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POPIS KRATICA

CRISPR  od eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Cas od eng. CRISPR-associated genes

CrRNA CRISPR RNA

PAM od eng. protospacer adjacent motif

Cascade od eng. CRISPR-associated complex for antiviral defence
tracrRNA | od eng. trans-activating CRISPR RNA

HEPN od eng. higher eukarytoes and prokaryotes nucleotide-binding domain
ATP adenozin trifosfat

SF2 od eng. Superfamily 2

CTD C-terminalna domena

LB od eng. Luria broth

PCR od eng. polymerase chain reaction

SDS natrijev dodecilsulfat

PAGE elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

dH20 destilirana voda

Tris 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol

AA/Bis  akrilamid/bisakrilamid

APS amonijev persulfat

TEMED  tetrametiletilendiamin

CBB od eng. Commassie brilliant blue

NCBI od eng. National Center for Biotechnology Information database
PFU od eng. plaque-forming units

Trp triptofan

H-NS od engl. heat-stable nucleoid-structuring protein

HtpG

od engl. high-temperature protein G




BSA od engl. bovine serum albumin

GAPDH  gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

PMSF fenilmetilsulfonil fluorid

IPTG Izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid

PBS fosfat puferirana fizioloska otopina (od engl. phosphate-buffered saline)
PFS engl. protospacer flanking site




1. UvOD

1.1. Sustav CRISPR-Cas

Sustav CRISPR-Cas, poznat kao sustav stecene odnosno adaptivne imunosti, predstavlja
vazan mehanizam obrane prokariota od infekcije stranom DNA kao $to su fagi i plazmidi. Ovaj
sustav sastoji se od lokusa CRISPR (od engl. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats) i gena cas (od eng. CRISPR-associated), ¢ijom ekspresijom nastaju proteini Cas
odgovorni za obrambeni mehanizam bakterija.

Lokus CRISPR identificirali su Ishino i suradnici 1987. godine prilikom istrazivanja u
kojemu su analizirali sekvencu kromosomske DNA koja sadrzi gen iap kako bi razjasnili
njegovu ulogu u konverziji izozima alkalne fosfataze u E. coli. Nizvodno od gena iap zamijetili
su pet homolognih sekvenci od 29 ponavljajué¢ih nukleotida razdvojenih neponavljajuc¢im
kratkim sekvencama (razmaknicama) od 32 nukleotida (Ishino i sur. 1987). Naziv CRISPR koji
opisuje strukturu navedenog lokusa usuglasili su 2002. godine Jansen i suradnici, a niz gena u
neposrednoj blizini lokusa ¢ijom ekspresijom nastaju proteini vazni u koracima obrane nazvali
su geni cas (Jansen i sur. 2002). Analizom sekvenci razmaknica lokusa CRISPR otkriveno je
da su razmaknice homologne sekvencama strane DNA bakteriofaga i plazmida, od kojih
vjerojatno i potjecu, §to je upucivalo na njihovu ulogu u imunosnom sustavu prokariota (Mojica
i sur. 2005). Uloga sustava CRISPR-Cas kao sustava adaptivne imunosti u obrani od infekcije
fagom otkrivena je u bakteriji Streptococcus thermophilus prilikom ¢ega je primije¢eno da
dolazi do ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR nakon infekcije, a koje potjecu iz faga,
¢ime se pruza dodatna otpornost na invaziju fagom (Barrangou i sur. 2007). Lokus CRISPR se
sastoji od svega dvije do 250 ponavljajucih palindromskih sekvenci DNA (engl. repeats),
veli¢ine izmedu 25 i 70 parova baza, razdvojeni razmaknicama (engl. spacers) sli¢ne veli¢ine.
Uzvodno od lokusa CRISPR nalaze se vodece sekvence koje se sastoje od nukleotida adenina
i timina te sadrZze promotor koji sudjeluje u transkripciji lokusa (Pougach i sur. 2010).
Ekspresijom gena cas koji se nalaze uzvodno i nizvodno od lokusa CRISPR nastaju proteini

Cas, koji su odgovorni za pojedine korake u obrani bakterija (Marraffini i Sontheimer 2010).



1.2. Klasifikacija sustava CRISPR-Cas

Sli¢no drugim bioloskim obrambenim mehanizmima, arhealni i bakterijski sustav CRISPR -
Cas pokazuje znacajnu raznolikost u sekvencama proteina Cas, u sastavu i duzini gena te lokusu
(Makarova 1 sur. 2020). Ubrzana evolucija ve¢ine gena cas i znacajna varijabilnost u lokusu
CRISPR predstavlja veliki izazov u konzistentnoj klasifikaciji sustava CRISPR-Cas i proteina
Cas (Makarova i sur. 2011). Haft i suradnici svrstali su proteine Cas u 45 porodica te osam
podtipova, a svaki podtip nazvan je prema vrsti u kojoj se javlja (Haft i sur. 2005). Prema
novijoj klasifikaciji razlikuju se dva razreda, Sest tipova te 33 podtipova sustava CRISPR — Cas
(Makarova i sur. 2020). Primijenjen je pristup klasifikaciji u dva koraka prilikom ¢ega se prvo
identificiraju svi geni cas u svakom lokusu CRISPR-Cas, a potom determiniraju jedinstveni
geni za pojedine lokuse koji omogucuju podjelu prema tipovima i podtipovima (Makarova i
sur. 2015). Prema navedenoj Klasifikaciji, razredu 1 pripadaju sustavi CRISPR-Cas (tipovi I,
111 1V) koji posjeduju efektorski kompleks koji se sastoji od vise proteina Cas, od kojih neki
tvore kompleks s crRNA (kao §to je kompleks Cascade u tipu I) te posredovanjem dodatnih
Cas proteina sudjeluju u procesiraju pre-crRNA i interferenciji (Makarova i sur. 2020). U razred
2 svrstavaju se sustavi (tipovi I, V) kod kojih sve funkcije efektorskog kompleksa obavlja jedan
protein, kao §to je Cas9 u tipu II sustava (Makarova i sur. 2015). Daljnjom analizom sustava
CRISPR-Cas identificirani su novi podtipovi sustava CRISPR-Cas tipa V te novi tip sustava
CRISPR-Cas —tip VI koji pripada razredu 2 i posjeduje tri dodatna podtipa (Koonin i sur. 2017;
Yan i sur. 2019). Navedeni tipovi razlikuju se prema pojedinim proteinima (Cas3 u tipu I, Cas9
u tipu Il i Cas10 u tipu Ill, Csfl (velika podjedinica nalik Cas8) u tipu IV, Casl2 u tipu V i
Casl13 u tipu VI (Makarova i sur. 2018) te mehanizmu procesiranja CRISPR transkripata i
interferencije (Makarova i sur. 2011).

U vecini sustava CRISPR-Cas prisutni su proteini Casl i Cas2 koji sudjeluju u fazi
adaptacije 1 imaju klju¢nu ulogu u inserciji razmaknica u lokus CRISPR (Makarova i sur. 2015),
uz mogucu dodatnu ukljucenost restrikcijske endonukleaze Cas4 (Hooton i sur. 2014) ili kod
tipa Il CRISPR-Cas sustava proteina Cas9 (Heler i sur. 2015). U fazi ekspresije i interferencije
posreduje kompleks koji se sastoji od viSe proteinskih podjedinica ili pojedina¢nog velikog
proteina (npr. Cas9) i crRNA koji vezu pre-CrRNA koja se potom procesira u zrelu crRNA u
koraku kataliziranom RNA endonukleazom (kod tipa I i Il to je Cas6) ili u koraku koji
ukljucuje RNazu III i tracrRNA (od engl. trans-activating CRISPR RNA) (tip 1) (Deltcheva i
sur. 2011), kao sto je prikazano na Slici 1. U fazi interferencije crRNA efektorski kompleks (u

tipu I 1 I1I sustava) ili Cas9 (u tipu II) kombinira nukleaznu aktivnost sa specificnim vezanjem
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RNA. Vezanje ciljne DNA temelji se na komplementarnosti s razmaknicom crRNA (Makarova
I sur. 2015). Cijepanje strane DNA katalizirano je HD nukleaznom domenom Cas3 u sustavu
tipa I, kombinirana je aktivnost Cas7 i Cas10 koji ¢ine Csm kompleks kod tipa III ili Cas9 kod
sustava tipa II (Jinek i sur. 2012)., kao $to je prikazano na Slici 1.

Tipovi I, I1i IV sustava CRISPR-Cas koji pripadaju razredu 1 posjeduju jedinstveni gen
cas3 ili njegovu varijantu cas3’ koji kodira za protein Cas3 (Hsu i sur. 2014, Makarova i sur.
2015). Sustavi CRISPR-Cas tipa | podijeljeni su na sedam podtipova, od I-A do I-F i I-U Kkoji
se razlikuju prema organizaciji operona (Makarova i sur. 2015). Transkripcijom lokusa
CRISPR nastaju pre-crRNA koje se procesiraju djelovanjem ribonukleaze Cas6 u kratke zrele
CrRNA (Slika 1.). Zrela crRNA pomocu proteina Cascade (0d eng. CRISPR-associated
complex for antiviral defence) formira kompleks koji prepoznaje te veze komplementarnu
stranu DNA. Ulogu u inaktivaciji strane DNA u zadnjem koraku obrane ima protein Cas3 (osim
kod podtipova I-F i I-B) koji sadrzi helikazne i nukleazne domene (Hsu i sur. 2014; Makarova
I sur. 2015). Sustavi CRISPR-Cas tipa III sadrze gen casl0, ¢ijom ekspresijom nastaje protein
koji €ini najvecu podjedinicu kompleksa crRNA 1 efektorskih proteina tipa III te je Cesto
fuzioniran za HD nukleaznu domenu (koja se razlikuje od nukleazne domene sustava CRISPR-
Cas tipa I), osim kod podtipa I11-D koji je nema (Makarova i sur. 2006). Lokus tipa Il kodira
za malu podjedinicu koja je specificna za svaki podtip, Cas5 1 nekoliko podjedinica proteina
Cas7 (Makarova i sur. 2015). Podijeljeni su u Sest podtipova (od III-A do I11-F), a razlikuju se
po tome sadrze li kao malu podjedinicu protein Csm2 (Cas11) (III-A, 111-D, I1I-E), Cmr5 (I11-
B i 1I-C) ili posjeduju samo jedan protein nalik Cas7 (111-F). Podtip 11I-A posjeduje i gene
casl, cas2 i cas6, dok kod vecine lokusa ITI-B nedostaju (Makarova i sur. 2015). Navedeni
podtipovi mogu cijepati stranu DNA ili RNA (Samai i sur. 2015). Sli¢no ve¢ini lokusa podtipa
I11-B, tipu IV sustava CRISPR-Cas nedostaju geni casl i cas2. Ovaj tip sustava kodira za
efektorski kompleks koji se sastoji od crRNA 1 djelomi¢no degradirane velike podjedinice Csfl,
Cas5 i Cas7 te u nekim slu¢ajevima manje podjedinice, dok csfl sluzi kao jedinstveni gen za
raspoznavanje ovoga tipa sustava (Makarova i sur. 2011).

Razredu 2 sustava CRISPR-Cas pripadaju tipovi Il, V i VI te posjeduju kompleks crRNA i
pojedinacni efektorski protein. Tip II sustava CRISPR-Cas, za razliku od tipa I i 111, ima puno
manji broj gena. Specifi¢ni gen za tip II je cas9, koji kodira za protein koji se sastoji od vise
domena i koji sudjeluje cijepanju DNA te fazi adaptacije. Svi CRISPR-Cas lokusi tipa Il sadrze
I gene casl i cas2, a vecina lokusa kodira i tractrRNA koja je djelomi¢no komplementarna
ponavljaju¢im sekvencama koje se nalaze u lokusu CRISPR (Makarova i sur. 2015). tracrRNA

se veze na ponavljaju¢e komplementarne sekvence u transkriptu pre-crRNA, stvaraju¢i hibrid
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kojeg stabilizira Cas9, a zatim ih RNaza III cijepa i obraduje. Hibrid zrele crRNA i tracrRNA
usmjerava protein Cas9 do ciljne DNA (Slika 1.). Cas9 je protein koji se sastoji od nukleazne
domene HNH u sredini proteina koja cijepa lanac DNA komplementaran sekvenci razmaknice
u crRNA i N-terminalne nukleazne domene RuvC koja cijepa lanac nasuprot komplementarnog
lanca (Deltcheva i sur. 2011), $to rezultira dvolanc¢anim cijepanjem ciljne DNA (Garneau i sur.
2010). Razvojem strukture koja kombinira tracrRNA i crRNA u jednu molekulu, tzv. single-
guide RNA Kkoja zajedno s Cas9 ¢ini kompleks koji uspjesno cijepa ciljnu DNA, doslo je i do
primjene sustava tipa II u svrhe genetickog inzenjerstva (Jinek i sur. 2012). Kod tipa I1-A
protein Csn2 je ukljucen u fazu adaptacije (Makarova i sur. 2019). Za razliku od tipa II, kod
tipa V efektori Casl2a, Casl2b i Casl2¢ sadrze samo RuvC domenu koja cijepa oba lanca
strane DNA (Makarova i sur. 2019), dok Casl2a ne treba dodatnu tracrRNA za cijepanje
stranog genoma (Shmakov i sur. 2010) (prikazano na Slici 1.). Sustavima CRISPR-Cas tipa VI
takoder nije potrebna tractrRNA. Podijeljeni su u tri podtipa, VI-A, VI-C i dvije varijante VI-B.
Efektori tipa VI (Casl3) sadrze dvije HEPN (od eng. higher eukarytoes and prokaryotes
nucleotide-binding domain) domene kojim kompleks Casl13:crRNA cijepa ciljnu RNA
(Anantharaman i sur. 2013) nakon vezanja na ciljna mjesta s motivima PFS (eng. protospacer
flanking site) (Abudayyeh i sur. 2016). Casl3 ima dvojaku ribonukleaznu aktivnost:
omogucava procesiranje pre-CrRNA te cijepanje strane RNA (Abudayyeh i sur. 2017), te
vjerojatno cilja virusnu DNA cijepanjem virusnih transkripata, a zatim inducira mirovanje
bakterije potaknuto infekcijom virusa (Meeske i sur. 2019) ili kao finalni odgovor programiranu

stani¢nu smrt (Koonin i Zhang 2017).



g |
cas geni okus CRISPR
pre-crRNA ¥
Razred 1 Razred 2 tracrRNA
Cast~,
am, - - = \.43& \ ’ ' '
Su—u = Ne—ld * " e RNAza il
< Casé Dimer—, RN : = .
B L)
[+ = =
: 5 T |
) s —~8 ~3 TIP lI-A '—Casf
8 TIP I-E ’ 9_
= g
E TIP lII-A 3— =
» l zrela TIP VI-A
v
zrela ¥ zrela (, zrela 9 - zrela 9 —
crRNA 2 uﬂr\u ‘ crRNA CrRNA —
— sy
1@(: | (o0
(‘“"'“"i Cascad - 3 v v v -
.| = / -
T 2 Mo - Y
g —f W =, _ .E
2 PAM—i :'::P‘ s LS
:'-3 ﬁ.i—,m: szem e PAM ths =S i
b 4 csmé ¥ __
Cas3 ,-,-,%
nespecifitna RNA

Slika 1. Tipovi sustava CRISPR-Cas (preuzeto i prilagodeno prema: Strich i sur. 2019). Dva su razreda sustava
CRISPR-Cas: razred 1 kojemu pripadaju tipovi I, I11'i IV te razred 2 kojemu pripadaju tipovi Il, V i V1. Navedeni
tipovi razlikuju se prema nacdinu stvaranja crRNA i efektorskim proteinima. Svakome tipu je karakteristiCan

odredeni protein: tipu I Cas3, tipu III Cas 10, tipu IV Cas Csfl, tipu II Cas9, tipu V Cas12, a tipu VI Cas13.

1.3. Mehanizam obrane adaptivnim imunosnim sustavom CRISPR-Cas

Mehanizam imunosnog odgovora posredovanog sustavom CRISPR-Cas odvija se u tri
glavne faze. Tijekom prve faze, koja se naziva adaptacija, nakon infekcije fagom bakterija
integrira fragmente strane DNA u lokus CRISPR kao novu razmaknicu, $to rezultira otpornoS¢u
na strane genetske elemente koji posjeduju tu sekvencu (Barrangou i sur. 2007; Horvath i sur.
2008). Kompleks proteina Cas veZe se na ciljnu DNA, cesto nakon prepoznavanja kratke
sekvence PAM (od eng. protospacer adjacent motif), a potom izrezuje sekvence strane DNA
koje se nazivaju protorazmaknice (eng. protospacer). Kratka sekvenca PAM ne ugraduje se U
lokus CRISPR §to omogucuje bakteriji razlikovanje strane od vlastite DNA (Mojica 1 sur.
2009). Protorazmaknica se procesira i kompleks ju ugraduje u lokus CRISPR kao razmaknicu
(eng. spacer) (Makarova i sur. 2019). Tijekom faze ekspresije, lokus CRISPR je obi¢no
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prepisan kao pojedina¢ni dugacki transkript pre-crRNA, Kkoji se zatim procesira u zrele kratke
crRNA od kojih svaka sadrzi sekvencu razmaknice. Tijekom faze interferencije crRNA ostaje
vezana za proteinski kompleks i sluzi kao smjernica u prepoznavanju sekvenci protorazmaknice
u invadiraju¢em genomu virusa ili plazmida koji se potom cijepa i inaktivira posredstvom Cas
nukleaza koje su ili dio efektorskog kompleksa, ili proteina koji se aktiviraju tijekom faze
interferencije (Makarova i sur. 2015).

1.4. Sustav CRISPR-Cas tipa I-E
CRISPR-Cas sustav tipa I-E u bakteriji Escherichia coli K12 sastoji se od osam gen cas:

cas3, casA (csel), casB (cse2), casC (cas7), casD (casb), casE (cas6e), casl, cas2 i nizvodno
smjestenog lokusa CRISPR-1, a prisutan je i lokus CRISPR-2.

Pcas3 Pcsel PCRISPR
cas3 cse 1 cse2 cas7 casS5 cas6 cas? cas2 CRISPR 1
— > e m)mmdpamdpmd @1 211124+
aontiPcos

Slika 2. Grada sustava CRISPR-Cas tipa I-E u bakteriji Escherichia coli K12 (preuzeto i prilagodeno prema: Miti¢
i sur. 2020).

Pet gena cas (casA-E) kodira za proteinske podjedinice koje zajedno s crRNA tvore
kompleks Cascade (Brouns i sur. 2008). Kompleks Cascade tipa I-E sastoji se od jedne crRNA
od 61 nukleotida i 11 podjedinica Cas proteina ((Csel):-(Cse2)2-(Cas5)i-(Cas7)s-(Cas6e)1), a
njegova ukupna masa iznosi 405 kDa (Brouns i sur. 2008; Jore i sur. 2011). Cascade prepoznaje
DNA kao stranu ako sadrzi sekvencu komplementarnu crRNA (razmaknici) 1 sekvencu PAM
(Semenova i sur. 2011; Mojica i sur. 2009; Goren i sur. 2012). Lokus CRISPR ne sadrzi PAM
sekvencu 1 na taj nacin je zasti¢en od djelovanja kompleksa Cascade (Semenova i sur. 2011,
Mojica i sur. 2009). Kada se kompleks Cascade veze na stranu DNA, podjedinica proteina CasA
(Csel) prepoznaje sekvencu PAM (Sashital i sur. 2012; Mulepati i sur. 2012). Potom slijedi
sparivanje ctrRNA 1 komplementarne protorazmaknice ciljnog lanca DNA, S$to uzrokuje
stvaranje R-omde, a istiskuje se lanac koji nije komplementaran crRNA (Jore i sur. 2011).

Sparivanje zapocinje unutar sekvence razmaknice od 8 nukleotida (seed sekvenca) u



neposrednoj blizini PAM sekvence, a potom u cijeloj protorazmaknici (Semenova i sur. 2011,

Sashital i sur. 2012), kao §to je prikazano na Slici 3.

5 protorazmaknica 3

Slika 3. Prikaz komplementarnog sparivanja razmaknice crRNA i protorazmaknice ciljne DNA prilikom ¢ega

nastaje R-omca (preuzeto i prilagodeno prema: Hochstrasser i sur. 2014).

Nakon transkripcije lokusa CRISPR nastaje zrela crRNA specifi€nim cijepanjem pomocu
endoribonukleaze Cas6e unutar ponavljajuéih sekvenci transkripta pre-crRNA (Gesner i sur
2011; Sashital, Jinek i Doudna 2011). Protein Cas6e ostaje vezan na 3' kraj strukture omce zrele
crRNA i nakon cijepanja (Jackson i sur. 2014). Kompleks Cascade se potom zajedno s
proteinom Cas5 (CasD) veze na 5' kraj crRNA 1 6 podjedinica proteina Cas7 (CasC) veZe se na
svaku Sestu poziciju u sekvenci razmaknice (Brouns i sur. 2008; Jore i sur. 2011), kao $to je
prikazano na Slici 4. Uz proteine Cas7, Cas6e je povezan na trup kompleksa Cascade
interakcijama s proteinom Cse2 (Jackson i sur. 2014). Dva dodatna proteina Csel (CasA) i
dimer Cse2 (CasB) predstavljaju veliku i malu podjedinicu Cascade (Brouns i sur. 2008). Obje
podjedinice uklju¢ene su u vezanje kompleksa na stranu DNA, dok velika podjedinica sudjeluje
u selekciji ciljne DNA (Jore i sur. 2011; Wiedenheft i sur. 2011; Sashital, Wiedenheft i Doudna
2012). Kako bi se kompleks Cascade vezao, potrebna je komplementarnost crRNA i ciljne
DNA (Wiedenhatft i sur. 2011). Za nekomplementarni lanac veze se protein Cas3 i inicijalno je

mjesto cijepanja strane DNA (Mulepati i sur. 2013).
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Slika 4. Nastajanje kompleksa Cascade CRISPR-Cas sustava tipa I-E. (preuzeto i prilagodeno prema: Plagens i
sur. 2015).

U zadnjem koraku u fazi interferencije helikaza i endonukleaza Cas3, protein specifi¢an za
tip I sustava CRISPR-Cas, degradira ciljnu DNA (Brouns i sur. 2008; Westra i sur. 2012). Cas3
se aktivira posredovanjem proteina CasA (Csel) kompleksa Cascade koji prepoznaje ciljnu
DNA i smjesta Cas3 u blizinu sekvence PAM (Hochstrasser i sur. 2014). Protein Cas3 veZe se
CTD domenom na podjedinicu Csel kompleksa Cascade i cijepa istisnuti lanac DNA 11
nukleotida od pocetka R-omée (Mulepati i Bailey 2013; Sinkunas i sur. 2013). To omogucuje
vezanje helikazne domene koja stabilizira vezu izmedu kompleksa Cascade 1 Cas3 (Loeff i sur.
2018).

Cas3 je ATP-ovisna jednolan¢ana DNA translokaza/helikaza koja je u velikom broju sustava
CRISPR vezana na HD-nukleaznu domenu. Translokaza i nukleaza Cas3 aktivira degradaciju
DNA tako §to ju reducira u krac¢e fragmente od desetak nukleotida u procesu CRISPR
interferencije (He i sur. 2020). Cas3 sadrzi HD (histidin-aspartat)-nukleaznu domenu vezanu
za dvije RecA domene koje su karakteristi¢ne za helikaze superfamily-2 (SF2) (He i sur. 2020).
Izmedu dviju domena RecAl i RecA2 u helikaznoj jezgri nalazi se rascjep u kojem dolazi do
konformacijskih promjena prilikom vezanja i hidrolize ATP-a. To uzrokuje odmatanje
dvolanc¢ane strane DNA u 3'-5' smjeru, koja se zatim usmjerava prema HD nukleaznoj domeni
(Huo 1 sur. 2014). HD domena vrsi metal ovisnu nukleaznu aktivnost na jednolan¢anoj DNA
(Mulepati i sur. 2011, Sinkunas i sur. 2011; Beloglazova i sur. 2011). Cas3 progresivno

odmotava i degradira stranu DNA, sto je posredovano ATP-ovisnom helikaznom i nukleaznom



aktivnoséu (Westra i sur. 2012). Pomicanje Cas3 po DNA katalizirano je ATP-om koji se veze
na domenu RecAl, $to inducira rotaciju i zatvaranje prema domeni RecA2 prilikom cega se
izlaZu vazni aminokiselinski ostaci hidrolizi ATP-a. Nakon hidrolize ATP-a i disocijacije,
domene RecA vracaju se u pocetni polozaj (Huo 1 sur. 2014). Odmotavanje lanca DNA
osigurava supstrat jednolancane DNA za nukleaznu domenu te otpuStanje Cascade s
protorazmaknice. Cas3 cijepa oba lanca unutar protorazmaknice i uzvodno od PAM sekvence
(Mulepati i sur. 2013, Loeff i sur. 2018, Xiao i sur. 2018). Protein Cas3 nije u interakciji sa
kompleksom Cascade u odsutnosti ciljne DNA (Westra i sur. 2012). Na slici 5. prikazana je

kristalna struktura proteina Cas3 iz bakterije Thermobifida fusca.

N-terminalna HD
nukleazna domena

% D 5

Slika 5. Kristalna struktura proteina Cas3 bakterije Thermobifida fusca (preuzeto i prilagodeno prema: Plagens i
sur. 2015). N-terminalna HD nukleazna domena oznacena je smedom, RecAl domena ljubiGastom, RecA2
domena zelenom, C-terminalna domena (CTD) narancastom, poveznica (linker) zutom bojom, a jednolan¢ana

DNA crvenom bojom.

1.5. Regulacija sustava CRISPR-Cas tipa I-E

Na aktivnost sustava CRISPR-Cas tipa I-E utjecu razliciti faktori, medu ostalim i proteini
koji nisu dio skupine Cas proteina, kao §to su protein H-NS (od engl. heat-stable nucleoid-
structuring protein) te Saperon HtpG (od engl. high-temperature protein G).



1.5.1. H-NS

Protein H-NS vrlo je zastupljen prokariotski protein koji ima vaznu ulogu u organizaciji
kromosomske DNA i utiSavanju gena (Pul i sur. 2010). U bakteriji E. coli protein H-NS ima
ulogu represora i sprjecava transkripciju gena cas3, te lokusa CRISPR i gena koji kodiraju za
kompleks Cascade, Casl i Cas2 vezanjem za sekvencu IGLB (od engl. intergenic region ygcL-
ygcB) izmedu gena cas3 i casA, unutar koje se nalazi promotor Pcas (Majsec i sur. 2016, Pul i
sur. 2010). Stanice divljeg tipa bakterije E. coli K12 koje imaju anti-lambda razmaknicu
komplementarnu protorazmaknici strane DNA (fag L) nisu pokazale rezistenciju na infekciju
fagom A, dok su one kojima uz to jo$ i nedostaje represor H-NS (A/4ns) pokazale otpornost na
infekciju (Pougach i sur. 2010; Majsec i sur. 2016).

1.5.2. HtpG

Protein HtpG iz bakterije E. coli homologan je proteinu Hsp83 (od engl. heat shock protein
83) izoliranom iz vrste Drosophila melanogaster i spada u skupinu $aperona Hsp90, a njegova
se koli¢ina povecava pri poviSenoj temperaturi, infekciji fagom ili u prisustvu toksi¢nih tvari
(Bardwell 1 Craig 1987). Yosefisur. (2011.) pokazali su da je Saperon HtpG vazan u odrzavanju
funkcionalne razine proteina Cas3, vaznog proteina za fazu CRISPR interferencije u bakterija.
Naime, nedostatak proteina HtpG dovodi do smanjenja aktivnog proteina Cas3 koji se moZe
nadomjestiti povecanom koli¢inom proteina Cas3 ekspresijom s plazmida. Prekomjerna
ekspresija Saperona HtpG uzrokuje povecanu koli¢inu Cas3 u mutantu AhtpG, Sto podupire
objasnjenje da je HtpG ukljucen u smatanje i/ili stabilizaciju proteina Cas3 (Barrangou 1 sur.
2013). Opcenita uloga proteina HtpG u pomaganju proteinu Cas3 za druge bakterije ili za arheje

nije poznata jer HtpG nije rasprostranjen medu arhejama (Yosef i sur. 2011).

1.6. Temperaturna osjetljivost proteina Cas3 i ciljevi istraZivanja

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da zastita bakterija E. coli od infekcije fagom lambda
(A) ovisi o temperaturi inkubiranja kada su kompleks Cascade, crRNA i Cas3 eksprimirani dok
je inaktiviran H-NS (mutant Ahns), transkripcijski represor sustava CRISPR-Cas. Protein Cas3
se tada pokazao kao limitiraju¢i faktor u rezistenciji na infekciju fagom na 37 °C $to je
zakljuCeno na temelju slijedec¢ih rezultata: i) poveéana koli¢ina proteina Cas3 eksprimirana s

plazmida, vratila je rezistenciju na fag A kod stanica s nedostatkom gena hns s anti-lambda
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razmaknicama pri temperaturi od 37 °C, ii) aktivnost proteina Cas3 ovisila je i o Saperonu HtpG
jer u stanicama bez gena hns i htpG povecana koli¢ina proteina Cas3 nije mogla vratiti
rezistenciju na fag A (Majsec i sur. 2016). Ovi rezultati su ukazali da su za obranu od infekcije
fagom na 37 °C potrebne povecane koli¢ine proteina Cas3 i prisutnost kromosomskog gena
htpG, iii) povecana ekspresija samo S$aperona HtpG nije mogla uspostaviti otpornost Ahns
stanica na infekciju fagom na 37 °C, pa uloga Saperona HtpG u stabilnosti proteina Cas3 pri

razli¢itim temperaturama nije u potpunosti razjasnjena.

Kako bi se razjasnila temperaturna osjetljivost proteina Cas3 i utjecaj Saperona HtpG, ciljevi
ovog diplomskog rada su:

1) Istraziti utjecaj toCkastih mutacija u genu cas3 na aktivnost tih proteina u rezistenciji na
infekciju fagom A u ovisnosti o temperaturi inkubiranja s i bez Saperona HtpG. Na taj nacin
istraziti utjece li protein HtpG na konformaciju proteina Cas3.

2) Istraziti kako Saperon HtpG utjece na koli¢inu proteina Cas3 u sojevima wt, Ahns, AhtpG i
Ahns AhtpG pri razli¢itim temperaturama uzgoja metodom Western blot kako bi se razjasnila

moguca uloga ovog proteina u stabilnosti proteina Cas3 in vivo.
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2. MATERIJALI | METODE
2.1. MATERIJALI

U Tablicama 1. i 2. prikazani su sojevi bakterije Escherichia coli K-12 i plazmidi koji su

koriSteni u ovom istrazivanju.

2.1.1. Sojevi

Tablica 1. Popis bakterijskih sojeva bakterije Escherichia coli

K-12 koji su koristeni u

istrazivanju.
Soj Genotip Referenca ili izvor
E. coliB F ompT gal decm lon hsdSg(rsmg™) [malB*]«- )
BL21 (Al) PTe (e ms) | e Invitrogen
12(A%) araB:: T7TRNAP-tetA
11B1266 BL21 (AI) Ac AT3 Acasl::kan cas3*csel-cas6™ I. Ivanci¢ Bace
F~ rrnB AlacZ4748 (::rrnB-3) hsdR514 A (araBAD) 567 .
BW25113 { ) ( ) Datsenko i sur. (2000.)
A (rhaBAD) 568 rph-1 A~
BW39651 BW25113 + AT3 spacer Pougach K.
11B1088 BW25113+ His6x-cas3::kan I. Ivanéi¢ Bace
11B1103 BW25113 + His6x-cas3::kan Ahns::cat I. Ivanci¢ Bace
11B1104 BW25113 + AhtpG::FRT His6x-cas3::kan I. Ivanci¢ Bace
11B1105 BW25113 + AhtpG::FRT Ahns::cat His6x-cas3::kan I. Ivanci¢ Bace
11B1309 BW39651+ AT3 Ac Acasl::FRT Ahns:: kan I. Ivanéi¢ Bace
11B1342 1309 + AT3 Ac Acasl::FRT Ahns:: kan cas3 W406A I. Ivancéi¢ Bace
11B1343 1309 + AT3 Ac Acasl::FRT Ahns:: kan cas3 W149/152A | . Ivan¢i¢ Bace
11B1344 1309 + AT3 Ac Acasl::FRT Ahns:: kan cas3 W41A I. Ivancéi¢ Bace
11B1345 1309 + AT3 Ac Acasl::FRT Ahns:: kan cas3 W230A I. Ivancéi¢ Bace
11B1346 1309 + AT3 Ac Acasl::FRT Ahns:: kan cas3 D75A I. Ivanci¢ Bace
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2.1.2. Plaz midi

Tablica 2. Popis plazmida koriStenih u ovom istrazivanju.

Plazmid Opis Referenca ili izvor
pBAD-HisA komercijalni plazmid, AmpR Thermo Fisher Scientific
pAH4 cas3 u pBAD-HisA Ed Bolt

pDM6 cas3W42A u pBAD-HisA D. Miti¢

pDM7 cas3D75A u pBAD-HisA D. Miti¢

pDM8 cas3W406A/D75A u pBAD-HisA D. Miti¢

pW41A cas3W41A u pBAD-HisA D. Miti¢

plIB37 cas3W230A u pBAD-HisA I. Ivanci¢ Bace
plIB39 cas3W406A u pBAD-HisA I. Ivanci¢ Bace
pCDF-1b komercijalni plazmid, Str® Novagen

plIB44 (pHtpG) htpG u pCDF-1b I. Ivanci¢ Bace
pPACYC-Duet komercijalni plazmid, ChI® Novagen

pEB549 Cascade™* (casA-casE) u pACYC-Duet Ed Bolt

2.1.3. Hranidbene podloge

U Tablicama 3. i 4. navedene su hranidbene podloge, antibiotici i induktori koji su primijenjeni

za uzgoj bakterijskih sojeva u ovom istrazivanju.

Tablica 3. Sastav hranidbenih podloga koriStenih za uzgoj bakterijskih sojeva

Hranidbene podloge Sastav

10 g/L bakto-tripton, 5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L
NaCl, 15 g/L agar

10 g/L bakto-tripton, 5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L
NaCl

10 g/L bakto-tripton, 5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L
NaCl, 6 g/L agar

kruta LB podloga (Luria broth)

tekuci LB medij

meki agar (6%)
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Tablica 4. Antibiotici i induktori koriSteni u uzgoju bakterijskih sojeva

Antibiotik Konaé¢na koncentracija
ampicilin 100 pg/ml

streptomicin 50 pg/ml

kloramfenikol 34 pg/ml

Induktor

IPTG 1 mM (238 pg/ml)
L-arabinoza 0,2 %-tna otopina

2.1.4. Komercijalni kompleti

U Tablici 5. navedeni su komercijalni komplet kemiluminiscentnih reagensa za detekciju

konjugata peroksidaze hrena (HRP) na imunoblotima.

Tablica 5. Komercijalni kompleti

Komercijalni kompleti Proizvodac

ECL Western Blotting Substrate Promega

2.1.5. Proteinski markeri

Tablica 6. Proteinski markeri koriSteni u ovom istrazivanju.

Proteinski markeri Proizvodad

Precision Plus Protein All Blue Standards Bio-Rad

Unstained Protein Molecular Weight Marker | Thermo Fisher Scientific
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2.1.6. Boje

U tablici 7. navedene su boje koje su koristene u ovom istrazivanju.

Tablica 7. Otopine boja

Boje

Sastav

Coomassie brilliant blue (CBB) R-250

0,1 % (w/v) CBB R-250 (Thermo Scientific), 45 %

(v/v) metanol, 10 % (v/v) ledena octena kiselina

Bromfenol plava

Otopina bromfenol plave u 20 %-tnom etanolu

2.1.7. Antitijela

U tablici 8. navedena su antitijela anti-His koja su se specificno vezala za His6x-Cas3

histidinski privjesak te primarna i sekundarna antitijela koja se veZu za protein GAPDH koji

sluzi kao kontrola za provjeru koli¢ine nanesenih uzoraka.

Tablica 8. Antitijela koristena u metodi Western blot

Antitijela

Sastav

antitijela anti-His

(Sigma-Aldrich)

10 uL koncentrirane (stock) otopine antitijela anti-His obiljezena peroksidazom iz

hrena (1 mg/ml) razrijedeno u 20 ml pufera za ispiranje (Western blot)

primarna  anti-GAPDH

antitijela (Genetex)

1,25 pL koncentrirane (stock) otopine anti-GAPDH primarnog antitijela u 15 mL

pufera za ispiranje (Western blot)

sekundarna anti-rabbit

antitijela (Sigma-Aldrich)

2 uL koncentrirane (Stock) otopine anti-rabbit HRP antitijela u 15 mL pufera za

ispiranje (Western blot)
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2.1.8. Otopine

Tablica 9. Otopine koje su kori$tene u ovom istrazivanju i njihov sastav.

Otopina

Sastav

20 %-tna otopina L-arabinoze

Otopina L-arabinoze u Milli-Q vodi

Pufer za lizu

1 M Tris-HCI, pH=8, 5 M NaCl, 50 mM PMSF (inhibitor
proteaza) — 0,00879 g PMSF u 1 mL 96 % otopine etanola,

redestilirana voda

Pufer za denaturaciju (Laemmli sample buffer)

125 mM Tris HCI, pH=6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) B-
merkaptoetanol; 32 % (v/v) glicerol; kap bromfenola

plavog

Elektrodni pufer

25 mM Tris, 192 mM glicin, 1 % (w/v) SDS, pH=8,3

Otopina za bojanje (SDS-PAGE)

0,1 % (w/v) CBB R-250; 45 % (v/v) metanol; 10 % (v/v)
ledene octene Kiseline

Otopina za odbojavanje (SDS-PAGE)

10 % (v/v) octena kiselina, 10 % (v/v) etanol

10 % (w/v) amonijev persulfat (APS)

500 mg APS u 5 mL redestilirane vode

1,5 M Tris-HCI (pH=8,8)

18,2 g Tris-HCI, 6 M HCI (do pH=8,8), redestilirana voda
do 100 mL

0,5 M Tris-HCI (pH=6,8)

6 g Tris-HCI, 6 M HCI (do pH=6,8), redestilirana voda do
100 mL

30 % AA/Bis

30 % otopina akrilamid / bisakrilamid (Rotiphorese)

N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin (TEMED)

99 % otopina N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin (TEMED)
(Sigma Aldrich)

Pufer za prijenos

28 mM Tris, 192 mM glicin, 10 % (v/v) metanol, pH=8,3

PBS

10 mM Na;HPOy, 1,7 mM KH,POy, 0,13 M NaCl, 2,7 mM
KCl, pH=7,4

Pufer za blokiranje

3 g mlijeka u prahu (Gramm) u 60 ml PBS-a

Pufer za ispiranje (Western blot)

200 pL detergenta Tween 20 otopljenog u 400 mL PBS-a
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0,01 % CBB G-250; 31,35 % (V/v) etanol; 58,6 % (V/v)

Bradford mati¢na otopina
H3PO4

2,85 % (v/v) etanol; 5,28 % (v/v) H3POg; 6 % (v/v) Bradford

Bradford radna otopina ) )
mati¢na otopina

Otopina albumina govedeg seruma (BSA) (za ]
_ 2 mg/mL BSA u puferu za lizu
pripremu bazdarnog pravca)

10 mM otopina magnezijeva sulfata (MgSOs,) Otopina MgSO4 u MilliQ vodi

50 mM otopina kalcijeva klorida (CaCly) Otopina CaCl, u MilliQ vodi

1 M otopina izopropil-B-D-tiogalaktopiranozida

2,83 g IPTG-au 10 mL dH:O
(IPTG)
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2.2. METODE

2.2.1. Uzgoj bakterijskih sojeva

Za uzgoj bakterijskih sojeva koristene su krute LB podloge (Luria broth) ili teku¢i LB medjj.
Na krutim podlogama bakterije formiraju pojedinacne kolonije nakon rasta preko no¢i, dok se
u teku¢em mediju uzgajaju bakterijske kulture do stacionarne ili do logaritamske faze rasta. U
tekudi ili kruti LB medij se po potrebi dodaju antibiotici i induktori u finalnim koncentracijama

navedenim u tablici 4.

2.2.2. Priprema kemijski kompetentnih bakterija i transformacija bakterijskih sojeva

plazmidima

Kako bismo bakterijske stanice transformirali plazmidnom DNA, odnosno ucinili ih
kompetentnima, tretirane su otopinom Kkalcijeva klorida kako bi bile propusne za ulazak
zeljenog plazmida. Uzgojene su no¢ne bakterijske kulture u teku¢em LB mediju, a zatim je 40
puL navedenih bakterijskih kultura inokulirano u 3 mL novog teku¢eg LB medija 1 inkubirano
na 37 °C u tresilici G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) do logaritamske faze rasta (do
vrijednosti opticke gusto¢e ODgoo = 0,5 — 0,6 koja je izmjerena pomocu spektrofotometrijskog
uredaja Ultrospec 10 Classic). Narasle bakterijske kulture (1,5 mL) istalozene su 2,5 minute na
brzini od 8000 rpm u centrifugi 5415D (Eppendorf). Potom je resuspendiran zaostali talog
bakterijskih stanica u 200 pL prethodno ohladene 50 mM otopine kalcijeva klorida. Bakterijske
stanice ponovno su istalozene, a zatim je talog resuspendiran u 50 pL hladne 50 mM otopine
kalcijeva klorida i inkubirane su na ledu 10 minuta. Potom je pripremljenim kompetentnim
stanicama dodano 2 pL Zeljenog plazmida nakon Cega je slijedila inkubacija na ledu 15 minuta.
Bakterijske stanice su zatim izloZene toplinskom Soku inkubacijom 2 minute na 42 °C u
termobloku Thermomixer comfort (Eppendorf) i 2 minute na ledu. Transformiranim stanicama
je dodano 250 pL tekuéeg LB medija, a zatim su sat vremena inkubirane na 37 °C u tresilici
G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.). Nasadeno je 100 pL transformirane bakterijske
kulture na kruti LB medij s odgovaraju¢im antibiotikom te su inkubirane 15-16 sati na 37 °C u

inkubatoru.

18



2.2.3. lzolacija proteina

Za izolaciju proteina koriStene su bakterijske stanice prethodno transformirane odgovaraju¢im
plazmidima. S krute LB podloge odabrana je prethodno narasla pojedinacna bakterijska
kolonija i prenijeta u 3 mL teku¢eg LB medija u koji je dodano 30 puL 0,1 M otopine IPTG, 30
uL 20 %-tne otopine L-arabinoze (finalne koncentracije 0.2 %) te 3 uL antibiotika
streptomicina (zbog plazmida u koji je kloniran htpG). IPTG je dodan kako bi se potaknula
ekspresija Saperona HtpG s plazmida, a arabinoza za indukciju sinteze proteina Cas3 koji se
nalazi pod inducibilnim promotorom Pgap na bakterijskom kromosomu (tablica 1 i 2). Zatim
su stanice inkubirane 16 h na 37 °C u tresilici G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) ili na
30 °C u tresilici MaxQ 420 HP (Thermo Fisher Scientific). Bakterijske stanice su istalozene u
centrifugi SIGMA 3K30 (5 minuta, 14 000 g, 4 °C), a talog je resuspendiran u 600 puL pufera
za lizu. Potom su uzorci stavljeni na led i lizirani pomoc¢u sonikatora High Intensity Ultrasonic
Processor (Bioblock Scientific) 8 puta po 2 sekunde s 4 sekunde pauze izmedu svake sonikacije.
Lizat bakterijskih stanica potom je centrifugiran u centrifugi SIGMA 3K30 (10 minuta, 14 000
g, 4 °C). Supernatant svakog uzorka u kojem se nalaze otopljeni proteini, medu ostalim i Cas3,
prenesen je u novu tubicu, a zaostali talog resuspendiran u 300 uL pufera za lizu. Po 200 uL
svakog uzorka (supernatanta i taloga) preneseno je u nove tubice, a u svaki uzorak je dodano
pufera za denaturaciju (sample buffer) u omjeru 4:1 (50 pL). Uzorci su zatim denaturirani
toplinskim $okom u termobloku Thermomixer Comfort (Eppendorf) pri 95 °C u trajanju od 5

minuta. Denaturirani proteini su pohranjeni na 4 °C.

2.2.4. Odredivanje koncentracije proteina

Ukupna koncentracija izoliranih proteina odredena je spektrofotometrijski po metodi prema
Bradfordu. Pripremljene su Bradford mati¢na otopina, Bradford radna otopina te otopine
albumina govedeg seruma (BSA) za pripremu bazdarnog pravca. Za izradu bazdarnog pravca
raspon konac¢nih koncentracija otopina BSA prilagoden je oCekivanoj koncentraciji proteina i
iznosi 0,2 — 2,0 mg/mL. Prvo se otapanjem 20 mg albumina govedeg seruma u 10 mL pufera
za lizu priredi otopina BSA koncentracije 2 mg/mL, a potom se iz te otopine priprema 10
razrjedenja u rasponu kona¢ne koncentracije 0,2 — 2,0 mg/mL. Intenzitet plavog obojenja
nastalog pri reakciji proteina u uzorku s Bradfordovim reagensom proporcionalan je
koncentraciji proteina. Mjerenje se provodi pri valnoj duljini od 595 nm. Prije samog mjerenja

pripremaju se dvije slijepe probe koje sadrze 20 puL pufera za lizu 1 1 mL Bradford radne otopine
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te po dvije replike svakog standarda (20 pL standarda i 1 mL Bradford radne otopine). Bazdarni
pravac je pripremljen prije mjerenja koncentracije proteina u uzorku, a pritom se Koristi ista
Bradford radna otopina. Po 20 uL uzorka izoliranih proteina prije denaturacije stavljeno je u 1
mL Bradford radne otopine, a potom vorteksirano na mjeSalici Vortex 4 basic (IKA) i
inkubirano u mraku 5 minuta. Pomoc¢u spektrofotometra SPECORD 50 PLUS (Analytik jena)

odredena je koncentracija izoliranih proteina.

2.2.5. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata
(SDS-PAGE)

Kako bi se provjerila uspjeSnost izolacije ukupnih proteina koriStena je elektroforeza u
poliakrilamidnom gelu, a pritom je koristen sustav Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad). Prvo je
pripremljen 10 %-tni gel za razdvajanje (tablica 8.), a otopina je zatim izlivena izmedu
prethodno slozenog okvira (,,sendvica“) od dvaju stakla izmedu kojih se nalaze razmaknice.
Na izlivenu otopinu gela za razdvajanje stavlja se sloj otopine boje bromfenol plave u etanolu
jer kontakt sa zrakom sprjecava polimerizaciju. Gel je ostavljen da polimerizira otprilike 45
minuta. Nakon polimerizacije uklonjena je zaostala otopina bromfenol plave, a gel za
razdvajanje nadsvoden je prethodno pripremljenom 4 %-tnom otopinom gela za koncentriranje
(tablica 8.). Odmah nakon dodavanja gela za koncentriranje umetnuti su ¢eslji¢i za formiranje

jazica. Nakon §to je i gel za koncentriranje polimerizirao, lagano su uklonjeni ¢esljiéi.

Tablica 10. Sastav 10 %-tnog gela za razdvajanje i 4 %-tnog gela za koncentriranje (navedeni su volumeni za

pripremu dvaju gelova).

Gel za razdvajanje (10 %) Gel za koncentriranje (4 %)
reH20 4.05 mL reH20 3.05 mL
1,5 M Tris-HCl, 0,5 M Tris-HCI,

oH=8.8 2.5mL oH=6.8 1.25mL
AA/Bis (30 %) 3.3mL AA/BiIs (30 %) 665 uL
10 % SDS 100 puL 10 % SDS 50 uL
10 % APS 50 uL 10 % APS 35 uL
TEMED SuL TEMED 8 uL
ukupni volumen 10 mL ukupni volumen 5mL
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Okuviri sa stakalcima u kojima se nalazi pripremljeni gel u¢vrséeni su na elektrodni nosac, a u
otvor nosaca izmedu dvaju gelova uliven je prethodno pripremljeni elektrodni pufer. U jazice
su naneseni uzorci koji sadrze 9 ug izoliranih i denaturiranih proteina iz svakog transformiranog
bakterijskog soja iglom Hamilton, a u prvu jazicu je naneseno 3 pL markera Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific). Gelovi s nanesenim uzorcima stavljeni
su u kadicu u koju je prethodno dodan elektrodni pufer i stavljen je poklopac, a elektrode su
spojene s izvorom struje (power supply). Pokrenuta je elektroforeza koja je prvih 15 minuta
tekla na 100 V kako bi naneseni proteini putovali kroz gel za koncentriranje, a potom jos 50
minuta na 190 V. Zatim je aparatura rastavljena, a gelovi su odvojeni od stakalca te je uklonjen
gel za koncentriranje, odnosno jazice. Za vizualizaciju proteina u gelu koristena je tehnika
obojenja Coomassie bojom. Gelovi su obojeni bojom Coomassie brilliant blue (CBB) R-250 na
tresilici 60 minuta pri sobnoj temperaturi, a potom odbojeni otopinom za odbojavanje 45 minuta

pri sobnoj temperaturi. Gelovi su skenirani 1 pohranjeni su u otopini za odbojavanje pri 4 °C.

2.2.6. Metoda mokrog prijenosa proteina na nitroceluloznu membranu (Western blot)

Mokri prijenos odvija se u vertikalnom sustavu za elektroprijenos Mini trans-blot
electrophoretic transfer cell (BioRad). Uzorci izoliranih i denaturiranih proteina su prethodno
razdvojeni elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata
navedenim postupkom. Za elektroforezu koristeni su Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Precast
gelovi (Bio-Rad), a nanesen je marker Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-Rad).
Elektroforeza je tekla na 200 V u trajanju od 35 minuta. Prije zavrSetka elektroforeze u veliku
petrijevu posudu s prethodno pripremljenim puferom za prijenos namoce se dvije spuzvice s
Whatman filter papirom. Izrezane su dvije nitrocelulozne membrane Whatman Protran BA 83
(GE Healthcare) prema veli¢ini Whatman filter papira te im je odrezan donji desni dio kako bi
raspoznali gornji dio membrane. Na plasti¢ni okvir uredaja (tamnom stranom prema dolje)
stavljaju se spuzvice s Whatman filter papirom, nitrocelulozna membrana (tako da je odrezani
dio dolje desno), gel (tako da je prvi uzorak na lijevoj strani), drugi filter papir i opet spuzvica
kojom se sve dobro pritisne kako ne bi zaostali mjehuri¢i zraka. Ovako pripremljeni sendvi¢
postavlja se u uredaj tako da membrana bude okrenuta prema anodi jer su proteini zbog SDS-a
negativno nabijeni. Prijenos traje 60 minuta na 60 V. Nakon prijenosa svaka membrana se
stavlja u zasebnu petrijevku i dodaje se po 30 mL pufera za blokiranje (kako bi se zaostala
slobodna vezna mjesta na membrani zasitila proteinima iz mlijeka) te se inkubira sat vremena

na sobnoj temperaturi na tresilici. Za to vrijeme gel se oboja tehnikom obojenja Coomassie
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bojom te odboji puferom za odbojavanje kako bi provijerili je li zaostalo proteina na gelu. Nakon
blokiranja, membrana se ispire tri puta u trajanju od 5 minuta s po 15 mL pufera za ispiranje te
se pritom inkubira na tresilici na sobnoj temperaturi. Potom se membrana prereze na dva dijela
izmedu 4. i 5. benda markera (izmedu 75 kDa i 50 kDa jer je Cas3 otprilike 100 kDa, dok je
GAPDH 36 kDa). Gornji dio membrane se inkubira dva sata pri sobnoj temperaturi u anti-His
antitijelu na tresilici. Nakon inkubacije, anti-His antitijela su vra¢ena u epruvetu za ponovno
koriStenje, a membrane su isprane tri puta u trajanju od 5 minuta s po 15 mL pufera za ispiranje.
Donji dio membrane se inkubira u primarnom anti-GAPDH antitijelu dva sata pri sobnoj
temperaturi na tresilici, a potom preko no¢i na 4 °C. Nakon prekonoéne inkubacije, primarno
anti-GAPDH antitijelo vraceno je u epruvetu za ponovno koriStenje, a potom je membrana
isprana tri puta u trajanju od 5 minuta s po 15 mL pufera za ispiranje. Nakon ispiranja dodano
je 15 mL sekundarnog anti-rabbit antitijela te je membrana inkubirana dva sata pri sobnoj
temperaturi na tresilici. Potom su vraéena sekundarna anti-rabbit antitijela u epruvetu, a
membrana je isprana tri puta u trajanju od 5 minuta s po 15 mL pufera za ispiranje. Proteini na
membrani na koje su se vezala antitijela anti-His (koja su fuzionirana s peroksidazom iz hrena)
ili sekundarna anti-rabbit antitijela detektirana su kemiluminiscentno reagensom za detekciju
ECL Western Blotting Substrate (Promega). Pomijesano je 1 mL otopine vodikova peroksida s
1 mL otopine luminol pojac¢ivaca, a smjesa je nekoliko puta nanesena na membranu, a zatim je
ostavljena na inkubaciji u mraku 5 minuta. Signal je detektiran u programu Image Studio Lite
pomocu uredaja C-DiGit Blot Scanner (LI-COR, Biosciences). Western blot metoda koristena
je za procjenu koli¢ine proteina Cas3 u pojedinom uzorku prilikom ¢ega se usporedivao

intenzitet signala pojedine proteinske vrpce na blot membrani.

2.2.7. Odredivanje broja plakova faga lambda pri razli¢itim temperaturama inkubacije

Za istrazivanje utjecaja Saperona HtpG na konformacije proteina Cas3 koriStena su dva
pristupa: bakterijski sojevi su imali tockaste mutacije u genu cas3 na kromosomu ili su tockasti
mutanti gena cas3 bili na plazmidu. Bakterijske kulture sa ili bez plazmida uzgojene su na 37
°C preko no¢i u 3 mL teku¢eg LB medija s dodatkom odgovarajuceg antibiotika, 0,2 % maltoze
koja stimulira ekspresiju receptora za fag A i odgovarajuce induktore (L-arabinoza i/ili IPTG).
Na krute LB podloge koje su napravljene s istim odgovaraju¢im antibiotikom i induktorima
nanesen je sloj 3 mL 6 %-tnog mekog agara u koji je prethodno dodano 200 pL prekonoéne
kulture bakterijskih stanica i induktora. Napravljena su decimalna razrjedenja faga A (od 1073

do 10®) razrijedena u 10 mM otopini magnezijeva sulfata (MgSO4). Nakon §to se meki agar
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skrutnuo na ploce je naneseno po dva alikvota (10 pl) faga A svakog decimalnog razrjedenja.
Nakon §to su se alikvoti virusa upili u podlogu mekog agara, ploce su inkubirane pri razli¢itim
temperaturama — na 30 °C ili 35 °C u inkubatoru Napco 5415 ili 37 °C u inkubatoru Infors HT
CH-4103 (Bottmingen) preko noc¢i. Nakon prekono¢ne inkubacije prebrojani su formirani
plakovi na mjestu inficiranih liziranih bakterija. Prebrojani plakovi pokazuju osjetljivost
bakterija na infekciju fagom 2, a izrazava se jedinicom formiranja plakova (eng. plaque forming
unit, PFU) koja predstavlja broj formiranih plakova po mililitru. PFU se izracunava kao
umnozak broja formiranih plakova, volumena alikvota i stupnja decimalnog razrjedenja faga A

lambda.
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3. REZULTATI

3.1. Utjecaj Saperona HtpG na Kkoli¢inu proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi

inkubiranja

Kako bismo protein Cas3 detektirali i pritom razlikovali od ostalih stani¢nih proteina, ispred
gena cas3 na 5' kraj dodan je biljeg od Sest aminokiselina histidina (Hiss), a kromosomski
konstruiran gen cas3 je stavljen pod inducibilni promotor Pgap kako bi se dodatkom L-
arabinoze potaknula ekspresija. Uz obiljezeni gen cas3, koristeni sojevi imali su inaktiviran gen
hns i/ili htpG kako bi se odredio utjecaj nedostatka ovih gena. Utjecaj vecih koli¢ina Saperona
HtpG odreden je na nacin da je gen htpG kloniran, ali na 5' kraj nije dodan biljeg Hiss kako
njegova ekspresija ne bi ometala detekciju proteina Cas3 jer ne mozemo selektivno odrediti
koli¢inu proteina Cas3, buduci da nemamo anti-Cas3 antitijelo.

I1zolati ukupnih proteina, koji sadrze medu ostalim i protein Cas3 i HtpG, analizirani su
prvo metodom elektroforeze u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijeva dodecilsulfata
(SDS-Page). Rezultati prikazani na Slici 6. pokazuju vrpce ukupnih proteina iz supernatanta
stacionarnih stanica (A) i taloga (B) iz sojeva 11B1088 (wt), 11B1103 (Akns), 11B1104 (AhtpG)
I 11B1105 (Ahns AhtpG) transformiranih praznim vektorom pCDF-1b te pHtpG (Tablica 1. i
2.) koji su bili inkubirani preko no¢i pri 37 °C, odnosno pri 30 °C §to je prikazano na Slici 7A
I 7B. U prvoj jazici nalazi se marker Unstained Protein Molecular Weight Marker, dok se u
jazicama 2 — 5 nalaze izolati bakterijskih proteina 11B1088 (wt), 11B1103 (A/ns), 11B1104
(AhtpG) 1 11B1105 (Ahns AhtpG) koji su transformirani praznim vektorom (pCDF-1b), a u
jazicama 6 — 9 nalaze se izolati navedenih sojeva koji su transformirani s pHtpG. Eksperimenti
uzgoja bakterijskih sojeva i izolacije proteina ponovljeni su tri puta (bioloske replike) te su
prikazani reprezentativni rezultati. Vizualizacijom vrpci ne uo€avaju se razlike u koli¢inama
proteina u supernatantima razlicitih sojeva na obje temperature (Slika 6A. i 7A.). Uocava se
proteinska vrpca na veli¢ini od oko 100 kDa u talogu stacionarnih stanica na 37 °C (Slika 6B)
kod svih izolata koja odgovara veli¢ini proteina Cas3, koja je manje uoc€ljiva u talogu stanica
uzgojenih na 30 °C (Slika 7B) te je uocljivija u talogu nego u supernatantima razlicitih sojeva
na obje temperature. Kako bi se sa sigurnos$¢u utvrdilo da je prisutan protein Cas3 u razli¢itim

koli¢inama u navedenim sojevima provedena je metoda Western blot.
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Slika 6. Analiza izolata ukupnih proteina primjenom SDS-Page metode. A) supernatant ukupnih proteina
stacionarnih stanica bakterijskih sojeva inkubiranih preko noéi pri 37 °C. B) talog izolata ukupnih proteina
prethodno navedenih bakterijskih sojeva inkubiranih preko no¢i pri 37 °C.
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Slika 7. Analiza izolata ukupnih proteina primjenom SDS-Page metode. A) supernatant ukupnih proteina
stacionarnih stanica bakterijskih sojeva inkubiranih preko no¢i pri 30 °C. B) talog izolata ukupnih proteina
prethodno navedenih bakterijskih sojeva inkubiranih preko no¢i pri 30 °C.
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Metoda Western blot koristena je za dokazivanje prisutnosti proteina Cas3 indirektno u
svim izolatima pomocu anti-His antitijela koje se veze na biljeg Hiss. Kako bi potvrdili da su
razlic¢ite koli€ine proteina Cas3 u razli¢itim sojevima pouzdane, koristena je referentna kontrola
(eng. loading control) proteina ¢ija se koli¢ina ne mijenja te kojim se ujedno pokazuje i
preciznost u nanoSenju uzoraka. Kao kontrola koriSten je referentni protein GAPDH
(gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza) koji je detektiran pomocu anti-GAPDH primarnih i
sekundarnih antitijela. Prvi korak u normalizaciji dobivenih rezultata bio je kvantifikacija
intenziteta signala eksperimentalnog (Cas3) i referentnog proteina (GAPDH). Relativna
koli¢ina eksprimiranog proteina Cas3 potom je normalizirana prema GAPDH. Vrijednosti
normalizacijskih signala svake eksperimentalne proteinske vrpce Cas3 dobiveni su tako $to su
izmjereni intenziteti signala svake proteinske vrpce Cas3 podijeljeni s najucestalijom
izmjerenom vrijednosti intenziteta signala referentnog proteina GAPDH.

Oba proteina uspjesno su detektirana u izolatima svih bakterijskih sojeva, a rezultati su
prikazani na Slici 8. Iz dobivenih rezultata moze se uociti su intenziteti signala vrpci proteina
Cas3 iz sojeva uzgojenih pri temperaturi od 37 °C s i bez plazmida pHtpG podjednaki (Slika
8B), dok se intenziteti signala vrpci proteina Cas3 iz sojeva uzgojenih pri temperaturi od 30 °C
razlikuju (Slika 8A). Intenziteti proteinskih vrpca proteina Cas3 u sojevima koji su uzgojeni pri
30 °C i transformirani s plazmidom pHtpG jac¢i su oko 2-3 puta u odnosu na sojeve
transformirane s praznim plazmidom pCDF-1b, osim u soju AhtpG (soj 11B1104). Sumarni
rezultati intenziteta signala proteinskih vrpci proteina Cas3 iz sojeva uzgojenih pri 30 °C i 37
°C normalizirani su dijeljenjem s izmjerenim najucestalijim intenzitetom signala vrpci

referentnog proteina GAPDH, a rezultati su prikazani na Slici 9A i 9B.
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Slika 8. Analiza izolata ukupnih proteina primjenom metode Western blot. Navedeni izolati proteina sadrze
detektirani protein Cas3 i kontrolni protein GAPDH iz bakterijskih sojeva 11B1088 (wt), IIB1103 (Ahns), 11B1104
(AhtpG) i IIB1105 (Ahns AhtpG) koji su transformirani s praznim vektorom pCDF-1b i pHtpG te uzgojeni preko
no¢i pri: A) 30 °C B) 37 °C. Marker 1 oznacéen je Unstained Protein Molecular Weight Marker kod kojega je
vidljiva vrpca na veli¢ini od 75 kDa, a marker 2 oznacen je Precision Plus Protein All Blue Standards kod kojeg
se vidljiva vrpca nalazi na veli¢ini koja odgovara 116 kDa. Proteini na membrani na koje su se vezala antitijela
anti-His te primarna i sekundarna anti-rabbit GAPDH antitijela detektirana su kemiluminiscentno.
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Slika 9. Srednja vrijednost normaliziranog intenziteta signala proteinskih vrpci eksprimiranog Cas3 koja je
normalizirana prema najucestalijoj vrijednosti signala proteinskih vrpci GAPDH. Intenzitet signala proteinskih
vrpci proteina Cas3 izoliranog iz stanica uzgojenih pri: A) 30 °C B) 37 °C.

Intenziteti signala vrpci proteina Cas3 iz sojeva uzgojenih s i bez plazmida pHtpG pri
temperaturi od 30 °C su jako varirali izmedu pokusa, pa razlika vjerojatno nije statisticki
znacajna. Za razliku od intenziteta signala vrpci proteina Cas3 pri 30 °C, ekspresija HtpG s
plazmida na 37 °C smanjila je intenzitet signala vrpci proteina Cas3 za oko dva puta u svim
sojevima osim u soju 11B1103 s mutacijom Akins. Opéenito su intenziteti signala za protein Cas3
bez pHtpG bili nesto nizi na 30°C u odnosu na 37°C, narodito za sojeve divljeg tipa 11B1088 i
Ahns AhtpG (1IB1105). MoZemo zakljuciti da su najvece razlike u koli¢ini proteina Cas3 pri
temperaturi od 30 °C povezane s genotipom sojeva, iako su svi sojevi imali gen cas3 pod
inducibilnim promotorom.
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3.2. Utjecaj Saperona HtpG na aktivnost proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi in vivo

Metodom zasadivanja faga A istrazivalo se ima li Saperon HtpG utjecaj i na konformacijske
promjene i temperaturno ovisnu aktivnost proteina Cas3. U tu svrhu napravljeni su tockasti
mutanti u kojima su triptofani i aspartati gena cas3 u Cetiri razli¢ite a-zavojnice zamijenjeni u
alanine (W u A'i D u A). Odabrane su one zavojnice (triptofani u njima) za koje se procijenilo
da bi mogli utjecati na razli¢ito smatanje proteina Cas3 pri razliitim temperaturama inkubacije.
Iz literature su poznati tockasti mutanti proteina Cas3 u nukleaznom centru (Cas3D75A ili
Cas3K78L) ili mutanti u ATP-aznoj/helikaznoj aktivnosti (Cas3K320L) koji kodiraju za
protein Cas3 bez zahvacenih enzimatskih aktivnosti (Ivanci¢-Bace i sur. 2013). Za ovo
istrazivanje su napravljeni sljede¢i mutanti: Cas3WA41lA, Cas3W42A, Cas3D75A,
Cas3W406A/D75A, Cas3W230A i Cas3W406A.

Prvo je koristen je soj [IB1266 (Tablica 1.) koji sadrzi dvije anti-lambda razmaknice Ac
1 AT3 u lokusu CRISPR te je transformiran s dva, odnosno tri plazmida (Tablica 2.): plazmidom
pEBS549 koji sadrzi gene za proteinski kompleks Cascade, plazmidima s i bez gena cas3 (pBad
- prazan vektor, pAH4 (pCas3 - divlji tip), pCas3W41A (pW41A), pCas3W42A (pDM6),
pCas3D75A (pDM7), pCas3W406A/D75A (pDM8), pCas3W230A (plIB37), pCas3W406A
(pIIB39) te plazmidom s genom za Saperon HtpG (pHtpG). Sve prethodno navedene mutacije
nalaze se u HD nukleaznoj domeni proteina Cas3, osim mutacije Cas3W406A koja se nalazi u
SF2 helikaznoj domeni. Sojevi koji nisu transformirani plazmidom pHtpG smatrani su
,hormalno* pocetno stanje. Decimalna razrjedenja faga A nanesena su na bakterijske livade
transformiranih bakterijskih sojeva, a zatim su stavljene na prekono¢nu inkubaciju pri 30 °C 1
37 °C. Rezultati su prikazani na Slici 10 i Slici 11. O¢ekivano, mutni plakovi kod kojih se nisu
vidjeli pojedina¢ni plakovi pojavili su se samo pri najmanjem decimalnom razrjedenju faga na
bakterijskim livadama soja 11B1266 s pCascade (pEB549) i s pCas3 (pAH4) na 30 °C (procjena
na ~10%), dok je velik broj pojedina¢nih plakova uocen (~10°) na 37 °C. Dodatkom plazmida
pHtpG broj plakova na 37 °C smanjio se $to ukazuje da su bakterije sa suviskom Saperona HtpG
postale otporne na infekciju fagom A na 37 °C. Velik broj plakova je uo¢en na obje temperature
kad je umjesto pCas3 dodan prazan plazmid pBad (negativna kontrola) i dodatak pHtpG nije
smanjio broj plakova §to je ocekivano jer je protein Cas3 kljucan u zastiti bakterija od infekcije
fagima. Sli¢no negativnoj kontroli, velik broj plakova je uocen na obje temperature u tockastim
mutantima cas3 u kojima je inaktiviran nukleazni centar, Cas3D75A i Cas3W406A/D75A.
Dodatak pHtpG smanjio je broj plakova u mutantu Cas3D75A na 37 °C, a nije na 30 °C, sto je
neobican i neocekivan rezultat (Slika 11). Mutanti Cas3W41A i Cas3W42A bili su po broju
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plakova sli¢ni bakterijama s divljim tipom pCas3 te je dodatak pHtpG i njima smanjio broj
plakova na 37 °C (Slika 10 i 11). Broj plakova u mutantima Cas3W230A i Cas3W406A na 30
°C bio je ~ 10° puta veéi u odnosu na divlji tip Cas3, i slican onom na 37 °C $to ukazuje na
smanjenu aktivnost mutiranih proteina Cas3. Neobi¢no, dodatkom plazmida pHtpG broj
plakova se povecao za ~ 10 puta na 30 °C umjesto da se smanjio, a broj plakova se povecao i
na 37 °C. Kako su rezultati broja plakova, odnosno otpornosti na infekciju fagima s dva, a
potom i tri plazmida znali biti nepouzdani i nekonzistentni napravljeni su bakterijski sojevi gdje

su toCkaste mutacije unesene u gen cas3 u bakterijskom kromosomu (Tablica 1).
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Slika 10. Jedinica formiranja plakova (PFU/mL) soja 11B1266 transformiranog plazmidima pEB549 (pCascade),
pBad - prazan vektor, pAH4 (pCas3 - divlji tip), pCas3W41A (pW41A), pCas3W42A (pDM6), pCas3D75A
(pDM7), pCas3W406A/D75A (pDM8), pCas3W230A (plIB37) i pCas3W406A (pl1B39) inficiranog decimalnim
razrjedenjima faga A (10 do 107) te inkubiranog pri 30 °C i 37 °C. Dobivene vrijednosti temelje se na tri

provedena nezavisha eksperimenta.
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Slika 11. Jedinica formiranja plakova (PFU/mL) soja 11B1266 transformiranog plazmidima pEB549 (pCascade),
pBad - prazan vektor, pAH4 (pCas3 - divlji tip), pCas3W41A (pWA41A), pCas3W42A (pDM6), pCas3D75A
(pDM7), pCas3W406A/D75A (pDM8), pCas3W230A (plIB37), pCas3W406A (plIB39) te pHtpG, inficiranog
decimalnim razrjedenjima faga A (10 do 107) te inkubiranog pri 30 °C i 37 °C. Dobivene vrijednosti temelje se

na tri provedena nezavisna eksperimenta.

Pocetni soj 1IB1309 (od kojeg su napravljeni svi tockasti mutanti) ima iste anti-lambda
razmaknice u lokusu CRISPR kao soj 11B1266, ali za aktivaciju sustava CRISPR-Cas ima
mutaciju u genu hns koja omogucéava ekspresiju svih gena sustava CRISPR-Cas u fizioloskim
koli¢inama (za razliku od ekspresije s plazmida kad su proteini u suvisku). Bakterijski sojevi
11B1342, 11B1343, 11B1344, 11B1345 i 11B1346 (Tablica 1) su derivati ovog soja i napravljeni
su metodom zamjene gena (izrada ovih mutanata nije dio ovog diplomskog rada).
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Soj 11B1309 ima sve gene sustava CRISPR-Cas aktivne i, u skladu s prethodnim
istrazivanjima, s praznim plazmidom pCDF-1b broj plakova na 30 °C bio je ~ 10° puta manji u
odnosu na 37 °C (Slika 12). Dodatak plazmida pHtpG medutim nije smanjio broj plakova na
37 °C kao u pokusu s 3 plazmida (Slika 10, 11 i 12). Nasuprot, svi istrazivani tockasti
kromosomski mutanti 11B1342 (Cas3W406A), 11B1343 (Cas3W149/152A), 11B1344
(Cas3W41A), 11B1345 (Cas3W230A) i 11B1346 (Cas3D75A) s plazmidom pCDF-1b imali su
~5 X 10° ve¢i broj plakova u odnosu na soj IIB1309 na 30 °C i oko 10 puta manji u odnosu na
37 °C. Nesto manji broj plakova na 30 °C moguc¢i je efekt temperature na efikasnost stvaranja
virusnih Cestica. Ekspresija Saperona HtpG s plazmida pHtpG u svim mutantima osim

Cas3D75A, dovela je do smanjenja broja plakova na 30 °C, ali nije na 37 °C (Slika 12).
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Slika 12. Jedinica formiranja plakova (PFU/mL) soja 11B1309 (wt), 11B1342 (cas3W406A), 11B1343
(cas3W149/152A), 11B1344 (cas3W41A), 11B1345 (cas3W230A) i 11B1346 (cas3D75A) transformiranog
plazmidima pCDF-1b i pHtpG, inficiranog decimalnim razrjedenjima faga A (10 do 107) te inkubiranog pri 30

°C 137 °C. Dobivene vrijednosti temelje se na tri provedena nezavisna eksperimenta.

Kako bih provjerila moze li Saperon HtpG smanjiti broj plakova u tockastim mutantima pri
temperaturi od 35°C, na kojoj su prethodna istrazivanja pokazala da se gubi otpornost na

infekciju fagom A zbog gubitka aktivnosti proteina Cas3 (diplomski rad, Culo 2017.), broj
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plakova je odreden na livadama sojeva 11B1309, 11B1342, 11B1343, 11B1344, 11B1345 i
11B1346 s plazmidima pCDF-1b i pHtpG koje su zatim inkubirane preko noci pri temperaturi
od 35 °C. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 13. Prema rezultatima prikazanim u Tablici
13, mozemo uociti da je ostao visok broj plakova, odnosno da Saperon HtpG nije mogao vratiti

otpornost na infekciju fagom A u niti jednom istrazivanom bakterijskom soju pri temperaturi

inkubiranja od 35 °C.

Tablica 13. Broj nastalih plakova (PFU/mL) na bakterijskoj livadi sojeva 11B1309, 11B1342, 11B1343, 11B1344,
11B1345 i 11B1346 s praznim vektorom pCDF-1b i plazmidom pHtpG koji su inkubirani preko noci pri 35°C

Dobivene vrijednosti temelje se na jednom provedenom eksperimentu.

Bakterijski soj PFU/mL
11B1309 + pCDF-1b 1,64-10°
11B1309 + pHtpG 1,64-10°
11B1342 + pCDF-1b 2,54-10°
11B1342 + pHtpG 1,00-108
11B1343 + pCDF-1b 3,92-10°
11B1343 + pHtpG 2,34-10°
11B1344 + pCDF-1b 4,16-10°
11B1344 + pHtpG 5,13-10°
11B1345 + pCDF-1b 1,42-10°
11B1345 + pHtpG 3,15-10°
11B1346 + pCDF-1b 4,83-10°
11B1346 + pHtpG 2,45-10°
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4. RASPRAVA

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je obrana bakterija sustavom CRISPR-Cas tipa I-E u
bakteriji E. coli protiv infekcije fagom A ovisna o temperaturi. Naime, stanice bez gena hns
(represora sustava CRISPR-Cas) i s anti-lambda razmaknicama bile su rezistentne na infekciju
fagom A na 30 °C, ali osjetljive na 37 °C. Iste stanice postale su rezistentne na infekciju fagom
A pri 37 °C samo uz suviSak proteina Cas3 eksprimiranog s plazmida. To je ukazalo da su
stanice osjetljive na infekciju uslijed ili smanjene koli¢ine ili nestabilnosti proteina Cas3, a za
protein Cas3 je zakljuceno da je limitirajuéi faktor (Majsec i sur. 2016).

U ovom radu je prvo istraZivana moguc¢nost da Saperon HtpG moZe utjecati na koli¢ine
proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi inkubiranja. Prethodna istraZivanja u grupi izv. prof.
dr. sc. Ivanc¢i¢ Bace su pokazala da razlike u koli¢inama proteina Cas3 ne ovise o temperaturi
inkubiranja, ve¢ genotipu istrazivanih sojeva. Naime, koli¢ine proteina Cas3 u mutantu Ahns u
odnosu na divlji tip bile su oko 10 puta veée na 30 °C, i oko 3 puta na 37 °C (diplomski rad,
Macuka 2019). Koristeni su isti bakterijski sojevi kao u ovom radu, gdje se gen cas3 inducirao
dodavanjem L-arabinoze. Kako ekspresija gena cas3 nije ovisila o mutaciji Ahns ocekivala se
ista koli¢ina proteina Cas3 u svim sojevima. U mojem istrazivanju potvrdila sam da su koli¢ine
proteina Cas3 vece u mutantu Ahns u odnosu na divlji tip na 30 °C temperature inkubiranja bez
dodatka Saperona HtpG (Slika 9A), ali ne i na 37 °C. Moji rezultati su pokazali da su koli¢ine
proteina Cas3 na 37 °C bile sli¢ne u svim istrazivanim sojevima (Slika 9B). Mogu¢i razlog
razli¢itih rezultata su tehnicki detalji u samoj izvedbi pokusa — broj sati rasta stanica i razliciti
inkubatori koji su koriSteni za uzgoj stanica. lako je moje istrazivanje radeno na isti nacin, uz
dodanu kontrolu kako bih bila sigurna u nanesene koli¢ine proteina, rezultati su ¢esto jako
varirali $to je vidljivo iz greske. Pove¢anom ekspresijom Saperonom HtpG s plazmida, koli¢ina
proteina Cas3 se povecala 2-3 puta u svim sojevima osim AhtpG na 30 °C, dok se koli¢ina
proteina Cas3 smanjila na 37 °C osim u soju Ahns (Slika 9A i 9B). To je u suprotnosti s
prethodnim istrazivanjima Yosef i sur. (2011) koja su pokazala da se koli¢ina eksprimiranog
proteina Cas3 trostruko povecala u AhtpG stanicama u kojima je eksprimiran HtpG s plazmida
na 37 °C. U tom pokusu protein Cas3 je takoder bio eksprimiran s plazmida, a ne s kromosoma,
koristili su logaritamske, a ja stacionarne stanice, pa je teSko usporediti moje i rezultate od
Yosef i sur. 2011. Yosef i sur. 2011 nisu istrazivali utjecaj Saperona HtpG na koli¢ine proteina
Cas3 na 30 °C pa te rezultate ne mogu usporediti. Ukratko, moji rezultati ukazuju da Saperon

HtpG mozZe povecati koli¢ine proteina Cas3 samo na 30 °C S§to je u skladu s prethodnim
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istrazivanjima rezistencije na infekciju fagom A, gdje prekomjerna ekspresija HtpG s plazmida
nije mogla nadomjestiti limitirajuce koli¢ine funkcionalno aktivnog Cas3 na 37 “C (Majsec i
sur. 2016).

Druga mogucénost, da dolazi do gubitka aktivnosti proteina Cas3 na 37 °C uslijed
promjene konformacije u nepoznatoj a-zavojnici, pokazano je biofizickom analizom
proc¢is¢enog proteina Cas3 (cirkularnim dikroizmom) i potvrdeno in vivo infekcijom stanica
fagom A (Culo 2017). Zakljugeno je da dolazi do promjene konformacije proteina Cas3 pri
temperaturi od 35 °C. Kao moguce a-zavojnice, odabrane su one koje se nalaze na granici
izmedu nukleazne i helikazne domene proteina Cas3 te su u njima uvedene toCkaste mutacije
mjesno-specificnom mutagenezom iz triptofana (W) u alanin (A). U ovom radu je za negativnu
kontrolu kori$ten i mutant Cas3D75A. 1z literature je poznato da Cas3 gubi ulogu u degradaciji
ciljne DNA kada je mutirano mjesto D75A u nukleaznoj domeni proteina (Mulepati i sur. 2013),
dok svi ostali analizirani tockasti mutanti nisu istrazivani. U prvom pristupu istraZivanja
utjecaja tockastih mutanata Cas3 na rezistenciju na infekciju fagom A, tockasti mutanti su bili

na plazmidu. Stoga su i geni za kompleks Cascade morali biti eksprimirani u suvisku, dakle s

plazmida (Slika 10. i 11.).

Koristen je soj 1IB1266 koji sadrzi anti-lambda razmaknice u lokusu CRISPR i u
prisustvu oba plazmida uocen je mali broj plakova na 30 °C $to oznacava da je protein Cas3
divljeg tipa aktivan. U skladu s prethodnim istrazivanjima, bez $aperona HtpG plakovi su se u
vecem broju pojavili na 37 °C §to ukazuje na gubitak aktivnosti proteina Cas3 (Majsec 1 sur.
2016). Nasuprot, svi tockasti mutanti osim Cas3W41A bez Saperona HtpG (Cas3W230A,
Cas3WA406A, Cas3D75A, Cas3W42A, i Cas3W406A/D75A) imali su veci broj plakova na obje
temperature Sto ukazuje da su toCkasti mutanti izgubili aktivnost na 30 °C. Ve¢i broj plakova
uocen je kod mutanata Cas3D75A i Cas3W41A/D75A u kojima je inaktiviran nukleazni centar.
Neobicno, veci broj plakova pojavio se i kod mutanata Cas3W230A i Cas3W406A pri 30 °C,
§to upucuje na gubitak aktivnosti proteina Cas3 i nije u skladu se prethodnim istrazivanjima
(Pandzi¢ 2019., diplomski rad). Neocekivano, uz prisutnost Saperona HtpG eksprimiranog s
plazmida broj plakova se smanjio u divljem tipu i kod pojedinih mutanata (Cas3D75A,
Cas3W42A i Cas3W41A) pri temperaturi od 37 °C na razinu jednaku onoj pri 30 °C (slika 11.),
ali nije u nekim drugim mutantima - Cas3W230A i Cas3W406A (slika 11.). To upuéuje da je
Saperon HtpG vratio aktivnost, osim divljem tipu, ¢ak i proteinu Cas3 mutiranom u nukleaznom
centru (Mulepati i sur. 2013) pri 37 °C §to je neobican rezultat i nije u skladu s prethodno

dobivenim rezultatom (Majsec i sur. 2016). Neobi¢ni i nekonzistentni rezultati zasadivanja
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plakova na soju 11B1266 s tri plazmida pri 37 °C, vjerojatno su rezultat nefizioloskih koli¢ina

pojedinih proteina $to Cini rezultate pokusa nepouzdanim.

Iz tog razloga su napravljeni pokusi s kromosomskim tockastim mutantima cas3.
Koristen je soj [IB1309 koji sadrzi dvije razmaknice AT3 i Ac s deletiranim genima hns i casl
Sto omogucuje ekspresiju svih cas gena s njihovih promotora u fiziolo§kim koli¢inama. To bi
omogucilo precizniji i pouzdaniji uvid u utjecaj toc¢kastih mutacija, buduci da su uvedene
mutacije u kromosomu, za razliku od sustava s plazmidima. Kako je o¢ekivano, u soju IIB1309
(divlji tip) broj plakova je manji na 30 °C, u odnosu na 37 °C, $to pokazuje neaktivnost proteina
Cas3 na 37 °C (slika 12.). Ovaj put svi istrazivani toc¢kasti mutanti Cas3W406A, Cas3W230A,
Cas3W149/152A, Cas3W41A i Cas3D75A imali su veci broj plakova pri 30 °C i samo oko 10
puta manji u odnosu na 37 °C (slika 12.) §to upucuje da su mutirani proteini Cas3 izgubili
aktivnost na 30 °C. Zanimljivo, uz dodatak pHtpG broj plakova se smanjio pri 30 °C za ~10* —
10° puta, gotovo na razinu sliénu onoj u soju IIB1309, osim kod mutanta Cas3D75A §to je
ocekivano 1 u skladu s literaturom (Mulepati i sur. 2013). Drugim rije¢ima, suviSak Saperona
HtpG vratio je aktivnost toCkastim mutantima Cas3 vjerojatno pomazu¢i u smatanju i
zauzimanju pravilne konformacije samo onim mutantima koji imaju aktivan nukleazni centar.
Pozitivni efekt Saperona HtpG na pojavu plakova nisam uocila na 37 °C vjerojatno jer se
promjena u konformaciji Cas3 mijenja na 35 °C, nakon ¢ega suvisak HtpG nije u mogucénosti
utjecati (Culo 2017; Majsec i sur. 2016). To sam potvrdila velikim brojem plakova na svim
bakterijskim sojevima s to¢kastim kromosomskim mutacijama u genu cas3 kad su inkubirani
pri 35 °C (Tablica 13).

Sumarno, dobiveni rezultati ukazuju da se u proteinu Cas3 vjerojatno doista dogada
suptilna konformacijska promjena u ovisnosti o temperaturi koja uzrokuje gubitak aktivnosti
proteina Cas3 (diplomski rad, Culo 2017). Tu suptilnu promjenu u konformaciji proteina Cas3
Saperon HtpG ne moze suprimirati pri viS§im temperaturama, i njom su vjerojatno zahvacene
Cetiri o zavojnice u kojima se nalaze toCkasti mutanti (Cas3W41A, Cas3W406A,
Cas3W149/152A i Cas3W230A). To su a3-, a9-, al4- i a21- i nalaze se u kontaktu s
jednolan¢anom DNA i vjerojatno imaju ulogu u vezanju ili cijepanju DNA $§to se tek treba
eksperimentalno dokazati da bi se sa sigurnos¢u znao molekularni mehanizam temperaturne
promjene (Huo i sur. 2014; Gong i sur. 2014). Buduca istrazivanja potvrdit ¢e molekularni
mehanizam promjene aktivnosti proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi te uloge ovih

zavojnica.
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5. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata u ovom radu moze se zakljuciti sljedece:

1) Protein Cas3 obiljezen histidinskim privjeskom na N-kraju uspjesno je detektiran i
kvantificiran u odnosu na kontrolni protein GAPDH primjenom metode Western blot u svim

sojevima.

2) Uz prisutnost Saperona HtpG eksprimiranog s plazmida intenzitet signala proteinskih vrpci
proteina Cas3 je oko 2-3 puta veci u sojevima Wt, Ahns, Ahns AhtpG osim u soju AxtpG pri 30
°C. Koli¢ine proteina Cas3 uz suvisSak Saperona HtpG smanjile su se pri 37 °C u svim sojevima
osim Ahns §to upucéuje da prekomjerna ekspresija Saperona HtpG moze povecati koli¢ine

proteina Cas3 samo na 30 °C.

3) Istrazivanje aktivnosti tockastih mutanata Cas3 u zastiti bakterija od infekcije fagom A

koriste¢i sustav ekspresije s viSe plazmida nije pouzdano i dobivaju se nelogi¢ni rezultati.

4) Tockasti mutanti Cas3W41A, Cas3W406A, Cas3W149/152A i Cas3W230A imali su u
odnosu na divlji tip veci broj plakova na 30 °C, sli¢an onom na 37 °C i mutantu Cas3D75A, §to

upucuje da su izgubili aktivnost na 30 °C.

5) Saperon HtpG eksprimiran s plazmida smanjio je broj plakova na 30 °C kromosomskim
toCkastim mutantima Cas3W41A, Cas3W406A, Cas3W149/152A i Cas3W230A, a nije
Cas3D75A. To upucuje da suvisak Saperona HtpG moze povratiti aktivnost onim mutantima

Cas3 kojima nije zahvac¢en nukleazni centar.

5) Saperon HtpG eksprimiran s plazmida nije mogao smanjiti broj plakova, odnosno povratiti
aktivnosti tockastim mutantima Cas3W41A, Cas3W406A, Cas3W149/152A 1 Cas3W230A (ali
ni divljem tipu) na 35 °C ili 37 °C. To upucuje da pri 35 °C dolazi do konformacijske promjene

u proteinu Cas3 na koju Saperon HtpG ne moze utjecati.
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