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UvoD

Utisavanje gena putem RNA interferencije (dalje RNAI) je sve CesCe istrazivano na rakovima
(lat. Crustacea), jer su rasireni te nastanjuju razlicita staniSta zbog ¢ega Cine odlicne modelne
organizme za razna istrazivanja. RNAI je u kratko vrijeme postala jedna od glavnih metoda
istrazivanja gena, stani¢nih procesa i molekularnih mehanizama u rakova. Vecina istrazivanja
napravljena je na deseteronoznim rakovima (lat. Decapoda) te postoji nekoliko istrazivanja na
rasljoticalcima (lat. Cladocera) (najvise na vrsti Daphnia magna (Straus 1820)) (Kato i sur.
2011; Pamuru i sur. 2012; Sharabi i sur. 2013). Ovakva istrazivanja su bitna jer se dobivaju nova
znanja o funkcijama gena koji imaju ulogu u razvoju, rastu, metabolizmu, reprodukciji te
mnogim drugim funkcijama rakova (Sagi i sur. 2013; Ge i sur. 2020; Lin i sur. 2023). Pokazalo

se da je injektiranje dsRNA najefikasnija metoda indukcije RNAI rakovima (Sagi i sur. 2013).

1.1.RNA interferencija

RNAI je molekularna metoda post-transkripcijskog utiSavanja (eng. knock-down ili silencing)
gena unoSenjem dvolan¢ane RNA (eng. double stranded RNA—dsRNA) u organizam. UtiSavanje
gena putem RNAI je otkriveno kod vrste Caenorhabditis elegans (Fire i sur. 1998). Mchanizam
rada metode je specifican za odredenu sekvencu i ukljuuje degradaciju glasnicke RNA (eng.
messenger RNA—mRNA), koja je homologna sekvenci dsRNA (Vastenhouw i sur. 2006; Clark i
Pazdernik 2013; Han 2018; Peijie i sur. 2021).

Nakon Sto se dsSRNA unese u organizam, ona se preraduje u jezgri te prenosi u citoplazmu. U
citoplazmi ju prepoznaju vezuju¢i protein RDE-4 (eng. RNAi DEfective family member-4) i
ribonukleaza Dicer. Dicer je RNaza 11l koji u RNAI ima ulogu inicijacije procesa obzirom da
cijepa dsRNA na male interferiraju¢e RNA (eng. small interfering RNA-siRNA) veli¢ine 21-23
nukleotida (Agrawal i sur. 2003; Han 2018; Alshaer i sur. 2021; Peijie i sur. 2021). Enzim ima
Cetiri domene koje pronalaze, vezu i cijepaju dsRNA (Slika 1). Prva jest dsSRNA vezujuca
domena, zatim slijedi PAZ domena koja se veze na 3'- nukleotidni privjesak (eng. overhang) na
ciljnoj sekvenci i pridrzava lanac, te dvije RNazne 11l domene koje cijepaju dsRNA (Agrawal i
sur. 2003.; Pushparaj i sur. 2008.; Clark i Pazdernik 2013.).



Dvolan¢ana RNA (dsRNA)

dsRNA vezujuca
domena RNaza Illa

S

RNaza
IIIb

PAZ domena

Slika 1. Domene enzima Dicer (prilagodeno prema Clark i Pazdernik 2013)

Molekule siRNA su malene molekule koje se sastoje od dva lanca; putnicki lanac (eng.
passenger/ sense strand) i vodeci lanac (eng. guide/ antisense strand), koji je komplementaran
sekvenci ciljne MRNA. Nastala siRNA prepoznaje RDE-1 (eng. RNAi DEfective family member-
1) Kkoji zatim regrutira RNA-inducirani utiSavaju¢i kompleks (eng. RNA-induced silencing
complex—RISC) te se SiRNA i RISC spajaju (Pushparaj i sur. 2008; Clark i Pazdernik 2013;
Alshaer i sur. 2021). Nukleazna aktivnost kompleksa RISC dio je obitelji Agronaut (Ago).
Poznate su tri obitelji proteina nalik Agronautu, a za RNAI je vazna obitelj Ago koja veze
mIiRNA i siRNA. Protein Ago je sredisnja molekula kompleksa RISC koji svojom helikaznom
aktivno$¢u odmotava dvolancane siRNA kako bi se dobili jednolancani kalupi, vode¢i lanci.
Drugi lanac, putnicki, se odbacuje, a vodeci lanac se ukomponira u protein Ago2 dok enzim
pretrazuje citoplazmu kako bi pronasao komplementarnu sekvencu. Kada RISC pronade
komplementarnu sekvencu mRNA, on uvodi rezove po sredini te MRNA svojom RNaznom |11

domenom. Nakon $to kompleks RISC pocijepa mRNA, dalje ju degradiranju RNaze. Ovaj



mehanizam se odvija u dijelu citoplazme koji se naziva P tijelo. P tijelo je mjesto puno enzima
koji degradiraju mRNA (Clark i Pazdernik 2013; Alshaer i sur. 2021). Molekularni proces RNAI

je prikazan na slici 2.

dsRNA

: = ‘ = T RDE-4
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Slika 2. Molekularni proces RNA interferencije i djelovanja enzima Dicer i kompleksa RISC

(prilagodeno prema Clark i Pazdernik 2013)

1.2.Modelni organizmi

Slatkovodni jednakonozni rakovi (lat. Isopoda) su dorzoventralno spljosteni. Tijelo im je
podijeljeno u tri tjelesna odjeljka tj. tagme; prva jest glava (lat. cephalon) zatim prsa (lat.
pereion) te zadak (lat. pleon). Glava im je sastavljena od Celjusne glave s kojom je srastao prvi
prsni koluti¢ sa ¢eljusnim nozicama. Prsa im imaju sedam odjeljaka/ tergita na kojima su noge za
hodanje. Zadak je kratak, no na njemu su pleopodi koji sluZze za disanje, uropodi i gonade.
Najpoznatiji predstavnik skupine jest vrsta Asellus aquaticus (Linnaeus 1758) (Habdija i sur.
2011).



1.2.1. Proasellus coxalis

Slatkovodni jednakonozni rakovi (lat. Isopoda) vrste Proasellus coxalis (Dollfus 1892) su
zivotinje veli¢ine 5-10 mm, smede boje, ponekad i bez (Slika 3). Rakovi vrste P. coxalis je
opisao Dollfus 1892. godine prema jedinkama skupljenima na Srednjem istoku (Wouters i
Vercauteren 2009). Nastanjuju estuarije i rijeke Mediteranskog mora. Vrsta se nalazi i u zapadnoj
Europi gdje se vjeruje da je dosla slu¢ajno prijenosom brodovima pa se smatra invazivhom (Slika
4). Nisu najbolji pliva¢i pa se nalaze u makrozoobentosu gdje se hrane organskim tvarima, te

preferiraju vode sa slabijom strujom ili stajacice (VLIZ 2020).

Slika 3. Vrsta Proasellus coxalis (foto M. Kuzman)



Slika 4. Rasirenost vrste P. coxalis (GBIF 2023)
1.2.2. Asellus aquaticus

Asellus aquaticus (Linneaus 1758) je vrsta jednakonoznih rakova poznatih kao vodena us ili

vodenbabura (Slika 5). Rakovi su veli¢ine 8-12 mm, tamno smede do sivkaste boje (Wouters i

Vercauteren 2009).

Slika 5. Vrsta Asellus aquaticus (foto M. Kuzman)



Vrsta nastanjuje Sirok spektar umjetnih i prirodnih vodenih staniSta (jezera, rijeke, potoci,
ribnjaci) ve¢inom u Europi (Slika 6) te je primijeceno da se vrsta fenotipski medusobno razlikuje
ovisno o staniStu. Rakovi vrste A. aquaticus su Siroko rasprostranjeni zbog mogucnosti da se
prilagode razli¢itim stresnim okolisnim ¢imbenicima (Verovnik i sur. 2005; Lafuente i sur.
2021).

Slika 6. Rasirenost vrste A. aquaticus (GBIF 2023)

Vrsta A. aquaticus je fenotipski izuzetno varijabilna unutar i medu generacijama te medu
populacijama koje nastanjuju podzemna stanista i onih koji nastanjuju nadzemna. Spiljske
populacije i Spiljske srodne vrste imaju potpuni ili djelomi¢ni nedostatak omatidija u oku, tjelesna
pigmentacija im je vrlo varijabilna te moZe biti jako reducirana ili ¢ak odsutna (Protas i sur. 2011;
Mojaddidi i sur. 2018; Re i sur. 2018; Lafuente i sur. 2021; Bakovi¢ i sur. 2021; Rodas i sur.
2023).

Vrsta predstavlja dobar modelni organizam obzirom da se brzo razmnozava te se nakon
sakupljanja iz prirode dobro odrzava u laboratoriju za koriStenje u istrazivanjima (Luki¢ i sur.
2024). Koristi se kao modelni organizam za istrazivanja u molekularnoj biologiji,
ekotoksikologiji, ekologiji i mnogim drugim podrucjima, a obzirom da je veéina genoma
mapirana vrsta je i dobar model za istrazivanja u podrudju genetike i molekularne evolucije
(Protas i sur. 2011; Re i sur. 2018; Lafuente i sur. 2021).

1.3.Pigmentacija jednakonoZnih rakova

Pigmentacija jednakonoznih rakova je vrlo varijabilna, nadzemne vrste su obi¢no svijetlo do

tamno smede boje dok su podzemne vrste obi¢no bezbojne ili slabije obojene (Lafuente i sur.,



2021). Za pigmentaciju jednakonoznih rakova su zasluzni omokromi (Needham 1970; Jovovi¢ i
sur. nije objavljeno). Omokromi su vrsta pigmenata i boja (eng. chrome) koji nastaju od
aminokiseline triptofana te predstavljaju krajnji produkt njegova metabolizma (Insausti i Casas

2009). Nalaze se u integumentu jednakonoznih rakova (Needham 1970).

1.3.1. Biosinteza omokroma

Omokromima pripadaju tri obitelji molekula; omatini, omidini i omini. Oni su temeljeni ili na
fenoksazonu (omatini) ili na fenotiazinskim prstenovima (omini i omidini). Neki omokromi su i
dekarboksilirani oblici ksantomatina i Hz-ksantomatina. Najce$¢e se nalaze u omatidijama
insekata ili u o¢ima glavonozaca. Obojenja povezana s omokromima 1 njegovim prekursorima
imaju ulogu u mimikriji, promjeni obojenja, kripsi i drugim funkcijama povezanim s obojenjem,
a boja im najCeS¢e varira od blago Zute (ksantomatin) do smede do jarko crvene (Ha-

ksantomatin) ili ljubicaste (omini) (Figon 1 Casas 2018).

Put sinteze omokroma se naziva triptofan—omokromski put. Biosinteza je povezana sa
sazrijevanjem omokromasoma. Omokromasomi su dio obitelji organela povezanih s lizosomom
(eng. lysosome-related organelles (LROs) family) koja ukljucuje i druge pigmentne organele.
Nalaze se ¢esto blizu mitohondrija te imaju ulogu skladiStenja omokroma (Linzen 1974; Figon i
Casas 2018).

Nakon ili istovremeno s formacijom omokromasoma poc¢inje i biosinteza omokroma (Slika 7).
Sinteza zapoc¢inje unosom triptofana u pigmentnu stanicu. Put zapocinje Kkatalizacijom
aminokiseline triptofan pomoc¢u enzima triptofan 2,3 dioksigenaze (eng. tryptophan 2,3-
dioxygenase— TDO) te nastaje formilkinurenin. Formilkinurenin zatim prelazi u kinurenin uz
enzim Kinurenin fomamidazu (eng. kynurenine formamidase— KFaza) ili spontano. Zatim
kinurenin prelazi ili u anatranilicnu kiselinu ili u kinureni¢nu kiselinu preko enzima 3-
hidroksikinurenin transaminazu (eng. 3-hydroxykynurenine transaminase— HKT) i kinurenin
aminotransferazu (eng. kynurenine aminotransferase— KAT). Tijekom sinteze omokroma
kinurenin prelazi u 3-hidroksikinurenin, S§to je katalizirano enzimom Kkinurenin 3-
monooksigenaza (eng. kynurenine 3-monooxygenase— KMO). Potreban je nastanak dvije
molekule 3-hidroksikinurenina koje ¢e se kondenzirati u ksantomatin. To se dogada ili spontano
ili uz enzim fenooksazon sintazu (eng. phenooxazone synthase—PHS). Nastaje fenoksazonski
prsten koji je ketonski derivat fenoksazina. Redoks reakcijom moze nastati dihidroksantomatin
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koji glikozilacijom prelazi rodomatin (dodatak glukoze) ili sulfonizacijom prelazi u omatin D
(dodatak sumpora—S). Iz dihidroksantomatina moze nastati i omin A za ¢iji Su nastanak potrebne
aminokiseline metionin i cistein (koje imaju atom S). Enzim koji katalizira zadnji korak nastanka
omina naziva se kardinal (eng. cardinal) te koristi 3-hidroksikinurenin ili ksantomatin kao

supstrat te formira omine iz omatina i metionina/cisteina (Linzen 1974; Figon i Casas 2018).
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Slika 7. Proces biosinteze omokroma (prilagodeno prema Figon i Casas 2018)

Enzim KMO je lokaliziran na vanjskoj membrani mitohondrija dok su enzimi TDO i KFaza
smjesteni u citoplazmi (Figon i Casas, 2018). Obzirom na to potrebni su transporteri koji ¢e

supstrate prenositi preko membrana. To rade ATP-vezujuci kasetni transporteri (eng. ATP



binding cassette family (ABC) of transporters). U obitelj ABC transportera pripadaju proteini
White, Scarlet, Brown i Ok. Proteini White i Scarlet su lokalizirani na membrani omokromasoma
te prenose prekursore omokroma iz citoplazme u lumen omokromasoma, sto rezultira stvaranjem
smedeg pigmenta (Ismail i sur. 2020). ABC transporteri transportiraju 3-hidroksikinurenin i
pterin, a specificnost transporta ovih molekula ovisi o heterodimerizaciji proteina White s
proteinima Scarlet, Brown ili Ok. Ovi ABC transporteri diktiraju boju omokroma u pigmentnim

stanicama (Figon i Casas 2018).

Kao $to je ve¢ spomenuto, sinteza omokroma je povezana sa sazrijevanjem omokromasoma.
Proteini koji vezu omokrome tvore proteinski matriks unutar omokromasoma. Tijekom
sazrijevanja se omokromasomi mogu spojiti sa transportnim vezikulama koje prenose protein
White/ Scarlet, no protein Brown se ne moze spojiti jer je on u kombinaciji s proteinom White
specifican za pterinosome. Omokromasomi u svom putu prolaze i reciklazu tako da nakon
sazrijevanja postaju autokatalitiCki te potiCu stvaranje glikogena u citoplazmi. Zatim se stvara
autofagosom no on se ne spaja s lizosomom ve¢ se omokromasomi recikliraju i ponovno pune

omokromima. Ovaj put je prikazan na slici 8 (Figon i Casas 2018).
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Slika 8. Stvaranje i recikliranje omokroma i omokromasoma. 30OHKin (3-hidroksikinurenin); Car

(kardinal); FKyn (formilkinurenin); Kyn (kinurenin) (prilagodeno prema Figon i Casas 2018)



CILJ ISTRAZIVANJA

Metodoloski cilj ovog rada je uspostaviti metodu utiSavanja gena metodom RNAI kod
jednakonoznih rakova. Hipoteza ovog rada je da ¢e utiSavanje gena Scarlet, koji sudjeluje u
sintezi omokroma, RNAIi dovesti do smanjenja ili gubitka pigmentacije kod vrsta Asellus

aquaticus i Proasellus coxalis.
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MATERIJALI | METODE

3.1. Sinteza dsRNA
3.1.1. Reverzna transkripcija

Za sintezu dsRNA gena Scarlet vrste Asellus aquaticus i Proasellus coxalis prvo sam reverzno
transkribirala prethodno izoliranu RNA obje vrste koja je bila dostupna u Laboratoriju za
molekularnu genetiku na Zavodu za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢ te
pohranjena na -80 °C. Reverznu transkripciju sam radila kako bi dobila komplementarnu DNA
(eng. copy/ complementary DNA—cDNA) koju ¢u dalje koristiti u reakcijama lanCane reakcije
polimerazom (eng. Polimerase chain reaction—PCR). Reverznu transkripciju sam napravila po

protokolu FastGene® Scriptase I1 cDNA Synthesis kita proizvoda¢a NIPPON Genetics Europe.

Prvo sam pomijesala 500 ng RNA kalupa s 1 uL nasumic¢nih heksamera. Zatim sam dodala 2 pL
deoksinukleotid trifosfata (eng. deoxynucleotide triphosphate—dNTP) te vodu bez ribonukleaza
(RNaza) do volumena 12,5 pL. Smjesu sam ugrijala na 65 °C pet minuta kako bi doslo do
denaturacije RNA, te brzo ohladila na ledu. Zatim sam dodala 4 pL 5x FastGene® Scriptase Il
pufera, 2 uL 0.1M ditiotretiola (DTT) te 0,5 pL inhibitora RNaza. Nakon toga sam smjesu
inkubirala na 25 °C dvije minute, ohladila na ledu i dodala 1 pL FastGene® Scriptase Il. Zatim je
uslijedila inkubacija na 42 °C 50 minuta tokom koje se dogodila sinteza cDNA, te joS jedna
inkubacija na 70 °C 15 minuta kako bi enzim prestao djelovati. Nakon sinteze, cDNA sam

spremila na -20 °C do daljnjeg koriStenja.

3.1.2. Pocetnice gena Scarlet vrste P. coxalis

Pocetnice za umnazanje gena Scarlet vrste P. coxalis su ve¢ dizajnirane i dostupne u Laboratoriju
za molekularnu genetiku na Zavodu za molekularnu biologiju na Institutu Ruder Boskovi¢. Te
pocetnice su dizajnirane na naéin da sadrze, na forward (F) sekvenci, privjesak (eng. overhang)
koji odgovara promotoru za SP6, te na reverse (R) sekvenci, privjesak koji odgovara promotoru

za T7. Sekvence forward i reverse pocetnica su sljedece:
FGAGTATTTAGGTGACACTATAGGCGGATGTGGTTGTTGATGG

R GAGTAATACGACTCACTATAGGGTAGCTGGGCACTTGTGGTTC

11



Pocetnice sadrze privjesak koji odgovara promotoru za SP6 (F) i privjesak koji odgovara
promotoru T7 (R) koji su oznaceni zelenom bojom, specificnu sekvencu za gen od interesa (crno)

te vodecu sekvencu (crveno). Finalni umnozeni produkt metodom PCR dug je 571 bazni par.

3.1.3. Pocetnice gena Scarlet vrste A. aquaticus

Pocetnice za vrstu A. aquaticus sam dizajnirala na temelju sekvence gena Scarlet koju sam
izvadila iz transkriptoma dostupnih u Laboratoriju za molekularnu genetiku na Zavodu za
molekularnu biologiju na Institutu Ruder Boskovié. To sam napravila u programu Geneious
(Dotmatics, Novi Zeland). Pocetnice su dizajnirane na nacin da sadrze privjesak za dio T7
promotora koji ¢e se produziti kroz dvije PCR reakcije. U prvoj PCR reakciji koristila sam
pocetnice koje sam dizajnirala, a u drugoj pocetnice s kompletnom sekvencom T7 promotora.

Sekvence pocetnica koje sam dizajnirala su sljedece:
F CACTATAGGGAGGCAATTGTTGACTCGTACCG
R CACTATAGGGAGGGTATCGTCTCGAATATCGC

Pocetnice sadrze privjesak s dijelom T7 promotora koji su oznaceni crvenom bojom i gen od

interesa (crno) te je finalni umnoZeni produkt PCR reakcije dug 455 baznih parova.

3.1.4. Lan¢ana reakcija polimerazom

Nakon sinteze cDNA obje vrste, sekvencu gena Scarlet sam umnozila metodom PCR koristeci

dizajnirane pocetnice.

Prvo sam trebala odrediti koju polimerazu koristiti te na kojoj temperaturi ¢e se najbolje vezati
dizajnirane pocetnice. Napravila sam PCR reakciju koriste¢i tri polimeraze u MasterMix-u;
Phusion High-Fidelity PCR MM w/HF buffer (Thermo Scientific™), GoTagq® G2 Colorless
MasterMix (Promega) i ALLIN™ HS Red Taq Master Mix (HighQu). Za svaki MasterMix sam
odredila temperaturu vezanja pocetnica (eng. melting temperature—TM) preko kalkulatora za TM
na internetskim stranicama proizvodaca. TM vezanja pocetnica Phusion High—Fidelity PCR MM-
a proizvodaca Thermo Fisher Scientific izracunala sam preko Thermo Fisher TM kalkulatora
(Thermo Fisher Scientific Inc. 2006-2024). TM vezanja pocetnica GoTaq® G2 Colorless
MasterMix—a proizvodaca Promega izracunala sam preko Promega TM kalkulatora (Promega

Corporation 2024). TM vezanja pocetnica ALLIn™ HS Red Taq Master Mix-a proizvodaca
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HighQu izrac¢unala sam prema uputama protokola koristenja (highQu GmbH ® 2024). Raspon
temperatura koristen za Phusion PCR MM jest 51 °C—63 °C, za GoTag MasterMix 52 °C— 64 °C,
te za HS Red Taq MasterMix 55 °C— 65 °C. Kao kontrolu sam koristila 16S pocetnice koje su

bile dostupne u Laboratoriju za molekularnu genetiku te je veé ispitano njihovo umnazanje PCR

reakcijom na cDNA obje vrste. U tablicama 1-6 se mogu vidjeti koncentracije i volumeni

koriSteni za ovu PCR reakciju te uvjeti PCR reakcije za svaki MasterMix.

Tablica 1. Komponente PCR reakcije Phusion PCR MM

Phusion MM Scarlet/ 16S
Komponenta 5puL 10x
Forward 0,25 2,5
pocetnica
Reverse 0,25 2,5
pocetnica
Phusion PCR 2,5 25
MM
Voda bez RNaza 15 15
DNA kalup 0,5 5
(cDNA)
Tablica 2. Uvjeti PCR reakcije Phusion PCR MM
PCR UVJETI Phusion
Korak Temperatura Vrijeme
Inicijalna 98 °C 30s
denaturacija
Denaturacija 98 °C 10s
Vezanje poletnica Gradijent 20s 35x
(51 °C-63 °C)
Produljivanje 72°C 25s
Finalno 72°C 7 min
produljivanje
Kraj 4°C inf.
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Tablica 3. Komponente PCR reakcije GoTaq MasterMix

GoTag MM Scarlet/

16S
Komponenta 5uL 10x
Forward pocetnica 0,25 2,5
Reverse pocetnica 0,25 2,5
GoTaqg MasterMix 2,5 25
Voda bez RNaza 15 15
DNA kalup (cDNA) 0,5

Tablica 4. Uvjeti PCR reakcije GoTaq MasterMix

PCR UVJETI GoTaq

Korak Temperatura Vrijeme
Inicijalna 95 °C 2 min
denaturacija
Denaturacija 95 °C 45
Vezanje poletnica Gradijent 45s 35x

(52 °C-64 °C)

Produljivanje 72°C 45

Finalno 72 °C 7 min

produljivanje

Kraj 4°C inf.

Tablica 5. Komponente PCR reakcije HS Red Taq MasterMix

HS MM Scarlet/

16S
Komponenta 5uL 10x
Forward pocetnica 0,2 2
Reverse pocetnica 0,2 2
HS Red Taq 2,5 25
MasterMix
Voda bez RNaza 1,6 16
DNA kalup 0,5 5
(cDNA)
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Tablica 6. Uvjeti PCR reakcije HS Red Tag MasterMix

PCR UVJETI HS

Korak Temperatura Vrijeme

Pocetna 95 °C 1 min

denaturacija

Denaturacija 95 °C 15s
Vezanje pocetnica Gradijent 15s 40x
(55 °C-65 °C)
Produljivanje 72°C 155
Kraj 4°C inf.

Dobiveni PCR produkt sam provjerila na 1,5%-tnom agaroznom gelu elektoforezom te sam ga
procistila kolonicama koriste¢i QIAquick® PCR Purification Kit prema protokolu. Dodala sam
pet puta volumena pufera koji veze jednolanéane ili dvolan¢ane produkte PCR reakcija u jedan
volumen PCR produkta i promijesala. Stavila sam QIAquick kolonicu u tubicu za sakupljanje od
2 mL. Smjesu pufera i PCR produkta sam prebacila u QIAquick kolonicu kako bi se vezala DNA,
te sam centrifugirala 60 s na 17,900 x g (13,000 rpm). Bacila sam supernatant i vratila QlAquick
kolonicu u istu tubicu za sakupljanje. Zatim sam u kolonicu dodala 750 pL pufera za ispiranje,
centrfugirala 60 s na 17,900 x g (13,000 rpm), bacila supernatant i vratila QIAquick kolonicu u
istu tubicu za sakupljanje. QIAquick kolonicu u tubici za sakupljanje od 2 mL sam jo§ jednom
centrifugirala 60 s na 17,900 x g (13,000 rpm) kako bi uklonila ostatak pufera za ispiranje. Nakon
toga sam prebacila kolonicu u ¢istu tubicu od 1,5 mL. Kako bi eluirala DNA, dodala sam 30 pL
pufera za eluaciju, ostavila da stoji jednu minutu te centrifugirala 60 s na 17,900 x g (13,000
rpm). Nakon proci§¢ivanja PCR produkta mjerila sam koncentraciju dobivene dsDNA na

instrumentu Denovix Nanodrop DS-11 FX+ (DeNovix Inc., SAD).

Za vrstu P. coxalis dalje sam koristila procis¢eni PCR produkt kao kalup u reakciji In vitro
transkripcije (dalje IVT) , dok je za vrstu A. aquaticus bilo potrebno napraviti jos jednu PCR
reakciju s pocetnicom koja sadrzi kompletni T7 promotor kako bi se produzio privjesak T7 . U
drugoj PCR reakciji sam kao kalup koristila proc¢iS¢eni PCR produkt prethodne PCR reakcije.
Volumeni i koncentracije te uvjeti PCR reakcije su prikazani u tablicama 7 i 8. U reakciji je
koriSten NZYTaq II 2x Green Master Mix proizvodaca NZYtech.

15



Tablica 7. Komponente druge PCR reakcije za vrstu A. aquaticus

Volumen
Komponenta 50 pL
T7 promotor pocetnica 3,2
NZYTaq Il MasterMix 32
Voda bez RNaza 12,8
DNA kalup (PCR I produkt) 2

Tablica 8. Uvjeti druge PCR reakcije za vrstu A. aquaticus

PCR UVJETI
Korak Temperatura Vrijeme
Pocetna 95 °C 3 min

denaturacija

Denaturacija 94 °C 30s
Vezanje pocetnica 43°C 30s 35x
Produljivanje 72°C 45
Finalno 72°C 5 min
produljivanje
Kraj 12 °C inf.

Nakon druge PCR reakcije, produkt sam provijerila elektroforezom u 1,5%-tnom agaroznom gelu
te sam ga procCistila kolonicama koriste¢i QIAquick® PCR Purification Kit prema vec

prikazanom protokolu.

3.1.5. In vitro transkripcija

Reakciju in vitro transkripcije sam radila po protokolu za pripremu RNAI za virnjake autorice
Annabel Maisl koji je dostupan u Laboratoriju za molekularnu genetiku na Zavodu za
molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢. Kao DNA kalup sam koristila procis¢eni PCR
produkt (P. coxalis) te procis¢eni produkt druge PCR reakcije (A. aquaticus). U reakciju sam

dodala reagense navedene u tablici 9.
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Tablica 9. Komponente IVT reakcije

Komponenta Volumen za 1x (nL)
H:O0 bez nukleaza Do 50 pL
10x in vitro transkripcijski pufer 5
(s 250 mM MgCl)
25 mM ribonukleotid trifosfat 15
RNAsin (ribonukleazni 1.25
inhibitor)
(1-2U po 1 pL reakcije)
T7 polimeraza 8.5
Anorganska pirofosfataza 0.75
DNA kalup Ukupno 1 pg
Dimetil sulfoksid 2.5 (100%)
Ukupno 50

Pufer (10x in vitro transkripcijski pufer) sam prvo ugrijala na 37 °C kako bi se spermidin koji se
nalazi u puferu otopio i pravilno raspodijelio u otopini. Nadalje, T7 polimerazu sam dodala
zadnju obzirom da je ona, prema uputama protokola, osjetljiva na mehani¢ke podrazaje. U IVT
reakciji za A. aquaticus sam koristila sve navedeno, dok sam u IVVT reakciji za P. coxalis osim T7
polimeraze koristila i SP6 polimerazu (reakciju sam radila u duplo ve¢em volumenu pa sam
dodala 8.5 puL SP6 polimeraze i 8.5 pL T7 polimeraze) obzirom da su pocetnice za gen Scarlet
vrste P. coxalis dizajnirane tako da imaju na jednoj strani privjesak SP6, a na drugoj strani

privjesak T7 , dok pocetnice za A. aquaticus imaju privjesak T7 na oba kraja.

Nakon dodavanja svih komponenti, reakciju sam stavila na inkubaciju na 37 °C preko no¢i.
Zatim slijedi grijanje uzorka na 95 °C 3 minute na Thermo mixer-u uz tre$nju 700-900 rpm.
Uzorke sam prvo ostavila da se hlade u ugasenom Thermo mixer-u 10 minuta, te ih zatim

prebacila na stol kako bi se jo§ 10 minuta hladili na sobnoj temperaturi.

Proc¢is¢ivanje uzoraka sam radila precipitacijom uz NaCl/Polietilen glikol (PEG)-8000 (2.5 M
NaCl, 20% PEG-8000, 10 mM Tris-HCI pH 8,0) prema protokolu.

U volumen IVT reakcije sam dodala jednaki volumen NaCIl/PEG-8000 otopine, smjesu sam
vorteksirala te centrifugirala 20 minuta na 16000 x g na temperaturi od 4 °C. Nakon

centrifugiranja sam bacila supernatant. Pelet sam isprala u 1 mL 70% EtOH, vorteksirala, te
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centrifugirala pet minuta na 16000 x g na temperaturi od 4 °C. Bacila sam supernatant te ostavila
da se susi na zraku jednu minutu. Pelet sam ponovno suspendirala s vodom oc¢is¢enom od RNaza
dok ne zaostaje u nastavku za pipetu volumena 20 pL, te sam smjesu ugrijala na Thermo bloku

na 50 °C dok se pelet nije otopio.

Nakon $to se RNA otopila u vodi, napravila sam razrjedenje 100x koje sam koristila za analizu
dobivene dsRNA na 1.5% agaroznom gelu (Slika 9, 10) te za mjerenje koncentracije na
spektrofotometru SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Njemacka). Ostatak dsRNA sam

podijelila u tubice i spremila na -80 °C do koriStenja.

dbl{‘\‘/\
Asell

daRNA

(100x razrj)
[100xrmzrf)

Slika 9. 100x razrijedena dsSRNA gena Slika 10. 100x razrijedena dsSRNA gena
Scarlet vrste P. coxalis na agaroznom gelu Scarlet vrste A. aquaticus na agaroznom
(foto M. Kuzman) gelu (foto M. Kuzman)

3.1.6. Sinteza dsRNA zelenog fluorescirajuceg proteina

Kao negativnu kontrolu mikroinjektiranja koristila sam dsRNA zelenog fluoresciraju¢eg proteina
(eng. green fluorescent protein—GFP). GFP koristimo jer on nema utjecaj na rakove (Nagaraju i
sur. 2011; Wang i sur. 2012), a sluzi kao kontrola mikroinjektiranja kako bi bila sigurna da stres

od mikroinjektiranja ne utjeCe na smanjenje pigmentacije kod modelnih organizama. Prvo sam
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napravila PCR reakciju u kojoj su koristene pocetnice T7AA18 i PR244, dok je kao DNA kalup
koriSten pPRT4P eGFP plazmid. I pocetnice i plazmid su dostupni u Laboratoriju za molekularnu
genetiku na Zavodu za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢. KoriSten je ALLIn™ HS
Red Taq Master Mix proizvodaca HighQu te je PCR reakcija postavljena prema uvjetima

prikazanim u tablicama 10 i 11.

Tablica 10. Komponente za PCR reakciju proteina GFP

Volumen
Komponenta 50 pL
Forward pocetnica 2,5
Reverse pocetnica 2,5
HS Red Taqg Master Mix 25
Voda bez RNaza 10
DNA kalup (plazmid) 10
Tablica 11. Uvjeti PCR reakcije proteina GFP
PCR UVJETI
Korak Temperatura Vrijeme
Pocetna denaturacija 95°C 30s
Denaturacija 95 °C 10s
Vezanje pocetnica 58°C 20s 35x
Produljivanje 72°C 30s
Finalno poroduljivanje 72°C 5-10 min
Kraj 14 °C inf.

Nakon PCR reakcije, produkt sam provijerila elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom gelu te
sam ga procistila na kolonicama koriste¢i QIAquick® PCR Purification Kit prema protokolu
opisanom na stranici 15. Nakon procis¢ivanja sam izmjerila koncentraciju PCR produkta na
uredaju Denovix Nanodrop DS-11 FX+ (DeNovix Inc., SAD). te postavila IVT reakciju prema
ranije opisanom protokolu (stranica 17). Dobivenu dsRNA sam analizirala elektroforezom na
1,5%-tnom agaroznom gelu, izmjerila sam koncentraciju na spekrofotometru SPECTROstar
Nano (BMG LABTECH, Njemacka) te ostatak dsSRNA podijelila u tubice i spremila na -80 °C do

daljnjeg koristenja.
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3.2. Mikroinjektiranje
3.2.1. Uvjeti ¢uvanja Zivotinja

U Laboratoriju za molekularnu genetiku su dostupne laboratorijske kolonije rakova porodice
Asellidae. Rakovi vrste A. aquaticus sakupljeni su na lokalitetu SusSik (Dreznica, Hrvatska), dio
ih je sakupljen u potoku dok je dio sakupljen u ponoru. Rakovi vrste P. coxalis sakupljeni su na
lokalitetu kanal Vranskog jezera (Vrana, Hrvatska). Rakove sam ¢uvala u plastiénim posudama
koje sam napunila pripremljenom vodom za zivotinje. Vodu sam pripremala na nacin da sam u
plasti¢noj bacvi od 100 L pomijesala vodu iz slavine (eng. tap water, TAP) i vodu koja je prosla
reverznu osmozu (RO) (Amtra Osmosis System 190 (Amtra, Njemacka)) kako bi se postigla
elektri¢na vodljivost od 350-450 pS. Zatim je voda prolazila kroz UV-C filter za sterilizaciju
vode (JBL Procristal UV-C Compact plus 18 W (JBL, Njemacka)) u intervalima od 30 minuta,
12 sati dnevno (TAP + RO UV voda). Posude s rakovima sam ¢uvala u inkubatoru (Slika 11) koji
odrzava temperaturu 12 °C (A. aquaticus) ili 15 °C (P. coxalis) (inkubatori sa sustavom ladica
(ST6, ST700; POL-ECO APARATURA, Poljska). U inkubatoru je postavljeno osvjetljenje u
ciklusu 12 sati svjetlo — 12 sati mrak (engl. light-dark—LD) (Bridgelux® Gen 7 V10 Thrive™
Array (Bridgelux, SAD) (Luki¢ i sur. 2024).
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Slika 11. Inkubator s izmjenom ciklusa osvjetljenja (foto M. Kuzman)

Kao hranu za rakove Koristila sam kondicionirano lis¢e vrste Alnus glutinosa (L.) Gaertn i
Acersp.. Rakovima sam redovito mijenjala vodu i dodavala hranu. Alate koje sam koristila za
manipulaciju zivotinjama (meke pincete i kistovi) sam sterilizirala 70% etanolom i vru¢om

vodom (Luki¢ i sur. 2024).

3.2.2. Odabir Zivotinja za mikroinjektiranje

Za mikroinjektiranje dsRNA ciljano sam trazila Zivotinje koje su u presvlacenju (eng. moulting).
Takvim zivotinjama kutikula puca izmedu cetvrtog 1 petog torakalnog segmenta tj. tergita i
odbacuje se u dva dijela. Prvo se odbacuje posteriorni dio kutikule (iza cetvrtog tergita), a

anteriorni dio kutikule im ostane (Slika 12). Anteriorni dio svlaka Zivotinje odbace nakon 24 do
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48 sati od pocetka presvlacenja (Marcus 1990), no primijetila sam da ga neke jedinke mogu

zadrzati 1 do tjedan dana nakon pocetka presvlacenja.

Slika 12. Proasellus coxalis u presvlacenju (moze se primijetiti da su prva Cetiri tergita tamnija

od zadnja tri $to ukazuje da je jedinka odbacila posteriorni dio svlaka) (foto M. Kuzman)

Birala sam jedinke u presvlacenju jer postoji hipoteza da je najveca sinteza gena Scarlet upravo
tijekom presvlacenja obzirom da zivotinje nakon odbacivanja svlaka tamne (Figon i Casas 2018).
No takvih jedinki nije bilo mnogo pa sam koristila i jedinke koje nisu bile u presvlacenju, ali sam

ih birala da su jednake veli¢ine.

3.2.3. Mikroinjektor

Za mikroinjektiranje sam koristima uPUMP Microinjector with Internal Pressure Source (World
Precision Instruments, SAD) (Slika 13). Mikroinjektor koristi regulirani tlak zraka kako bi se
otopina injektirala u stanicu. Injektirani volumen otopine varira u spektru od pikolitara do
nanolitara. Prije koriStenja treba se namjestiti tlak ubrizgavanja (eng. injection pressure— IP),
kojim se odreduje jacina ubrizgavanja otopine, zatim kompenzacijski tlak (eng. compensation
pressure— CP), koji je vazan kako se tekuéina ne bi kapilarno vracala u iglu i trajanje (eng.

duration—D), prema uputama za koristenje mikroinjektora.
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Slika 13. Aparatura za mikroinjektiranje (lupa, mikroinjektor, mikromanipulator) (foto M.

Kuzman)

Igle koje sam koristila za mikroinjektiranje su dostupne u Laboratoriju za molekularnu genetiku.
Za unos tekucine u iglu sam koristila Eppendorf Microloader nastavke za pipetu. Igle su staklene
te se rade tako da se koristi izvlaka¢ igle (eng. needle puller) te se izvuku do oko 5-6 cm duljine
(Slika 14) (Kowalko, Ma i Jeffery 2016). Lin i sur. (2023) su takoder za mikroinjektiranje
dsRNA u jednakonozne rakove koristili staklene igle. Igle se trebaju rezati prije koriStenja za
mikroinjektiranje te se kalibriraju na lupi kako bi se odredio injektirani volumen. Kalibraciju sam
napravila na nacin da sam, nakon rezanja igle, na povecanju 50x izmjerila promjer kapi preko
okulara s mikrometarskom skalom. Taj promjer sam dijelila s 50 kako bi dobila veli¢inu u
prostoru, te sam iz tog broja, preko formule i skale dostupne u uputama za koristenje

mikroinjektora, izratunala volumen kapi.
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Slika 14. Igla za mikroinjektiranje dsSRNA (preuzeto iz Kowalko, Ma i Jeffery 2016)

3.2.4. Uhodavanje metode

Cilj prvog eksperimenta bio je odrediti optimalne uvjete mikroinjektiranja, kako bi se smanjila

smrtnost zivotinja nakon mikroinjektiranja te kako bih izvjezbala samo mikroinjektiranje.

Prvo sam otopila 25 mg crvenog fenola (eng. phenol red) proizvodaca Alfa Aesar (Thermo Fisher
Scientific, SAD) u 50 mL destilirane vode kako bi dobila otopinu crvenog fenola (0,5 mg/mL)
pogodnu za mikroinjektiranje. Pripremljenu otopinu crvenog fenola sam c¢uvala na sobnoj
temperaturi do koriStenja. Iako se otopina crvenog fenola inace koristi kao pH indikator, ja sam
ga koristila kako bi mogla bolje vizualizirati uspjesnost injektiranja otopine u zivotinju (Martin i

sur. 2016; Xu i sur. 2019; Lin i sur. 2023).

Eksperiment sam postavila sa 27 jedinki vrste A. aquaticus i 59 jedinki vrste P. coxalis. Zivotinje
sam prvo anestezirala koriste¢i vodenu otopinu eugenola (ulje klin¢i¢a) koncentracije za A.
aquaticus 0,37 pL/mL, a za P. coxalis 0,074 uL/mL. Zatim sam mikroinjektirala otopinu crvenog
fenola. Injektirala sam volumene 14,15 pL - 33,51 pL (promjer kapi na 50 x povecaju = 1,5 - 2
mm) kako bi odredila najve¢i volumen pri kojem Zivotinje ne ugibaju. Volumen i koncentraciju
mikroinjektirane dsRNA sam prilagodila prema Lin i sur. (2023) koji su pak uspjeli
mikroinjektirati ve¢i volumen dsRNA u Zivotinje. Postavke mikroinjektora sam mijenjala dok
nisam dosegla one s kojima sam najlakSe probila kutikulu jedinke, a da se kutikula ne oSteti te
Zivotinja ne ugine. Pocela sam sa IP = 67,1 PSI; CP = 0,01 PSI; D = 0,400 s i mijenjala dok
nisam dosegla optimalne postavke. Zivotinje sam pokusala mikroinjektirati na razli¢ita mjesta

(izmedu drugog i treCeg tergita, izmedu treeg i Cetvrtog te izmedu Cetvrtog i1 petog tergita).
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Zivotinje su se nakon injektiranja ¢uvale u plo¢icama sa $est bunariéa (eng. six well plate)
napunjenim TAP + RO UV vodom do pola te su imale li§¢e kao hranu. Cuvale su se u inkubatoru

bez izmjene svjetla na 12 °C.

Takoder sam injektirala Zivotinje dva puta na dva razli¢ita mjesta (dvije jedinke vrste P. coxalis i
osam jedinki vrste A. aquaticus). Umjesto vodenom otopinom eugenola, anestezirala sam i pet

zivotinja svake vrste stavljanjem na led (Lin i sur. 2023).

3.3. Fotografiranje

Zivotinje u eksperimentu sam fotografirala koristeéi fotoaparat Canon EOS 250D i bljeskalice
Speedlite 430EX I11-RT (Slika 15) koji je bio spojen na lupu na povecanju 10-20 X, ovisno o
veli¢ini jedinke. Fotoaparat je bio postavljen na ru¢no fotografiranje (eng. manual), 1SO 400,
F00, 1/60, ravnoteza bijele boje (eng. white balance) je postavljena na bljeskalicu, te su se

fotografije spremale na prijenosno racunalo. Nakon fotografiranja sam ih mikroinjektirala.

[ |

Slika 15. Aparatura za mikroinjektiranje (Lupa, mikroinjektor, prijenosno racunalo, fotoaparat,

bljeskalice) (foto M. Kuzman)
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Sve zivotinje u eksperimentu su prebacene u inkubator bez ciklusa zamjene osvjetljenja te su
boravile u plo¢icama sa Sest bunarica koji su bili pokriveni vlaznim papirnatim ru¢nikom te im je
dodano kondicionirano li§ée kao hrana (Slika 16). Zivotinje sam pratila i fotografirala svakih dva

do tri dana.

Slika 16. Plocice sa Sest bunari¢a napunjene s vodom, papirnati ru¢nik na poklopcu,

kondicionirano lis¢e u bunari¢ima (foto M. Kuzman)

3.4. Analiza fotografija

Sve fotografije sam analizirala programom ImageJ (National Institutes of Health, Wisconsin,
SAD). Obiljezja koja sam mjerila jesu pigmentacija tijela i pigmentacija pozadine koju sam

mjerila kako bi mogla ujednaliti podatke fotografirane u razliito vrijeme (Slika 17).
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Pigmentaciju sam mjerila putem srednje vrijednosti sive boje (eng. mean gray value—MGV).
MGV predstavlja zbroj svih sivih vrijednosti svih piksela na oznacenom dijelu podijeljen s
brojem piksela. Ve¢a MGV vrijednost znaci da je jedinka svjetlija, dok manja MGV vrijednost
oznacava da je jedinka potamnila. Odabrane mjere u programu su povrsina (eng. Area), Srednja
vrijednost sive boje (eng. Mean gray value), minimalna siva vrijednost (eng. Min gray value),
maksimalna siva vrijednost (eng. Max gray value) te sam koristila ROI (eng. region of interest)
manager kako bi pratila oznacene dijelove brojevima. Tijekom oznacavanja sam izbjegavala
dijelove gdje je pozadina neujednacena ili postoji sjena, te sam na zZivotinji izbjegavala mjesta

gdje je zZivotinja prljava ili postoji odsjaj od blica.

Slika 17. Prikaz obrade podataka pigmentacije programom Image J vrste A. aquaticus. Brojevi
1-7 predstavljaju mjerenje MGV (eng. Mean gray value) pozadine; Broj 8 predstavlja probavni
trakt; Brojevi 9-22 predstavljaju mjerenje MGV tergita (zbroj MGV tergita = MGV tijela) (foto

M. Kuzman)

3.5. Obrada podataka

koju sam podijelila s prosje¢nom vrijednosti MGV pozadine. Podatke prosje¢ne vrijednosti MGV
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tijela sam dijelila s prosjecnom vrijednosti MGV pozadine kako bi ujednacila tj. normalizirala
fotografije obzirom da su fotografije bile neujednacene iako su se koristile iste postavke svaki

put.

3.6. Statisticka analiza

Podatke sam testirala za normalnost distribucije pomoc¢u testa Shapiro-Wilk. Razlike u promjeni
istrazivanog fenotipa medu skupinama sam utvrdila testom Repeated measures ANOVA i uz
Bonferroni i Holm post-hoc testove. Rezultate promjene pigmentacije nakon mikroinjektiranja
sam popratila kroz vremenski slijed od 10 dana (0 dan, 2-3 dana, 4-5 dana, 6-7 dana i 9-10 dana).
Zasebno sam obradila podatke za jedinke koje su mikroinjektirane s dsSRNA gena Scarlet, u
vremenu presvlacenja, za jedinke mikroinjektirane sa dsSRNA izvan vremena presvlacenja kao i
za kontrolne jedinke: one injektirane proteinom GFP te one koje nisu bile mikroinjektirane.
Takoder sam medusobno usporedila podatke za 2-3 dana, 4-5 dana, 6-7 dana i 9-10 dana izmedu
cetiri grupe jedinki (jedinke u presvlacenju, jedinke koje nisu u presvlacenju, GFP 1 negativna
kontrola). Treba napomenuti da za sve vremenske periode nisu kori$teni podatci istih jedinki ve¢
sam kombinirala ovisno kakve podatke i koliko njih sam imala, neke jedinke su prac¢ene kroz sve
vremenske periode te su koriSteni u analizi dok su neki dodatno dodani jer iz njihove skupine nije
ostalo puno prezivjelih za analizu. Podatke za vrstu P. coxalis sam usporedila na isti na¢in, no
nisam koristila MGV cijelog tijela ve¢ sam za svaku jedinku izvukla podatke ta svaki tergit
posebno (njih sedam) i te podatke sam koristila za usporedbu po grupama kao za vrstu A.

aquaticus.

Analizu podataka sam radila u programu JASP, dok sam graficki prikaz podataka radila u
programu Microsoft Excel. Za prikaz distribucije podataka u odredenom vremenu (2-3 dana, 6-7
dana i 9-10 dana) izmedu razli¢itih grupa (jedinke u presvlacenju, jedinke koje nisu u
presvlacenju, GFP i kontrola bez injektiranja), kao i za prikaz distribucije podataka unutar grupa
(jedinke u presvlacenju, jedinke koje nisu u presvlacenju, GFP i kontrola bez injektiranja) kroz
vrijeme (2-3 dana, 4-5 dana, 6-7 dana i 9-10 dana) koristila sam dijagram s okvirima i
poveznicama (eng. Box plot), jer se on koristi za usporedbu skupina podataka koji su na neki
nac¢in povezani. Okviri na dijagramu oznacavaju raspon koji sadrzi srednjih 50% podataka

(interkvartilni raspon—IQR). Donji i gornji dio okvira predstavljaju prvi kvartil (Q1) i tre¢i kvartil
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(Q3) podataka, a linija unutar okvira predstavlja medijan. Poveznice oznac¢avaju raspon podataka

izvan IRQ, a podaci izvan poveznica predstavljaju strsece vrijednosti (eng. outlier).

REZULTATI

4.1. Optimalni uvjeti PCR reakcije umnazanja gena Scarlet

Ovim eksperimentom sam odredila da je najoptimalnija polimeraza u MasterMix-u za reakciju
umnazanja Scarlet sekvence iz cDNA vrste Proasellus coxalis GoTag® G2 Colorless MasterMix
proizvodaca Promega pri temperaturi vezanja pocetnica od 52 °C, dok je za umnazanje Scarlet
sekvence iz cDNA vrste Asellus aquaticus najoptimalniji ALLIn™ HS Red Taq Master Mix

proizvodaca HighQu pri temperaturi vezanja pocetnica od 60 °C (Slika 18, 19).

PHUSION PCR MM GoTaa MasterMix
SCARLET 16S SCARI FT

2

63 606 583 533 51 51 51 51 64 616 593 543 52

s
NK NK NK

Mfs::‘&lx HS Red Taa Master Mix

16S SCARLET

52 65 63 61,1 569 55 55
NK NK

Slika 18. Rezultati PCR reakcije za odredivanje optimalne polimeraze u MasterMix-u i
temperature vezanja pocetnica za vrstu P. coxalis na agaroznom gelu. (16S — pozitivna kontrola,
NK — negativna kontrola, broj — temperatura vezanja pocetnica) (foto M. Kuzman)
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GoTaq MasterMix HS Red Taa Master Mix PHUSION PCR MM
SCARLET SCARLET 16S SCARLET

63,4 61,9 58,6 - - - 61,1 58,8 55 L 55 55 64 62,4 59,1 57,6

NK

PHUSION PCR MM

SCARLET 16S

56 56

Slika 19. Rezultati PCR reakcije za odredivanje optimalne polimeraze u MasterMix-u i
temperature vezanja pocetnica za vrstu A. aquaticus na agaroznom gelu. (16S — pozitivna

kontrola, NK — negativna kontrola, broj — temperatura vezanja pocetnica) (foto M. Kuzman)

Nakon odredivanja optimalnih uvjeta PCR-a umnozila sam gen Scarlet PCR reakcijom prema

uvjetima i koncentracijama prikazanim u tablicama ispod (12, 13, 14, 15).

Tablica 12. Komponente PCR reakcije za umnazanje gena Scarlet kod vrste P. coxalis

Volumen
Komponenta 50 pLL
Forward pocetnica 2,5
Reverse pocetnica 2,5
GoTaq MasterMix 25
Voda bez RNaza 15
DNA Kkalup (cDNA) 5
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Tablica 13. Uvjeti PCR reakcije za umnazanje gena Scarlet kod vrste P. coxalis

PCR UVIJETI
Korak Temperatura Vrijeme
Pocetna 95 °C 2 min
denaturacija
Denaturacija 95 °C 45's
Vezanje pocetnica 52°C 45s 35x
Produljivanje 72 °C 45s
Finalno 72 °C 7 min
produljivanje
Kraj 4°C inf.

Tablica 14. Komponente PCR reakcije za umnazanje gena Scarlet kod vrste A. aquaticus

Volumen
Komponenta 50 pLL
Forward pocetnica 2
Reverse pocetnica 2
HS Red Taq MasterMix 25
Voda bez RNaza 16
DNA kalup(cDNA) 5

Tablica 15. Uvjeti PCR reakcije za umnazanje gena Scarlet kod vrste A. aquaticus

PCR UVIJETI
Korak Temperatura Vrijeme
Pocetna 95 °C 1 min
drnaturacija
Denaturacija 95 °C 15s
Vezanje pocetnica 60 °C 15s 40x
Produljivanje 72 °C 15s

Kraj 4°C inf.




4.2. Optimalni uvjeti mikroinjektiranja

Volumen mikroinjektiranja dSRNA od 33,51 pL se pokazao optimalnim jer je vec¢i volumen (65,4
— 113,1 pL) zadao preveliku Stetu zivotinji pa bi takve odmah uginule. Probala sam i sa
injektiranjem manjeg volumena (14,14 pL), no manjim otvorom igle nisam mogla probiti
kutikulu zivotinja.

Optimalne postavke mikroinjektora bile su IP = 79,2 PSI; CP = 0,30 PSI; D = 0,450 s. Vecini
zivotinja sam dSRNA mikroinjektirala izmedu drugog i treceg tergita, no najbolje se pokazalo
injektiranje iza Cetvrtog tergita (Slika 20), jer injektirani volumen otopine prode kroz cijelo tijelo

zivotinje.

Slika 20. A. aquaticus s oznac¢enim mjestom mikroinjektiranja (bijelo; izmedu Cetvrtog i petog

tergita) (foto M. Kuzman)

4.2.1. Prezivljenje vrste A. aquaticus nakon mikroinjektiranja

Jedinki vrste A. aquaticus je nakon tjedan dana prezivjelo 14 (52%), dok je jedinki vrste P.
coxalis prezivjelo 23 (39%). U tablici 16 se vidi da su Zivotinje koriStene u prvom eksperimentu
(16.01.2024.) imale najslabije prezivljenje obzirom da sam njih prve mikroinjektirala i nisam jo§

izvjezbala manipulaciju mikroinjektorom. Vidi se da je i1 prezivljenje pet jedinki koje su
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anestezirane na ledu (23.01.2024.) manje obzirom da su se zivotinje lijepile za led i bilo ih je
teSko manipulirati. Takoder su Zivotinje koje su injektirane u dva navrata (17. i 23.01.2024.)

slabije prezivljavale.

Iz ovog eksperimenta sam zakljuc¢ila da je optimalni promjer kapljice 2 mm (50 x povecanje;
volumen 33,51 pL), obzirom da se najvise tekucine unese u jedinku uz manju smrtnost. Najbolja

anestezija jest vodenom otopinom eugenola.

Tablica 16. Prezivljavanje jedinki vrste A. aquaticus mikroinjektiranih s otopinom crvenog

fenola. Eu - eugenol kao anestetik, led - led kao anestetik, 2x= injektiranje u dva navrata

Datum mikroinjektiranja 16.01.2024. 17.01./23.01.2024. 23.01.2024. 29.01.2024.
(nacin anestezije) (eu) (2%, eu) (led) (eu)
Promjer /volumen 0,03/14,14  0,02/4,2 0,04/33,5 0,04/33,5
mikroinjektirane kapi 0,04/33,5

(mm/pL)

Broj mikroinjektiranih 9 8 5 8
jedinki
Prezivljavanje:
17.1.

18.1.

23.01.

29.01.

02.02.

06.02.

07.02.
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4.2.2. Prezivljavanje vrste P. coxalis nakon mikroinjektiranja

U tablici 17 se vidi da su zivotinje koje su prve mikroinjektirane (16.01.2024. — 02.02.2024.)
imale najslabije prezivljenje obzirom da nisam jo§ bila izvjezbala manipulaciju mikroinjektorom.
Zivotinje koje su anestezirane na ledu (29.01.) nisu preZivjele obzirom da su se lijepile za led,
kao ni Zivotinje koje su injektirane u dva navrata (16./17.01.). Injektirani volumen od 33,51 pL
se pokazao optimalnim (promjer kapljice 2 mm (50 x povecanje)). Najbolja anestezija jest

vodenom otopinom eugenola.
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Tablica 17. Prezivljavanje jedinki vrste P. coxalis mikroinjektiranih s otopinom crvenog fenola.

Eu - eugenol kao anestetik, led - led kao anestetik, 2x = injektiranje u dva navrata

Datum 16.01. 17.01.  16./17.01. 23.01. 29.01. 29.01. 02.02.
mikroinjektiranja 2024. 2024. 2024. (2x)  2024. 2024. 2024. 2024,
(nacin anestezije) (eu) (eu) (eu) (eu) (eu) (led) (eu)

Promjer /volumen 0,03/14,14 0,02/4,2 0,04/33,5 0,04/33,5 0,04/33,5 0,04/33,5 0,04/33,5
mikroinjektirane

kapi (mm/pL)

Broj 9 7 2 11 5 5 20
mikroinjektiranih
jedinki
Prezivljavanje:
17.1.

18.1.

23.01.

29.01.

02.02.

06.02.

07.02.

o

2 0 10
2 10

W W wwwwao
W wwwww
o1 o1 o1 O1

4.2.3. Uvjeti mikroinjektiranja vrste A. aquaticus

Za mikroinjektiranje sa dsSRNA gena Scarlet sam odvojila 35 zivotinja vrste A. aquaticus. Dio tih
Zivotinja je bio u presvladenju (njih 18) dok ostale nisu bile u presvlaéenju (17). Zivotinje sam
anestezirala s vodenom otopinom eugenola. Nakon S$to je jedinka anestezirana prebacila sam ju iz
otopine eugenola na agaroznu podlogu i fotografirala. Nakon fotografiranja, zivotinje sam
mikroinjektirala iza Cetvrtog tergita koriste¢i dSRNA gena Scarlet (u 10 pL dsRNA koncentracije
10225 ng/ uL sam dodala 1 pL otopine crvenog fenola kako bi vizualizirala ulaz dsRNA ispod
kutikule). Volumen dsRNA gena Scarlet injektiran u zivotinje iznosio 33,51 pL, koncentracije
9,30 x 10 ng/pL tj. injektirano je 0,31 ng dsRNA gena Scarlet.

Osim mikroinjektiranja molekule dsRNA gena Scarlet u jedinek vrste A. aquaticus, odvojila sam
i 13 zivotinja za mikroinjektiranje s dASRNA proteina GFP. GFP je sluzio kao negativna kontrola
mikroinjektiranja obzirom da dsRNA za GFP nema utjecaj na Asellidae jer nemaju gen za ovaj
protein u svojem genomu. Zivotinje sam anestezirala na isti na¢in kao i kod injektiranja dsSRNA

gena Scarlet, te fotografirala prije mikroinjektiranja. Mikroinjektirala sam volumen od 33,51 pL,
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koncentracije 8,75 x 107 ng/ pL tj. injektirano je 0,29 ng GFP dsRNA (u 7 uL dsRNA proteina

GFP koncentracije 10000 ng/ pL sam dodala 1 uL otopine crvenog fenola) iza etvrtog tergita.

Osim injektiranih zivotinja, odvojila sam i 7 zivotinja koje sam fotografirala te drzala u istim
uvjetima te su koriStene kao negativna kontrola. Ta kontrola je potrebna s obzirom da rakovi

porodice Asellidae mijenjaju pigmentaciju uslijed uvjeta Zivota i prehrane (Bakovi¢ i sur. 2021).

Treba napomenuti da ove zivotinje nisu sve injektirane u isto vrijeme ve¢ u razli¢ite dane kroz

par mjeseci.

4.2.4. Uvjeti mikroinjektiranja vrste P. coxalis

Za mikroinjektiranje dsRNA gena Scarlet u vrstu P. coxalis odvojila sam 35 jedinki. Od tih 35
jedinki, 21 ih nije bilo u presvlacenju dok je ostalih 14 bilo. Jedinke sam, kao 1 one vrste A.
aquaticus, anestezirala vodenom otopinom eugenola koncentracije 0,074 pL/mL, jer su se
mikroinjektiranja u jedinke A. aquaticus fotografirala i mikroinjektirala jedinke vrste P. coxalis
koriste¢i dsSRNA gena Scarlet (u volumen 20 pL koncentracije 6600 ng/ L sam dodala 1 pL
otopine crvenog fenola) iza Cetvrtog tergita. Volumen dsRNA gena Scarlet injektiran u Zivotinje

iznosio je 33,51 pL, koncentracije 6,29 x 10 ng/ pL tj. injektirano je 0,21 ng Scarlet dsRNA.

Takoder sam, kao i za jedinke vrste A. aquaticus, odvojila 14 jedinki koje sam fotografirala i
mikroinjektirala sa dSRNA proteina GFP iste koncentracije kao i za A. aquaticus. Odvojila sam i
8 jedinki koje sam koristila kao negativnu kontrolu te su one samo fotografirane i Cuvane u istim

uvjetima kao jedinke mikroinjektirane s dsSRNA.

4.3. RNA interferencija gena Scarlet kod vrste A. aquaticus
4.3.1. Promjene pigmentacije kroz vrijeme nakon injektiranja jedinki u presvlac¢enju

Za analizu sam koristila Repeated measures ANOVA test kojim sam ustanovila da postoji razlika
od nultog dana, odnosno dana mikroinjektiranja, do 9-10 dana, (p=0.025), no nisam dobila

statisticki znacajnu razliku u pigmentaciji jedinki izmedu nultog i ostalih dana (post-hoc testovi).
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Na grafu na slici 21 se moze vidjeti da medijan, odnosno vrijednost koja dijeli podatke u dvije

jednake polovice, raste s viemenom, sto znaci da je su jedinke ipak posvijetlile od nultog do 9-10

dana.

Scarlet RNAi u presviacenju

=~ oa o

{ podloga)

MGV {jednika
L TR e T e TN e T o Y e Y e TR e TR e |

B = ka LI s LA Oh

Broj dana od mikroinjektiranja

Il 0dan M 2-3danz M 4-5dana 6-7 dana 4-10 dana

Slika 21. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV jedinka/ MGV
pozadina) jedinki vrste A. aquaticus mikroinjektiranih s dSRNA gena Scarlet za vrijeme

presvlacenja u danima nakon mikroinjektiranja. p<0.05*

4.3.2. Promjene pigmentacije kroz vrijeme nakon injektiranja jedinki koje nisu u

presvlacenju

Utvrdila sam da ne postoji statisticki znacajna razlika od dana injektiranja do zadnjeg dana
fotografiranja (p=0.090), no na slici 22 se moze vidjeti da su Zivotinje ipak posvijetlile, obzirom
da medijan raste s vremenom. Treba napomenuti da neke od ovih jedinki nisu fotografirane 4-5

dana nakon mikroinjektiranja, a onih koje jesu je bilo premalo za analizu.
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Scarlet RMAI koji nisu u presvlacenju
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Slika 22. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV jedinka/ MGV
pozadina) jedinki vrste A. aquaticus mikroinjektiranih s dSRNA gena Scarlet izvan vremena

presvlacenja u danima nakon mikroinjektiranja

4.3.3. Promjene pigmentacije kroz vrijeme nakon injektiranja jedinki mikroinjektiranih s
dsRNA proteina GFP

Na slici 23 se vidi da su jedinke injektirane s dSRNA proteina GFP ostale iste boje ili su ¢ak
potamnile obzirom da je medijan u svim vremenskim tockama otprilike jednak ili manji onome

prije mikroinjektiranja (p=0.06).
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Slika 23. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV jedinka/ MGV
pozadina) jedinki vrste A. aquaticus mikroinjektiranih s dsSRNA proteina GFP u danima nakon

mikroinjektiranja
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4.3.4. Promjene pigmentacije kroz vrijeme jedinki koje nisu mikroinjektirane

Na slici 24 se moze vidjeti da kontrola u kojoj su jedinke koje nisu injektirane nije posvijetlila,
ve¢ i potamnila (p=8.394x10*) obzirom da se MGV vrijednost smanjuje s vremenom. Razlika se
ocituje ve¢ izmedu dana injektiranja i 2-3 dana (pPront=0.005, praim=0.003) a jedinke su nastavile
tamniti tijekom eksperimenta jer se ocituje razlika i izmedu dana injektiranja i 6-7 (Ppont=0.002,
Proim=0.002) te 9-10 dana (pbont=0.004, pnoim=0.003).

Negativna kontrola
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Slika 24. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV jedinka/ MGV
pozadina) jedinki vrste A. aquaticus koje nisu mikroinjektirane u danima nakon mikroinjektiranja
ispitivanih skupina, p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***

4.3.5. Usporedba intenziteta pigmentacije izmedu razli¢itih skupina jedinki nakon 2-3 dana

Na slici 25 se vidi da jedinke koje su mikroinjektirane u vremenu presvlacenja (RNAI moult)
pokazuju najve¢e MGV vrijednosti tj. da su posvijetlile, no razlika medu grupama nije statisti¢ki
znacajna (p=0.215). Jedinke mikroinjektirane izvan vremena presvlac¢enja (RNAi nemoult) nisu

posvijetlile.
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2-3 dana
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Slika 25. Graficki prikaz usporedbe MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (jedinka/ pozadina)
jedinki vrste A. aquaticus mikroinjektiranih za vrijeme presvlacenja (RNAi moult), jedniki
mikroinjektiranih izvan vremena presvlac¢enja (RNAi nemoult), jedinki mikroinjektiranih s

dsRNA proteina GFP i negativne kontrole (NK) 2-3 dana nakon mikroinjektiranja

4.3.6. Usporedba intenziteta pigmentacije izmedu razli¢itih skupina jedinki nakon 6-7 dana

Na slici 26 se vidi da jedinke koje su mikroinjektirane u vremenu presvlac¢enja (RNAi moult)
pokazuju najve¢e MGV vrijednosti, no razlika medu grupama nije statisticki zna¢ajna (p=0.295).
Takoder jedinke iz RNAI moult grupe pokazuju ve¢e MGV vrijednosti u odnosu na rezultate

nakon 2-3 dana, dok RNAi ne moult pokazuje iste ili manje $to ukazuje na malo potamnjenje.
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Slika 26. Graficki prikaz usporedbe MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (jedinka/ pozadina)
jedinki vrste A. aquaticus mikroinjektiranih za vrijeme presvla¢enja (RNAi moult), jedniki
mikroinjektiranih izvan vremena presvlacenja (RNAi nemoult), jedinki mikroinjektiranih S

dsRNA proteina GFP i negativne kontrole (NK) 6-7 dana nakon mikroinjektiranja

4.3.7. Usporedba intenziteta pigmentacije izmedu razli¢itih skupina jedinki nakon 9-10

dana

Na slici 27 se vidi da jedinke koje su mikroinjektirane u vremenu presvlacenja (RNAI moult)
pokazuju najve¢e MGV vrijednosti, no razlika medu grupama nije statisticki zna¢ajna (p=0.156).
Grupa RNAI nemoult ne pokazuje veliko posvijetljenje u odnosu na sliku 25, dok RNAi moult

usporedbom grafova pokazuje posvijetljenje obzirom da su MGV vrijednosti vece.
9-10 dana
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Slika 27. Graficki prikaz usporedbe MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (jedinka/ pozadina)
jedinki vrste A. aquaticus mikroinjektiranih za vrijeme presvla¢enja (RNAi moult), jedniki
mikroinjektiranih izvan vremena presvlacenja (RNAi nemoult), jedinki mikroinjektiranih s GFP 1

negativne kontrole (NK) 9-10 dana nakon mikroinjektiranja

4.4. RNA interferencija gena Scarlet kod vrste P. coxalis

Jedinke vrste P. coxalis su pokazale veliku smrtnost tokom eksperimenta te nije bilo dovoljno
podataka za statisticku analizu medu jedinkama pa sam podatke obradila po tergitima i tako ih

usporedivala.
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4.4.1. Promjene pigmentacije kroz vrijeme nakon injektiranja jedinki u presvlac¢enju

Postoji znacajna statistiCka razlika jedinki koje su bile u presvlatenju za vrijeme
mikroinjektiranja s dsSRNA gena Scarlet analizom po tergitima (p=1.625 x 10°%%). Prema post-
hoc testovima postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa prikazana u tablici 18. Statisticki
znacajna razlika izmedu dana mikroinjektiranja i 4-5 dana ukazuje na to da su jedinke tada
krenule svijetliti, obzirom da izmedu nultog dana i 2-3 dana nema statisticki znacajne razlike.
Takoder postoji razlika izmedu dana mikroinjektiranja 1 6-7 dana te izmedu dana
mikroinjektiranja i 9-10 dana $to ukazuje na dodatno svijetljenje jedinki. Postoji i znacajna
razlika izmedu 2-3 dana i 6-7 dana te 2-3 dana i 9-10 dana te izmedu 4-5 dana i 6-7 dana i 4-5
dana i 9-10 dana Sto takoder ukazuje na svijetljenje jedinki. Rezultati su graficki prikazani na

slici 28.

Scarlet RNAI jedinke u presvlacenju
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0 dan 2-3dana M 4-5dana M 6-7 dana [ 9-10 dana
Slika 28. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV tergiti/f MGV

pozadina) vrste P. coxalis mikroinjektiranih sa dSRNA gena Scarlet za vrijeme presvlacenja u

odredenim vremenskim periodima od mikroinjektiranja. p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***
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NAKON

DANA

BROJ

Tablica 18. Usporedba p vrijednosti vrste P. coxalis mikroinjektiranih za vrijeme presvlacenja

analizom po tergitima u odredenim vremenskim periodima od mikroinjektiranja. Bonferroni post-

hoc test (Poonf), Holm post-hoc test (phoim), p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***

BROJ DANA NAKON MIKROINJEKTIRANJA

2-3 4-5

0 (nulti dan) Phont=1.000 Poonf=0.007**
< pholm:0.372 pholm:0.00B**
:Z(’ 2.3 Phonf=0.066
é Phoim=0.020*
w 4-5
-
=
& 67
g -
=

6-7
Pbont=5.412X106%**
Pholm=3.789x108***
Pooni=5.285X107***
Phoim=4.756x107***
Pbon=0.019*
Phoim=0.008**

9-10
Poonf=1.427x1078%**
Phoim=1.142 X 10°6***
Poont=1.431X107***
Phoim=1.431X107***
Pbonf=0.005**
Phoim=0.003**
Pbont=1.000
Phoim=0.232

4.4.2. Promjene pigmentacije kroz vrijeme nakon injektiranja jedinki koje nisu u

presvlacenju

Statistickom analizom je

pokazano da postoji

statisticki

znacajna

razlika  jedinki

mikroinjektiranih s dsRNA gena Scarlet analiziranih po tergitima (p=1.441 x 107%%). Prema post-

hoc testovima postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu skupina prikazana u tablici 19. Postoji

statistiCki znaCajna razlika izmedu dana mikroinjektiranja 1 2-3 dana koja se ocituje kao

tamnjenje jedinki, dok razlika izmedu dana mikroinjektiranja i 9-10 dana te izmedu 2-3 dana i 6-

7 dana ukazuju na svijetljenje. Takoder postoje razlike izmedu 2-3 dana i 9-10 dana, te izmedu 6-

7 dana i 9-10 dana koje takoder ukazuju na svijetljenje. Rezultati su graficki prikazani na slici 29.
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Scarlet RNAi jedinke koje nisu u presvlacenju
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Slika 29. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV tergiti/f MGV

pozadina) jedinki vrste P. coxalis mikroinjektiranih s dSRNA gena Scarlet izvan vremena

presvlacenja u odredenim vremenskim periodima od mikroinjektiranja, p<0.05*, p<0.01**,

p<0.001***

Tablica 19. Usporedba p vrijednosti vrste P. coxalis mikroinjektiranih izvan vremena

presvlacenja analizom po tergitima u odredenim vremenskim periodima od mikroinjektiranja.

Bonferroni post-hoc test (poonf), Holm post-hoc test (phoim), p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***

BROJ DANA NAKON MIKROINJEKTIRANJA

Z < 2-3 6-7

(O ) :

5(4 <ZE 0 (nulti dan) Phont=0.048* Pbon=1.000

z = Proim=0.032* Droim=0.214

<ZE ﬁ 2-3 pbonf:0.059

< L)

o Z Phoim=0.032*
8 6-7

Lap) -

S ¥

n =

9-10
Poont=0.058
Phoim=0.032*

Poont=2,941 X 1075***
Phoim=2,941 X 107°***

Dhont=0.003**
Droim=0.003**
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4.4.3. Promjene pigmentacije kroz vrijeme nakon injektiranja jedinki mikroinjektiranih s
dsRNA proteina GFP

Kao $to se vidi i na slici 30, pokazano je da ne postoji statisticki znacajna razlika u pigmentaciji
jedinki mikroinjektiranih s dsSRNA proteina GFP gena kroz vrijeme (p=0.453) te prema post-hoc

testovima nema razlike medu danima.
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Slika 30. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV tergiti/f MGV
pozadina) jedinki vrste P. coxalis mikroinjektiranih s dsSRNA proteina GFP u odredenim

vremenskim periodima od mikroinjektiranja

4.4.4. Promjene pigmentacije kroz vrijeme jedinki koje nisu mikroinjektirane

Postoji statisti¢ki znacajna razlika u analizi tergita jedinki postavljenih kao negativna kontrola
kroz vrijeme (p=0.231?%), no prema grafickom prikazu rezultata (Slika 31) vidi se da su Zivotinje

potamnile od nultog do 9-10 dana.
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Slika 31. Graficki prikaz MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (MGV tergiti/ MGV
pozadina) vrste P. coxalis koje nisu mikroinjektirane u odredenim vremenskim periodima od

mikroinjektiranja ispitivanih grupa, p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***

4.4.5. Usporedba intenziteta pigmentacije izmedu razli¢itih skupina jedinki nakon 2-3 dana

Usporedbom tergita grupi jedinki mikroinjektiranin s dsRNA gena Scarlet u vremenu
presvlacenja, onih mikroinjektiranin s dSRNA gena Scarlet izvan vremena presvlacenja, jedinki
mikroinjektiranih s dsSRNA gena za GFP i negativne kontrole ustanovila sam da postoji razlika
medu grupama (p=0.012%) tj. na slici 32 se vidi da su NK jedinke svjetlije od jedinki RNAI

moulting grupe. No prema post-hoc testovima nije znacajna razlika medu pojedinim grupama.
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Slika 32. Grafic¢ki prikaz usporedbe MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (tergiti/ pozadina)
jedinki vrste P. coxalis mikroinjektiranih za vrijeme presvlacenja (RNAi moult), jedniki
mikroinjektiranih izvan vremena presvlacenja (RNAi1 nemoult), jedinki mikroinjektiranih s
dsRNA proteina GFP i negativne kontrole (NK) 2-3 dana nakon mikroinjektiranja, p<0.05*,
p<0.01**, p<0.001***

4.4.6. Usporedba intenziteta pigmentacije izmedu razli¢itih skupina jedinki nakon 4-5 dana

Analizom pigmentacije po tergitima jedinki mikroinjektiranih sa dsSRNA gena Scarlet u vremenu
presvlacenja, onih mikroinjektiranin s dSRNA za GFP i negativne kontrole (NK) ustanovljeno je
da postoji razlika medu grupama (p=4.047 x 10°). Prema post-hoc testovima postoji znac¢ajna
razlika medu jedinkama mikroinjektiranih u vremenu presvlacenja i GFP (Poonr=3.654 X 107%;
Phoim=3.654 X 10%), te medu jedinkama mikroinjektiranin u vremenu presvladenja i NK
(Pbont=0.006; phoim=0.004). Izmedu GFP i NK ne postoji razlika (poont=1; phoim=0.596). Rezultati
su prikazani na slici 33. U ovu analizu nisu bile uklju¢ene jedinke mikroinjektiranih sa dsSRNA
gena Scarlet izvan vremena presvlacenja jer nisu fotografirane 4-5 dana nakon mikroinjektiranja

ili su uginule pa ih je ostalo premalo za analizu.
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4-5 dana
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Slika 33. Graficki prikaz usporedbe MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (tergiti/ pozadina)
jedinki vrste P. coxalis mikroinjektiranih za vrijeme presvlacenja (RNAi moult), jedinki
mikroinjektiranih s dSRNA proteina GFP i negativne kontrole (NK) 4-5 dana nakon
mikroinjektiranja. p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***

4.4.7. Usporedba intenziteta pigmentacije izmedu razli¢itih skupina jedinki nakon 6-7 dana

Statistickom analizom sam dobila da postoji razlika medu grupama 6-7 dana nakon
mikroinjektiranja (p=1.964 x 10°%), a post-hoc testovima sam ustanovila da postoji razlika medu
jedinkama mikroinjektiranim sa dsSRNA gena Scarlet koje su bile u vremenu presvlacenja i onih
koje su bile izvan vremena presvlagenja (Poont=2.756 X 10-5 prom=2.756 x 10°). Ta razlika
oznaCava da su jedinke u presvlacenju svijetlije od onih izvan vremena presvlacenja. Takoder
postoji razlika medu jedinkama mikroinjektiranim s dsSRNA gena Scarlet koje su bile u vremenu
presvlacenja i onim mikroinjektiranim s dsRNA gena za GFP (ppont=0.021; phom=0.014), te
negativne kontrole (Poont=0.013; phoim=0.011) koja takoder oznaava svijetljenje jedinki u
presvlaenju naspram kontrola. Postoji 1 razlika izmedu jedinki mikroinjektiranim sa dsRNA
gena Scarlet koje su bile izvan vremena presvlacenja i negativne kontrole (poont=0.028;
Phoim=0.014). Medu ostalim grupama nema znacajne razlike (p>0.05). Rezultati su graficki

prikazani na slici 34.
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Slika 34. Graficki prikaz usporedbe MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (tergiti/ pozadina)
jedinki jedinki vrste P. coxalis mikroinjektiranih za vrijeme presvlacenja (RNAi moult), jedniki
mikroinjektiranih izvan vremena presvlacenja (RNAi nemoult), jedinki mikroinjektiranih s
dsRNA proteina GFP i negativne kontrole (NK) 6-7 dana nakon mikroinjektiranja. p<0.05*,
p<0.01**, p<0.001***

4.4.8. Usporedba intenziteta pigmentacije izmedu razli¢itih skupina jedinki nakon 9-10

dana

Statistickom analizom sam dobila da postoji razlika medu grupama 9-10 dana nakon
mikroinjektiranja (p=0.001%), a post-hoc testovima Sam ustanovila da postoji razlika medu
jedinkama mikroinjektiranim sa dSRNA gena Scarlet koje su bile u vremenu presvlacenja i grupe
mikroinjektirane s dsSRNA gena za GFP (poonf=0.022; pnoim=0.018), te jedinki mikroinjektiranih
dsRNA gena Scarlet koje su bile u vremenu presvlacenja i negativne kontrole (pnonr=0.002;
Phoim=0.002). Medu ostalim grupama nema znacajne razlike (p>0.05). Iako nema statisticke
znacajnosti s ostalim grupama, usporedbom slike 35 i slike 34 se vidi da su i1 jedinke
mikroinjektirane izvan vremena presvlacenja posvijetlile. Rezultati su graficki prikazani na slici

35.
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Slika 35. Graficki prikaz usporedbe MGV (eng. Mean gray value) vrijednosti (tergiti/ pozadina)
jedinki jedinki vrste P. coxalis mikroinjektiranih za vrijeme presvlacenja (RNAi moult), jedniki
mikroinjektiranih izvan vremena presvlacenja (RNAi nemoult), jedinki mikroinjektiranih s
dsRNA proteina GFP i negativne kontrole (NK) 9-10 dana nakon mikroinjektiranja. p<0.05%*,
p<0.01**, p<0.001***
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RASPRAVA

A. aquaticus je vrsta jednakonoznih rakova iz obitelji Asellidae koja se koristi u brojnim
istrazivanjima u podru¢jima evolucije, ekotoksikologije, genetike te mnogim drugim (Protas i
sur., 2011; Re i sur., 2018; Lafuente i sur., 2021). Nastanjuju razli¢ite okoliSe te uspjesno
koloniziraju podzemlje, no ve¢ina molekularnin mehanizama koji su odgovorni za njihovu
adaptabilnost su nepoznati (Jovovi¢ i sur. 2024). lako je vrsta odlican modelni organizam, do
sada nisu bili dostupni nikakvi alati funkcionalne genetike. Ovaj rad stoga predstavlja znacajan
doprinos tom podrug¢ju, jer sam uhodala metodu RNAI kojom se mogu uti$ati geni u ovoj vrsti, i
time istraziti njihove funkcije. Takoder, ova su istrazivanja po prvi puta funkcionalno dokazala da
jednakonozni rakovi koriste omokrome u pigmentaciji tijela te potvrdila funkcionalnost gena
Scarlet u putu sinteze omokroma kod jednakonoznih rakova obzirom da je mikroinjektiranje

dsRNA ovog gena u rakova porodice Asellidae rezultiralo smanjenjem pigmentacije.

Prilikom uhodavanja metode RNAI zakljucila sam da je smrtnost vrste P. coxalis ve¢a nego kod
A. aquaticus, te da vecéina zivotinja ugine neposredno nakon mikroinjektiranja ili tijekom
eksperimenta. Moguce je da udio u smrtnosti ima i anestezija otopinom eugenola, obzirom da je
tokom eksperimenta zabiljeZena i smrtnost negativne kontrole (Prilog). Nadalje, prema radu Lin i
sur. (2023), koji su RNA interferenciju koristili za utiSavanje gena koji imaju ulogu u
cirkadijarnom ritmu morskog jednakonoZznog raka Eurydice pulchra, sam odredila okvirni
volumen mikroinjektirane dSRNA, no taj volumen nisam mogla doseéi zbog smrtnosti. To nije
imalo utjecaja na rezultate eksperimenta jer sam ipak uspjela izazvati fenotipske promjene s
injektiranim volumenom. Kod Lin i sur. (2023) to nije bio slucaj te im je veéina jedinki u
eksperimentu prezivljavala mikroinjektiranje, no dosta ih je ostalo imobilizirano. Treba
napomenuti da su i oni zabiljeZili ve¢u smrtnost kod mikroinjektoranja jednog tipa dsRNA (od
tri), Sto ukazuje da su neki geni vazniji za normalno funkcioniranje i prezivaljavanje zivotinja od
drugih. Prema Ismail i sur. (2018), koji su metodom RNAI utiSali gen Scarlet kod vrste Daphnia
magna, gen Scarlet ima ulogu u obojenju oka, §to su pokazali i Grubbs i sur. (2015) na vrsti
Tribolium castaneum. Nadalje, Ismail i sur. (2021) navode da gen Scarlet, osim u obojenju oka
D. magna, ima i ulogu u njenom neuroloskom sustavu, a Cunningham i sur. (2018) pokazuju da

moze uzrokovati i neurodegeneraciju te lokomotornu disfunckiju vrste Drosophila melanogaster.
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Kod vrste A. aquaticus primijeceno je smanjenje pigmentacije kod jedinki mikroinjektiranih za
vrijeme presvlacenja (slika 17), dok je kod mikroinjektiranih jedinki izvan vremena presvlacenja
zabiljezen trend prosvjetljenja kutikule, no bez statisticke znacajnosti. Nadalje, jedinke vrste P.
coxalis koje su mikroinjektirane u vremenu presvlacenja takoder pokazuju utiSavanje gena
Scarlet (slika 24, tablica 11), dok jedinke mikroinjektirane izvan vremena presvlacenja pokazuju
isti trend, samo u manjoj mjeri (slika 25, tablica 12). Ovi rezultati upuéuju da RNAi kao metoda
utiSavanja gena funkcionira kod ovih dviju vrsta, te da je za gene ukljuene u sintezu pigmenata
kod jednakonoznih rakova optimalno vrijeme mikroinjektiranja u vrijeme presvlacenja. Moji
rezultati takoder ukazuju na to da je sinteza pigmenata najintenzivnija tokom odnosno malo
nakon presvlacenja (Campli 1 sur. 2024), Sto je u skladu sa Figon i1 Casas (2018) i Linzen (1974)
koji opisuju omokrome kao krajnje produkte triptofanske detoksifikacije, a triptofan se kod
kukaca javlja u visokim koncentracijama tokom presvlacenja. Prikazani rezultati su skladu sa
rezultatima istrazivanja Souza i sur. (2022) koji su, takoder metodom RNA., izazvali fenotipsku
promjenu obojenosti kukca Nezara viridula L. utisavanjem White gena koja se vidjela 2-10 dana
nakon unosa dsRNA gena u organizam. Rezultati njihova istraZzivanja su bili bolji u jedinkama
koje su tretirali 3-5 dana prije zadnjeg presvlac¢enja nimfi, u usporedbi s tretiranim ve¢ odraslim
jedinkama. Kao i meni, najbolji rezultati su bili 4-10 dana nakon tretmana. Oni su jedinke pratili
do 30 dana, a svoje rezultate su potvrdili koriste¢i real- time PCR te su radili dodatne
kvantifikacije omokroma metodom tekuce kromatografije i masene spekrometrije visoke
rezolucije te su pokazali smanjenje odredenih omokromskih prekursora (3- hidroksikinurenina) u
tretiranim jedinkama naspram kontrole. Tijekom eksperimenta sam zakljucila i da je optimalno
vrijeme pracenja fenotipa do 9-10 dana nakon mikroinjektiranja, budu¢i da je kod obje vrste
primije¢eno slabljenje utjecaja injektirane dsSRNA nakon tog vremenskog perioda (slike 17, 24),
dok su Lin i sur. (2023) pratili promjene u cirkadijanom ritmu do tjedan dana, a Souza i sur.
(2022) su zabiljezili utiSavanje Zeljenog gena i do 30 dana nakon tretmana. Takoder, iako sam
uspjesno izazvala smanjenje pigmentacije utiSavanjem gena Scarlet, zbog velike smrtnosti jedinki

tokom eksperimenta vrste P. coxalis potrebno je dodatno uhodavanje metode.

Trend potamnjenja kontrola (slike 19, 20, 26, 27) u mojim istraZivanjima (GFP i NK) u skladu je
sa dosadasnjim istrazivanjima koja rakove porodice Asellidae u literaturi opisuju kao fenotipski
vrlo plasti¢énim vrstama (Protas i sur. 2011; Mojaddidi 1 sur. 2018; Re 1 sur. 2018; Lafuente 1 sur.

2021; Bakovi¢ i sur. 2021; Rodas i sur. 2023) te su jedinke tamnije obojene u svijetlom stanistu.
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Protas i sur. (2011) su u svom radu naveli moguée gene koji imaju ulogu u pigmentaciji tijela
vrste A. aquaticus, kojima pripada i Scarlet, te su utvrdili manju ekspresiju gena Scarlet jedinki
koje nastanjuju Spiljska staniSta, koje su svijetlije obojene, u odnosu na one tamnije, Koji
nastanjuju povrsinska stanista. To je takoder u skladu s mojim istrazivanjem gdje sam pokazala
da gen Scarlet ima ulogu u pigmentaciji jednakonoznih rakova porodice Asellidae te sam ovim
eksperimentima po prvi put i na funkcionalan nacin pokazala da su omokromi pigmenti

odgovorni za obojenje tijela ovih rakova.

5.1. Bududa istrazivanja

Metodu bi trebalo jos dodatno prilagoditi vrsti P. coxalis kako bi se smanjila smrtnost. Rezultate
bi dodatno trebalo analizirati lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu kako bi se
potvrdilo da je stvarno doslo do utiSavanja gena Scarlet koje je posljedi¢no uzrokovalo pokazane
fenotipske promjene, odnosno koje je uzrokovalo posvijetljenje zivotinja naspram kontrola.
Takoder bi bilo dobro ponoviti istrazivanje s ve¢im brojem jedinki koje bi se mikroinjektirale sa
dsRNA gena Scarlet kako bi, uzimajuéi u obzir smrtnost, imali veéi broj podataka za statisticku

analizu.
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ZAKLJUCAK

RNAI je metoda koja se sve CeSce koristi u genetickim istrazivanjima rakova. lako nedostaje
istrazivanja RNAI kod jednakonoZnih rakova, metoda na skupini ima veliki potencijal. Prethodno
je pokazano da je mikroinjektiranje najbolja metoda unosa dsRNA u organizam zivotinje kako bi
se potakla reakcija RNAI i kako bi doslo do utiSavanja Zeljenog gena. U ovom je istrazivanju
optimizirana i opisana primjena ove metode u jednakonoznim rakovima porodice Asellidae.
Rezultati su potvrdili funkciju gena Scarlet u omokromskom sintetskom putu, jer
mikroinjektiranjem dsRNA gena Scarlet dolazi do fenotipske promjene smanjenja pigmentacije u
jednakonoznim rakovima porodice Asellidae. Dodatno, utvrdeno je da je sinteza omokroma vecéa
u vrijeme presvlac¢enja u odnosu na vrijeme kad se jedinke ne presvlace, iako i tada postoji jer je
utiSavanje gena Scarlet i u jedinkama van vremena presvlacenja dovelo do smanjenja

pigmentacije tijela.
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PRILOG

U prilogu se nalaze dodatni rezultati koji pokazuju prezivljenje jedinki u eksperimentu
mikroinjektiranja dsSRNA gena Scarlet, dSRNA proteina GFP te kontrole jedinki koje nisu
injektirane koji su prikazani u tablicama P1 i P2.

Tablica P1. Prezivljenje jedinki vrste A. aquaticus u eksperimentu zabiljezeno u odredenim
vremenskim periodima od mikroinjektiranja (MI). Jedinke u presvla¢enju (Moult), jedinke
mikroinjektirane sa dSRNA gena Scarlet (RNAI), jedinke mikroinjektirane sa dsSRNA proteina

GFP (GFP), negativna kontrola jedinki koje nisu injektirane (NK), uginula (0), Ziva (1)

Oznaka Napomena Datum Ml 2-3 dana 4-5 dana 6-7 dana 9-10 dana
nakon Ml nakon Ml  nakon MI  nakon MI

RNAI1 Moult 5/6/24 1 1 1 1
RNAI2 Moult 5/6/24 0 0 0 0
RNAI3 Moult 5/6/24 1 1 1 1
RNAi4 / 5/6/24 0 0 0 0
GFP1 Moult 5/6/24 0 0 0 0
GFP2 / 5/6/24 1 1 1 1
GFP3 / 5/6/24 1 1 1 1
NK1 / 5/6/24 0 0 0 0
NK2 / 5/6/24 1 1 1 1
RNAI1 / 18/6/24 1 1 1 1
RNAI2 Moult 18/6/24 1 1 1 1
RNAI3 Moult 18/6/24 1 1 1 1
RNAi4 Moult 18/6/24 1 1 1 1
RNAI5 / 18/6/24 0 0 0 0
RNAIi6 / 18/6/24 1 1 1 1
RNAIi7 / 18/6/24 0 0 0 0
RNAI8 / 18/6/24 0 0 0 0
RNAI9 / 18/6/24 1 1 1 1
RNAI10 / 18/6/24 1 1 1 1
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RNAIi 20/3  Moult 20/3/24 0 0 0 0
RNAIi 20/4  Moult 20/3/24 1 1 1 1
RNAi 11/1 [/ 11/3/24 1 1 1 1
RNAi 1172/ 11/3/24 1 1 1 1
RNAi 11/3  / 11/3/24 0 0 0 0
RNAIi 11/4 [ 11/3/24 0 0 0 0

Tablica P2. Prezivljenje jedinki vrste P. coxalis u eksperimentu zabiljezeno u odredenim
vremenskim periodima od mikroinjektiranja (MI). Jedinke u presvla¢enju (Moult), jedinke
mikroinjektirane sa dSRNA gena Scarlet (RNAI), jedinke mikroinjektirane sa dSRNA GFP

(GFP), negativna kontrola koja nije injektirana (NK), uginula (0), Ziva (1)

Oznaka Napomena Datum Ml 2-3 dana 4-5 dana 6-7 dana 9-10 dana

nakon M|l nakon Ml nakon Ml nakon MI

RNAiI1 Moult 5/6/24 1 1 1 1
RNAi2 / 5/6/24 0 0 0 0
RNAI3 Moult 5/6/24 1 1 1 1
RNAi4 Moult 5/6/24 1 1 1 1
GFP1 Moult 5/6/24 1 1 1 1
GFP2 / 5/6/24 0 0 0 0
GFP3 / 5/6/24 1 1 1 1
GFP4 Moult 5/6/24 1 0 0 0
NK1 / 5/6/24 1 1 1 1
NK?2 / 5/6/24 1 1 1 1
NK3 / 5/6/24 1 1 1 1

RNAI1 / 18/6/24 0 0 0 0
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