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1 Uvod

1.1 Razvoj genetickog inZenjerstva kao temelj za razvoj genomskog

inZenjerstva

Brojna znanstvena dostignu¢a u podru¢ju molekularne genetike, biokemije i
mikrobiologije do 1970. godine prosirila su spoznaje i znanja o nasljedivanju kod zivih biéa,
te omogucila uvjete za spajanje dviju molekula DNA in vitro. Bila su to fundamentalna
otkri¢a strukture DNA, regulacijske regije operona, restrikcijsko-modifikacijskog sustava i T4
DNA ligaze (Deli¢ 2004). Razdoblje tehnologije genetickog inZenjerstva ili tehnologije
rekombinantne DNA zapocelo je otkricem metode kovalentnog povezivanja dviju molekula
DNA in vitro. Grupa znanstvenika na ¢elu s Paulom Bergom (1972) konstruirala je hibridnu
molekulu SV40 DNA koja je sadrzavala integriran segment DNA s genima A faga i
galaktoznim operonom. Cilj istraZivanja je bio razvitak metode koja omogucéuje prenoSenje
gena u stanice sisavaca, a da SV40 DNA molekula sluzi kao vektor prijenosa strane DNA
(Jackson i sur. 1972). Nakon Bergova otkri¢a Stenley Cohen i sur. (1974) objavili su rad o
uspjesnoj konstrukciji bioloski funkcionalnog bakterijskog plazmida in vitro. To je otvorilo
vrata primjeni novo otkrivenih metoda u podruc¢ju moderne biotehnologije, koja je ostvarila
ogroman napredak i ¢iji su produkti danas sveprisutni (Deli¢ 2004).

Tijekom 1991. godine zapocet je projekt humanog genoma koji je uspjesno zavrSen
ve¢ 2001. godine. Taj projekt rezultirao je razvojem brzih i jeftinijih metoda sekvenciranja te
su sekvencirani genomi mnogih drugih vrsta. Bez obzira na vrijednost informacija koje su
dobivene sekvenciranjem kasnije je postalo jasno da je potrebno razjasniti funkcije gena koji
su sadrzani u tom genetskom kodu. Moguénost manipulacije genetskim kodom ostala je
uvelike ograni¢ena metodama genetickog inzenjerstva koje nisu omogucavale efikasno
dodavanje novih sekvenci DNA na to¢no odredena mjesta ili promjenu specifi¢nih sekvenci
DNA u genomu (Gersbach 2014).

Medu brojnim metodama genetickog inzenjerstva metoda homologne rekombinacije
(HR) pokazala se kao najbolji nacin za analizu funkcije gena, ali je pogodna samo za analizu
funkcije gena kod misa i kvasca. Kako bi se prevladala nepristupacnost metode HR razvijene
su metode inhibicije ekspresije pojedinih gena (engl. knock-down) pomoc¢u molekula shRNA
(engl. short hairpin RNA), siRNA (engl. short inhibitory RNA) ili kemijskih tvarima. Takve

metode imaju brojna ograni¢enja poput slucajne integracije transgena, nestabilne i prolazne



ekspresije ShRNA i siRNA. Nasumi¢na mutageneza kemijskim mutagenima ili transpozonima
takoder je efikasna metoda, ali rezultira velikim brojem mutacija, a ne samo specificnom
genetskom promjenom (Ochiai i Yamamoto 2015).

Vazno otkri¢e 1991. godine jest otkri¢e prstastih, ZF proteina (engl. zinc-finger — ZF)
koji imaju sposobnost prepoznavanja specificne sekvence DNA unutar genoma. Desetak
godina kasnije kreirana je fuzija Fokl endonukleazne kataliticke domene sa ZFP koja je 2005.
godine primijenjena za ciljano uredivanje genoma (engl. genom editing). Uslijedio je ogroman
napredak pojavom nove tehnologije koja je omogucila ciljano uredivanje genomskih
sekvenci, tj. razvoj tehnologije genomskog inZenjerstva (Gersbach 2014). Otkrice TALE
(engl. transcription activator-like effector — TALE) proteina i razvoj TALEN (engl.
transcription activator-like effector nucleases — TALEN) sustava 2010. godine omogucio je
uredivanje genoma mnogih razli¢itih organizama, a pojava CRISPR/Cas (engl. clustered
regularly-interspaced short palindromic repeat — CRISPR) sustava 2013. godine najavila je
novu eru istrazivanja u podrucju genomskog uredivanja. Kod ovih novih metoda genomskog
inzenjerstva alat za uredivanje genoma su rekombinantne nukleaze ili ,,molekularne $kare*
koje se pomocu fuzijskog dijela mogu vezati na to¢no odredeno mjesto u genomu i uzrokovati
preciznu genomsku modifikaciju u stanicama i organizmima u kojima do sada to nije bilo
moguce. Omoguceno je narusavanje funkcije specificnog gena, delecije specifi¢nih
genomskih regija, dodavanje egzogene DNA na to¢no odredeno genomsko mjesto, uvodenje

supstitucije jednog nukleotida i mnoge druge primjene (Ochiai i Yamamoto 2015).

1.2 Pregled metoda unosa transgena u genom eukariotskih stanica

Proces uvodenja strane DNA u eukariotsku stanicu naziva se transfekcija. Za
transfekciju stanica sisavaca koriste se eukariotski ekspresijski vektori. Na ekspresiju
transfeciranih vektora utjecu tri faktora, to su: 1) tip sekvence promotor/pojacivac, 2) tip
ekspresije (stabilna ili prolazna), 3) stupanj ocekivane transfekcije. Regulacija genske
ekpresije u virusnom ili plazmidnom vektru je pod kontrolom promotor/pojac¢iva¢ sekvence
najéescée virusnog podrijetla kojem je pridruzena LCR (engl. location control region — LCR)
sekvenca za tkivno specifi¢nu ekspresiju. Tip ekspresije strane DNA ovisi o zadrzavanju
transgena u stanici. Proces kojim se strana DNA integrira u genom transfecirane stanice ili
ostaje prisutna kao ekstrakromosomski element naziva se stabilna transfekcija. Suprotno od

toga, proces kod kojega se strana DNA ne integrira nego je privremeno prisutna i eksprimira
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se u transfeciranoj stanici naziva se prolazna transfekcija. Kod prolazne transfekcije
ekspresija je prisutna 12-72 sata nakon transfekcije i gubi se uslijed smrti stanica ili gubitka
ekspresijskog vektora. Razina ekspresije transgena u stanici ovisi 0 broju kopija unesenog
transgena, udjelu transkripcije, stabilnosti mMRNA transktipta, mjestu ugradnje u genomu i
regijama koje omeduju transgen (Colosimo i sur. 2000).

S obzirom na princip unosenja transgena metode transfekcije se mogu podijeliti na tri
tipa, to su: fizicke, kemijske i bioloske metode (Slika 1.). Fizicke metode unoSenja transgena
obuhvacaju unoSenje elektroporacijom, injektiranje egzogene DNA u stanici, ultrazvucno
unoSenje, unoSenje pomocu lasera, te unoSenje ,Biolistic sustavom bombardiranja
mikrocesticama. Kod kemijski baziranog sustava unosenja koriste se reagensi kalcijev fosfat,
kationski polimeri uklju¢uju¢i DEAE dekstran i polietilenimin (PEI) te liposomi. Ove metode
mogu biti vrlo efikasne te se stabilna integracija transgene DNA u domacinski genom dogada
u malom postotku stanica u kojima je transfekcija bila uspjesna (Colosimo i sur. 2000; Sorrel
i Korb 2005). Bioloska metoda unoSenja transgena podrazumijeva koriStenje razli¢itih

virusnih sustava, a taj proces nazivamo transdukcija (Coates i sur. 2005; Sorrel i Korb 2005).
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Slika 1. Prikaz nekih metoda unosa strane DNA u eukariotsku stanicu. A) fizi¢ke
metode: elektroporacija, mikroinjekcija, perforacija pomocu lasera; B) kemijske
metode: razli¢iti polimeri, liposomi i C) bioloske metode: transdukcija virusima (Labant
2013).



1.3 Uvodenje genomskih modifikacija i integracija transgena u genom

eukariotskih stanica

Kako bi nastala trajna modifikacija u genomu stanice nakon transfekcije nuzna je
stabilna integracija transgena u genom stanice, a ona se dogada u malom broju transfeciranih
stanica. Dobro integracijsko mjesto trebalo bi omoguciti stalnu ekspresiju ugradenog
transgena ili terapeutskog gena. Osim toga, integracija ne smije izazvati geneticki defekt
poput inaktivacije tumor supresora ili aktivacije onkogena. Postoje dva sustava prepoznavanja
DNA u prirodi. Prvi sustav temelji se na specificnom prepoznavanju sekvence DNA pomocu
DNA vezujucih proteina, a drugi sustav prepoznavanja specifi¢ne sekvence DNA dogada se
mehanizmom komplementarnog sparivanja baza. Na taj se nac¢in transgen uveden u stanicu
moze ugraditi na nasumi¢no mjesto u genomu pomocu enzima za popravak DNA, ali ako
sadrzi sekvencu koja se moze komplementarno spariti sa sekvencom u genomu, tada se
ugraduje procesom homologne rekombinacije. Osim enzima stani¢nog popravka, koristan alat
za mjesno usmjereno ili mjesno specificno uvodenje genomskih modifikacija su virusne
integraze, transpozaze i rekombinaze. Sustav specificnog prepoznavanja sekvence DNA
komplementarnim sparivanjem baza za ciljano uvodenje genetickih modifikacija koristi se i
kod ugradnje transgena pomocu introna grupe Il, genskog popravka sintetskim
oligonukleotidima te kod rekombinantnog sustava CRISPR/Cas (Kolb i sur. 2005; Coates i
sur. 2005).

Poznat je i dostupan Sirok izbor metoda za ciljano narusavanje sekvence endogenog
gena (engl. knock out) i transgenezu, tj. uvodenje novog gena u stanicu i njegova integracija u
genom domacina (engl. knock in). Te metode medusobno se razlikuju po efikasnosti uvodenja
ciljne promjene, specificnosti prepoznavanja sekvence, lako¢i visestrukog ciljanja sekvenci
unutar istog gena i ucinkovitosti primjene na razli¢itim organizmima. Na slici (Slika 2.) je
prikazano nekoliko najvaznijih metoda koje omogucuju ciljanu modifikaciju unutar jednog ili
viSe genoma integracijom veéih sekvenci ili ve¢im brojem manjih modifikacija (Esvelt i

Wang 2014).
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Slika 2. Razli¢ite metode i mehanizmi uvodenja modifikacija i integracije
transgena na ciljna mjesta u genomu. A) Integracija trangena na ciljno mjesto attB koju
katalizira integraza; B) Integracija dvolan¢anog DNA inserta na ciljna mjesta koju
katalizira rekombinaza; C) Ugradnja dvolan¢anog DNA inserta pod djelovanjem
stani¢nih enzima za popravak DNA tj. homologne rekombinacije (HR); D) Nukleaze
(Fokl i Cas9) usmjerene na ciljno mjesto ZF i TALE proteinima ili crRNA uvode ciljanu
genomsku modifikaciju ili omogucuju ciljanu integraciju; E) Introni grupe II i
insercijski elementi mogu biti dizajnirani za ciljanu inserciju; F) Kratki oligonukleotidi

ubacivanjem u replikacijske raslje mogu izazvati ciljanu mutaciju (Esvelt i Wang 2012).



1.3.1 Proces prepoznavanja ciljne sekvence DNA pomo¢u proteina

Integraze i rekombinaze su proteini koji prepoznaju i uvode razli¢ite modifikacije u
DNA. Takvi proteini izolirani iz razli¢itih organizama Kkoristan su alat u genetickom
inzenjerstvu za uvodenje genomskih modifikacija. Uspje$nost uvodenja modifikacije pomocu
ovih DNA enzima ovisi 0 stupnju selektivnosti, tj. preciznosti prepoznavanja to¢no odredene
sekvence DNA u genomu i njihovoj efikasnosti u stanici domaéinu. Kataliticka aktivnost i
selektivnost proteina mogu se mijenjati do odredenog stupnja. Tako je moguce dobiti mutante
enzima koji ¢e biti efikasniji u stanici domacinu ili dodavanjem nove DNA vezne domene
poboljsati selektivnost tog enzima. To je rijetko moguce, jer kod vecine proteina vezna i

kataliticka domena se prostorno nalaze vrlo blizu (Coates i sur. 2005).

13.1.1 Sustav integracije pomoc¢u virusnih integraza

Najces¢e koristeni virusni vektori sami posreduju integraciju transgena u genom
stanice sisavaca. Reakciju integracije katalizira retrovirusna integraza (dio pol transkripta) i
nekoliko dodatnih virusnih proteina. Prvi retrovirusni vektorski sustav razvijen je od MLV
(engl. murine leukemia virus — MLV) retrovirusa koji se integrira samo u stanicama koje su u
diobi. Ovakvi retrovirusni vektori s pridodanim transgenom se integriraju na neodredenim
mjestima duz genoma te se mjesto tako ugradenog transgena ne moze predvidjeti (Coates 1
sur. 2005). Zbog toga je ugradeni transgen Cesto epigeneticki utiSan zbog efekta pozicije gena
(engl. position effect) koji moze izazvati mutageni efekt inhibicijom ili aktivacijom gena
domacina (Pannell i Ellis 2001; Sorrel i Kolb 2005). Kasnije je razvijen sustav vektora
izveden od lentivirusa u koje spadaju HIV (engl. human immunodeficiency virus — HIV) i SIV
(engl. simian immunodeficiency virus — SIV) Koji integrira u stanice neovisno o stani¢noj
diobi. Ograni¢enja retrovirusnih sustava su veli¢ina inserta i nasumi¢na integracija koja moze
rezultirati aktivacijom onkognena ili inaktivacijom tumor supresor gena (Gilinzburger i
Salmons 1999; Sorrel i Kolb 2005).

Vecu selekciju integracije pokazuje humani adeno asocirani virus (AAV). To je
parvovirus koji je korepliciran u stanicama sisavaca zajedno s pomoc¢nickim virusima kao
adenovirus, herpes simpelks virus i ljudski citomegalovirus. Pomo¢u Rar proteina u 70-85%

slusajeva AAV se integrira na duzi krak 19. kromosoma unutar lokusa 13.42. Kod virusa



izvedenih iz AAV cesto se zbog veli¢ine transgena izbacuje rar gen $to rezultira slu¢ajnom

integracijom u genom domacina (Dutheil i sur. 2003; Kolb i sur. 2005).

1.3.1.2 Sustav integracije pomoc¢u rekombinaza za mjesno specifi¢nu

rekombinaciju

Rekombinaze za mjesno specificnu rekombinaciju (engl. site-specific recombinases)
su enzimi koji kataliziraju izmjenu lanaca DNA ¢ije su sekvence u malom stupnju
homologne. Enzim se vezZze na mjesto prepoznavanja koje je dugacko 30-400 nt, zareze DNA,
izmijeni lance homolognih sekvenci te ponovo poveze lance DNA. Unutar obitelji mjesno
specifi¢nih rekombinaza razlikujemo tirozinske rekombinaze (npr. A integraza, Cre, FLP,
XerC rekombinaze) i serinske rekombinaze (npr. ¢C31 integraza) (Coates i sur. 2005). Takve
rekombinaze nasle su Siroku primjenu u genetickom inzenjerstvu.

Integraza A (Slika 2. A) je tirozinska rekombinaza iz bakteriofaga koja posreduje
jednosmjernu mjesno specificnu rekombinaciju izmedu attP veznog mjesta u genomu
bakteriofaga i attB veznog mjesta na bakterijskom kromosomu. Reakcija rezultira ugradnjom
genoma faga u bakterijski kromosom koji je okruzen s dva hibridna att mjesta, attL i attR.
Uspjesno je primijenjena u GATEWAY ™ sustavu kloniranja in vitro. Mutanti Int-h i Inth/218
integraze A kataliziraju integraciju s maksimalnom efikasnos¢u do 30% na attB i attP mjesta
na slobodnom plazmidu, kao i plazmidu integriranom u kromosom sisavaca. To znaci da ne
kataliziraju ugradnju DNA na druga mjesta unutar genoma sisavaca (Groth i Calos 2003).

Veéu primjenu u integraciji terapeutskih gena ima ¢C31 integraza koja pripada
obitelji serinskih rekombinaza. Ova integraza moze koristiti preko 100 pseudo-att mjesta u
humanom genomu. Kod transfekcije humanih keratinocita integracijska efikasnost je 15%, sto
je sli¢no efikasnosti retrotranspozona (npr. Sleeping Beauty) (Coates i sur. 2005).

Cre rekombinaza (Slika 2. B) iz bakteriofaga P1 je enzim koji pripada obitelji
tirozinskih rekombinaza te je ucinkovita u prokariotskim i eukariotskim stanicama. U
zivotnom ciklusu faga katalizira reakciju izrezivanja DNA segmenta koji je okruzen loxP
mjestima. Vezno mjesto loxP sadrzi 34 bp koje se sastoji od 13 bp invertnih ponavljanja
odvojenih razmaknicom od 8 bp (Abremski i sur. 1987). Cre katalizira stvaranje ureza u
podrucju srediSnje 8 pb sekvence ostavljajuéi ljepljive krajeve od 6 pb. Ako imamo dvije
DNA okruZene loxP mjestima ljepljivi krajevi ¢e se komplementarno povezati, a Cre ¢e

ponovo Katalizirati reakciju ligacije (Sorrel i Kolb 2005). Najcesca primjena Cre rekombinaze
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jest za inaktivaciju 1 aktivaciju gena u odredenim razvojnim stadijima ili tkivno specifi¢nim
podru¢jima ili za izrezivanje selekcijskog markera. Veéina ovih primjena provedena je na
embrionskim mati¢nim stanicama u misa (Nagy 2000). Flp rekombinaza pripada obitelji
tirozinskih rekombinaza i prepoznaje ciljna mjesta FRT koja su sliéna loxP mjestima.
Katalizira rekaciju integracije kao i Cre rekombinaza (Sorrel i Kolb 2005). Nakon integracije
pomocu Cre ili Flp rekombinaze sekvenca ciljnog mjesta se ne mijenja. Zbog toga ista
rekombinaza moze procesom reverzibile katalize izrezati ugradeni transgen iz genoma

(Coates i sur. 2005).

1.3.1.3 Sustav integracije pomocu transpozona klase |1

Jo§ jedna metoda integracije je pomocu transpozona klase Il (Slika 1. E), koji se
premjestaju procesom ,,cut-and-paste* u kojem se to¢no odredena sekvenca DNA izrezuje s
jednog izvora DNA i ugraduje u drugu DNA. Takav sustav integracije sastoji se od dvije
komponente: transpozonskog vektora koji sadrzi transgen omeden invertirajuim terminalnim
ponavljanjima (ITR) i izvora enzima transpozaze. Klasa Il transpozona klonirana u plazmid
koristi se jer integrira samo transgen s njegovim regulatorima, ostavljajuc¢i neugraden ostatak
plazmida sa selekcijskim markerima. Prvi transpozonski sustav KkoriSten u animalnim
stanicama bio je reaktiviran, sintetski promijenjen transpozon Sleeping Beauty. Kasnije su
razvijeni brojni transpozonski sustavi za upotrebu u stanicama kraljeZnjaka i gensku terapiju
koja ne ukljucuje virusne vektore (Tan i sur. 2012). Vecina transpozona pokazuje obrazac
insercije koji nije sasvim nasumican, ve¢ postoje mjesta ugradnje unutar genoma (engl. hot
spots) koja se preferiraju pred drugima. Na primjer, transpozon PiggBac cilja sekvencu
AATT, dok svi Tcl-mariner transpozonski elementi (Sleeping Beauty, Frog, Prince, Minos i
Hsmarl) ciljaju TA dinukleotide.

Sposobnost odredenih transpozonskih elemenata da se ugraduju unutar gena ili unutar
nekodiraju¢e DNA se medusobno razlikuje (lvics i sur. 2009). Integracijska frekvencija
transpozona Sleeping Beauty krec¢e se oko 10% stabilno transformiranih HelLa stanica te
17,5% transfeciranih primarnih humanih keratinocita eksprimira reporter gen za [3-

galaktozidazu u prisutnosti transpozaze (Coates i sur. 2005).



1.3.2 Sustav prepoznavanja sekvence DNA pomo¢u nukleinskih kiselina

Drugi alat za specificno prepoznavanje ciljne sekvence u genomu jesu nukleinske
kiseline. Prepoznavanje se dogada procesom sparivanja baza ciljnog mjesta s kemijski

dobivenim analogom nukleinskih kiselina.

1321 Homologna rekombinacija

Prve metode razvijene za ciljanu modifikaciju genoma sisavaca temelje se na procesu
homologne rekombinaciji (HR) (Slika 2. C). U tom procesu uneseni fragment DNA
prepoznaje protein RADS5, formira se nukleofilament koji sudjeluje u potrazi i prepoznavanju
homologne sekvence na kromosomu. Djelovanjem proteina ukljuéenih u popravak DNA
(poglavlje 1.6.) ugraduje se na to¢no ogranic¢en dio genomske sekvence (Esvelt i Wang 2012).
Ovo je Cesta metoda za modifikaciju miSjeg genoma ciljanjem gena od interesa u
embrionalnim mati¢énim stanicama te ugradnjom selekcioniranih stanica u blastocistu.
Najcesce se koriste dva tipa vektora: zamjenski (engl. replacement vector) i insercijski vektori
(engl. insertion vector). Oba tipa vektora sadrze pozitivan selekcijski marker obrubljen
homolognim sekvencama. Razlikuju se s obzirom na princip linearizacije prije elektroporacije
u stanice. Zamjenski vektor se linearizira na restrikcijskim mjestima izvan sekvence
homologije, dok se insercijski linearizira unutar homologne sekvence. Proces ugradnje
homolognom rekombinacijom je vrlo rijedak dogadaj, osobito u somatskim stanicama pa do
integracije dolazi u vrlo malom postotku stanica. Stoga je nuzan korak kod ove metode proces
selekcije stanica. Ograni¢enja ove metode su mala efikasnosti integracije, oteZana primjena na
stanicama u kulturi zbog potrebne selekcije te veliCina fragmenta kojeg vektor moze prenijeti

u stanicu (Sorrell i Kolb 2005).



1.4 Sustav uvodenja genomskih modifikacija pomoéu kimernih

nukleaza ZFN i TALEN i sustava CRISPR/Cas

Zajednicko svojstvo starijih 1 novijih metoda za uvodenje genomskih modifikacija su
dva tipa prepoznavanja DNA ovisno o interakcijama koje se ostvaruju izmedu kimernih
nukleaza ZFN, TALEN, CRISPR/Cas i odredene sekvence DNA. Kod endonukleaza ZFN i
TALEN prisutan je sustav prepoznavanja ciljnog mjesta interakcijom proteinskih modula i
DNA, dok kod CRISPR sustava imamo tip prepoznavanja ciljne DNA pomoc¢u gRNA (engl.
guide RNA). Na proteinski dio ZF i TALE proteina fuzionirana je nukleazna domena Fokl
koja na ciljnom mjestu stvara urez u dvolan¢anoj DNA, dok kod CRISPR-a urez stvara Cas.
Ovu cijelu skupinu kimernih nukleaza povezuju dva klju¢na procesa, neovisno 0 vrsti
interakcija koje se ostvaruju u prepoznavanju DNA, a to su: uvodenje dvolan¢anog loma
DNA na to¢no definiranom mjestu i mehanizam popravka dvolancanog loma u stanici (Ochiai
I Yamamoto 2015).

Kimerne endonukleaze ZFN i TALEN sastoje se od specificne DNA vezujué¢e domene
na koju je fuzionirana nespecificna nukleazna domena, poput Fokl nukleaze (poglavlje 1.5.2).
Fuzijom takvih domena omoguceno je uvodenje efikasnih i preciznih genomskih modifikacija
(Slika 3. A).

A) B) ZF ili TALE protein
DNA vezna domena =
+ +* + +
v v v v S
L — +~ - seesse L — +~ -—— 00009 —
Tom oo 8 see L — - : ;
Insercijska Ciljana promjena Efekt pozicije m Ciljana promjena he
mutagzeneza Zena agefl g

Slika 3. Mehanizmi ciljane integracije na temelju proteinskog prepoznavanja
DNA na primjeru ZFN i TALEN. A) Endonukleaze, integraze, rekombinaze,
transpozaze (crveni trokut) mogu ugraditi transgen (plavi pravokutnik) nasumicno ili
ciljano na viSe mjesta u genomu, §to moZe dovesti do negativnih efekata: insercijske
mutageneze ili efekta pozicijskog utiSavanja. B) Fuzija ZF ili TALE modula (sSive elipse)
s odgovaraju¢im efektorskim domenama (crveni trokut) omogucavaju djelovanje

endonukleaze na to¢no odredenom mjestu u genomu (Kolb i sur. 2005).
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Mnogi proteini koji djeluju samostalno poput endonukleaza, integraza, rekombinaza ili
transpozaza nemaju takvu razinu specifi¢nosti i efikasnosti. Takvi enzimi nasumic¢no ugraduju
insert ili ugraduju insert na viSe mjesta unutar genoma, $to dovodi do insercijske mutageneze
ili utisavanja zbog efekta pozicije gena (engl. position efect) (Slika 3. B) (Gaj i sur. 2013;
Kolb i sur. 2005).

Konstrukcija specifiécne DNA vezujuée domene moguca je zbog modularne strukture
ZF i TALE proteina. ZF protein ima konzerviranu Bpa strukturu dugacku30 aminokiselina te
pomocu aminokiselina na povrsini jedne o zavojnice prepoznaje 3 bp u velikom utoru DNA.
Kombiniranjem niza modula koji sadrze vise od prirodno prisutne tri ZF domene, konstruiran
je sintetski ZF protein koji moze prepoznati sekvencu dugacku 9-18 pb (Gaj i sur. 2013; Liu i
sur. 1997).

Rekombinantni sustav ZFN konstruiran je tako da je nizu ZF proteina (ZFP) pridodana
nespecifiéna endonukleaza, a Cesto je to kataliticka domena tipa II restrikcijske endonukleaze
Fokl. Dvije Fokl domene moraju dimerizirati kako bi efikasno stvorile urez u DNA. Stoga se
ZF-Fokl za neko ciljno mjesto uvijek konstruira u paru (Kolb i sur. 2005). Kod TALEN-a je
takoder nuzna dimerizacija Fokl katalitickih domena fuzioniranih na lijevi i desni TALE
protein, kao i kod ZFN (Slika 4.).

Upotrebom ovih sustava endonukleaza omogucena je velika prilagodljivost ciljnom
mjestu u genomu. Ciljno mjesto viSe nije ograni¢eno na odredena podru¢ja genomske
sekvence, zahvaljuju¢i moguénosti programiranja DNA vezuju¢ih modula ZFP i TALE
proteina za vezanje na bilo koju sekvencu u genomu. Odabrana kombinacija DNA vezuju¢ih
modula moze se kombinirati s velikim brojem efektorskih domena, npr. nukleaze,
transkripcijski aktivatori i represori, rekombinaze, transpozaze, DNA i histonske

metiltransferaze ili histonske acetilaze, koje uvode zeljene modifikacije (Gaj i sur. 2013).
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Desni ZFP
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Slika 4. ZFN i TALEN vezani na ciljno mjesto u DNA. A) ZFN ciljno mjesto koje
sadrzi dva vezna mjesta za lijevi i desni ZFP, razmaknuta sekvencom od 5-7 bp koju
prepoznaje Fokl kataliticka domena. B) TALEN vezno mjesto koje sadrzi dva
jedinstvena vezna mjesta za TALE protein razmaknuta sekvencom od 12-20 bp (Gaj i
sur. 2013).

Drugi potpuno razli¢it sustav genomskog inZenjerstva je CRISPR sustav. Kod nekih
arhea 1 bakterija pronaden je CRISPR lokus koji zajedno s Cas proteinom djeluje kao
adaptivni imunoloski sustav protiv strane DNA koja ude u prokariotskoj stanici. Nakon ulaska
u prokariotsku stanicu strana DNA se uklopi u CRISPR lokus, transkribira i preraduje u oblik
crRNA. Kod tipa Il CRISPR/Cas sustava pre-crRNA se kratkim dijelom ,,spacer” regije
komplementarno spari sa trans-crRNA (tracrRNA). Konaéni crRNA-tracrRNA heterodupleks
cilja egzogenu DNA s identi¢nim sekvencama kao crRNA i zajedno s Cas proteinom izaziva
lom DNA molekule na to¢no odredenim mjestima. Metoda CRISPR/Cas primijenjena u
genomskom inzenjerstvu koristi samo gRNA umjesto crRNA-tracrRNA i Cas protein s
nukleaznom aktivnoscu (Barrangou i Marraffini 2014; Westra i sur. 2014; Ochiai i Yamamoto
2015).
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1.5 Struktura TALEN-a (transcription activator-like effector

nucleases)

Znanstvenici su pokazali da se spajanjem odredenih monomernih ponavljanja mogu
uspjesno dizajnirati TALE proteini koji ciljaju samo odabrane sekvence DNA (Boch i sur.
2009). Iskoristena je modularnost proteina TALE i specifi¢nost prepoznavanja DNA za
postizanje kontrole nad genetskim materijalom in vitro i in vivo (Bogdanove i Voytas 2011).
Moguce je kreirati brojne fuzije TALE DNA vezuju¢e domene i razlicitih efektorskih
domena. Za potrebu uvodenja DNA dvolancanog loma na to¢no odredenom mjestu,
fuzioniran je TALE protein i Fokl nukleaza (Li i sur. 2011; Miller i sur 2011; Mahfouz i sur.
2011).

1.5.1 Proteini TALE kao DNA vezujué¢a domena TALEN-a

Proteini TALE otkriveni su u fitopatogenim bakterijama roda Xanthomonas. Pojedini
soj bakterija moze sadrzavati jedan do nekoliko desetaka proteina TALE, koje unosi u biljnu
stanicu sekrecijskim mehanizmom tipa Ill. Nakon interakcije s importinom o protein TALE
se translocira u jezgru gdje se veze na UPT (engl. upregulated by TALE — UPT) motiv u
promotorskoj regiji specifi¢énog efektorskog gena. Djeluje kao transkripcijski aktivator gena
ukljucenih u razvoj bolesti biljke npr. gena UPA20, Os8N3, OsTFIIAy1, orOsTFX1 i drugih,
te gena ukljuéenih u otpornost biljne stanice npr. Bs3, Xa27, Xa7, Xal0 i drugih (Romer i sur.
2007; Bogdanove i sur. 2010).

Proteini TALE sastoje se od N terminalne domene vazne za unos sekrecijskim putem,
C terminalne domene s jezgrinim lokalizacijskim signalom i aktivacijske domene
karakteristi¢ne za transkripcijske faktore (Bogdanove i sur. 2010; Mak i sur. 2012). Sredi$nji
dio proteina sastoji se od niza monomernih ponavljanja, tzv. modula (Slika 5.). Broj modula
kod proteina TALE je izmedu 13 i 28 modula. Svako ponavljanje najcesée sadrzi 34
aminokiseline (Boch i Bonas 2010; Wei i sur. 2013; Bogdanove i Voytas 2011).

Svaki modul prepoznaje jedan nukleotid sekvence DNA, a niz modula prepoznaje
specificnu sekvencu DNA. Veznu specificnost svakog modula odreduju aminokiseline na

poziciji 12 i 13 koje jo$ nazivamo RVD (engl. repeat variable di-residues) (Slika 5. A'i C).
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Regija ponavljanja
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T3SS 5T GCATCETCCCCETACTGTACACCAC NLS  AD
L) 4012345678 9101121314151617181920212223235 1 1373
127 1149

LTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
2

% 0/ \1®5 % k) )
RVD

b)

)

Slika 5. Model i kristalna struktura TALE proteina.
A) Organizacija domena TALE proteina PthXol; B) Kristalna struktura

PthoXol DNA vezujuce regije u kompleksu sa ciljnim mjestom; C) Struktura TALE

monomernog ponavljanja, tj. modula dobivena sterickim preklapanjem vise TALE

modula. U podruéju 12 i 13 aminokiselinskog ostatka tzv. RVD-a (engl. repeat variable

di-residues — RVD) vidljivo je karakteristi¢no steri¢ko nepreklapanje TALE modula
(Mak i sur. 2012).
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Nukleotide C, T, A, G prepoznaje vise od 20 razli¢itih RVD-a, a sedam najc¢es¢ih su:
HD (His Asp), NG (Asn Gly), NI (Asn Ile) i NN (Asn Asn), NS i N* (Slika 6.). Kod N*
modula nedostaje aminokiselina na poziciji 13 §to rezultira sa ukupno 33 aminokiseline tog
modula (Boch i sur. 2009; Moscou i Bogdanove 2009; Bogdanove i Voytas 2011; Mak i sur.

CIABARTCCLTCGT

HD NG NI NN NS N* HG HA ND NK H* HI HN IG NA
N 10770 64 57 30 20 18 6 4 2 1 1 1 1 1

C

~-
S~

Slika 6. Slikovni prikaz udjela odredenih RVD-ova u prepoznavanju pojedine
baze DNA, kod 20 razli¢itih TALE proteina prisutnih u prirodi. NajviSe su zastupljena
modul ponavljanja s RVD-ovima: HD, NG, NI, NN u prepoznavanju baza: C, T, Ai G
(Moscou i Bogdanove 2009).

Isklju¢ivo drugi aminokiselinski ostatak u RVD-u ostvaruje specificne Van der
Waalsove interakcije i vodikove veze sa bazom DNA stoga ta interakcija omogucuje
specifi¢no prepoznavanje razlic¢itih nukleotida. Zanimljiv primjer vezanjana nukleotide je
RVD (HD) kod kojeg aspartat ostvaruje hidrofobne interakcije sa amidnim prstenom i
vodikove veze s duSikom (N4) u citozinu, te je vjerojatno osjetljiv na metilaciju citozina
(5mC) (Deng i sur. 2012; Mak i sur. 2012). Valton i sur. (2012) utvrdili su da je RVD (N*)
neosjetljiv na metilirani citozin i u jednakoj mjeri prepoznaje baze C, T i stoga omogucuje
efikasno vezanje metilirane sekvence. Uvodenjem modula s RVD-om (N*) u TALEN niz,
kemijske demetilacije ciljnog mjesta u genomu domacina (Valton i sur. 2012). U rezultatima
grupe Reyon i sur. (2012) primijecen je negativan efekt metilacije citozina na vezanje i
aktivnost TALEN-a. Postoje indikacije da na vezanje TALEN-a osim metilacijskog statusa
mogu utjecati kompakcija kromatina, ciljna sekvenca i sama ekspresija TALEN-a (Reyon i
sur. 2012; Valton i sur. 2012). Problem nedovoljno specificnog prepoznavanja pojedinih
nukleotida pomocu prirodno prisutnih RVD-a rijesen je otkricem dvadeset novih kombinacija
nekanonskih RVD-a (Miller i sur. 2015).

Zadnji modul u sredisnjoj ponavljajucoj domeni proteina TALE sadrzi samo prvih 20
aminokiselina, unutar kojeg i RVD, te se zbog toga naziva i polu-ponavljanje. Na 5' kraju

sekvence koju prepoznaju prirodni TALE proteini prethodi konzervirana baza timin. U
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slu¢aju PthXol TALE proteina bazu T prepoznaju dva degenerirana ponavljanja koja se
nalaze na poziciji 0 i -1, te zajedno formiraju o heliks i petlju koji sli¢e na heliks i RVD kod
kanonskih modula (Boch i sur. 2009; Mak i sur. 2012).

1.5.2 Fok I nukleaza kao efektorska domena TALEN-a

Fokl je tip Il endonukleaze izoliran iz bakterije Flavobacterium okeanokoites. Sastoji
se od N terminalne DNA vezuju¢e domene i C terminalne DNA kataliticke domene. DNA
vezujuca domena prepoznaje ne-palindromsku sekvencu 5-GGATG-3-5'-CATCC-3' u
dvolan¢anoj DNA, dok 9-13 nt nizvodno od mjesta prepoznavanja kataliticka domena
nespecificno stvara urez u DNA. Dvije molekule Fokl nukleaze vezu se na sekvencu DNA,
gdje dimeriziraju njihove kataliticke domene tvore¢i funkcionalan kompleks endonukleaze.
Taj kompleks stvara urez na oba lanca DNA, nizvodno od mjesta prepoznavanja (Li i sur.
1992; Pernstich i sur. 2012).

Kako bi se izbjeglo uvodenje dvolancanog loma na mjestima koja se ne ciljaju
konstruirani su obligatni heterodimerni mutanti (ELD:KKR) Fokl nukleaze za fuzije sa ZF i
TALE proteinima. Kod ovih mutanata inhibirana je homodimerizacija, $to rezultira znacajnim
smanjenjem citotoksi¢nosti zbog uvodenja nespecificnih dvolan¢anih lomova u genomu
(Slika 7.). Osim primjene heterodimera uvedene su mutacije N496D i H537R ¢ime je
dobivena hiperaktivna varijanta Fokl nukleaze nazvana Sharkey. Fokl nukleaza kod koje su
ove dviju mutacija Sharkey i ELD:KKR uvedene zajedno pokazuje znacajno povecanje
aktivnosti i selektivnosti ZFN s obzirom na Fokl nukleazu sa samo jednom mutacijom
(Doyon i sur. 2010; Guo i sur. 2010).
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Slika 7. Mehanizam djelovanja ZFN-a i TALEN-a s divljim tipom (WT) Fokl
nukleaze ili s mutiranim tipom (ELD:KKR) Fokl nukleaze.

Kod ZFN-a ili TALEN-a s fuzioniranom WT Fokl nukleazom veZu se dva lijeva
konstrukta (sive elipse na sivim pravokutnicima) ili dva desna konstrukta (bijele elipse
na bijelim pravokutnicima) na sekvence u genomu koja nisu ciljna mjesta, dolazi do
homodimerizacije WT Fokl nukleaze koja uvodi dvolan¢ane lomove.

Kod ZFN-a ili TALEN-a s fuzioniranom mutiranom (ELD:KKR) Fokl
nukleazom vezu se dva lijeva konstrukta (sive elipse na sivim pravokutnicima) ili dva
desna konstrukta (bijele elipse na bijelim pravokutnicima) na sekvence u genomu koja
nisu ciljna mjesta, homodimerizacija izmedu mutanata (ELD:ELD) ili (KKR:KKR)
Fokl nukleaza je onemogucena kao i nastajanje dvolancanih lomova. Nastajanje
dvolan¢anog loma moguce je jedino izmedu (ELD:KKR) Fokl nukleaza lijevog (bijele

elipse) i desnog konstrukta (sive elipse) (Ochiai i Yamamoto 2015).

1.5.3 Aktivnost i specificnost TALEN-a

Razvijeno je nekoliko razli¢itih TALEN-a s obzirom na promjene u N i C terminalnoj
domeni, jer je potvrdeno da duljina N i C teminalne regije utjeCe na aktivnost TALEN-a.
Miller i sur. (2011) dobili su aktivne mutante skrac¢ivanjem C terminalne domene sa 278 na 63
aminokiselinska ostataka. Uz C terminalnu deleciju (A215) sadrzi i skraéenje N terminalne

domene sa 288 na 136 aminokiselinska ostatka tj. A152 (Miller i sur. 2011; Ochiai i
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Yamamoto 2015). Za +163/+63 TALEN mutante utvrdena je optimalna duzina sekvence
izmedu dva TALEN-a i ona se krec¢e od 13 do 33 nt (Christian i sur. 2012).

Povecanju aktivnosti genomskog uredivanja TALEN-a doprinose i aminokiselinske
varijacije prisutne u podrucju izvan RVD. U prirodi postoje TALE proteini koji sadrze
varijacije i u podruéju 4. i 32. aminokiselinskog ostatka (Boch i Bonas 2010; Ochiai i
Yamamoto 2015). Frekvencija aminokiselina koje se najcesce pojavljuju na poziciji 4.
aminokiseline je D (Asp): E (Glu): A (Ala) = 2:1:1, tj. na poziciji 32. aminokiseline D (Asp):
A (Ala) = 1:1. Ipak, komercijalno najsire upotrebljavan set TALE modula (Golden Gate
TALEN i TAL effector — Addgene) za konstrukciju sadrze 32 identi¢ne aminokiseline i
varijaciju u RVD podruc¢ju 12. i 13. aminokiselinskog ostatka. Sakuma i sur. (2013b) uspjeli
su konstruirati TALEN-e s ne-RVD varijabilnim aminokiselinama tzv. Platinum TALEN-i
(Slika 8.). Pokusi in vivo potvrdili su znatno vec¢u aktivnost Platinum TALEN-a od
konvencionalnih TALEN-a (Ochiai i Yamamoto 2015).

4 RVD 32
Tipl LTPDOVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
Tip2 [ TPEQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQRAHG
Tip3 [ TPDQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQRAHG
Tipd 1, TPAJOVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQDHG

Konvencionalni
TALEN-i N 1111111111 C Fokl

TALEN-is

ne-RVD varijacijama N 1|2|3|4|1|2|3|4[1]|2(3]4|1(2|3|4|| C Fokl

Slika 8. Konvencionalni TALEN-i s varijabilnim aminokiselinama u podrudju
RVD-a i Platinum TALEN-i s varijacijama u ne-RVD podrudju (aminokiseline 4 i 32)
(Ochiai i Yamamoto 2015).

TALEN-i su pokazali vecu aktivnost genomskog uredivanja i manju toksi¢nost od
ZFN (Chen i sur. 2013). To je posljedica visoke specifi¢nosti, tj. niskog postotka djelovanja
na neciljnim mjestima u genomu. U razumijevanju specifi¢nosti TALEN-a doprinijele su
brojne racunalne predikcije i analize. U radu objavljenom u Casopisu Nature, Guilinger i

suradnici  (2014) su analizirali sposobnost TALEN-a razli¢ite duzine i sekvence
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prepoznavanja za stvaranje uzreza na nespecificnim mjestima u genomu. Rezultati su pokazali
da su TALE proteini neovisni u vezanju na DNA, duzi TALEN-i su tolerantniji na male
promjene u ciljnoj sekvenci (engl. mismatch) i specifi¢niji za sekvencu unutar genoma.
Utvrdeno je da velika vezna energija DNA i TALEN-a moze reducirati specifi¢nost
TALENA-a (Gulinger i sur. 2014).

1.6 Mehanizam djelovanja TALEN-a i popravak dvolanc¢anog loma

Mehanizam djelovanja kimernih nukleaza temelji se na uvodenju dvolan¢anog loma
DNA koji stimulira stani¢ni popravak DNA. Posto je popravak dvolan¢anog loma evolucijski
konzerviran proces od kvasaca do sisavaca primjena TALEN-a nije ograni¢ena te se moze
koristiti za ciljanu promjenu gena i kod Zivotinja i kod biljaka. Postoje dva razli¢ita
rekombinacijska popravka dvolancanog loma u stanici, a to su nehomologni (engl.
non-homologous end joining — NHEJ) i homologni (engl. homology directed repair — HDR)
mehanizam popravka (Wyman i Kanaar 2006; Miller i sur. 2011; Yamamoto i Ochiai 2015).

Glavni put popravka dvolan¢anog loma u stanici je nehomologni popravak koji se
dogada tijekom cijelog stani¢nog ciklusa i u mirujucoj fazi GO, a najces¢i je mehanizam
popravka u vremenu izvan S/G2 faze. Ovaj mehanizam najcesée sudjeluje u popravku
egzogeno izazvanih dvolancanih lomova DNA. Nehomologni popravak dvolan¢anog loma
DNA temelji se na izravnoj ligaciji dva kraja DNA koji ne moraju biti homologni, ali mogu
imati homologne privjeske nastale djelovanjem NHEJ enzima (Takeda i Yamazoe 2003; Reed
i Watters 2003). Proces NHEJ popravka provode protein helikaza Ku, nukleazni kompleks:
nukleaza Artemis i DNA ovisna protein kinaza (Artemis:DNA-PK), DNA polimeraze p i A
(Pol w i A) i ligazni kompleks: DNA ligaza IV, XRCC4 i Cer-XLF. Na krajeve DNA s
visokim afinitetom se veze Ku70/Ku80 heterodimer koji postaje vezno mjesto za nukleazni
kompleks, kompleks DNA polimeraze ili ligazni kompleks. Vezanjem Artemis:DNA-PK
kompleksa na Ku helikazu fosforilira se Artemis i djeluje nukleaznom aktivno$¢u na 3' i 5'
krajevima DNA. Vezanjem Pol p moze dodavati nasumi¢ne nukleotide neovisno o DNA
kalupu. Kad nastane nekoliko homolognih nukleotida DNA ovisna Pol A moze popuniti
nastalu pukotinu, a moze formirati i uzastopna ponavljanja. Vrlo fleksibilan ligazni kompleks
DNA ligaze 1V, XRCC4 i Cre-XLF katalizira reakciju ligacije dvolan¢ane molekule DNA s
malim homolognim privjescima, takoder ligira i DNA s tupim krajevima. Postoje
mnogobrojne kombinacije ovih enzima i stoga je mogu¢ velik broj intermedijernih oblika
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DNA (Lieber 2008; Wu i sur. 2009; Lieber 2010). Popravak dvolan¢anog loma procesom
NHEJ, nastalog djelovanjem TALEN-a i drugih kimernih nukleaza, dovodi do pojave delecija
ili insercija nt na mjesto popravka. Posljedica tih modifikacija je pomak okvira Citanja
kodirajuce sekvence ili promjena veznih mjesta za transkripcijske faktore u promotorskoj ili
pojacivackoj regiji gena, Sto moze narusSiti funkciju tog gena ili ga potpuno inaktivirati (Slika
9.). Stoga su TALEN-i jedna od preferiranih metoda za dobivanje mutanata za odredene gene
i u istrazivanjima funkcije gena (Joung i Sander 2014, Li i Hotta 2015).

Dvolan&ani lom (TALEN)

NHEJ / IN HDR

Donorski kalup ———=—— Donorski kalup - —
egzogene DNA l egzogene DNA l
Delecije ili insercije Precizne nukleotidne promjene Precizna insercija DNA sekvence

Slika 9. Popravak dvolan¢anog loma DNA.

Dvolancani lom uveden djelovanjem TALEN-a moZe se popraviti nehomolognim
(NHEJ) ili homolognim (HDR) rekombinacijskim popravkom. Rezultat NHEJ popravka
su razli¢ito dugacke insercije i delecije na mjestu popravka. Kod HDR mehanizma
imamo moguénost ugradnje egzogene DNA koja moZe posluZiti kao lanac kalup te je na
taj na¢in moguce uvesti preciznu inserciju manje nukleotidne modifikacije ili vece

transgene sekvence DNA (Joung i Sander 2014).

Za popravak dvolancanog loma homolognim rekombinacijskim popravkom potreban
je lanac kalup sa sestrinske kromatide, homolognog kromosoma ili egzogeno uvedene DNA.
Ovaj tip popravka najcesce se odvija u S/G2 fazi stani¢nog ciklusa kao mehanizam popravka
endogeno uzrokovanih ostecenja tijekom replikacije DNA (Ochiai i Yamamoto 2015). Proces
homolognog popravka ukljucuje velik broj proteina koji pripadaju grupi RAD52 te su
ukljuceni u formiranje i razrjeSenje Hollidayeve strukture. pocetni korak posredovan je
kompleksom RAD50/NBS1/MRE11. Egzonukleaznom 3'->5' aktivnos¢u MREI11 moze
procesirati oStecene krajeve DNA 1 izloZiti jednolanCane krajeve. Na jednolan¢anu DNA veze
se najprije replikacijski protein A (RPA) kojeg zamjenjuje RAD51 uz pomo¢ RADS2.
Nukleoproteinski filament s RAD51 sudjeluje u potrazi i prepoznavanju homologne sekvence
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na lancu kalupu. Dolazi do formiranje strukture izmedu oStec¢ene i homologne DNA koju
dodatno stimuliraju proteini RAD52 i RAD54. BRCA1 i BRCA2 su multifunkcionalni
proteini ukljuc¢eni u HDR tako da BRCA1 inhibira nukleaznu aktivnost MRE11, dok BRCA2
regulira dostupnost 1 aktivnost RAD51. Nakon formiranja Hollidayeve strukture
polimeraznom aktivno$¢u popunjavaju se praznine, ligiraju lanci DNA 1 razrjeSava

Hollidayeva struktura (Takeda i Yamazoe 2003).
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1.7 Metode konstrukcije TALEN-a

Zbog mnogih prednosti naspram prethodnih metoda, jednostavnosti prepoznavanja
ciljne sekvencu i dizajna ciljnog mjesta, TALEN je postao pozeljan alat za ciljano
preuredivanje genomskih sekvenci. Do danas su razvijene razli¢ite metode kako bi se

pojednostavio i ubrzao proces konstrukcije TALEN-a (Ochiai i Yamamoto 2015).

1.7.1 Konstrukcija Golden Gate kloniranjem

Za konstrukciju TALEN-a Golden Gate kloniranjem potreban je set plazmida s TALE
modulima, destinacijski plazmid, DNA ligaza i specifi¢ne restrikcijske endonukleaze tipa Il
(Cermak i sur. 2011). Takve endonukleaze, poput Bsal i Esp3l, rezu izvan mjesta
prepoznavanja i formiraju jedinstvene ljepljive krajeve duljine 4 bp. Smjesa ovih enzima s
odgovaraju¢im plazmidima s modulima i ciljnim vektorom omogucava povezivanje dva do
deset TALE modula to¢no odredenim redoslijedom (Slika 10. A). U samo jednoj reakcijskoj
smjesi odvija se digestija i ligacija. Kroz dvije Golden Gate reakcije moguce je konstruirati
TALEN od 12-31 RVD modula unutar pet dana. Plazmidni vektor s TALEN konstruktom
umnaza se u bakterijama, $to omogucéava selekciju, umnazanje i izolaciju to¢no odredenog
plazmida s TALEN konstruktom. Ova metoda je Siroko prihvacena i koristena zbog svoje
jednostavnosti i brzine. Do danas je objavljeno nekoliko verzija originalne metode Golden
Gate kloniranja za konstrukciju konvencionalnih TALEN-a (Ding i sur. 2013; Kim i sur.
2013; Sakuma i sur. 2013a). Za konstrukciju TALEN-a s ne-RVD varijacijama razvijena je

metoda Platinum Gate kloniranja (Sakuma i sur. 2013b; Ochiai i Yamamoto 2015).

1.7.2 Konstrukcija Golden Gate PCR-om

U prvom koraku ove metode PCR reakcijom su umnozeni moduli fragmenti od
pocetna Cetiri plazmida za NN, NG, NI i HD module i specifi¢nih pocetnica s adapterima koji
nose ligacijsko i restrikcijsko mjesto za kasniju Golden Gate reakciju (Sanjana i sur. 2012). S
umnozenim i pro¢is¢enim modul fragmentima krece se u prvu Golden Gate reakciju u kojoj
nastaju heksameri TALE modula (Slika 10. B). Nakon umnazanja PCR-om i proc¢is¢avanja

ligiranih heksamera krece se u drugu Golden Gate reakciju. Ova metoda zahtijeva manji broj
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plazmida i krace vrijeme priprave od metode Golden Gate kloniranja. Umnazanje PCR-om
sli¢nih modul ponavljanja moze dovesti do pojave mutacija u amplikonima (Sanjana i sur.

2012; Ochiai i Yamamoto 2015).

1.7.3 Konstrukcija restrikcijskim endonukleazama i ligacijom (REAL)

Metoda konstrukcije restrikcijskim endonukleazama i ligacijom (engl. restriction
endonuclease and ligation — REAL) temelji se na cijepanju pomocu razlicitih restrikcijskih
endonukleaza tipa Il. Nakon prve reakcije ligirana su dva TALE modula. Nakon druge
reakcije set od dva TALE modula se ligira u set od cetiri modula i tako dalje (Slika 10. C).
Metoda REAL je najjednostavnija metoda za konstrukciju TALEN-a, ali zbog viSestrukih
koraka kloniranja zahtijeva mnogo vise vremena od drugih metoda (Sander i sur. 2011).
Objavljena je poboljsana verzija ove metode, nazvana REAL-Fast metoda. Konstrukcija krece
od plazmida s dva ili ¢etiri modula zbog Cega je vrijeme konstrukcije znatno smanjeno, ali je
zato poveéan broj pocetnih plazmida s razliCitim kombinacijama modula. Za pomo¢ u
kreiranju TALEN konstrukta REAL i REAL-Fast metodom dostupan je besplatan on-line
program ,,ZiFiT Targeter” (Ochiai i Yamamoto 2015).

1.7.4 Konstrukcija automatiziranim sustavom brze ligacije na ¢vrstoj fazi

visoke propusnosti (FLASH)

Kod metode konstrukcije automatiziranim sustavom brze ligacije na C&vrstoj fazi
visoke propusnosti (engl. Fast Ligation-Based Automated Solid-Phase High-Troughput —
FLASH) koriste se isti pocetni TALE monomeri kao i kod REAL-Fast metode. Klju¢na
razlika je da se TALE moduli kod FLASH sustava konstrukcije povezuju na magnetnim
kuglicama (Slika 10. D). Na raspolaganju je 376 razli¢itih kombinacija modul ponavljanja, od
jednog do Cetiri modula u nizu. U prvom koraku prvi modul se ligira sa sljedeca éetiri TALE
modula. Takav niz pomocu biotinske oznake na N terminalnom dijelu prvog TALE modula
veze Se na streptavidinom presvu¢enu magnetnu kuglicu. Na takav niz modula dodaju se
tetrameri TALE modula do Zeljene duzine i zatim restrikcijskom digestijom odvajaju od
kuglica. Ovim procesom moguce je sintetizirati do 96 TALE ponavljanja u jednom danu
(Reyon i sur. 2012; Ochiai i Yamamoto 2015).
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Slika 10. Metode konstrukcije TALEN-a. Pravokutnici Zute, crvene, zelene i
plave boje predstavljaju TALE module koji prepoznaju ¢etiri razli¢ita nukleotida, a
brojke unutar njih predstavljaju tipove TALE modula s ne-RVD ponavljanjima. Slova
na slici A i B predstavljaju jedinstvene ljepljive Kkrajeve nastale djelovanjem

endonukleaza tipa Il (Ochiai i Yamamoto 2015).
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1.8 Gen HNF1A

Gen HNF1 homeoboks A (engl. hepatocyte nuclear factor 1 alpha — HNF1A) smjesten
je na duzem kraku 12. kromosoma unutar lokusa 24.31. On kodira za transkripcijski faktor
HNF-1o koji se sastoji od tri funkcionalne domene, a to su: N terminalna dimerizacijska
domena, DNA vezni motiv koji ¢ine POU specificna i POU homeodomena i treta C
terminalna transaktivacijska domena. Protein HNF-1a je aktivan u obliku homodimera ili
heterodimera sa strukturno povezanim HNF-1b. U homodimernom obliku veze palindromsku
sekvencu 5'-GTTAATNATTAAC-3' (Yamagata i sur. 1996; Chi i sur. 2002). HNF-1a se
eksprimira specifi¢no u jetri i gusteraci. Ukljucen je u regulaciju velikog broja gena u jetri,
ukljuujuéi gene za albumin, a-1 antitripsin, a i b fibrinogen, faktor zgrusavanja,
apolipoproteine i druge (Pontoglio i sur. 1997). Takoder, HNF1A je uklju¢en u regulaciju
gena za fukozil transferaze 3, 6 i 8 te N-acetil-glukozamin transferaze 4a koji su uklju¢eni u
glikozilaciju proteina (Zoldos i sur. 2012).

Monoalelna mutacija gena HNF1A rezultira autosomalno dominantnim efektom i
uzrok je MODY3 (engl. maturity onset diabetes of the young — MODY) dijabetesa koji je
jedan od podtipova dijabetesa tipa 2. Fenotip MODY3 dijabetesa nastaje uslijed promjene
ekspresije gena u B stanicama Langerhansovih otoci¢a u gusteraci §to dovodi do smanjene
sinteze i sekrecije inzulina i uzrokuje abnormalni razvoj 8 stanica. Posebno su zahvaceni geni
koji kodiraju za inzulin, Glut2 transporter, transportere neutralnih i bazi¢nih aminokiselina 1
mitohondrijskih enzima poput piruvat dehidrogenaze (Shih i sur. 2001; Chi i sur. 2002).
Bluteau i sur. (2002) detektirali su bialelnu inaktivacija gena HNF1A u 50% uzoraka benignih
adenoma jetre te je za tu skupinu adenoma kasnije utvrden manji rizik za malignu
transformaciju u HCC (engl. hepatocellular carcinoma — HCC) (Chen 2006). Utvrdeno je da
epigeneticka regulacija ima vaznu ulogu u odrzavanju funkcije gena HNF1A. ZoldoS 1 sur.
(2012) utvrdili su da epigeneticko utiSavanje CpG metilacijom promotora gena HNF1A
uzrokuje promjene u grananju N-glikana na glikoproteinima krvne plazme koje su utvrdene i
kod oboljelih od MODY3 dijabetesa. Za proucavanje gena HNFI1A in vitro pogodne su
stanice jetre u kulturi te je u ovom radu koristena HepG2 stani¢na linija kao model za
transfekciju TALEN-a. HepG2 stanice u kulturi su adherentne epitelne stanice
hepatocelularnog karcinoma jetre.
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2 Cilj rada

Inaktivacija gena u stanici moze se provesti razli¢itim metodama mutageneze pomocu
rekombinaza, integraza i transpozaza. Ipak, takve metode nedovoljno su specifiéne u
prepoznavanju ciljnog mjesta u genomu te Cesto uzrokuju negativne efekte u stanici
inaktivacijom tumor supresor gena ili aktivacijom onkogena. Za povecanje efikasnosti i
selektivnosti mutageneze razvijene su fuzije DNA vezujucih proteina i razli¢itih nukleaza.
TALEN je fuzija TALE proteina i Fokl nukleaze koja omogucéava ciljano uvodenje
dvolanfanog loma. Popravak takvog loma NHEJ mehanizmom vrlo cesto rezultira
inaktivacijom ciljanog gena.

Zasad nije provedena inaktivacija gena HNF1A u HepG2 stani¢noj liniji pomocéu
TALEN-a. Stoga je cilj ovog rada konstrukcija TALEN-a specifi¢nih za ciljno mjesto unutar
humanog gena HNF1A i njegova transfekcija u HepG2 stanice $to bi znacajno ubrzalo
postupak dobivanja stani¢ne linije s inaktiviranim genom HNF1A i olakSalo istrazivanja
njegove sloZene funkcije.

Za ostvarenje tog cilja u prvom koraku konstruiran je TALEN par metodom Golden
Gate kloniranja. U drugom koraku provedene su dvije serije transfekcije HepG2 stanica
destinacijskim vektorima s TALEN konstruktima i vektorom pcDNA-EGFP. Aktivnost
TALEN-a u transfeciranim HepG2 stanicama analizirana je T7E1 testom na izolatima
genomske DNA. Efikasnost transfekcije HepG2 stanica odredena je detekcijom

eksprimiranog fluorescentnog proteina EGFP.
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3 Materijali i metode

3.1 Materijali

Komercijalni setovi:

Golden Gate TALEN und TAL effector kit 2.0 (Cat. No. 1000000024, Addgene,
Cambridge, SAD); QlAprep Mini Prep Kit (Cat. No. 27106 Qiagen, Hilden, Njemacka);
Lipofectamine® 3000 Reagent (Cat.No. L3000-001; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
SAD); DNeasy Blood and Tissue Kit (Cat. No. 69504, Qiagen); High Pure PCR Cleanup
Micro kit (Cat. No. 04 983 955 001, Roche Aplied Science, Mannheim, Njemacka).

Plazmidi izvan setova:
pcDNA-EGFP (Addgene)

Enzimi i pridruZeni puferi:

Bsal (New England Biolabs, Ipswich, SAD); T4 DNA ligaza i T4 DNA pufera (New
England Biolabs); Plasmid Safe nuclease (Illumina, Eindhoven, Nizozemska); Esp3I (Thermo
Fisher Scientific); JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka); Herculase Il Fusion DNA Polymerase i 5x
Herculase Il Reaction Buffer (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD); T7E1 (New England
Biolabs), NEBuffer 2 (New England Biolabs).

Boje i DNA standardi:
6x Loading Dye (Thermo Fisher Scientific); EtBr; MassRuler DNA Ladder Mix

(Thermo Fisher Scientific).

Ostale kemikalije, mediji i puferi:

LB medij (10 g/L ekstrakt kvasca, 5 g/L triptozni pepton, 10 g/L NaCl); 100%
glicerol; TAE pufer (1 mM Tris, 1 mM octena kiselina, 1 mM EDTA pH 8.0); 1x fosfatni
pufer (PBS); DMEM medij (Lonza, Basel, Switzerland); Gibco® FBS (Thermo Fischer
Scientific); penicilin/streptomicin (Lonza); L-glutamin (Lonza); tripsin (Sigma-Aldrich).

Koristeni su bakterijski soj E. coli XL10-Gold i stani¢na linija HepG2.

27



Pocetnice:

pCR_F1 ttgatgcctggcagttccct

pCR_F2 cgaaccgaacaggcttatgt
TAL_F1 ttggcgtcggcaaacagtgg
TAL_R2 ggcgacgaggtggtcgttgg

HNF1A T7E1_ FW  ccctcacagagccagcactg
HNF1A T7E1 RE gccctcctcttectgeccaag

3.2 Metode

3.2.1 Konstrukcija TALEN-a metodom Golden Gate kloniranja

Konstrukcija TALEN heterodimernog para provedena je prema radu Cermak i sur.
(2011) i pomoc¢u seta Golden Gate TALEN und TAL effector kit 2.0. Prema protokolu
konstrukcija TALEN-a traje pet dana. U Golden Gate reakcijama koriste se Bsal i Esp3l,
restrikcijske endonukleaze tipa Il koje omogucuju spajanje vise TALE modula u to¢no
odredenom redoslijedu. Proces konstrukcije ukljucuje dva koraka: 1) spajanje ponavljaju¢ih
modula s specificnim RVD-om u intermedijarne vektore (pFUS) i 2) povezivanje
intermedijarnih konstrukta u destinacijski vektor S$to rezultira TALEN konstruktom s

kona¢nim brojem od 16 modula.

1. dan: Dizajn TALEN modula za ciljno mjesto unutar HNF1A i prva Golden Gate
reakcija

Odabrana je TALEN ciljna sekvenca u programu Mojo Hand (Neff i sur. 2013) i
konstruirana je shema modul plazmida za prvu Golden Gate reakciju (Tablica 1. i Tablica 2.).
Pomoc¢u modula NI, NG, NN, HD koji pokazuju najjaci afinitet vezanja baza A, T, G, C
dizajniran je niz od 16 TALE modula koji odgovara odabranoj sekvence za lijevi i za desni
TALEN. TALEN konstrukt koji prepoznaje sekvencu na DNA lancu kalupu u smjeru 5’23,
tj. uzvodno od mjesta ureza Fokl nuklaze, nazvan je lijevi TALEN. TALEN konstrukt koji se
veze na DNA sekvencu u smjeru 5'->3' na reverznom komplementu nazvan je desni TALEN.
Za TALEN duzine 16 modula s 16 RVD ponavljanja potrebna su dva intermedijarna vektora:
pFUS_AZ2A i pFUS_B6. Modul ponavljanje za prvu bazu T nije uklju¢eno u konstrukcijski
niz RVD modula ve¢ je ukljuceno u destinacijske plazmide finalnog konstrukta (Cermak i sur.
2011).
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Tablica 1. Redoslijed intermedijarnih i modul vektora lijevog TALEN-a za prvu

Golden Gate reakciju (dvije reakcije za lijevi TALEN).

Modul vektori

Intermedijarni | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
vektor

pFUS_A2A pPNN1 | pNN2 | pHD3 | pHD4 | pHD5 | pNG6 | pNN7 | pNG8 | pNN9 | pNN10

pFUS_B6 pHD1 | pNI2 pPNN3 | pHD4 | pHD5 | +pLR(NN)

Tablica 2. Redoslijed intermedijarnih i modul vektora desnog TALEN-a za prvu

Golden Gate reakciju (dvije reakcije za desni TALEN).

Modul vektori

Intermedijarni | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
vektor

pFUS_A2A pHD1 | pNG2 | pNN3 | pHD4 | pNI5 pNN6 | pHD7 | pNG8 | pNN9 | pNN10

pFUS_B6 pHD1 | pNG2 | pHD3 | pNI4 PNN5 | + pLR(NG)

Postavljena je zasebna reakcija za svaki intermedijarni vektor i njemu pripadajuce
modul vektore. U jednu Golden Gate reakciju dodano je 75 ng intermedijarnog vektora
(pFUS), 75 ng svakog modul vektora, 0,5 puL Bsal, 0,5 uL T4 DNA ligaze i 1 uL T4 DNA
ligaznog pufera u 10 uL ukupnog volumena reakcije. Reakcija je inkubirana kroz 10 ciklusa 5
min na 37°C i 10 min na 16°C, zatim 5 min na 50°C i 5 min na 80°C. Nakon digestije i
ligacije u svaku Golden Gate reakciju dodano je 0,5 uL 10 mM ATP i 0,5 pL Plasmid Safe
nukleaze. Smjesa je inkubirana 60 min na 37°C, bez koraka inaktivacije enzima. Sve
reakcijske smjesa inkubirane su u uredaju Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific). Dobivenom smjesom prve Golden Gate reakcije transformirane su kemijski
kompetentne bakterije (XL10-Gold), poblize opisano u poglavlju 3.2.1.1. Bakterije su
nasadene na agarozne ploce s antibiotikom spektinomicinom konacne koncentracije 50

uL/mL (Spec®). Nasadene ploce su inkubirane na 37°C.

2. dan: PCR na bakterijskim kolonijama, elektroforeza i postavljanje bakterijske

prekonoc¢ne kulture pozitivnih klonova s intermedijarnim konstruktom

Sa svake plo¢e na kojoj su bakterije porasle preko noé¢i nasumi¢no su odabrane tri

bakterijske kolonije. Za provjeru intermedijarnog konstrukta metodom PCR na bakterijskim
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kolonijama uzeto je pola bakterijske kolonije za svaki bakterijski klon te je otopljeno u PCR
reakcijskoj smjesi. U ukupnom volumenu od 25 puL PCR reakcije sadrzano je 12,5 pL
JumpStart™ REDTaq® ReadyMix ™ Reaction Mix te 1 pL svake poletnice: pCR8-F1 i
pCR8-R1. Reakcija je inkubirana 2 min i 30 s na 95°C, zatim kroz 35 ciklusa 30 s na 94°C, 30
sna 55°Cil1mini 15 sna 72°C te u zavrsnom koraku 5 min na 72°C. Tijekom PCR provjere
bakterijske plo¢e vracene su u inkubator na 37°C. Na 1% agarozni gel naneseno je 5 pL
markera MassRuler DNA Ladder Mix s 1 pL 6x pufera za nanoSenje uzoraka na gel (6x
Loading Dye) i 10 uL svake PCR reakcije. Prema rezultatima gel elektroforeze odabrani su
pozitivni  bakterijski klonovi i nasadene su bakterijske prekonoéne kulture sa
spektinomicinom kona¢ne koncentracije 50 pg/mL (poglavlje 3.2.1.1). Bakterijske

prekonoéne kulture su inkubirane u termostatskoj tresilicu na 37°C 1 900 rpm.
3. dan: Izolacija plazmidne DNA i druga Golden Gate reakcija

Iz prekonoéne bakterijske kulture uzeto je 2 mL i provedena je izolacija plazmidne
DNA pomoc¢u seta QIAprep Mini Prep Kit prema protokolu proizvoda¢a. Koncentracija DNA
izmjerena je u alikvotu od 2 pL uredajem NanoVue (GE Healthcare Bio-Science AB).

Sljede¢i korak bio je povezivanje intermedijarnih konstrukata zajedno sa zadnjim
ponavljanjem u destinacijski plazmidni vektor. Pripremljene su reakcijske smjese druge
Golden Gate reakcije zasebno za lijevi i desni TALEN. U reakcijsku smjesu ukupnog
volumena od 20 uL dodano je: 150 ng svakog vektora s intermedijarnim konstruktom za lijevi
ili desni TALEN, 150 ng odgovaraju¢eg plazmidnog vektora za zadnje modul ponavljanje
lijevog (pLR(NG)) i desnog TALEN-a (pLR(NN)), 75 ng destinacijskog vektora pCAG-T7-
TALEN(Sangamo)Fokl-KKR za desni TALEN ili pCAG-T7-TALEN(Sangamo)FokI-ELD za
lijevi TALEN, 1 puL Esp3l, 1 uL T4 DNA ligaze i 2 uL T4 DNA ligaznog pufera (Tablica 3.).
Reakcija je inkubirana kroz 10 ciklusa 10 min na 37°C i 15 min na 16°C, zatim 15 min na
37°C i 5 min na 80°C. Kemijski kompetentne bakterije transformirane su kao i prvog dana
(poglavlje 3.2.1.1) i nasadene na agarozne plo¢e s ampicilinom konaéne koncentracije 100

ulL/mL (Amp'®). Nasadene ploce su inkubirane na 37°C.

4. dan: PCR na bakterijskim kolonijama, elektroforeza i postavljanje bakterijske

prekonocéne kulture pozitivnih klonova s kona¢nim TALEN konstruktom
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Provjera pozitivnih klonova koji sadrze destinacijski vektor s finalnim TALEN
konstruktom napravljena je metodom PCR na bakterijskim kolonijama, kao i drugog dana. U
25 uL ukupnog volumena dodano je 12,5 pL JumpStart™ REDTaq® ReadyMix ™ Reaction
Mix i 1 uL svake pocetnice: TAL_F1 i TAL_R2. Reakcija je inkubirana 2 min i 30 s na 95°C,
zatim kroz 32 ciklusa 30 s na 94°C, 30 s na 55°C i 3 min na 72°C te u zavr§nom koraku 5 min
na 72°C. Elektroforeza u 1% agaroznom gelu provedena je kao i drugog dana. Od pozitivnih
klonova nasadene su prekonoéne kulture s ampicilinom konac¢ne koncentracije 100 ug/mL
(poglavlje 3.2.1.1). Nasadene prekonocne kulture su inkubirane u termostatskoj tresilicu na
37°C 1900 rpm.

5. dan: Izolacija plazmidne DNA

Plazmidna DNA je izolirana komercijalno dostupnim setom QIlAprep Mini Prep Kit,
kao i treceg dana. lzmjerena je koncentracija izoliranog destinacijskih plazmida s TALEN
konstruktom. Pripremljen je glicerolski ,,stock* prema postupku u poglavlju 3.2.1.2.

3211 Transformacija kemijski kompetentnih bakterija (XL10-Gold)
»heat shock® postupkom

Iz dubokog zamrzavanja na -80°C izvadena je suspenzija bakterija i otopljena na ledu.
Transformacija se provodi u bakterijskom kabinetu uz plamenik. U 50 pL bakterijske
suspenzije dodano je 5 puL prve Golden Gate reakcije te je inkubirana na ledu 15 min. Nakon
toga proveden je ,,heat shock” postupak. Bakterije su prebacene 30 s na 42°C, zatim ponovo 1
minutu na led. Slijedi brzo razrjedivanje s 500 uL LB medija prethodno zagrijanog na 37°C te
oporavak bakterija u termostatskoj tresilici kroz 60 min na 37°C i 900 rpm. Nakon inkubacije
nasadeno je 50 pL i 200 pL bakterijske suspenzije na 37°C zagrijane agarozne ploce S
odgovaraju¢im antibiotikom §to ovisi o koraku Golden Gate kloniranja. Nasadene ploce su

inkubirane na 37°C preko noci.
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3.2.1.2 Priprava bakterijske prekonoéne Kkulture i pohrana u obliku

glicerolskog ,,stock“-a

Prije postupka nasadivanja LB medij je zagrijan na 37°C. Postupak priprave
prekonoéne kulture provodi se u bakterijskom kabinetu uz plamenik. U sterilne epruvete
dodano je 3 mL LB medija i odgovarajuci antibiotik u omjeru 1:1000. U prekonoénu kulturu
drugog dana dodano je 3 uL ,,stock otopine 50 mg/mL spektinomicina, a ¢etvrtog dana 3 pL
100 mg/mL ampicilina. Sterilnom cackalicom uzet je uzorak bakterijske kolonije odabranih
pozitivnih klonova i ubacen u epruvetu. Za inkubaciju prekonoénih kultura koriStena je
termostatska tresilica Controled Environment Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick
Scientific). Epruvete su inkubirane na 37°C i 900 rpm preko no¢i (12-16 h). Nakon izolacije
plazmidne DNA petog dana, ostatak bakterijske kulture iskoristen je za pripravu glicerolskog
,,stocka®. Od preostalog volumena uzeto je 500 uL bakterijske suspenzije i razrijedeno s 500
uL 100% glicerola. Epruvete su zatim uronjene u tekuci dusik na -196°C i pospremljene u

zamrzivac¢ na -80°C.

3.2.2 Priprema HepG2 stani¢ne kulture za transfekciju

3221 Odmrzavanje HepG2 stanica

Tubica s otopinom stanica i medija s DMSO izvadena je sa -80°C na led. Svi koraci
pripreme HepG2 stani¢ne kulture za transfekciju provedeni su u kabinetu za sterilni rad.
Postupak odmrzavanja provodio se na ledu i prethodno ohladenoj centrifugi na 4°C. Za
odrzavanje HepG2 stanica koristen je DMEM medij (engl. Dulbecco’'s modified Eagle's
medium — DMEM) suplementiran s 10% fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum —
FBS), 1,2% antibiotika penicilina (100 U/ml) (Pen) i streptomicina (100 ug/mL) (Strep) i 2%
L-glutamina (L-Glu). FBS je supernatant zaostao nakon koagulacije proteina krvi te sadrzi
hormone, faktore rasta, Secere, aminokiseline i lipide potrebne za rast i metabolizam stanica.
L-glutamin potice brzi rast stanica, a u medij se dodaje naknadno zbog svoje nestabilnosti pri
fizioloskoj pH vrijednosti. Kad je otopina stanica i medija bila blizu potpunog odmrzavanja
prebacena je u prethodno ohladenu tubicu. Nakon potpunog odmrzavanja otopine stanica i
medija dodaje se kap po kap 10 mL DMEM medija (s FBS, Pen/Strep i L-Glu) ohladenog na

ledu. Stanice su centrifugirane 5 min na 300 x g. Nakon centrifugiranja uklonjen je

32



supernatant, a stanice su resuspendirane u 10 mL DMEM medija (s FBS, Pen/Strep, L-Glu)
zagrijanog na sobnu temperaturu. Otopina stanica i medija prebacena je u veliku boéicu za
uzgoj stanica (T-175). U bocicu je dodano jos 20 mL DMEM medija (s FBS, Pen/Strep, L-
Glu) zagrijanog na sobnu temperaturu. Za sve korake inkubacije HepG2 stanica KkoriSten je

inkubator HeraCell Incubator (Thermo Heraeus). Stanice su inkubirane na 37°C uz 5% CO,.

3.2.22 Presadivanje i odrZzavanje HepG2 stanica

Prije svakog presadivanja procijenjena je konfluentnost HepG2 stanica pod invertnim
svjetlosnim mikroskopom. Ukupan broj stanica izraCunat je prema procijenjenoj
konfluentnosti i podacima iz tablice (Invitrogen) o prosje¢nom broju stanica, povrSini i
volumenu za odredeno laboratorijsko posude za stani¢nu kulturu.

Za presadivanje 1 odrzavanja HepG2 stanica pripravljeni su: DMEM medija (s FBS,
Pen/Strep, L-Glu), otopina 1x fosfatnog pufera (engl. phosphate buffered saline — PBS) i
otopina tripsina, zagrijani na sobnu temperaturu. Kad su stanice nasadene u bocici dostigle
konfluentnost od 100% provedeno je prvo presadivanje u petrijevke (R=100 mm). Nasadeno
je 2,2 x 10° stanica, razrjedenja 8,9x. Uklonjen je medij sa stanica i stanice su dvaput isprane s
5 mL 1x PBS. Nakon uklanjanja 1x PBS dodano je 5 mL tripsina, te su stanice inkubirane 5
min na 37°C u atmosferi s 5% CO, Nakon inkubacije flask je protresen laganim bo¢nim
udarcima sve dok se stanice nisu odvojile od podloge. Dodano je 5 mL DMEM medija (s
FBS, Pen/Strep, L-Glu) i otopina je dobro resuspendirana pipetom. Dodano je 1,1 mL
resuspendirane otopine stanica u 8,9 mL medija. Petrijevka sa stanicama pospremljena je u
inkubator na 37°C uz 5% CO..

Kad su HepG2 stanice nasadene u petrijevku (R=100 mm) dostigle konfluentnost 80-
100% presadene su u petrijevke (R=100 mm). U nove petrijevke nasadeno je 0,99 x10°
stanica, razrjedenja 8x. Uklonjen je medij sa stanica i stanice su dvaput isprane s 3 mL 1x
PBS. Nakon uklanjanja 1x PBS dodano je 3 mL tripsina, te su stanice inkubirane 5 min na
37°C uz 5% CO; Nakon inkubacije dodano je 2 mL DMEM medija (s FBS, Pen/Strep, L-
Glu) i dobro resuspendirano. Dodano je 0,6 mL resuspendirane otopine stanica u 9,4 mL
medija. Petrijevka sa stanicama pospremljena je u inkubator na 37°C uz 5% CO..
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3.2.2.3 Nasadivanje HepG2 stanica za transfekciju

Nakon potpunog oporavka HepG2 stanica od zamrzavanja i ustaljivanja vremena
inkubacije potrebnog za dostizanje potpune konfluentnosti nasadene su HepG2 stanice za
transfekciju. Za potrebe transfekcije stanice su presadene iz petrijevki (R=100 mm) na plocice
sa Sest bazencica. Postupak ispiranja i tripsinizacije stanica isti je kao i kod presadivanja iz
petrijevke u petrijevku. Na plodice je nasadeno 0,128 x 10° stanica u 2 mL medija po
bazenci¢u. Nasadivanje HepG2 stanica za potrebe dvije transfekcije provedeno je s istim

brojem nasadenih stanica.

3.2.3 Transfekcije HepG2 stanica

Prva i druga serija transfekcije provedene su prema saZetim uputama Lipofectamine®
3000 Reagent Protocol dostupnim uz set Lipofectamine®™ 3000 Reagent Transfection Reagent.

U oba slucaja transfekciji HepG2 stanica pristupilo se kad su stanice u bazenci¢ima
dostigle preporu¢enu konfluentnost od oko 80%. Za obje transfekcije konstruirana je shema
prema kojoj se transfekcija stanica provodi s dva razli¢ita volumena lipofektamina. Prva
transfekcija provedena je s 2,5 ug DNA TALEN konstrukta i 2,5 pg praznog destinacijskog
plazmida po bazencicu. Zbog organizacije prostora na plocici svakom bazencicu je pripisana
oznaka s obzirom na volumen Lipofectamine® 3000 (oznaka 1- ili 2-) i red na plo&i kojem
pripada bazenc¢i¢ (1 ili 2), znaci: 1-1, 1-2, 2-1, 2-2 (Slika 11.). Dva bazenci¢a oznac¢ena su K1
i K2 jer je pozitivna kontrola transfekcije takoder provedena s dva volumena Lipofectamine®
3000 reagensa. U drugoj transfekciji transfecirano je 2,5 ug pcDNA-EGFP plazmidne DNA.

Oznake bezencica na polocici pripisane su kao i kod prve transfekcije (Slika 11.).

Slika 11. Ploca s Sest bazencica i pripadajué¢im oznakama: 1-1, 1-2, 2-1, 2-2, K1,

K2.
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3.23.1 Prva transfekcija HepG2 stanica

Nakon konstrukcije sheme transfekcije pristupila sam pripremi transfekcijske reakcije.
Svi koraci pripreme transfekcijske reakcije provedeni su na ledu u kabinetu za sterilni rad. Za
potrebe transfekcije pripravljen je DMEM medij suplementiran s 2% L-Glu. Prvi korak bio je
razrjedenje Lipofectamine® 3000 reagensa prema preporuéenim volumenima. Pripremljene su
dvije tubice s 11,3 uL i 22,5 pL Lipofectamine® 3000 reagensa razrijedenog s 375 uL. DMEM
medija (s L-Glu). Drugi korak bio je priprema DNA razrjedenja. DNA smjese od 5 ug
plazmida s lijevim i desnim TALEN konstruktom za HNF1A i 5 ug pCAG-
TALEN(Sangamo)FokI-ELD i KKR razrijedene su prema protokolu s 250 uL. DMEM medija
(s L-Glu) i 2 uL/ug DNA P3000™ reagensa. U istim omjerima razrjedenja pripravljene su jos
dvije smjese: jedna s 2,5 ug plazmida s lijevim i desnim TALEN konstruktom za HNF1A i
druga smjesa medija i 2 uL/ug DNA P3000™ reagensa bez DNA. Treéi korak je formiranje
DNAVlipidnog kompleksa u reakcijskoj smjesi za transfekciju. Dodano je po 125 pL
razrijedenog Lipofectamine™ 3000 reagensa u $est tubica te pomijesano s odgovarajuéom
razrijedenom DNA u omjeru 1:1. Reakcijska smjesa za transfekciju je inkubirana pri sobnoj
temperaturi 5 minuta. Postupak pripreme reakcijske smjese za transfekciju pojasnjen je na
slici (Slika 12.).
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11,3 uL Lipofectamine® 3000 22, 5 uL Lipofectamine® 3000

L~

1-1 12 21 22 K2
Sus 25us Jug
pCAG-TALEN + -DNA pCAG-TALEN
HNF1A TATEN konstrukt

Slika 12. Shematski prikaz pripreme reakcijske smjese za transfekciju. U prvom
koraku (1) razrjeduju se dva volumena (11,3 i 22, 5 pL) Lipofectamine® 3000 reagensa.
U drugom koraku (2) priprema se razrjedenje DNA u tri kombinacije: pCAG-
TALEN(Sangamo)Fokl s HNF1A TALEN konstruktom, pCAG-TALEN(Sangamo)Fokl
bez konstrukta i smjesa bez DNA. Treéi korak je dodavanje razrijedenog
Lipofectamine® 3000 reagensa i razrijedene DNA u omjeru 1:1. Redoslijed reakcijskih

smjesi za transfekciju odgovara oznakama bazenc¢ica na plo¢i.

Iz bazenci¢a s HepG2 stanicama isisan je medij. Stanice su isprane s 2 mL PBS-a, te je
potom dodano po 2 mL DMEM medija (s L-Glu). U svaki bazen¢i¢ dodano je ukupno 250 pL

odgovarajuce reakcijske smjese za transfekciju dobivene nakon treceg koraka pripreme.
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Ukupan volumen od 3,75 pL Lipofectamine® 3000 reagensa dodan je u bazenéice 1-1, 1-2,
K1 te 7,5 uL u bazenciée 2-1, 2-2, K2. Na HepG stanice u bazenc¢i¢ima 1-1, 1-2, 2-1 dodano
je po 2,5 uL DNA destinacijskog plazmida s HNF1A TALEN konstruktom, u K1 i K2
bazenCi¢e 2,5 uL destinacijskog plazmida pCAG-TALEN(Sangamo)FokI-ELD bez
konstrukta, a u bazenci¢ 2-2 nije dodana DNA. Nakon transfekcije stanica ploca s

bazenci¢ima pospremljena je u inkubator na 37°C uz 5% CO.,.

3.2.3.2 Izolacija genomske DNA iz HepG2 stanica prve transfekcije

Tre¢i dan nakon transfekcije provedena je izolacija ukupne genomske DNA HepG2
stanica pomocu seta DNeasy Blood and Tissue Kit i protokola DNeasy Blood and Tissue
Handbook za izolaciju DNA iz stanica u kulturi. 1zolacija je provedena u sterilnim uvjetima u
laminaru stani¢ne kulture. Uklonjen je medij iz bazencica i stanice su dva puta isprane s 4 mL
1x PBS. Dodano je 0,5 mL tripsina i stanice su inkubirane 5 min na 37°C. Dodano je 0,5 mL
DMEM medija (s FBS, Pen/Strep, L-Glu) za inaktivaciju tripsina. Ukupna smjesa stanica i
medija prebacena je u tubice od 1,5 mL i centrifugirana na 5 min pri 300 x g. Nakon
centrifugiranja uklonjen je supernatant i od ovog koraka postupak izolacije DNA proveden je
prema uputama u gore navedenom protokolu. Nakon izolacije izmjerena je koncentracija svih

uzoraka i pospremljeni su na -20 °C.

3.2.3.3 Druga transfekcija HepG2 stanica

Svi koraci pripreme transfekcijske reakcije provedeni su na ledu u kabinetu za sterilni
rad. Priprema transfekcijske reakcije provedena je u tri koraka kao i kod prve transfekcije, uz
male izmjene drugog i treéeg koraka pripreme. Prvi korak razrjedenja Lipofectamine™ 3000
reagensa proveden je kao i kod prve transfekcije. Drugi korak bio je priprema DNA
razrjedenja. Pripremljene su dvije tubice sa smjesom 5 pg pcDNA-EGFP plazmida
razrijedenog s 250 uL. DMEM medija (s L-Glu) i 2 pL/ug DNA P3000™ reagensa. Trec¢a
smjesa pripremljena je u istim omjerima bez plazmidne DNA i sluzila je kao negativna
kontrola transfekcije. Treéi korak je formiranje DNA/lipidnog kompleksa. Dodano je po 125
uL razrijedenog Lipofectamine®™ 3000 reagensa u $est tubica te pomijesano s razrijedenom

DNA u omjeru 1:1. Reakcijska smjesa za transfekciju inkubirana je pri sobnoj temperaturi 5
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minuta. Postupak pripreme reakcijske smjese za transfekciju shematski je pojasnjen na slici
(Slika 12).

Ispiranje HepG2 stanica i promjena medija provedena je kao i kod prve transfekcije. U
svaki bazenci¢ dodano je 250 pL reakcijske smjese za transfekciju. Nakon transfekcije stanice
su inkubirane na 37°C u atmosferi s 5% CO,. Ukupan volumen od 3,75 uL Lipofectamine®™
3000 reagensa dodan je u bazencice 1-1, 1-2, K1 te 7,5 uL u bazencice 2-1, 2-2, K2. Na HepG
stanice u bazen¢i¢ima 1-1, 1-2, 2-1, 2-2 dodano je po 2,5 pL plazmida, dok su K1 i K2

bazenci¢i negativna kontrola transfekcije.

3.234 Fluorescencijsko mikroskopiranje HepG2 stanica nakon druge
transfekcije

Prvi dan nakon druge transfekcije provedeno je kontrolno mikroskopiranje
transfeciranih HepG2 stanica pod invertnim fluorescencijskim mikroskopom Axiovert 40
CFL (Zeiss) sa zivinom lampom HBO 50 (Zeiss). Mikroskopiran je samo prvi red na plo¢ici,
to su bazenci¢i 1-1, 2-1, K1. Bazenci¢ po bazenCi¢ pretrazen je svjetlosnom pa zatim
fluorescencijskom mikroskopijom. Kod fluorescencijske mikroskopije UV svjetlo Zivine
lampe prolazi kroz ekscitacijski filter koji propusta valne duljine od 450 do 490 nm te
obuhvaca podrucje ekscitacijskog maksimuma proteina EGFP oko 488 nm (plavo).
Fluorescencija proteina EGFP je detektirana kroz filter koji propusta samo valne duljine iznad
515 nm §to obuhvaca podrucje desno od emisijskog maksimuma proteina EGFP koji je na 509
nm (zeleno). Monokromatskom kamerom Axiocam MRm (Zeiss) su zabiljezene slike
reprezentativnih podruc¢ja u bazencicu sa stanicama u kojima je detektiran zeleni
fluorescencijski produkt EGFP.

Tre¢i dan, do 72 h nakon druge transfekcije HepG2 stanica pod fluorescencijskim
mikroskopom pretrazeni su svi bazenci¢i na plocici. Monokromatskom kamerom su
zabiljezene slike u tri razliita vidna polja za svaki bazenci¢ tijekom svjetlosne te

fluorescencijske mikroskopije HepG2 stanica.
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3.2.4 TT7EL test

T7E1 test je proveden prema radu Xu i sur. (2013). Protokol sam podijelila na dva
koraka koje je potrebno zasebno optimizirati. U prvom koraku T7E1 testa provedena je
optimizacija PCR-a genomske DNA, elektroforeza i procis¢avanje PCR produkta ciljne
sekvence gena HNF1A. U drugom koraku proc¢is¢ena DNA je denaturirana i nakon toga
ponovno sparena u uvjetima sporog hladenja. Zatim je provedena digestija s T7
endonukleazom 1 i elektroforeza uzoraka nakon digestije.

3241 Umnazanje, elektroforeza i prociS¢avanje PCR produkta ciljne

sekvence gena HNF1A

PCR smjesa pripravljena je prema protokolu proizvodaca uz polimerazu Herculase 11
Fusion DNA Polymerase. 1z uzoraka genomske DNA koji su dobiveni nakon postupka
opisanog u poglavlju 3.2.3.2, pripravljeno je razrjedenje koncentracije 200 ng/uL. U PCR
reakciju ukupnog volumena 50 pL dodano je 200 ng genomske DNA, 1 uL polimeraze
Herculase 11 Fusion DNA Polymerase, 10 uL pufera 5x Herculase Il Reaction Buffer, zatim
1,25 uL svake pocetnice (HNF1A T7E1_FW i HNF1A_T7E1_RE) i 2,5 mM dNTP mixa.
Reakcija je inkubirana prema sljede¢em PCR programu: 95°C/ 2 min, 30 ciklusa (denaturacija
na 95°C/ 20 s, vezanje pocetnica na 67°C/20 s, elongacija na 72 °C/ 1 min 55 s), zatim na
72°C/2 min i 4°C/e0. Nakon inkubacije provedena je kontrolna elektroforeza dobivenog PCR
produkta. Po 5 uLL PCR uzorka pomijesano je s 1 uL 6x Loading Dye i naneseno je na 1,5%
agarozni gel s etidijevim bromidom (EtBr) konacne koncentracije 0,5 ug/mL. Elektroforeza je
provedena u TAE puferu na prvih 10 min 4 V/cm i oko 30 min na 8 V/cm sve dok boja za
pracenje (bromfenol plavo) ne prode dvije tre¢ine agaroznog gela. Vrpce DNA vizualizirane
su fluorescencijom pod UV svjetlom.

Ostatak od 45 uLL PCR produkta proc¢iséen je pomocu seta High Pure PCR Cleanup
Micro kit. Postupak je proveden prema prilozenom protokolu bez izmjena. U zadnjem koraku
proc¢is¢avanja uzorak je eluiran u volumenu od 20 pL. [zmjerena je koncentracija uzoraka na

spektrofotometru NanoVue (GE Healthcare Bio-Science AB).
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3.24.2 Digestija T7 endonukleazom 1

Pripremljena je reakcijska smjesa od 18 pL procis¢enog PCR produkta i 2 uL 10X
NEBuffer 2. Smjesa je denaturirana 10 min na 95°C i zatim podvrgnuta programu sporog
hladenja kroz 90 ciklusa (od 95°C do 59°C sa smanjenjem 0,4°C svakih 20 s), 90 ciklusa (od
59°C do 32°C sa smanjenjem 0,3°C svakih 20 s), zatim 20 ciklusa (od 32°C do 26°C sa
smanjenjem 0,3°C svakih 20 s), te zavr$ni korak na 4°C oo. Nakon inkubacije reakcijskoj
smjesi je dodano 5U T7E1. Reakcija digestije je inkubirana na 45 min pri 37°C. Zatim je
naneseno 6 uL smjese uzorka i 1 pL 6x Loading Dye na 2% agarozni gel s EtBr konac¢ne
koncentracije 0,5 pug/mL. Elektroforeza je provedena u TAE puferu prvih 10 minuta na 4
Vicm i oko 30 min na 8 V/cm. Vrpce DNA vizualizirane su fluorescencijom pod UV

svjetlom.
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4 Rezultati

4.1. Konstrukcija TALEN-a za ciljno mjesto u genu HNF1A

Za konstrukciju TALEN para odabrano je ciljno mjesto unutar egzona 1, gena HNF1A
(NCBI ID: 6927) smjestenog na duzem kraku 12. kromosoma unutar lokusa 24.31. Pomoc¢u
programa Mojo Hand (Neff i sur. 2013) odabrana je sekvenca ciljnog mjesta tako da lijevi i
desni TALEN prepoznaju sekvencu minimalne duzine 15 nt i ne duzu od 17 nt i da razmak
izmedu njih bude minimalno 15 nt i ne ve¢i od 16 nt (Slika 13). 1z dizajniranog niza modula
izuzeta je prva baza T jer ju prepoznaje ponavljanje TALEN-a uklju¢eno u finalni
destinacijski vektor pCAG-T7-TALEN(Sangamo)-FokI-ELD i pCAG-T7-TALEN(Sangamo)-
Fokl-KKR.

Lijevi TALEN
NN NNNNNIONNEON MJESTO UREZA
NN CNCNN I N N
5 TGGCCCTGTGGCAGCCG AGCCATGGTTTCTAA ACTGAGCCAGCTGCAGA-3'
3. ACCGGGACACCGTCGGC TCGGTACCAAAGATT TGACTCGGTCGACGTCT-5'

NNNHNHNNNHNNHNN
GNIDGCDNNGDNIDNG
Desni TALEN

NIDA; NGST; NN3G; 1D>C

Slika 13. Odabrano ciljno mjesto unutar gena HNF1A za lijevi i desni TALEN.
Sekvenca na lancu kalupu (lijevi stupac) je mjesto vezanja lijevog TALEN-a i iznad nje
je niz od 16 modul ponavljanja koji ju prepoznaje u smjeru 5'>3". Sekvenca reverznog
komplementa (desni stupac) je mjesto vezanja desnog TALEN-a i ispod nje je niz od 16
modul ponavljanja koji ju prepoznaje u smjeru 5'=>3'. Na srediSnjem dijelu (srednji

stupac) Fokl podjedinice (ELD i KKR) dimeriziraju i stvaraju urez.

Nakon povezivanja odgovaraju¢ih modula u intermedijarne vektore u prvoj Golden
Gate reakciji dobivena su cetiri konstrukta. Dva intermedijarna konstrukta sadrze deset i pet
modula za lijevi TALEN, a takoder isti broj modula sadrze konstrukti za desni TALEN.
Nakon transformacije bakterija produktom prve Golden Gate reakcije provedena je PCR

reakcija s pocetnicama pCR8-F1 i pCR8-R1 za regiju s konstruktom monomernih
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ponavljanja. Ocekivana duzina konstrukata nakon prve Golden Gate reakcije potvrdena je
elektroforezom PCR produkta u 1% agaroznom gelu i usporedbom s rezultatima grupe
Cermak i sur. (2011) (Slika 14.). Na agaroznom gelu u stupcu s oznakom M vidljiv je
ljestvicast uzorak DNA markera (Prilog 1.) prema kojemu moZemo procijeniti veli¢inu
umnozenog DNA fragmenta i usporediti ju s o¢ekivanom veli¢inom konstrukta s modulima.
U stupcima 1-3 i 7-9 identificirana je jace vidljiva DNA linija s deset modul ponavljanja
veli¢ine oko 1200 pb. U stupcima 4-6 i 10-12 identificirana je DNA linija s pet modul
ponavljanja veli¢ine oko 700 pb. U svim stupcima iznad glavne linije DNA konstrukta
prisutan je razmazani uzorak i ispod glavne linije karakteristi¢an ljestvic¢ast uzorak DNA Koji

nastaje zbog prisutnosti manjih neispravnih konstrukata koji brze putuju u gelu.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

S

Slika 14. Elektroforeza PCR produkata bakterijskih kolonija nakon prve Golden
Gate reakcije u 1% agaroznom gelu. Na gelu je identificirana glavna DNA linija s
ispravnim brojem monomera za sve bakterijske klonove DNA, razmazan uzorak i
karakteristi¢an ljestvi¢ast uzorak. Bakterijski klonovi s ispravnim konstruktima za 10
monomernih ponavljanja nalaze se u stupcima 1, 2, 3, 7, 8, 9, a za 5 monomernih

ponavljanja u stupcima 4, 5, 6, 10, 11, 12.

Rezultati elektroforeze u 1% agaroznom gelu nakon prve Goleden Gate reakcije
pokazali su ispravan broj monomera u PCR produktima za sve bakterijske klonove, stoga je
za prekono¢nu kulturu odabran po jedan bakterijski klon za svaki konstrukta. Odabrani su
bakterijski klonovi iz stupaca: 1, 4, 7 i 10.

Nakon druge Golden Gate reakcije i transformacija bakterija, cetvrti dan provedena je
PCR reakcija s pocetnicama za regiju s finalnim TALEN konstruktom ugradenim u
destinacijske vektore pCAG-T7-TALEN(Sangamo)FokI-KKR i destinacijske vektore pCAG-
T7-TALEN(Sangamo)FokI-ELD. Destinacijski plazmid s finalnim konstruktom ocekivane je
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veli¢ine od 2000 pb. Usporedbom elektroforeze PCR produkta s rezultatima prema radu
Cermak i sur. (2011) i u protokolu proizvodaca potvrdena je konstrukcija finalnog TALEN
konstrukta za lijevi i desni TALEN. Na agaroznom gelu u stupcima 1, 2 i 3 vidljiv je
karakteristi¢an razmazani uzorak od 1500 pb prema gore. Oko 2000 pb izostala je ocekivana
linija, ali zbog prisutnosti intenzivnog razmazanog uzorka u tom podrucju ispravnosti ovih
bakterijskih klonova je potvrdena. U stupcu 4 izostao je razmazani i ljestvicast uzorak §to

pokazuje da ovaj bakterijski klon nije ispravan.

M 1 2 3 4

Slika 15. Elektroforeza PCR produkata bakterijskih kolonija nakon prve Golden
Gate reakcije u 1% agaroznom gelu. Na gelu je identificiran izrazit razmazani uzorak u
podruéju od 1500 pb prema gore i karakteristican ljestvic¢ast uzorak od 600-300 pb.
Bakterijski klonovi s ispravnim konstruktom za 16 monomernih ponavljanja u stupcima

1, 2, 3 i bakterijski klon s neispravnim konstruktom u stupcu 4.

Rezultati elektroforeze u 1% agaroznom gelu nakon druge Goleden Gate reakcije
potvrdili su ispravan broj monomera u PCR produktima za 3 bakterijska klona, stoga su za
prekono¢nu kulturu odabrana dva bakterijska klona. Finalni konstrukt za lijevi i desni TALEN

dobiven je peti dan izolacijom iz bakterijskih prekonoénih kultura. Dobivene su sljedece
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koncentracije: c(L_TALEN) = 397,8 ng/uL i c(R_TALEN) = 358.5 ng/uL. Finalni konstrukt
za lijevi i desni TALEN potvrdeni su sekvenciranjem (Prilog 2.).

4.2. Transfekcija HepG2 stanica

Tre¢i dan nakon prve transfekcije, provedene s destinacijskim plazmidom pCAG-
TALEN(Sangamo)FokI-ELD i KKR koji sadrze konstrukt za TALEN-e, HepG2 stanice su
postigle konfluentnost od 100%. Uspjesno je izolirana genomska DNA iz svakog bazencica

Sto potvrduju srednje vrijednosti izmjerenih koncentracija (Tablica 3.).

Tablica 3. Srednje vrijednosti koncentracije (ng/uL) genomske DNA izolirane

nakon prve transfekcije HepG2 stanica.

DNA | c (ng/puL)
1-1 335,3
1-2 334,8
2-1 447,0
2-2 380,0
K1 383,0
K2 382,0

Prvi dan nakon druge tranfekcije, provedene s plazmidom pcDNA-EGFP, HepG2
stanice su neznatno vise konfluentne nego na dan transfekcije. Kontrolnim fluorescencijskim
mikroskopiranjem samo stanica u bazenci¢ima 1-1, 1-2 i K1 utvrdeno je da neke stanice u
bazenc¢i¢ima 1-1 i 2-1 pokazuju vrlo mali intenzitet fluorescencije.

Tre¢i dan nakon druge transfekcije provedeno je svjetlosno i fluorescencijsko
mikroskopiranje HepG2 stanica u svim bazenci¢ima. Tre¢i dan stanice su dostigle
konfluentnost od 90-100%. Uocen je veci broj podrucja u bazenci¢ima gdje su stanice porasle
u malim nakupinama i u viSe slojeva, ali je uoceno i nekoliko podru¢ja u bazenci¢ima s
manjim brojem stanica i konfluentno$¢u oko 90%. Fluorescencijskim mikroskopiranjem
utvrdeno je da neke stanice u bazen¢i¢ima 1-1, 1-2 (Slika 16. Al, B1, C1, D1) i 2-1, 2-2
(Slika 17. A1, B1, C1, D1) pokazuju srednji do jak intenzitet fluorescencije.
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Slika 16. Mikroskopske slike HepG2 stanica, transfeciranih s pcDNA-EGFP i
3,75 pL Lipofectamine® 3000 reagensa po bazen&icu, dobivene fluorescencijskom (1) i
svjetlosnom (2) mikroskopijom istog vidnog polja (povecanje 100x). Slike A(1,2) i B(1,2)
prikazuju HepG2 stanice u bezencic¢u 1-1, a slike C(1,2) i D(1,2) u bazenc¢iéu 1-2.
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Slika 17. Mikroskopske slike HepG2 stanica, transfeciranih s pcDNA-EGFP i 7,5
pL Lipofectamine® 3000 reagensa po bazen¢icu, dobivene fluorescencijskom (1) i
svjetlosnom (2) mikroskopijom istog vidnog polja (povecanje 100x). Slike A (1, 2) i B (1,
2) prikazuju HepG2 stanice u bezen¢ic¢u 2-1, a slike C (1, 2) i D (1, 2) u bazenciéu 2-2.
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Usporedbom fluorescencijskog i svjetlosnog mikroskopiranja istog vidnog polja
utvrdeno je da se veci broj stanica koje fluoresciraju nalazi u podru¢jima s manjom
konfluentnosc¢u (Slika 16. i Slika 17.). Uocena je razlika u fluorescenciji izmedu stanica koji
su transfecirane s 3,75 puL Lipofectamine®™ 3000 reagensa u bazené¢i¢ima 1-1 i 1-2 od stanica
transfeciranih s veéim volumenom Lipofectamine®™ 3000 reagensa u bazen¢i¢ima 2-1 i 2-2. U
bazenci¢ima 1-1 (Slika 16. Al, B1) i 1-2 (Slika 16. C1, D1) utvrden je veéi broj
fluorescentnih stanica nego u bazenci¢ima 2-1 (Slika 17. Al, B1) i 2-2 (Slika 16. C1, D1). U
bazenci¢ima K1 1 K2 koji su sluzili kao negativna kontrola (Slika 18. A1, B1) nije opaZena

fluorescencija.

Slika 18. Mikroskopske slike HepG2 stanica, transfeciranih bez DNA s 3.75 pLL A
(1i2i75pL B (1i2) Lipofectamine® 3000 reagensa po bazenti¢u, dobivene
fluorescencijskom (1) i svjetlosnom (2) mikroskopijom istog vidnog polja (povecanje
100x).
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4.3. T7E]1 test

Za provjeru aktivnosti TALEN-a u HepG2 stanicama proveden je T7E1 test. Nakon
optimizacije uvjeta proveden je PCR genomske DNA s pocetnicama za regiju gena HNF1A,
koja obuhvaca ciljno mjesto TALEN-a. PCR je proveden s posebnom polimerazom,
Herculase Il Fusion DNA Polymerase visoke procesivnosti kako bi se male delecije ili
insercije nastale NHEJ popravkom vjerno prepisale. Ocekivan rezultat nakon PCR-a je smjesa
razli¢itth  DNA homodupleksa umnozenog fragmenta gena HNF1A. Provedena je
elektroforeza PCR produkta u 1,5% agaroznom gelu kojom je potvrdeno uspjesno umnazanje
samo jednog DNA fragmenta ocekivane veli¢ine 2440 pb. Na agaroznom gelu u stupcima 1-1,
1-2, 2-1, 2-2, K1 i K2 identificirana je linija skoro u ravnini linije markera veli¢ine 2500 pb,
Sto odgovara veli¢ini o¢ekivanog DNA fragmenta gena HNF1A. Negativna kontrola PCR-a je

negativna.

M 1-1 1-2 2-1 2-2 Kl K2 Kper

s

Slika 19. Elektroforeza PCR produkata genomske DNA za T7E1 test u 1,5%
agaroznom gel. U stupcima 1-1, 1-2, 2-1, 2-2, K1 i K2 je identificirana glavna DNA linija

ocekivane veli¢ine oko 2500 pb.

Nakon procis¢avanja PCR produkta izmjerene su vrijednosti koncentracije (Tablica
4.). 1z dobivenih srednjih vrijednosti koncentracije vidljivo je da je prinos DNA nakon PCR-a
i proc¢is¢avanja vrlo mali, stoga je za daljnje korake uzet maksimalan volumen svih

prociséenih PCR produkata.
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Tablica 4. Vrijednosti koncentracije (ng/uL) procis¢enih PCR produkata
genomske DNA za T7E1 test

DNA | c (ng/puL)
1-1 7,0
1-2 6,2
2-1 10,1
2-2 4,8
K1 7,6
K2 14,5

Pro¢is¢eni PCR produkt podvrgnut je nagloj denaturaciji i sporom hladenju. U takvim
uvjetima renaturacije DNA spajaju se i nespecificni lanci, te je ocekivan rezultat tog procesa
nastajanje DNA heterodupleksa i homodupleksa. Kad se takva smjesa podvrgne digestiji s T7
endonukleazom 1 u smjesi nastaju manji porezani fragmenti DNA, jer ova endonukleaza
prepoznaje nesparena mjesta u dvolancanoj DNA i stvara urez U oba lanca DNA
heterodupleksa. Elektroforezcom DNA produkta digestije T7endonukleazom 1 u 2%
agaroznom gelu nije potvrdeno postojanje heterodupleksa (Slika 19.). Na agaroznom gelu
(Slika 19.) u stupcima 1-1, 2-1, i K2 je identificirana jasna linija oko 2500 pb. Slaba linija iste
veli¢ine identificirana je u stupcima 2-2 i K1, dok se u stupcu 1-2 oko 2500 pb nazire vrlo
slaba linija. Nakon digestije ocekivan je fragment oko 2500 pb i jedan ili nekoliko fragmenata

manje veliine §to su rezultati elektroforeze samo djelomicno potvrdili.

M 1-1 12 21 22 K1 K2

Slika 20. Elektroforeza DNA produkta digestije T7 endonukleazom 1 u 2%
agaroznom gelu. U stupcima 1-1, 1-2, 2-1, 2-2, K1 i K2 je identificirana glavha DNA

linija o¢ekivane veli¢ine oko 2500 pb.
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5 Rasprava

Prije razvitka TALEN metode za ciljanu inaktivacije gena bile su dostupne razlicite
metode mutageneze pomoc¢u rekombinaza, integraza, transpozona i homologne rekombinacije
(Poglavlje 1.3.). Veliko ograni¢enje u koristenju ovih metoda jest nedovoljna specifi¢nost u
prepoznavanju ciljnog mjesta u genomu domacina, $to rezultira nespecificnom integracijom
transgena. Za povecanje efikasnosti i selektivnosti mutageneze razvijene su fuzije DNA
vezujuc¢ih proteina i razli¢itih nukleaza poput TALEN-a, fuzije TALE proteina i Fokl
nukleaze. U ovom radu metoda TALEN odabrana je za uvodenje ciljane inaktivacije gena
HNF1A kako bi takav mutantni fenotip posluzio kao model za bolje razumijevanje puteva

regulacije transkripcije kojima upravlja HNF1A i bolesti koje uzrokuje.

5.1 Konstrukcija TALEN-a za ciljno mjesto u genu HNF1A

Prvi zahtjev za ostvarenje cilja ovog rad bio je konstrukcija TALEN-a specifi¢nih za ciljno
mjesto u genu HNF1A. Prije same konstrukcije odabrana je ciljna sekvenca u egzonu 1 gena
HNF1A. Sekvenca je odabrana s obzirom na mjesto u genu i predikciju nastanka delecija koji
¢e rezultirati promjenom okvira ¢itanja. Prilikom odabira ciljne sekvence pomocu programa
Mojo Hand (Heff i sur. 2013), izraun predikcije za nastanak delecija koje ¢e rezultirati
pomakom okvira ¢itanja bio je ¢ak 72%, veéi od preporucenog (Bae i sur. 2014). To znacajno
povecava mogucnost za inaktivaciju gena HNF1A pomo¢u TALEN-a koji ¢e se vezati na ovo
ciljno mjesto. Zbog jednostavnosti i brzine konstrukcije TALEN-a odabrana je metoda
Golden Gate kloniranjem prema radu grupe Cermak i sur. (2011).

Rezultati dobiveni elektroforezom nakon prve i druge Golden Gate reakcije interpretirani su
usporedbom s rezultatima objavljenim u radu Cermak i sur. (2011). Iste rezultate potvrili su i
Sakuma i sur. (2013a), unato¢ malim izmijenjenama u metodi konstrukcije Golden Gate
kloniranjem. U svim slu¢ajevima konstrukti s kona¢nim brojem modula na agaroznom gelu
pokazuju isti obrazac. Taj obrazac ¢ini karakteristican razmazan signal oko linije konstrukta i
znatno iznad nje. Takoder, ispod linije PCR produkta finalnog konstrukta na gelu vidljiv je
ljestvicasti uzorak koji nastaje kao posljedica umnazanja repetitivnih sekvenci PCR-om.
Hommelsheim i suradnici (2014) prvi su predlozili molekularni mehanizam nastanka ovakvih
artefakta. Tijekom reakcije ligacije osim ispravnih konstrukata nastaju i konstrukti s manjim

brojem modula. Oni se tijekom PCR reakcije mogu vezati na lanac kalup i formirati ukosnice
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koje dovode do oslobadanja DNA polimeraze S$to rezultira nastankom djelomi¢nog
jednolacanog produkta. Takav produkt se u sljede¢im ciklusima PCR reakcije veze na lanac
kalup kao velika pocetnica ili sam postaje kalup. Jo§ jedan uzrok nastanka razli¢itih
amplificiranih produkata s duplikacijama 1 rearanzmanima je zamjena DNA lanaca kalupa
izmedu dvije polimeraze kad se one nadu u neposrednoj blizini tijekom elongacije u PCR
reakciji. To je Cest dogadaj tijekom PCR umnaZzanja DNA s ponavljajué¢im (repetitivnim)
sekvencama (Odelberg i sur. 1995). Za povecanje efikasnosti umnazanja repetitivnih sekvenci
poput TALE modula preporuca se odabrati pocetnice koje se vezu dalje od mjesta s
repetitivnim sekvencama, odabir PCR smjese s polimerazi pridruZzenim proteinima ili
umnazanje fragmenata izotermalnom reakcijom zamjene DNA lanaca (Homelsheim i sur.
2014). Zbog toga je uz potvrdu ispravnosti konstrukta potrebno provesti i sekvenciranje
ispravnih klonova nakon druge Golden Gate reakcije. Prema rezultatima sekvenciranja
potvrdena je konstrukcija TALEN-a za ciljno mjesto u genu HNF1A (Prilog 2).

Jednostavnost i brzina konstrukcije TALEN-a ovom metodom ovisi o uspjeSnosti svakog
koraka konstrukcije. U sluaju da se produkt prve Golden Gate reakcije treéeg dana
konstrukcije pokaZze neispravan ponovno se provodi PCR na bakterijskim kolonijama i
elektroforeza na agaroznom gelu. Ako na agaroznom gelu nije identificiran ispravan
bakterijski klon mogu se ponoviti svi koraci od transfekcije do gel elektroforeze ili se Golden
Gate reakcija ponavlja. Isti protokol se ponavlja ako nije identificiran ispravan konstrukt
nakon druge Golden Gate reakcije §to je Cest slucaj. Tijekom konstrukcije trebalo je ponoviti
dva puta korak PCR-a na bakterijskim kolonijama nakon druge Golden Gate reakcije jer u
prekono¢noj kulturi nisu porasle bakterije. Uzrok tome su lazno pozitivni klonovi zbog krive
interpretacije rezultata dobivenih na gelu. To je ¢esto u slucajevima kad na gelu izostaje
nespecifi¢an signal iznad ocekivane linije, a prisutne su neke linije oko ocekivane veli¢ine
DNA fragmenta. Zbog ovih ¢imbenika vrijeme konstrukcije se moZe produZziti na mnogo duzi

period od pet dana.

5.2 Provjera aktivnosti TALEN-a u transfeciranim HepG2 stanicama
T7E1 testom

Sljede¢i cilj bio je provesti inaktivaciju gena HNFIA s dobivenim TALEN
konstruktom. Provedena je transfekcija HepG2 stanica s destinacijskim plazmidom pCAG-
T7-TALEN(Sangamo)FokI-KKR koji sadrzi lijevi i pCAG-T7-TALEN(Sangamo)FokI-KKR
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koji sadrzi desni TALEN konstrukt i dva razli¢ita volumena Lipofectamine® 3000 reagensa.
Ovaj reagens vrlo je povoljan za transfekciju TALEN-a i CRISPR-a (Li i Hotta 2015).

Do sad je objavljeno nekoliko znacajnih radova u kojima je provedena transfekcija
TALEN-a za inaktivaciju gena na stani¢nim linijama u kulturi (Cermak i sur. 2011., Miller i
sur. 2011., Musolino i sur 2012., Reyon i sur. 2012., Kim i sur. 2013). Frekvencije
modifikacija nastalih djelovanjem TALEN-a razlikuje se u razli¢itim stani¢nim linijama zbog
razlika u stanicnom ciklusu, metabolizmu stanica, efikasnost transfekcije i1 aktivnosti
popravka DNA (Kolb i sur. 2005). Nakon transfekcije uneseni TALEN konstrukt se prepisuje
u stanici, ulazi u jezgu, veze se na ciljno mjestu u genu HNF1A i djelovanjem FokI nukleaze
uzrokuje dvolancani lom. On se naj¢esce popravlja NHEJ mehanizmom koji moze uzrokovati
razli¢ite mutacije. Za detekciju malih delecija i insercija u stanici koje nastaju NHEJ
popravkom moze se koristi CEL-1 (Daimon 2015), Surveyor (Sanjana i sur. 2012), T7E1 test
(Cermak i sur. 2011, Reyon i sur. 2012, Kim i sur. 2013) ili drugi testovi koji Kkoriste
endonukleaze koje prepoznaju i rezu male nesparene dijelove DNA.

Rezultati dobiveni gel elektroforezom (Slika 18.) upuéuju na umnazanje fragmenta
regije gena HNF1A od 2440 pb, a jafina dobivenih linija na gelu ukazuje na njihovu
nejednoliku koncentraciju. Nakon procis¢avanja DNA vrijednosti izmjerene koncentracije
upucuju na vrlo mali prinos DNA koji je mogao utjecati na efikasnost digestije. Usporedbom
rezultata dobivenih gel elektroforezom (Slika 19.) nakon digestije s T7 endonukleazom 1 i
rezultata drugih grupa (Kim i sur. 2013, Reyon i sur. 2012) moze se zakljuéiti da samo jedna
linija ukazuje na postojanje divljeg (nemutiranog) tipa gena u transfeciranim stanicama. Zbog
male razlucivosti linija, koja je posljedica male koncentracije DNA, tesko je sa sigurnoScu
potvrditi postoji li jo§ koja linija ispod 2500 pb koja bi upuéivala na postojanje mutantnog
tipa gena HNF1A. Postoji mogué¢nost da zbog male efikasnosti transfekcije nalazimo vrlo
mali broj stanica s mutiranim genom HNF1A koji dodatno zbog male koncentracije nije
mogao biti razluen na gelu. U stupcu 2-1 nazire se vrlo slab signal ispod linije veli¢ine oko
2500 pb. To moZe ukazivati na postojanje manjih fragmenata koji su putovali brze na gelu, ali
je njihova koncentracija premala da bi vidjeli jasnu liniju. Rezultati T7E1 testa ne potvrduju
postojanje mutacija u genu HNF1A, stoga ne potvrduju inaktivaciju gena HNF1A pomocu
TALENA-a u transfeciranim HepG2 stanicama. T7E1 testom ne moze se potvrditi prisutnost
manje od 1% modificiranih sekvenci genomske DNA analiziranih elektroforezom (Kim i sur.
2009). Rezultati Xu i sur. (2013) potvrduju nedovoljnu specifi¢nost T7E1 testa za utvrdivanje
aktivnosti TALEN-a u stanicama bez prethodne selekcije. Dobiveni rezultati T7E1 testa samo

na jednoj seriji transfekcije HepG2 stanica sa TALEN konstruktima nisu dovoljni za
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odbacivanje pretpostavke kako konstruirani TALEN-i mogu uzrokovati inaktivaciju gena
HNF1A, ve¢ je potrebno provesti daljnje eksperimente.

U daljnjim eksperimentima trebalo bi povecati efikasnost transfeciranih stanica. Za
dobivanje stani¢ne linije sa stabilnom inaktivacijom gena HNF1A treba provesti selekciju
transfeciranih stanica. Ovisno o vrsti eksperimenta za koji ¢e posluziti selektirana stani¢na
linija moze se uzgojiti selektirana stani¢na linija dobivena od jedne stanice ili od vise
razlicitih. Zbog geneticke uniformnosti stanica Uzgoj stani¢ne linije od pojedinacne stanice
bio bi bolji odabir za istrazivanje funkcije gena HNF1A. Selekcija i dobivanje takve stani¢ne
linije zahtijeva jo§ puno posla. Potrebno je nasaditi stanice u velikom rasponu razrjedenja i
izolirati kolonije porasle od pojedina¢nih stanica. Zatim transfecirati takve stani¢ne linije
vektorima koji osim TALEN-a nose gen za rezistenciju na odredeni antibiotik. VVektori mogu
nositi gen za neomicin fosfotransferazu kao rezistenciju na neomicin, gen za puromicin N-
acetil transferazu kao rezistenciju na puromicin ili neku drugu vrstu rezistencije. Stanice koje
su transfecirane prezivljavaju u prisutnosti odredenog antibiotika te ih se moze izolirati
(Grimm 2004). Sekvenciranjem PCR regije za gen HNF1A potrebno je potvrditi inaktivaciju
gena HNF1A u dobivenoj stani¢noj liniji. Rezultati dobiveni u ovom radu pokazuju da je
TALEN uspjeSno konstruiran i dostavljen u HepG2 stanice, ali proces dobivanja stani¢ne
linije s inaktiviranim genom HNF1A iziskuje jo§ mnogo posla.

Za buduca istrazivanja trebalo bi konstruirati i provesti transfekciju s vise TALEN-a
za ciljno mjesto u genu HNF1A, kako bi se dobiveni rezultati aktivnosti konstruiranih

TALEN-a u HepG2 stanicama mogli medusobno usporediti.

5.3 Provjera efikasnosti transfekcije HepG2 stanica fluorescencijskim
mikroskopiranjem

Kako bi se povjerila uspjesnost transfekcije provedena je transfekcija HepG2 stanica
plazmidom pcDNA-EGFP i dva razli¢ita volumena Lipofectamine® 3000 reagensa. Rezultati
svjetlosne i fluorescencijske mikroskopije stanica nakon tre¢eg dana transfekcije pokazuju da
Je dio stanica uspjesno transfeciran. Detektirane su stanice s fluorescentnim produktom EGFP,
ali je detektiran i velik broj stanica koje ne pokazuju fluorescenciju. Niza efikasnost
transfekcije potvrduje rezultate dobivene T7El testa koji nije dovoljno osjetljiv za dokaz
mutanata gena HNF1A u ovako malom broju transfeciranih stanica. Za dobivanje stani¢ne

linije nije potrebna velika efikasnost transfekcije jer se selekcijom iz malog broj transfeciranih
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stanica moze proizvesti stani¢na linija s inaktiviranim genom. Najbolju efikasnost transfekcije
pokazale su stanice (Slika 16.) transfecirane s najmanjim preporu¢enim volumenom od 3,75
uL Lipofectamine®™ 3000 reagensa po bazen&iu. Prema rezultatima dostupnim od
proizvodaca Lipofectamine® 3000 reagensa, efikasnost transfekcije HepG2 stanica je znatno
poboljsana u odnosu na transfekciju s Lipofectamine™ 2000 reagensom. Najbolji rezultat
transfekcije dobiven fluorescencijskom mikroskopijom u ovom radu jo$ uvijek ne potvrduje
rezultate dobivene nakon transfekcije HepG2 od proizvodaca. Bitno je naglasiti da je
konfluentnost stanica prilikom mikroskopiranja bila vrlo visoka (90-100%), stoga za buduce

eksperimente predlazem transfekciju na HepG2 stanicama konfluentnosti nize od 80%.
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6 Zakljucak

(1) Uspjesno je konstruiran par TALEN-a metodom Golden Gate kloniranja za ciljno
mjesto u genu HNF1A.

(2) Uspjesno su transfecirane stanice HepG2 stanica, umjerene efikasnosti, §to je
utvrdeno flurescencijom proteina EGFP.

(3) T7EL test je nedovoljno osjetljiv za provjeru aktivnosti TALEN-a za utvrdenu
umjerenu efikasnost transfekcije HepG2 stanica.

(4) Selekcijom transfeciranih HepG2 stanica dobivenih iz stani¢nih kolonija poraslih
od pojedinaénih HepG2 stanica mogla bi se dobiti stani¢na linija sa stabilnom
inaktivacijom HNF1A, S§to predstavlja izazov za daljnja istraZivanja i razvoj

pogodnog modela HepG2 stani¢ne linije s inaktiviranim genom HNF1A.
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8 Prilog

Prilog 1.

MassRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use
bp  ng/20pl ng/15pl ng/10pl ng/Spl

— 700 140 105 70 35

~ 600 120 90 60 30

200 150 100 50

B ~ 400 80 60 40 20

8 ~~300 60 45 30 15

S ~~ 200 40 30 20 10
= 100 20 15 10 5
a2 80 16 12 8 4

10 pl/lane,8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min
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Prilog 2. Rezultati sekvenciranja

Lijevi TALEN (1519 pb)

CGGGCCCCCATGGAAAGCTTGCTCCGGATGCGGGGGAGTTGAGAGGTCCG
CCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTGTGAAGATTGCAAAACGTGGCGG
CGTGACCGCAATGGAGGCAGTGCATGCATCGCGCAATGCACTGACGGGTG
CCCCCCTGAACCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACAAT
GGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTG
CCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACA
ATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTG
TGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCCA
CGATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC
TGTGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGC
CACGATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGT
GCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCA
GCCACGATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCG
GTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGC
CAGCAACGGTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGC
CGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATC
GCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTT
GCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTA
TCGCCAGCAACGGTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTG
TTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGC
TATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAACGGC
TGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTG
GCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAACGCTCCAACAGTGCACCGCT
GTTTCCCGTGCTGTGCCAGAACATGGCTGACCCCGAACAAATGTGGGTAT
TCCAACCACAAAGGGGGAAAAAACGCTCAAACAGTGAACGCTGTTTTCGG
GGTGTGTCAGGACAAGGCTGACCCCGACAAAAGGTGGGTATCCTCCCACA
TATGGGGAAGAAACCTCCAAAAGGAACAGCGTTGTCCGGCTTTGTCCGAC
ATAGCGGACCCCACCACATGGTGTTTTCCACAAAAGGGAAAAGCTCACAT
AGAAGGGTTTGTGGTGTTGGAAAAGCTTCTCACCAAAGGTTTTCTCTTAG
GAGAGAACAAAAAAAAAGAGTGGGTGGTGTCCCGCCCAGGCGTGATTTTA
TTCAAACAAAAAAAAAATT

NAME = L_CAG_HETERO_TAL_F1
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Desni TALEN (1543 pb)

GGGCCCCCCTTGGGAGCCTTGCTCCGGATGCGGGGGAGTTGAGAGGTCCGCCGTT
ACAGTTGGACACAGGCCAACTTGTGAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGC
AATGGAGGCAGTGCATGCATCGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTG
ACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAAGCGCTC
GAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGG
ACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACGGTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGG
TGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGT
GGTGGCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCG
GCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCT
ATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTG
CCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCA
GCAACATTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC
TGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACA
ATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCC
AGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCCACGATGGCG
GCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACC
ATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACGGTGGCGGCAAGC
AAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCT
GACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAAGCGCT
CGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCG
GACCAAATGGTGGCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAACGCTCGAAACGT
GCAACGGCTGTTGCCGGGGTGTGCCAGAACATGGCTGACCCCGAACAAAGGTGG
GTATCTCAGCACCAATGGGGGAAGAAACCTCTAAAAGTGAACGGCTTTTGCGGG
GTTTGCCAGAACTAGCCTGACCCCGACAAATGTGGGTATTCCCCCACAGTGGGGA
ACAACCTCAACATTGAAACGTTTTTCTGGTTTGCTGACAAGCTGTCCCGCACAAG
GGGTTTCCCCCAATTGGGAAAACCTCAAATAAAAGGTTTTGGTTGGTTTAGATGG
CCCACCAGGGGGGTATCCTTATGGACAACCCAAAAAGAGTGTGGGGTGGTGCGT
GCCTCCGGAACGTAGTCCATAACAACCACCAAAAAAAAGAAGGTGTGGCTGTTG
TAGGTGTGAGGCCGGTAGGG
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