duljine 10 pb s dugackim 5'-str§e¢im
krajem duljine 40 nt, a supstrat 11B10 je kratka dsDNA duljine 15 pb s dugackim 3'-str$e¢im krajem
duljine 35 nt. Supstrati [IB1 i [IB6 su modeli jednolan¢anih DNA s motivom PAM (IIB1; 50 nt) i bez
motiva PAM (11B6; 45 nt). M = marker (mjesavina svih susptrata DNA).
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4.9. Nukleazna aktivnost proteinskog kompleksa Cas1-Cas2 u prisustvu proteina RecA ili
SSB

Kako sam u rezultatima in vivo pokazao da se uklanjanjem gena recA u mutantu recD
ponovo uspostavila naivna adaptacija, istrazio sam hoce li prisustvo proteina RecA ili SSB
smetati vezanju kompleksa Casl-Cas2 na supstrat DNA i procesiranju (cijepanju). Za ovaj
pokus sam odabrao samo supstrat 11B9 (kratka dvolan¢ana DNA s dugim 5'-str§e¢im krajem)
DNA nastali kao produkt cijepanja od strane proteinskog kompleksa Casl1-Cas2 s povecanjem
koncentracije proteina RecA i SSB gube (Slika 24). Cini se da protein SSB manje ometa
nukleaznu aktivnost kompleksa Casl-Cas2 nego protein RecA, jer ga je potrebno dodati u
vecoj koncentraciji da bi se izgubili dodatni fragmenti supstrata IIB9. U oba slucaja je deveta
jazica gela (gledajudi s lijeva na desno) prva u kojoj se fragmenti nastali cijepanjem ne
uoCavaju, Sto odgovara koncentraciji proteina RecA od 300 nM, odnosno koncentraciji
proteina SSB od 3 uM. Rezultati nisu sasvim pouzdani, naro€ito u slu¢aju inkubacije s
proteinom RecA gdje pojava pocijepanih fragmenata supstrata 11B9 nije u skladu s
koncentracijom proteina RecA. Ovaj pokus sam napravio samo jednom, dok sam gostovao u
laboratoriju dr. Eda Bolta, i nisam imao vremena napraviti dodatne replike da rezultat bude

pouzdaniji.
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Slika 24. Cijepanje fluorescentno obiljezenog oligonukleotidnog supstrata molekule DNA s dugackim
5'-krajem (11B9) od strane proteinskog kompleksa Cas1-Cas2. A. Reakcija u prisustvu proteina RecA.
B. Reakcija u prisustvu proteina SSB. Na obje slike trokuti iznad jaZica gela pokazuju rastucu
koncentraciju proteina RecA (0, 1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 75 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM,
400 nM, 500 nM, 550 nM), tj. SSB (0, 10 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 750 nM, 1 uM, 2 uM,
3uM, 4 uM, 5uM, 7,5uM, 10 uM). Crna strelica pokazuje na gubitak dodatnih vrpci DNA
(produkata cijepanja) u gelu s porastom koncentracije proteina RecA, tj. SSB. Oba gela su napravljena

u denaturiraju¢im uvjetima.
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5. RASPRAVA

Za uspjesnu obranu bakterija sustavom CRISPR-Cas protiv strane, invadiraju¢e DNA,
neophodno je napraviti fragmente te iste strane molekule DNA koji ¢e se ugraditi u obliku
razmaknice u lokus CRISPR. U bakteriji E. coli, razmaknica se u lokus CRISPR moze
ugraditi na dva nacina: naivnom i pripremljenom adaptacijom®°, Za naivnu adaptaciju, koja
je tema ove doktorske disertacije, od gena cas neophodni su jedino geni casl i cas2 koji ¢ine
proteinski kompleks Cas1-Cas2. Kompleks Casl-Cas2 "hvata" fragmente strane DNA i poput
integraze ih ugraduje u lokus CRISPR*%092 ng manje je poznato kako nastaju fragmenti koje
kompleks "hvata" i ugraduje kao nove razmaknice. Levy i suradnici'® su proveli opsezno
istrazivanje 1 predloZili model u kojem je nukleazna aktivnost enzima RecBCD vazna u
pripremi fragmenata DNA jer je naivna adaptacija smanjena u mutantima recB, recC i recD u
kojima enzim RecBCD nema nukleaznu aktivnost. Pokazali su da je za naivhu adaptaciju
potrebna replikacija DNA, da veéina razmaknica potjee iz podruc¢ja genoma gdje CeSce
nastaju lomovi DNA (izvoriste replikacije, terminus, lokus CRISPR ili ribosomske DNA) i da
postoji asimetrija ugradnje razmaknica u odnosu na sekvencu chi koja modulira aktivnost
enzima RecBCD. Na temelju ovih opazanja su predlozili da prilikom zaustavljanja replikacije
moze do¢i do kolapsa replikacijskih raslji 1 nastanka dvolanfanog loma. Popravkom
kolabiranih replikacijskih raslji enzim RecBCD razgraduje stranu ili vlastitu DNA ¢ime
nastaju manji jednolanc¢ani fragmenti DNA koji se spajaju u dvolanfane spontano,
djelovanjem nepoznatih faktora domacina ili aktivnoSéu kompleksa Cas1-Cas2. Dvolan¢ane
fragmente potom kompleks Casl-Cas2 dalje procesira i ugraduje u lokus CRISPR. Za enzim
RecBCD su jo§ pokazali da pomaZe u razlikovanju strane od vlastite molekule DNA na
temelju prepoznavanja oktamernih sekvenci chi koje su ucestalije na kromosomu E. coli nego
u stranoj DNA’. Ovaj model mi je posluzio kao polazisna to¢ka u doktorskoj disertaciji kroz
koju sam detaljnije istrazio utjecaj enzima RecBCD te posljedi¢éno ulogu homologne
rekombinacije, proteina RecA i jednolancanih DNA-egzonukleaza na naivnu adaptaciju,
ukljucujuéi i moguénost raspoznavanja strane od vlastite DNA. Moja istraZivanja propituju

predloZzeni model i daju nove spoznaje 0 ovom zanimljivom procesu.

Za razliku od rezultata Levya i suradnika koji su pokazali smanjenu adaptaciju u
mutantima recB, recC i recD, ja u mutantima recB268 i recD1903 (dalje u tekstu recB i recD)
nisam uocio ugradnju novih razmaknica (Slikall). Razlog bi mogao biti u na¢inu detekcije
ugradnje razmaknica gdje sam ja mjerio intenzitet nove vrpce u gelu dok su Levy i suradnici
koristili tehnologiju visokoprotocnog sekvenciranja DNA izolirane iz gela $to je osjetljivija

77



metoda. Zanimljivo, naivna adaptacija se vratila na razinu slicnu divljem tipu kad sam
inaktivirao gen recA istovremeno s genom recD, odnosno u dvostrukom mutantu recD recA
(Slika 10 B i Slika 11 B). Mutacijom u genu recD sintetizira se enzim RecBC koji je helikaza
koja konstitutivno nanosi protein RecA, a nema nukleaznu aktivnost!”!%, Kako se taj efekt
nije dogodio u dvostrukom mutantu recB recA (Slika 11 A), gdje se mutacijom recB posve
inaktivira enzim RecBCD, zakljucio sam da za naivnu adaptaciju nije potrebna nukleazna, ve¢
je dovoljna samo helikazna aktivnost enzima RecBCD. Takoder sam zakljucio da homologna
rekombinacija, tj. protein RecA vezan na 3'-jednolanéanu DNA (rekombinogeni filament),
inhibira adaptaciju. Inaktivacija samo gena recA (Slika 11) nije utjecala na adaptaciju §to je u
skladu s prethodnim istrazivanjima® jer je u tim stanicama enzim RecBCD aktivan i ne dolazi
do konstitutivnog nanosenja proteina RecA na molekulu DNA. Dakle soj recD recA se moze
smatrati kao ,,pocetni soj u daljnjoj genetickoj analizi efikasnosti naivne adaptacije u
uvjetima kada nema nukleazne aktivnosti enzima RecBCD i homologne rekombinacije. Ulogu
proteina RecA u ometanju kompleksa Cas1-Cas2 sam pokusao dokazati i pokusima in vitro,
inkubirajuéi prociséeni kompleks Casl-Cas2 s rastu¢om koncentracijom proteina RecA (ili
proteina SSB, za usporedbu). Nazalost, pokus sam imao priliku napraviti samo jednom, ali
sam uocio da je porast koncentracije proteina RecA ometao nukleaznu aktivnost kompleksa
Casl1-Cas2 pri 10 x manjim koncentracijama nego protein SSB (Slika 24). Kona¢no, ulogu
nukleazne aktivnosti enzima RecBCD u naivnoj adaptaciji sam provjerio i u to¢kastom
mutantu recB1080 koji ima mutaciju u nukleaznom centru. Enzim RecBP®9ACD nema
nukleaznu, ali ima snaZnu helikaznu aktivnost i ne moZe samostalno nanositi protein
RecA?135 U tom mutantu sam odekivao rezultat slican mutantu recD recA §to se djelomice
dogodilo, ali samo u prvoj pasazi. Daljnjim pasaziranjem se nije uocio porast u koli¢ini
ugradenih razmaknica ve¢ je doSlo do pada (Slika 12). Razlog bi mogla biti nestabilnost
plazmida s kojeg sam eksprimirao kompleks Casl-Cas2 koji se jako gubio u ovom soju
(Tablica 14), a povezana je s mutacijom u genima recB i recD za koje je poznato da uzrokuju
nastanak multimera koji se neravnomjerno nasljeduju u potomstvu i s vremenom izgube®.
Takoder, moguée je da se zbog uzimanja razmaknica s plazmida, plazmid dodatno
destabilizirao u nekim sojevima. Medutim, mutant recD, u kojem nema ugradnje razmaknica,
je kroz sve tri pasaze imao otprilike red veli¢ine vise stanica s plazmidom pEB628 (pCasl-
Cas2) nego dvostruki mutant recD recA u kojem dolazi do ugradnje razmaknica (Tablica 14).
Dodatno, u mutantu recA je kroz sve tri pasaze bilo otprilike red veli¢ine manje stanica s

plazmidom pEB628 nego u divljem tipu (Tablica P2 u poglavlju Prilozi), a ucestalost
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ugradnje razmaknica je bila otprilike jednaka. Zbog toga, izostanak ugradnje razmaknica u

mutantu recD ne moze biti isklju¢ivo posljedica gubitka plazmida.

S obzirom da u nastanku rekombinogenog filamenta u mutantu recD pomazu
jednolancane nukleaze, provjerio sam utjecaj i drugih egzonukleaza prisutnih u E. coli na
naivnu adaptaciju. Istrazio sam utjecaj jednolancanih DNA-egzonukleaza 3'—5'- i 5'—3'-
polarnosti, koje su inac¢e vazne za stabilnost genoma i sudjeluju u popravku DNA direktno ili
pomazu u procesiranju krajeva DNA za vezanje enzima RecBCD%1%, Inaktivacijom samo
3'—5'-jednolan¢anih DNA-egzonukleaza sbcB, sbcD i exoX1 uocio sam malo ucinkovitiju
ugradnju razmaknica u odnosu na divlji tip (Slika 13 B), dok su dvostruki mutanti recA
sbcB/sbcD/exoX1 pokazivali ucinkovitiju ugradnju razmaknica u odnosu na pojedinacni
mutant recA (Slika 15 B). Kako je ugradnja u dvostrukim mutantima recA sbcB/sbcD/exoX1
bila ucinkovitija i od pojedina¢nih mutanata sbcB, sbcD i exoX1 (Tablica P1 u poglavlju
Prilozi), opet sam uocio pozitivan ucinak uklanjanja proteina RecA na naivnu adaptaciju. Kad
sam te iste mutacije za 3'-jednolan¢ane DNA-egzonukleaze (sbcB, shcD i exoX1) uveo u
mutanta recD recA, u prvoj pasazi sam dobio usporedive razine naivne adaptacije, no u drugoj
i tre¢oj pasazi je razina naivne adaptacije znacajno opala naspram dvostrukog mutanta recD
recA (Slika 13 C). Razlog slabe ucinkovitosti u adaptaciji trostrukih mutanata je vrlo
vjerojatno snazan gubitak plazmida jer je transformanata trostrukih mutanata ve¢ u prvoj
pasazi bilo za gotovo dva reda veli¢ine manje nego dvostrukog mutanta recD recA, a u drugoj
i tre¢oj pasazi je broj transformanata dodatno opao (Tablica 15). U kombinacijama recD
sbcB/sbcD/exoX1 nije doslo do ugradnje razmaknica vjerojatno zbog inhibitornog ucinka
proteina RecA u mutantu recD (Slika 13 A).

Uvodenjem mutacije u gen xseA koji kodira podjedinicu XseA bipolarne (3'—5" i
5'—3") jednolanc¢ane egzonukleaze XseAB dobio sam sli¢ne rezultate. Pojedina¢ni mutant
XseA imao je povecanu razinu naivne adaptacije u drugoj i tre¢oj pasazi u odnosu na divlji tip
(Slika 13 B), a dvostruki mutant recA xseA u drugoj i trecoj pasazi u odnosu na pojedinacnog
mutanta recA (Slika 15 B). Uvodenje mutacije XSeA nije imalo ucinak na stabilnost plazmida
u ova dva soja (divlji tip i mutant recA). Zanimljivo, za razliku od trostrukih mutanata recD
recA sbcB/sbcD/exoX1 koji su u drugoj i trecoj pasazi imali znatno nizu razinu adaptacije i
veéi gubitak plazmida u odnosu na dvostrukog mutanta recD recA, trostruki mutant
recD recA xseA se i u pogledu ucinkovitosti ugradnje razmaknica i u pogledu stabilnosti
plazmida ponasao jednako kao dvostruki mutant recD recA (Slika 13 C i Tablica 15).

Vjerojatni razlog tomu je bipolarna aktivnost enzima XseAB.
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Konac¢no, na isti nacin sam istrazio utjecaj jednolan¢ane DNA-egzonukleaze 5'—3'-
polarnosti, RecJ. Uvodenjem mutacije recJ u divlji tip, dobio sam razinu naivne adaptacije
otprilike jednaku kao u divljem tipu u prve dvije pasaze, te dvostruko vecu u tre¢oj pasazi
(Slika 14 B). Dvostruki mutant recA recJ imao je jednaku razinu naivne adaptacije kao
pojedina¢ni mutant recA u prvoj, te nesto ucinkovitiju ugradnju razmaknica u drugoj i trecoj
pasazi (Slika 15 B). Trostruki mutant recD recA recJ je u prvoj pasazi imao razinu naivne
adaptacije sli¢nu kao dvostruki mutant recD recA (Slika 14 B), koja se jako smanjila u drugoj
i treoj pasazi, vjerojatno zbog izrazito jakog gubitka plazmida u ovom mutantu (Tablica 15).
Zanimljivo, kad sam iz mutanta recD recA uklonio i RecJ i XseAB (dvije jednolan¢ane DNA-
egzonukleaze koje imaju 5'—3'-aktivnost), doslo je do izrazitog povecanja ucestalosti
ugradnje razmaknica kroz sve tri pasaze i prestanka gubitka plazmida (Slika 14 B i
Tablica 15). Stoga sam zakljucio da u soju u kojem nema proteina RecA, a enzim RecBC(D)
funkcionira samo kao helikaza, nastajanje 5'-strSe¢ih krajeva molekule DNA pogoduje
naivnoj adaptaciji u E. coli. S druge strane, uklanjanje dvije egzonukleaze (RecJ i XseA) u
stanicama divljeg tipa nije pokazalo znaCajni ucinak na naivnu adaptaciju (Tablica P1 u

poglavlju Prilozi).

Na isti nacin kao za jednolanéane DNA-egzonukleaze istraZio sam i utjecaj dva gena
nepoznate uloge, yajD i ycfH. Suradnik dr. Tom Killelea je prilikom afinitetnog proc¢i$¢avanja
proteina metodom "pull-down" otkrio da proteinski produkti ovih gena stvaraju interakciju s
kompleksom Casl-Cas2, a kako bioinformati¢ke analize predvidaju da je protein YcfH
DNaza'®, a YayD nukleaza tipa HNH® poput proteina Cas9 iz klase 2 sustava CRISPR-
Cas'®, postojala je moguénost da utjecu na naivnu adaptaciju. Medutim, iz dobivenih
rezultata mogu zakljuciti da ove nukleaze nisu potrebne za naivnu adaptaciju, niti utjecu na
njenu ucinkovitost. Naime, pojedina¢ni mutanti yajD i ycfH se ponasaju isto kao divlji tip
(razmaknice se ugraduju u lokus CRISPR, a u¢inkovitost raste sa svakom sljede¢om pasaZom,
dok je plazmid za ekspresiju gena casl i cas2 stabilan kroz sve pasaze; Slika 16 B |
Tablica P2 u poglavlju Prilozi). Jednako tako, dvostruki mutanti yajD recA i ycfH recA su
pokazali sli¢ne rezultate (Slika 17 B) kao jednostruki mutant recA, a dvostruki mutanti yajD
recD i ycfH recD iste kao jednostruki mutant recD (izostanak ugradnje razmaknica;
Slika 17 A). Konac¢no, trostruki mutanti yajD recD recA i ycfH recD recA su kao i dvostruki
mutant recD recA imali naju¢inkovitiju ugradnju razmaknica u drugoj pasazi (Slika 17 B).
Uvodenje dodatnih mutacija u gene yajD i ycfH nije imalo dodatni u¢inak na stabilnost

plazmida pEB628 u niti jednom od ovih mutanata (recA, recD i recA recD; Tablica 17).
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S obzirom da je u¢inkovitost naivne adaptacije ovisila o stabilnosti plazmida pEB628 s
kojeg sam eksprimirao gene casl i cas2, pokusao sam istraziti naivnu adaptaciju u soju KD27
gdje su kromosomski geni casl i cas2 pod inducibilnim promotorom. Medutim, u bakteriji E.
coli geni casl i cas2 su pod zajednickim operonom s genima casA, casB, casC, casD i caskE
koji ¢ine proteinski kompleks Cascade (Slika 4) i zato se prepisuju u manjoj koli¢ini nego
uzvodni geni®®. Stoga je bilo nepoznato hoce li biti dovoljno proteina Cas1-Cas2 da stanice
transformirane praznim vektorom, plazmidom pBad-HisA, ugrade razmaknice u lokus
CRISPR. Do ugradnje razmaknica ipak nije doSlo, osim kad sam stanice transformirao
plazmidom pEB628 (Slika 18). Razlog za izostanak ugradnje razmaknica u lokus CRISPR
nije gubitak plazmida, tj. strane DNA kao potencijalnog izvora novih razmaknica, jer je
plazmid pBad-HisA bio prisutan u sve tri pasaze (Tablica 18). Vjerojatni uzrok izostanka
naivne adaptacije je nedovoljna ekspresija gena casl i cas2 s inducibilnog promotora na
kromosomu, te samo jedna kopija ovih gena po genomu. Moguce je i da na$ sustav detekcije
razmaknica nije dovoljno osjetljiv. Mozda je u prirodnim uvjetima dovoljna mala koli¢ina
proteina Casl-Cas2 za "hvatanje" i ugradnju razmaknica. U bakteriji E. coli nisu poznati
uvjeti kad se sustav CRISPR-Cas spontano aktivira i ugraduje razmaknice. Svi poznati
eksperimentalni sojevi koji su se godinama koristili u istraZivanjima nemaju nove razmaknice
za razliku od npr. bakterije Streptococcus thermophilus'*3. U literaturi postoje podaci da se u

32

E. coli ispred gena casl i cas2 nalaze dva moguca G**-ovisna promotora $to bi mogao biti

naéin njihove neovisne indukcije'**

. U svakom slucaju, bilo bi zanimljivo konstruirati soj u
kojem je naivna adaptacija ucinkovita bez potrebe uvodenja gena casl i cas2 na plazmidima
jer bi se u tom slucaju razli€iti bakteriofagi 1 plazmidi (s viSe ili manje kopija u stanici) mogli
koristiti kao model strane DNA. Jedan od nacina bi mogao biti naivnu adaptaciju s genima
casl i cas2 prisutnim na kromosomu pratiti u dvostrukom mutantu hns stpA. Naime, protein
H-NS je globalni represor u bakteriji E. coli, medu ostalim i represor sustava CRISPR-Cas®%.
Protein StpA je takoder globalni represor i analog proteina H-NS, koji se ponasa kao rezervni
(engl. back-up) represor u slucaju nedostatka proteina H-NS***146_ U literaturi postoje podaci
da je ekspresija gena casA u mutantu hns 50 x ve¢a nego u divljem tipu, a u dvostrukom
mutantu hns stpA ¢ak 250 x veca nego u divljem tipu®, stoga bi bilo zanimljivo istraZiti moze
li do¢i do naivne adaptacije u ovom dvostrukom mutantu koji je takoder derivat E. coli soja

BW25113 kao i sojevi u ovoj disertaciji. Drugi nacin je uvesti inducibilni promotor direktno

ispred gena casl i cas2.
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Analiza porijekla novougradenih razmaknica u lokusu CRISPR pokazala je da enzim
RecBCD pomaze u razlikovanju strane od vlastite DNA, jer su mutanti u kojima su geni recB,
recC i recD uklonjeni, 10 puta ucestalije ugradivali razmaknice s vlastitog kromosoma u
odnosu na divlji tip®. Rezultati analize porijekla razmaknica u sklopu mog istraZivanja
(analizu je napravila dr. Savitskaya) u suprotnosti su s rezultatima Levya i suradnika. Naime,
u sva tri analizirana soja (divlji tip, te mutanti recB1080 i recD recA) vecina razmaknica je
bila porijeklom s kromosoma (Slika 19): najmanje u divljem tipu (oko 80 %), a najvise u
mutantu recD recA (oko 95 %). Zanimljivo je da su se u istrazivanjima Levya i suradnika
analizirali pokusi kad nije inducirana ekspresija gena casl-cas2 s plazmida i ugradnja
razmaknica je bila oko 15 x manja u odnosu na stanice s induciranim genima cas, no udio
razmaknica s kromosoma iznosio je samo oko 2 % u neinduciranim stanicama naspram 23 %
kod induciranih. Ovaj rezultat upucuje na zakljucak da koli¢ina proteina Casl-Cas2 mozda
moze utjecati na izbor razmaknica. U mojem istrazivanju je ekspresija gena casl i cas2 bila
stalno inducirana i bilo bi zanimljivo istraziti bi li udio kromosomskih razmaknica opao bez
indukcije ekspresije gena casl i cas2. Takoder, Levy i suradnici su prvo umnozili ugradene
razmaknice metodom PCR (zbog slabog signala) pa ih tek potom sekvencirali metodom
HiSeq. Na taj nacin su mozda dodatno povecali razliku izmedu kromosomskih i plazmidnih
razmaknica. Osim toga, ja sam u svom istrazivanju koristio E. coli soj K-12 (BW25113), dok
su Levy i suradnici koristili E. coli soj B (BL21-Al). Ova dva soja nisu izogena, a razlikuju se
i u samom sustavu CRISPR-Cas s obzirom da E. coli soj B uopée nema gene cas na
kromosomu’. Dominatna ugradnja novih razmaknica iz vlastitog kromosoma prilikom
proucavanja naivne adaptacije uocena je i u arheji Pyrococcus furiosus u kojoj je ¢ak 96 —
99 % novougradenih razmaknica bilo kromosomskog porijeklal*’, a u bakteriji Streptococcus
thermophilus je udio kromosomskih razmaknica porastao sa 32 % na 96 % nakon uklanjanja
nukleazne aktivnosti enzima Cas9 odgovornog za interferencijul*®. Ono $to jest u skladu s
rezultatima Levya i suradnika je to Sto su mutacije u genima recB i recD rezultirale
poveéanjem udjela kromosomskih razmaknica (Slika 19), te §to je veéina razmaknica bila
porijeklom iz izvorista replikacije (ori), lokusa CRISPR i regije terminusa (ter) replikacije
(Slika 20), takozvanih "hotspot" mjesta u kojima ¢esc¢e dolazi do lomova u molekuli DNA. U
mutantu recB1080 sam takoder uocio izrazito dominatnu ugradnju razmaknica iz regije
terminusa replikacije. Enzim RecBCD se smatra vaznim za ocuvanje terminusa i1 pravilnu
segregaciju bakterijskog kromosoma prilikom replikacije!***, pa je moguée da u ovom
mutantu dolazi do pojacanog nakupljanja aberantnih struktura u regiji terminusa koje

pogoduju nastajanju prekursora (fragmenata) za naivnu adaptaciju.

82



S obzirom na veliku ucestalost ugradnje razmaknica iz vlastitog kromosoma, odlucio
sam istraziti ima li ugradnja razmaknica u lokus CRISPR utjecaj na prezivljenje pojedinacnih
stanica. Uz divlji tip, analizirao sam mutante recB1080 i recD recA u kojima sam uocio pad
ugradnje razmaknica u tre¢oj pasazi Sto bi moglo ukazivati da se oSte¢enje DNA nije moglo
popraviti prilikom uzimanja razmaknice i/ili tijekom ugradnje u lokus CRISPR. lako je
analiziran mali broj kolonija, u€estalost ugradenih razmaknica u pojedina¢nim kolonijama je
usporediva s rezultatima iz prekono¢nih kultura (Tablica 19). Kako su i u ovoj analizi
razmaknice vecinski bile porijeklom s kromosoma (Tablica 20), mogu zakljuciti da proces
ugradnje razmaknica nije imao Stetan ucinak na prezivljenje stanica. Druga opasnost,
autoimunost, se nije mogla dogoditi s obzirom da su ovi sojevi imali uklonjene gene koji
kodiraju enzim Cas3 i proteinski kompleks Cascade koji su neophodni za CRISPR-Cas
interferenciju. Sve kromosomske razmaknice iz pojedina¢nih kolonija bile su porijeklom iz
neesencijalnih gena ili iz intergenskih regija, a dodavanjem plazmida s genima za kompleks
Cascade 1 enzim Cas3 doSlo je do smanjenja efikasnosti transformacije, odnosno
interferencije (Tablica 21). Drugim rije¢ima, doSlo je do autoimunosti, ali pod odredenim
uvjetima — nizoj temperaturi inkubacije (30 °C) i u prisustvu pravilnog motiva PAM (5'-
AAG-3")1, Sojevi koji uz protorazmaknicu imaju pravilan motiv PAM (MR13-15) puno su
se slabije transformirali plazmidom s kojeg sam eksprimirao protein Cas3, ali samo na 30 °C.
Isto se nije dogodilo u soju MR12 koji ima nepravilan motiv PAM (5'-CAG-3') pa se jednako
dobro transformirao na obje temperature. Ovaj rezultat je potvrdio vaZnost motiva
PAM3L32140 § temperature za uéinkovitu interferenciju u E. colit*2. Posebno je zanimljiv
rezultat u soju MR14 kod kojeg je manja ucinkovitost transformacije ipak uo€ena i na 37 °C.
Ovaj soj ima razmaknicu koja se ponasa kao tri razmaknice jer cilja tri gena (rhsA, rhsB i
rhsC) koji kodiraju proteine s homolognim sekvencama na N-terminusu, a razli¢itim C-
terminusima®®t%2, To sam zakljugio jer sam mapiranjem razmaknice kao rezultat dobio sva tri
gena, pa razmaknica o€ito potjece iz dijela sekvence koji im je identiCan. S obzirom da na
37 °C vjerojatno nije moglo do¢i do CRISPR-Cas interferencije i cijepanja DNA, zbog
enzima Cas3 koji postaje neaktivan na 37°C, razlog manjeg broja transformanata bi moglo
biti ometanje replikacije kromosoma stvaranjem veceg broja R-om¢i. Kompleks Cascade s
molekulom crRNA stvara R-omc¢e na molekuli DNA koja odgovara protorazmaknici, a na
nastalu R-oméu se zatim veZe i protein Cas3°%%%. Moguce je da istovremeno nastajanje vedeg
broja R-om¢i s vezanim velikim nukleoproteinskim kompleksima (Cascade i Cas3) ometa
stani¢ni replisom prilikom replikacije kromosoma §to je moglo prouzrociti pad vijabilnosti, a

time 1 broja transformanata. Iz literature je poznat sli¢an fenomen, da protein Cas3 neovisno o
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kompleksu Cascade povecava prinos plazmida tipa ColEL i nastajanje multimera, tj. sporije
migrirajuéih oblika plazmida prilikom gel-elektroforeze’>**®. Ovo je zanimljivo jer kod
plazmida tipa ColE1 prilikom podetka replikacije takoder nastaje struktura R-omé&e'®. R-

157 ada

omca u kromosomu bi imala negativan u¢inak na replikaciju $to je pokazano in vitro
bih to istrazio in vivo, ponovio bih pokus s praznim vektorom (bez kompleksa Cascade). Na
ovaj nacin bih iz stanica uklonio proteinski kompleks Cascade s kojim je udruzena molekula
crRNA i koji stvara R-om¢u. U drugom pokusu bih u stanice pod inducibilnim promotorom

uklonirao gen rnhA koji kodira enzim RNazu HI koji uklanja R-om¢e!®®

. Indukcijom
ekspresije enzima RNaze HI bi R-om¢e trebale biti uklonjene pa bih oc¢ekivao poveéanje broja
transformanata u soju MR14 na 37 °C. Naravno, postoji moguc¢nost da RNaza HI ne bi mogla
pristupiti R-om¢i zbog kratke crRNA i velikog kompleksa Cascade pa je prvi pokus
pouzdaniji. Mogucénost sustava CRISPR-Cas da uzrokuje oblik interferencije koji ne ukljucuje
degradaciju ciljne DNA je zanimljiva u kontekstu regulacije ekspresije gena. U literaturi ve¢
postoje radovi koji opisuju koristenje sustava CRISPR-Cas E. coli za regulaciju ekspresije
genal®*1% Moguée da je u sojevima MR13 i MR15, koji takoder imaju pravilni PAM i kod
kojih je na 30 °C doslo do pada broja transformanata, i na 37 °C doslo do interferencije u
obliku ometanja transkripcije gena zbog nastanka R-om¢i, ali kako se radi o nesencijalnim

genima, nije doslo do fenotipske promjene.

Zanimljiv potencijalni alat za istraZivanje predstavljaju kolonije u koje se ugradila
razmaknica iz plazmida pEB628 (Tablica 20). U koloniji 6 soja 11B1245 (recD recA) se
ugradila razmaknica s pravilnim motivom PAM koja cilja regiju za kloniranje (engl. multiple
cloning site) vektorske osnovice pBad-HisA, dok su se u kolonije 5 i 6 soja 11B1214
(recB1080) ugradile razmaknice s pravilnim motivom PAM koje ciljaju gen bla za otpornost
na antibiotik ampicilin. Ovi lokusi CRISPR, odnosno razmaknice, mogli bi se Kkoristiti kao
alat za istrazivanje interferencije na plazmide c¢iju okosnicu ¢ini vektor pBad-HisA
(razmaknica iz kolonije 6 soja [IB1245) ili istrazivanje interferencije na bilo koji vektor koji
sadrzi gen za otpornost na ampicilin (razmaknice iz kolonija 5 i 6 soja 1IB1214). Prvo bi
trebalo optimizirati nain prijenosa tih razmaknica ili lokusa CRISPR u druge sojeve §to bi
jako pomoglo geneti¢kim istrazivanjima kad se recimo zeli ukloniti plazmid koji nam viSe ne

treba, a nema drugog nacina (poput temperaturno-ovisne replikacije plazmida).

Rezultati in vivo istrazivanja su pokazali da nastanak molekula DNA sa 3'- i 5'-
strSe¢im krajevima pozitivno utjeCe na ucinkovitost ugradnje razmaknica u lokus CRISPR,

stoga sam odlucio istraziti vezanje kompleksa Casl-Cas2 i procesiranje razlicitih supstrata
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DNA in vitro. Od istrazivanih supstrata, preliminarna analiza je pokazala da je kompleks
Casl1-Cas2 najbolje vezao supstrate 11B9 (kratka dvolan¢ana molekula DNA dugackog 5'-
strSe¢eg kraja), [IB10 (kratka dvolancana molekula DNA dugackog 3'-strSeceg kraja), I1IB1 i
IIB6 (jednolancane molekule DNA sa i bez motiva PAM), dok je vezanje supstrata 11B7
(dvolan¢ana molekula DNA kratkog 5'-strSeceg kraja) i IIB8 (kratka dvolan¢ana DNA sa 5'- i
3-strie¢im krajem) bilo slabije (Slika 21). Ovi rezultati su u skladu s literaturom?8%101.161,
Neocekivano, proteinski kompleks Cas1-Cas2 mogao je nukleoliticki procesirati supstrat [IB9
(Slika 22), odnosno pocijepao je dugacki 5'-strSe¢i kraj (40 nt). Casl samostalno nije
pocijepao niti jedan supstrat (Slika 23) $to je u skladu s rezultatima da je za adaptaciju
neophodan kompleks Cas1-Cas2'4#°. Dodatne analize vezanja i cijepanja razli¢itih supstrata
je proveo dr. Killelea®®® i pokazao da je vezanje i cijepanje supstrata s dugackim 5'-strie¢im
krajem najucinkovitije kad je dvolancana regija molekule DNA dugacka 14 pb. Takoder,
poziciju na kojoj kompleks Cas1-Cas2 cijepa supstrat je mapirao na 1 nukleotid nizvodno od
sekvence AAC prisutne u 5'-str§e¢em kraju. Sekvenca AAC je jedan od motiva PAM u E.
coli*®®, no zamjena ove sekvence sekvencom TTT (koja nije PAM) nije pokazala negativan
ucinak na cijepanje od strane proteinskog kompleksa Cas1-Cas2. Ovi rezultati pokazuju da je
za cijepanje supstrata DNA od strane proteinskog kompleksa Casl-Cas2 vaznija struktura
molekule (prisustvo dvolancane regije s dugackim 5'-strSe¢im krajem) nego sekvenca, t;.

prisustvo motiva PAM.

Na temelju dobivenih in vivo i in vitro rezultata, zajedno s kolegama sam predlozio
model (Slika 25) kojim predlazemo jedan od nacina na koji u terminusu kromosoma prilikom
zavrSetka replikacije moze do¢i do nastajanja struktura koje bi bile supstrat za kompleks
Casl-Cas2. Prilikom konvergiranja replikacijskih raSlji i zavr$nih faza replikacije lanaca
molekule DNA, u terminusu nastaju dvolancani lomovi koje prepoznaje enzim RecBCD.
Enzim svojom (helikaznom) aktivno$¢éu prije nailaska na sekvencu chi stvara 5'-strSece
krajeve iz dvolan¢ane molekule DNA ¢ime stvara supstrat nalik supstratu 1IB9, dvolanc¢anu
DNA s 5'-strse¢im krajem, kojeg kompleks Cas1-Cas2 moze pocijepati i stvoriti prekursore
razmaknica. Nakon nailaska na sekvencu chi, aktivnost enzima RecBCD se mijenja u smjeru
nastajanja 3'-str$ecih krajeva s naneSenim proteinom RecA $to pogoduje rekombinaciji i
popravku DNA, a negativno utjeCe na adaptaciju jer se gubi supstrat kojeg kompleks Cas1-

Cas2 moze vezati i pocijepati.
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Slika 25. Shema nastajanja dvolan¢anih lomova u terminusu kromosoma prilikom konvergiranja
replikacijskih raslji u zavrsnim fazama replikacije. Nastale dvolanane lomove prepoznaje enzim
RecBCD Koji svojom aktivno$¢u stvara 5'-str§eée jednolancane krajeve prije nailaska na sekvencu chi.
Nastali intermedijer (dvolanéana DNA s 5'-strSe¢im krajem) je supstrat za vezanje i cijepanje
kompleksom Cas1-Cas2. Nakon nailaska na sekvencu chi, enzim RecBCD stvara 3'-strSece krajeve i
poti¢e homolognu rekombinaciju i popravak DNA, a istovremeno se gubi supstrat kojeg adaptacijski

kompleks Casl-Cas2 moze pocijepati §to se negativno odrazava na adaptaciju. Preuzeto i doradeno
7133

Pozitivan ucinak 5'-strSe¢ih krajeva na naivnu adaptaciju koje sam uocio u in Vvivo
istrazivanjima je neocekivan s obzirom da se u literaturi uglavnom naglasava vaznost 3'-
strSeCith krajeva, prvenstveno jer se u konacnom prekursoru razmaknice vezanom U
kompleksu s Casl-Cas2 3'-strSe¢i krajevi nalaze u aktivnim mjestima podjedinica
Cas1145610L181 = Zanimljivo da je dvolanéanu DNA sa 3'-strieéim krajem u mojim
istrazivanjima kompleks Cas1-Cas2 vezao, ali ne i cijepao. U nekim drugim sustavima tipa I,
za obradu prekursora razmaknice u kona¢nu zrelu razmaknicu potreban je poseban protein,

Cas4, koji skracuje 3'-krajeve iz prekursora razmaknica®*®. Sto se ti¢e E. coli, nedavno in

vitro istrazivanje'®? je pokazalo da 3'-krajeve prekusorske DNA cijepa egzonukleaza DnaQ (a
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ne kompleks Casl-Cas2) i tako pomazZe nastanak kona¢ne zrele razmaknice. S obzirom na
ovo, moguce je da su 3'-jednolancane DNA-egzonukleaze koje sam Kkoristio u svojim
pokusima u kompeticiji s egzonukleazom DnaQ za vezanje na prekursore razmaknica, $to bi
objasnilo zasto je njihovo uklanjanje iz stanica djelovalo pozitivno na adaptaciju. U istom
istrazivanju je pokazano da kompleks Casl-Cas2 moze vezati i spojiti komplementarne
jednolanc¢ane molekule DNA nastale nukleaznom aktivno$éu enzima RecBCD u dvolancane,
te da kompleks Cas1-Cas?2 stiti 3'-kraj u kojem se nalazi mjesto PAM ¢ime osigurava pravilnu
orijentaciju ugradene razmaknice. | U mojim in vitro istrazivanjima je kompleks Casl-Cas2
vezao jednolan¢ane molekule DNA. Zanimljivo da je dr. Killelea u supstratu 11B9 s 5'-
strSe¢im krajem mapirao dva mjesta cijepanja blizu granice s regijom dvolancane DNA, tj.
cijepanjem su nastale jednolancane DNA od 30 i 36 nukleotida!®®. Ovaj jednolancani produkt
bi mozda bio i veéi da maksimalna veli¢ina sintetiziranih supstrata DNA nije bila ograni¢ena
na 50 nt. Kona¢na razmaknica u E. coli je duljine 31-34 pb'*, stoga je moguce da cijepanjem
dvolan¢anih DNA s dugackim 5'-strSe¢im krajevima kompleks Casl-Cas2 stvara
jednolan¢ane DNA koje moze spojiti u dvolanc¢ane prekursore razmaknica koje dalje doraduju
druge nukleaze u stanici, poput DnaQ. Osim primjera prikazanog u predlozenom modelu
(Slika 25), izvor dvolan¢ane DNA s 5'-strSe¢im krajevima kao supstrat za "hvatanje" i
cijepanje od strane kompleksa Casl-Cas2 mogu biti fagi u razliCitim fazama svog
replikativnog ciklusa. Primjerice neki fagi ubacuju DNA u stanicu u obliku linearne
dvolancane DNA s 5'-str§e¢im krajevima, a 5'-str§eci krajevi nastaju i prilikom o-replikacije
faga i plazmidal®'%, Moguée je da sli¢ne strukture nastaju i u kolabiranim replikacijskim
raSljama ili u regijama terminusa replikacije prilikom segregacije kromosoma. Sve ovo su
moguci razlozi zasto je uklanjanje 5'-jednolanc¢anih egzonukleaza iz stanice, tj. nastajanje 5'-
strSe¢ih krajeva, pogodovalo adaptaciji u mojim pokusima. Pozitivan ucinak uklanjanja 3'-
egzonukleaza na adaptaciju je vjerojatno posljedica uklanjanja egzonukleaza koje su u

kompeticiji s egzonukleazom DnaQ potrebnom za sazrijevanje razmaknice.

Dominantna ugradnja kromosomskih (vlastitih) razmaknica u mojim pokusima,
dokazana autoimunost na 30°C u prisustvu sastavnica CRISPR-Cas neophodnih za
interferenciju (kompleks Cascade i protein Cas3), te prezivljenje na 37 °C me navodi na
zakljuCak da u prirodnom okruzenju bakterije E. coli sustav CRISPR-Cas mozda ima
prvenstveno regulatornu ulogu, a ne obrambenu. Moguce je da su na 37 °C drugi mehanizmi
obrane, poput maskiranja receptora i obrane restrikcijskim nukleazama, primarni na¢in obrane

bakterije E. coli od strane DNA. U nedavno provedenoj bioinformati¢koj analizi'®* svih
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razmaknica iz lokusa CRISPR bakterije E. coli ve¢ina razmaknica je mapirana na bakterijski
kromosom, a ne na genome faga dostupne u online bazama podataka ili nasumic¢ne sekvence
stvorene iz genoma faga (koje su sluzile da se razmaknice eventualno pronadu i u fagima cije
sekvence genoma nisu poznate). Takoder, ve¢ina razmaknica je mapirana na regije
kromosoma koje su povezane s transkripcijom i regulacijom transkripcije. Zanimljivo, analiza
metabolickih procesa vezanih za mapirane regije je pokazala da se uglavnom radi o procesima
transpozicije 1 rekombinacije koji su procesi ¢esto vezani i za horizontalni transfer gena (tj.

prisustvo strane DNA).
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6. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata istrazivanja procesa naivne adaptacije sustava CRISPR-Cas u

bakteriji Escherichia coli K-12 moze se zakljuciti sljedece:

e Nukleazna aktivnost enzima RecBCD nije neophodna za uspjeSnu ugradnju
razmaknica u lokus CRISPR; dostatna je helikazna aktivnost enzima.

e Protein RecA negativno utjece na ucinkovitost ugradnje razmaknica u lokus CRISPR.

e Nastajanje 3'- i 5'-strSecih krajeva na molekuli DNA in vivo pozitivno utjeCe na
ugradnju razmaknica u lokus CRISPR.

e In vitro, kompleks Casl-Cas2 moze vezati jednolan¢ane molekule DNA, te kratke
dvolan¢ane DNA dugih 3'- ili 5-strSe¢ih krajeva, no cijepati moze samo kratku
dvolanc¢anu DNA dugackog 5'-kraja. Za cijepanje je potreban cijeli kompleks Casl-
Cas2, dok nukleaza Casl samostalno ne moze pocijepati isti model molekule DNA.

e Vecina novougradenih razmaknica je porijeklom s kromosoma, a najces¢a izvorista
novih razmaknica su regije izvoriSta replikacije (oriC), lokus CRISPR i regija
zavrSetka replikacije (ter) koja je dominatni izvor razmaknica u mutantu recB1080.

e U prisustvu kompleksa Cascade 1 nukleaze/helikaze Cas3 moZe doci do interferencije
protiv vlastitog kromosoma, tj. autoimunosti, pri temperaturi 30 °C. Za interferenciju
je neophodno prisustvo pravilnog motiva PAM (5'-AAG-3") koji je ujedno najcesce
prisutan motiv PAM u analiziranim (proto)razmaknicama. U slucaju da ista
razmaknica cilja viSe mjesta na kromosomu, do interferencije moze do¢i i na 37 °C, no
vjerojatno se radi o razli¢itom obliku intereferencije (nastajanje prepreka na
kromosomu u obliku veceg broja R-om¢i s vezanim velikim nukleoproteinskim
kompleksima) u odnosu na 30 °C (nastajanje R-om¢i i cijepanje ciljne DNA
nukleazom/helikazom Cas3).

e Za ugradnju razmaknica u lokus CRISPR potrebna je ekspresija proteinskog
kompleksa Cas1-Cas2 s plazmida, dok ekspresija s inducibilnog promotora araBp8 na
kromosomu ne rezultira ugradnjom razmaknica.

e Mutacije u genima yayD i ycfH, koji kodiraju istoimene slabo istrazene nukleaze,

nemaju utjecaj na ugradnju razmaknica.
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8. PRILOZI

Tablica P1. Srednja vrijednost (sa standardnom devijacijom) relativnog intenziteta naivne adaptacije,
tj. postotka ugradnje novih razmaknica, kroz tri uzastopne pasaze (pl, p2, p3) sojeva bakterije E. coli.

Sve vrijednosti su rezultat najmanje tri replike.

Soj transformiran plazmidom pEB628 Ugradnja novih razmaknica (%)
(pCasl-Cas2) s naznaenim genotipom u + standardna devijacija
zagradama* pl p2 p3
11B1165 (wt) 2,20+ 0,20 8,80 + 3,00 11,00+ 1,50
11B1252 (recA) 3,10+ 0,70 8,60 = 0,80 13,30+ 1,10
11B1214 (recB1080) 2,40 £0,02 0,68 +£0,20 0,77 +0,10
11B1239 (shcB) 0,27 + 0,05 13,60 + 1,90 14,90 + 1,90
11B1228 (shcD) 1,40 + 0,40 8,40 + 3,80 17,20 £ 6,50
11B1229 (exoX1) 1,60 + 1,10 8,60 + 3,50 16,70 + 4,80
11B1226 (xseA) 0,25 + 0,20 12,50 + 3,80 19,10 + 6,20
11B1255 (shcB recA) 5,60 + 3,40 11,10+ 1,80 8,30 £ 1,80
11B1258 (shcD recA) 5,00+0,10 16,20 £ 0,40 21,70 £ 0,05
11B1254 (exoX1 recA) 4,70 £1,70 13,70 £ 0,70 23,40 £+ 3,00
11B1253 (xseA recA) 3,73+ 0,50 12,69 = 1,00 19,30 £2,40
11B1245 (recD recA) 4,00 + 2,40 9,10 + 0,60 2,90+ 0,30
11B1242 (recD recA sbcB) 1,56 +0,30 0,78 £ 0,40 0,32 +0,30
11B1213 (recD recA shcD) 2,28 £2,00 0,30+0,19 0,28 0,10
11B1222 (recD recA exoX1) 3,10+ 0,40 1,59 +£ 0,40 1,20 + 0,60
11B1218 (recD recA xseA) 3,90 +£4,20 10,02 £ 1,30 2,59+ 0,60
11B1199 (recJ) 0,70 £ 0,47 10,20 £ 2,50 20,50 £ 1,50
11B1259 (recJ recA) 2,80 £0,40 13,90 £ 0,20 18,50 £2,00
11B1235 (recd xseA) 2,10 £0,50 4,30+ 3,00 7,10 £2,80
11B1248 (recJ xseA recA) 3,10+ 0,60 5,90 +£9,70 9,70 £ 0,70
11B1209 (recD recA recJ) 3,29+ 1,30 1,70+ 1,40 1,50 + 0,88
11B1236 (recD recA recJ xseA) 8,00 £2,00 16,30 £ 2,00 19,20 £ 6,00
11B1316 (yayD) 0,42 +0,17 6,84+ 1,78 12,39+ 2,17
11B1319 (ycfH) 1,31+ 0,70 9,00 + 0,98 13,64 + 0,84
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Tablica P1 - nastavak

11B1336 (yayD recA) 2,33+ 0,54 9,98 + 1,07 16,10+ 2,18
11B1337 (ycfH recA) 2,39 +0,22 12,40 + 2,67 17,61 + 2,55
11B1338 (yayD recA recD) 5,06 +1,54 12,11 £1,21 430+1,11
11B1339 (ycfH recA recD) 5,98 £0,51 10,22 £ 1,66 4,11 +1,39

*Svi sojevi, ukljucujuci i soj IIB1165 (wt) imaju mutacije Acas3::apra A(casC-casl)::FRT.

Tablica P2. Gubitak plazmida za ekspresiju proteinskog kompleksa Casl-Cas2 (pEB628) kroz tri

pasaze (pl, p2, p3) u koriStenim sojevima. Rezultat je srednja vrijednost barem dvije replike.

Soj transformiran
plazmidom pEB628

Amp" stanice/mL
(+ standardna devijacija)

(Amp") za ekspresiju
Casl-Cas2 pl p2 p3
11B1165 2,32 x10° 3,10 x 10° 1,93 x 10°
(wt) (1,28 x 109) (2,30 x 10°) (1,06 x 108)
11B1252 1,85 x 108 1,34 x 108 9,39 x 107
(rech) (9,25 x 107) (5,48 x 10°) (2,53 x 107)
11B1192 3,00 x 108 3,54 x 107 4,12 x 106
(recD) (2,18 x 108) (3,47 x 107) (2,92 x 106)
11B1208 2,28 x 10° 1,16 x 10° 2,03 x 10°
(recB268) (9,88 x 10°) (8,12 x 10°) (3,00 x 105)
11B1244 2,98 x 10° 8,50 x 10* 3,83 x 10*
(recB268 recA) (9,78 x 10%) 0) (6,21 x 10%
11B1214 2,05 x 107 7,95 x 10° 3,33 x 108
(recB1080) (1,61 x 107) (7,63 x 10%) (2,89 x 10%)
11B1239 1,30 x 10° 1,25 x 10° 1,25 x 10°
(sbcB) (5,66 x 10°9) (5,66 x 108) (7,07 x 108)
11B1228 2,08 x 10° 2,45 x 10° 1,78 x 10°
(sbcD) (3,54 x 107) (1,13 x 109) (5,30 x 108)
11B1229 2,22 x 10° 2,27 x 10° 9,83 x 108
(exoX1) (3,79 x 108) (8,75 x 108) (8,52 x 108)
11B1226 1,67 x 10° 1,70 x 10° 1,15x 10°
(xseA) (5,11 x 108) (1,62 x 10°) (8,67 x 108)
11B1255 1,58 x 10’ 3,75 x 10° 6,50 x 10°
(shcB recA) (3,54 x 10°) (1,77 x 106) (4,24 x 10°)
11B1258 1,31 x 108 5,34 x 107 7,11 x 107
(sheD recA) (5,41 x 107) (1,69 x 107) (4,87 x 107)
11B1254 9,96 x 107 6,99 x 107 9,05 x 107
(exoX1 recA) (1,22 x 107) (2,39 x 107) (2,55 x 107)
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Tablica P2 - nastavak

11B1253 7,28 x 107 5,71 x 107 6,63 x 107
(xseA recA) (4,74 x 107) (1,08 x 107) (5,48 x 107)
11B1245 4,21 x 10’ 6,75 x 10° 6,80 x 10°
(recD recA) (2,03 x 107) (4,60 x 10%) (4,53 x 10%)
11B1242 8,80 x 10° 1,25 x 104 1,38 x 10*
(recD recA sbhcB) (1,40 x 10%) (1,66 x 104 (1,89 x 10%
11B1213 6,98 x 10° 3,75 x10° 3,33 x 103
(recD recA shcD) (2,63 x 10%) (4,79 x 10%) (5,77 x 10%)
11B1222 6,11 x 10° 1,59 x 10° 1,14 x 10°
(recD recA exoX1) (3,71 x 105) (2,44 x 10°) (8,75 x 10%)
11B1218 4,21 x 10’ 4,38 x 10° 5,13 x 10°
(recD recA xseA) (3,72 x 107) (3,09 x 10°) (3,56 x 10%)
11B1199 2,02 x 10° 1,92 x10° 1,48 x 10°
(recd) (2,02 x 108) (3,21 x 108) (3,54 x 107)
11B1259 9,64 x 107 1,25 x 108 9,15 x 107
(recd recA) (3,47 x 107) (1,91 x 107) (5,72 x 107)
11B1235 1,78 x 10° 1,40 x 10° 1,48 x 10°
(recd xseA) (1,77 x 108) (7,07 x 107) (3,18 x 10%)
11B1248 8,61 x 10’ 6,65 x 107 5,53 x 107
(recJ xseA recA) (6,54 x 105) (2,23 x 107 (7,07 x 10%)
11B1209 8,07 x 10° 5,00 x 10® 0

(recD recA recl) (3,01 x 105 (8,66 x 10%) 0)

11B1236 1,20 x 107 1,28 x 107 9,50 x 106
(recD recA recJ xseA) (9,84 x 10%) (5,01 x 10%) (2,12 x 10%)
11B1316 1,93 x 10° 1,83 x 10° 1,77 x 10°
(yayD) (1,04 x 108) (3,06 x 109) (4,86 x 107)
11B1319 1,77 x 10° 1,93 x 10° 1,70 x 10°
(ycfH) (7,64 x 107) (5,77 x 107) (2,60 x 108)
11B1334 1,71 x 108 2,83 x 107 1,02 x 10°
(yayD recD) (7,10 x 107) (2,15 x 107 (6,79 x 10%)
11B1335 1,68 x 108 2,89 x 107 1,22 x 10°
(ycfH recD) (1,55 x 107) (2,13 x 107) (4,89 x 109)
11B1336 1,54 x 108 9,71 x 107 1,39 x 108
(yayD recA) (4,21 x 107) (3,31 x 107) (2,16 x 107)
11B1337 8,58 x 10’ 1,67 x 108 1,59 x 108
(ycfH recA) (1,02 x 107) (2,37 x 107) (4,18 x 107)
11B1338 5,29 x 107 2,18 x 107 3,75 x 106
(yayD recD recA) (2,51 x 107) (4,19 x 10°) (1,77 x 106)
11B1339 2,75 x 107 1,27 x 107 3,04 x 106
(ycfH recD recA) (5,29 x 10%) (1,42 x 107) (5,17 x 10%)
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750 pb

500 pb

Slika P1. Produkti reakcije PCR na lokusu CRISPR u 2 % agaroznom gelu iz 10
pojedina¢nih kolonija (K1-K10) soja 11B1214 (recB1080) prije procis¢avanja i
reakcije PCR na neproduljenom lokusu CRISPR (negativna kontrola; NK), a u drugoj
marker veli¢ina DNA Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (M). Kolonija 2 je ugradila dvije
razmaknice pa je DNA manje migrirala na gelu od ostalih kolonija koje su ugradile
jednu razmaknicu.
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9. ZIVOTOPIS

Marin Radov¢i¢ roden je 21. veljaée 1987. u Sibeniku gdje je zavr$io osnovnu i
srednju $kolu (op¢u gimnaziju). Godine 2005. je upisao preddiplomski, a 2008. diplomski
studij molekularne biologije Prirodoslovno-matematickog fakulteta (PMF) Sveudilista u
Zagrebu. Diplomirao je u veljaci 2011. na Zavodu za molekularnu biologiju PMF-a s temom
"Uloga proteina Cas3 u nastanku R-om¢i u bakteriji Escherichia coli”, pod mentorstvom dr.
sc. Ivanc¢i¢ Bace. Nakon diplome radio je kao stru¢ni suradnik za farmakovigilanciju, a u
studenom 2016. se zaposlio na Zavodu za molekularnu biologiju PMF-a u Zagrebu i
istovremeno upisao doktorski studij biologije.

Za vrijeme trajanja doktorskog studija radio je kao suradnik na projektu "CRISPR
Adaptation - the basis for prokaryotic adaptive immunity" dr. sc. Edwarda L. Bolta sa
Sveucilista u Nottinghamu, te na projektu "Cas3 kao kontrolna tocka obrane CRISPR-Cas:
razjasSnjenje njegove regulacije istrazivanjem stabilnosti proteina i prepisivanja u bakteriji
Escherichia coli” dr. sc. Ivane Ivan¢i¢ Bace. Istovremeno je vodio laboratorijske vjezbe iz
kolegija Molekularna genetika na preddiplomskom studiju molekularne biologije i
diplomskom studiju kemije, te vodio studente na laboratorijskoj stru¢noj praksi i pomagao
studentima u izradi diplomskih radova. Pomagao je u organizaciji Noc¢i biologije i Smotre

SveuciliSta u Zagrebu u svrhu popularizacije znanosti.

Koautor je 6 znanstvenih radova objavljenih u casopisima s medunarodnom
recenzijom. Clan je Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu biologiju, Hrvatskog
mikrobiologkog drustva i Hrvatskog genetickog drustva (HGD). Dobitnik je nagrade "Zeljko
Trgovéevi¢" HGD-a 1 nagrade mladim znanstvenicima DruStva sveuciliSnih nastavnika 1

drugih znanstvenika u Zagrebu, obje za 2018. godinu.
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