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1. UVOD

1.1 Pocetak epigenetickog inZenjerstva

Selektivni uzgoj, genetika i modificiranje genoma (engl. genome engineering) uvelike su doprinijeli
razumijevanju utjecaja gena na fenotip organizma. S druge strane, na stani¢noj razini, razlike u
fenotipu uglavnom su odredene epigenetickim procesima. Uz metilaciju DNA, pronadene su brojne
modifikacije histona duz cijelog ljudskog genoma u razli¢itim tkivima i razli¢itim tipovima stanica, ali
tek u posljednjih nekoliko godina su okarakterizirani epigeneticki procesi koji doprinose kontroli 1
nasljedivanju aktivnosti gena (Koferle i sur., 2015).

Epigenom predstavlja sve modifikacije DNA koje ne ukljucuju promjenu same sekvence DNA
te ima klju¢nu ulogu u regulaciji strukture 1 funkcije genoma ukljucuju¢i vrijeme kada dolazi do
ekspresije gena i jaCinu ekspresije. Posebno je vazan tijekom ranog razvoja organizma za
uspostavljanje obrazaca ekspresije gena odgovornih za nastanak velikog broja razli¢itih vrsta stanica
iz jedne zigote. Takoder, postoji mnogo dokaza koji upucuju na to da je epigenom specificno
promijenjen kod mnogih ljudskih bolesti, posebno tumora pa se zato istrazivanju epigenoma predaje
sve veca pozornost (Park i sur., 2016).

Dugo vremena epigeneti¢ka istrazivanja bila su ograni¢ena nedostatkom eksperimentalnih
metoda koje bi omogucile ciljanu metilaciju DNA i manipulaciju kromatinskih oznaka u zivim
stanicama, dok je uvodenje mutacija i djelovanje farmakoloskim agensima mijenjalo epigeneticke
oznake globalno 1 nespecificno. Epigeneticko inZenjerstvo je omogucilo modificiranje pojedinih
epigenetickih oznaka na tofno odredenim mjestima, a ciljana modifikacija je omogucena
prenamjenom alata za modificiranje genoma u alat za modificiranje epigenoma koji se temelji na
povezivanju efektora (enzim koji katalizira modifikaciju epigenetickih oznaka, odnosno njegova
kataliticka domena) i domene koja specifi¢no veze odredenu sekvencu DNA. DNA vezuju¢e domene
mogu biti proteini s domenama cinkovih ,,prstiju® ZF (engl. Zinc finger) ili efektori sli¢ni aktivatorima
transkripcije (engl. transcription activator-like, TALE). Kod novije metode, sustava CRISPR-Cas9,
kromatinski modifikator je fuzioniran na kataliticki inaktivni protein Cas9 (dCas9; engl. catalytically-
dead Cas9) koji nema endonukleaznu aktivnost, a na specifi¢nu sekvencu DNA ga navodi molekula
RNA koja se naziva sgRNA (engl. single guide RNA) (Koferle i sur., 2015).



1.2 Alati za ciljanu modifikaciju genoma

Tri sustava kojima se na relativno jeftin i efikasan na¢in moze modificirati genom su kimerne nukleaze
ZFN (engl. zinc finger nuclease), TALEN (engl. transcription activator—like effector nuclease) i sustav
CRISPR-Cas9 (engl. clustered regulatory interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated
protein 9) (Slika 1). U odnosu na prijasnje metode modificiranja genoma (RNA interferencija i
nespecificni lijekovi), ovi sustavi omogucuju uvodenje mutacija na to¢no odredenom mjestu u
genomu, a mogu se dizajnirati u svega nekoliko dana metodama Kkloniranja, komercijalnim setovima

kemikalija ili pak komercijalnim uslugama (Chen i sur., 2014).

Sve tri tehnologije funkcioniraju na sli¢an nacin, tako Sto nukleaze stvaraju dvolanc¢ani lom u
zeljenom dijelu genoma koji se zatim popravlja endogenim mehanizmima popravka DNA, a to su
nehomologno sparivanje krajeva (engl. non-homologous end joining, NHEJ) i homologna
rekombinacija (engl. homologous recombination, HR) (Ota i sur., 2014). Razlikuju se u nac¢inu na koji
prepoznaju ciljanu DNA. Sustavi ZFN i TALEN imaju proteinske domene koje specifi¢no vezu DNA,
a sustav CRISPR-Cas9 ribonukleinsku kiselinu sgRNA koja je jednim svojim dijelom
komplementarna ciljanom slijedu DNA te se na njega specifi¢no veze. Sustavi ZFN i TALEN za
nukleaznu aktivnost imaju kataliticku domenu (dimer proteina Fokl), dok je protein Cas9 sustava
CRISPR-Cas9 endonukleaza sam po sebi (Rocha-Martins i sur., 2015).
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Slika 1. Sustavi za ciljano modificiranje genoma. (A) Kod sustava ZFN (engl. zinc finger nuclease) domene cinkovi
prsti (na slici tri cinkova prsta) specifi¢no prepoznaju i vezu sekvencu DNA, a nukleaza Fokl stvara dvolanc¢ani lom. (B)
Sustav TALEN (engl. transcription activator—like effector nuclease) se sastoji od dva monomera od kojih svaki sadrzi
domenu koja veze DNA (TALE ponavljajué¢i motivi) i nukleaznu domenu FoklI. Kao i kod sustava ZFN, FokI funkcionira
kao dimer te stvara dvolancani lom u ciljanoj molekuli DNA. (C) Sustav CRISPR-Cas (engl. clustered regulatory
interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated protein 9) navodi se na ciljanu sekvencu molekulom gRNA
(engl. guide RNA), a protein Cas 9 specifi¢no cijepa DNA tri baze uzvodno od sekvence PAM (engl. Protospacer adjacent
motif). Preuzeto i prilagodeno prema radu Osakabe i Osakabe, 2015.

Kod sustava ZFN (Slika 1A) proteinski strukturni motivi "cinkovi prsti" sastoje se od grupa
aminokiselina (najceS¢e CysoHis) Ciju strukturu stabilizira jedan ili viSe iona cinka i Cija se
specifi¢nost za DNA temelji na aminokiselinama u domeni prepoznavanja (engl. recognition domain)
alfa uzvojnice koja se veze na veliki utor DNA. Takav cinkov prst fuzioniran je na nukleazu (FoklI)
koja funkcionira kao dimer. Svaki cinkov prst prepoznaje triplete nukleotida ciljane sekvence, a u
sustavu ZFN s nukleazom FokI obi¢no je fuzionirano tri do Sest cinkovih prstiju. Sustav TALEN se
takoder sastoji od dvije komponente (Slika 1B), nukleaze FokI kao kod sustava ZFN te od proteina
efektora nalik transkripcijskim aktivatorima (TALE; engl. transcription activator—like protein) koji
sluzi za prepoznavanje ciljane DNA i to uz pomo¢ domene sastavljene od 33-35 aminokiselina koja
ima dva varijabilna mjesta na mjestu 12. i 13. aminokiseline koji se nazivaju RVD (engl. repeat
variable di-residues). Razli¢ite kombinacije aminokiselina RDV omoguéuju prepoznavanje
pojedinacnih baza §to omogucéava ve¢u modularnost nego kod sustava ZFN koji prepoznaje nekoliko

baza zajedno (Rocha-Martins i sur., 2015; Laufer i Singh, 2015).



Danas se od tri spomenute metode najvise koristi sustav CRISPR-Cas9 (Slika 1C) upravo zbog
toga $to se prepoznavanje ciljane sekvence temelji na njezinoj komplementarnosti s molekulom RNA
koju je lakSe i brze konstruirati za ciljanu sekvencu nego u slu¢aju ZFN i TALEN gdje je potrebno
konstruirati aminokiselinsku sekvencu, odnosno fuzijski protein (Gaj i sur., 2014). Takoder, CRISPR-
Cas9 naspram ostale dvije metode omogucuje veéu specifi¢nost ciljanja DNA te istovremeno ciljanje

vise lokusa u genomu odjednom (Ran i sur., 2013.).

1.3 Sustav CRISPR-Cas

Sustav CRISPR-Cas predstavlja mehanizam obrane bakterija i arheja od strane DNA (virusi ili
plazmidi) pomo¢u nukleaze navodene molekulom RNA. Otkriven je 1980-ih u bakteriji Esherichia
coli, a danas su poznata tri tipa (I, I, IIT) ovog sustava. Sva tri tipa sadrze lokus CRISPR-Cas (Slika
2) kojeg ¢ine nakupine gena Cas (engl. CRISPR-associated), evolucijski ouvana vodeca sekvenca
(nekodiraju¢a RNA) te razliCiti uzorci ponavljajucih sljedova dugih od 21-48 bp (engl. base pair) u
koje se mogu ugraditi jedinstveni sljedovi — razmaknice (engl. spacers) porijeklom od strane DNA u

kojoj se nazivaju proto-razmaknicama (engl. protospacers), a ¢ija veli¢ina varira od 26-72 bp.

geni koii kodiraju za proteine Cas lokus CRISPR
[ I [ iedinstveni sliedovi I
—— | |

nekodirajuca RNA [

ponavljajuce sekvence

Slika 2. Organizacija lokusa CRISPR-Cas bakterijskom genomu. Broj, redoslijedi i identitet gena cas varira izmedu
razli¢itih CRISPR-Cas podtipova. Novi jedinstveni slijed (razmaknica) se ugraduje na mjestu izmedu nekodiraju¢e RNA i

prvog ponavljanja lokusa CRISPR. Preuzeto i prilagodeno prema radu Amitai i Sorek, 2016.

Vodeca sekvenca je duga sekvenca bogata parovima baza AT koja sadrzi promotor za
ekspresiju molekule CRISPR RNA (crRNA) i vezna mjesta za regulatorne proteine, a nalazi se
uzvodno od ponavljaju¢ih sljedova lokusa CRISPR. Dio izmedu nekodirajuée RNA i prvog
ponavljanja lokusa CRISPR je mjesto ugradnje novog jedinstvenog slijeda (razmaknice). Budu¢i da
su razmaknice organizirane u jednom smjeru, moguce je kronoloski pratiti njihovu ugradnju. Za samo

prepoznavanje strane DNA od strane sustava CRISPR-Cas klju¢no je postojanje sekvence PAM (engl.



protospacer adjacent motif) nizvodno od proto-razmaknice u ciljanoj sekvenci. Ona se razlikuje

izmedu sva tri tipa sustava i svaki ortolog proteina Cas9 ima jedinstvenu sekvencu PAM (Ran i sur.,
2013; Amitai i Sorek, 2016, Rath i sur., 2015).

1.3.1 Faze imunosnog odgovora putem sustava CRISPR-Cas

Imunosni odgovor bakterija na stranu DNA putem sustava CRISPR-Cas odvija se u tri faze. Prva faza
je adaptacija gdje dolazi do ugradnje dijela strane DNA (proto-razmaknice) u lokus CRISPR genoma
domacina uz pomo¢ proteina Casl 1 Cas2 (Slika 3A). Proteini Casl i Cas2 su klju¢ni u fazi adaptacije
kod sva tri tipa sustava i obi¢no su dio istog operona. Oni formiraju strukturno stabilni kompleks
proteina koji se sastoji od dva dimera proteina Casl s funkcijom endonukleaze i jednog dimera proteina
Cas2 koji takoder cijepa molekulu DNA (Karvelis i sur., 2013; Amitai i Sorek, 2016).

U sljedecoj fazi, fazi ekspresije i sazrijevanja (Slika 3B), dolazi do ekspresije gena cas, a
lokus CRISPR se transkribira u dugi primarni transkript nazvan pre-crRNA (engl. precursor crRNA)
koji se zatim uz pomo¢ endogenog enzima RNaze III dalje procesira u skupinu kratkih zrelih CRISPR -
RNA (crRNA) od kojih svaka sadrzi po jedan jedinstveni slijed okruZen ponavljaju¢im sekvencama.
Ova faza se razlikuje izmedu tri tipa sustava CRISPR-Cas pa tako kod CRISPR-Cas sustava tipa I i lll
dolazi do cijepanja pre-crRNA unutar ponavljajuéih slijedova pomoc¢u endonukleaze Cas6, a kod tipa
II sazrijevanje crRNA ukljucuje i dodatnu molekulu tracrRNA (engl. trans—activating CRISPR RNA)
koja je vazna za procesiranje crRNA i stvaranje kompleksa s Cas9 (Gaj i sur., 2014; Mali i sur., 2013).

Posljednja faza imunosnog odgovora je faza interferencije u kojoj crRNA zajedno s
proteinima Cas formira efektorski kompleks koji prepoznaje ciljanu sekvencu strane DNA na temelju
komplementarnosti 1 inducira njezino cijepanje na to¢no odredenom mjestu. Struktura i funkcija
efektorskog kompleksa ribonukleoproteina (RNP) ukljuenog u utiSavanje strane DNA razlikuje se
ovisno o tipu sustava CRISPR-Cas. Kod sustava CRISPR-Cas tipa | (npr. E. coli) crRNA se veze za
multiproteinski kompleks nazvan Cascade (engl. CRISPR-associated complex for antiviral defense)
koji se zatim veze za ciljanu DNA i pokreée njenu razgradnju pomocu proteina Cas3. Kod sustava tipa
I11 RNP kompleks proteina Cas, RAMP (Cmr) i crRNA prepoznaju ciljanu DNA, a u sustavu tipa 1l
(npr. Streptococcus pyogenes i Streptococcus thermophilus) umjesto kompleksa proteina Cascade ili
Cmr postoji samo jedan protein, protein Cas9 koji funkcionira kao endonukleaza (Slika 3C). Sustav
tipa II je poseban i po tome §to uz crRNA sadrZi nevarijabilnu komponentu nazvanu "RNA koja djeluje
in trans™ (tracrRNA). Karvelis i sur. su eksperimentalno dokazali da je tracrRNA nuZna za fazu
interferencije posredovanu proteinom Cas9 i in vivo i in vitro (Karvelis i sur., 2013; Amitai i Sorek,
2016; Mali i sur., 2013).
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Slika 3. Tri faze imunosnog odgovora bakterija na virusnu DNA. (A) Prva faza je faza adaptacije u kojoj uz pomoé
kompleksa proteina Casl-Cas2 dolazi do ugradnje proto-razmaknice iz strane DNA u lokus CRISPR gdje se naziva
razmaknicom. Razmaknice se nalaze izmedu ponavljajucih sljedova i omogucuju sustavu CRISPR razlikovanje strane od
vlastite sekvence. (B) U fazi ekspresije i sazrijevanja lokus CRISPR se transkribira u dugi primarni transkript pre-cRNA
koji sazrijeva na razli¢ite na¢ine ovisno o kojem se tipu sustava CRISPR-Cas radi. Kod sustava tipa | i 111 dolazi do cijepanja
unutar ponavljaju¢ih sljedova pomoc¢u endonukleaze Cas6 te nastaje vise malih molekula crRNA (CRISPR-RNA), a u
sustavu tipa Il, tracrRNA (engl. trans-activating CRISPR-RNA) hibridizira s ponavljaju¢im sljedovima pre-crRNA te se
taj kompleks dalje procesira uz pomo¢ enzima RNaza Ill. (C) U fazi interferencije molekule crRNA stvaraju kompleks s
proteinima iz obitelji Cas koji se razlikuju kod razligitih tipova sustava, a uklju¢uju kompleks proteina Cascade (tip I),
protein Cas9 (tip 1), proteine Csm (tip I11-A) i proteine Cmr (tip 11-B). Takvi ribonukleoproteinski kompleksi prepoznaju
ciljanu molekulu DNA na temelju njezine komplementarnosti s molekulom gRNA i postojanja sekvence PAM te ju

razgraduju pomoc¢u nukleaznih proteina ili njihovih domena. Preuzeto i prilagodeno prema radu Patrick i sur., 2014.

1.3.2 Sustav CRISPR-Cas9 (tip Il sustava CRISPR-Cas)

Prije nego je otkrivena prava uloga sustava CRISPR-Cas u bakterijama, sekvenca CRISPR je koristena
u druge svrhe nevezane uz modificiranje genoma. Jedna od primjena je bila u genotipizaciji bolesti.
Primijeceno je da je sekvenca CRISPR heterogena izmedu razli¢itih organizama pa su se tako mogli

razlikovati inaCe izogeni izolati bakterije Mycobacterium tuberculosis ¢ime je omoguéeno precizno



odredivanje dijagnoze i epidemiologije bolesti tuberkuloze. Tipizacija na temelju CRISPR-a je takoder
razvijena i kod organizama Yersinia pestis, Salmonella i Corynebacterium diphteriae (Rath i sur.,
2015).

Ipak, najznacajnija primjena sustava CRISPR-Cas je dosla razvojem sustava tipa II (CRISPR-
Cas9) u mocan geneticki alat za manipulaciju genoma eukariotskih stanica. Klju¢an korak je bilo
sklapanje molekula crRNA i tracrRNA u jedinstvenu kimernu molekulu nazvanu sgRNA ¢ime je
omogucena jednostavnija eksperimentalna primjena. Molekula sgRNA svojim 20 nukleotida (nt)
dugim dijelom koji je komplementaran ciljanoj DNA navodi protein Cas9 na to¢no odredeno mjesto
koje se nalazi uzvodno od sekvence PAM (Slika 4). Za razliku od proteina Cas3 koji sadrzi i helikaznu
i nukleaznu domenu te degradira ciljanu sekvencu, protein Cas9 stvara dvolanc¢ani lom u molekuli
DNA na to¢no odredenom mjestu, 3 bp uzvodno od sekvence PAM §to je vazna karakteristika alata za
uredivanje genoma. Sama potreba za postojanjem motiva PAM nizvodno od ciljane sekvence duge 20
nt smatra se i glavnim nedostatkom ove metode, no to ipak ne ograni¢ava njezinu Cestu primjenu
buduéi da se takvo mjesto nalazi prosje¢no svakih 8—12 bp u ljudskom genomu (Cong i sur., 2013).
Drugo moguce ograni¢enje jesu nespecificne mutageneze koje se pak se mogu smanjiti upotrebom
boljih prirodnih ortologa proteina Cas9, smanjenjem afiniteta i povecanjem kooperativnosti izmedu
molekule sgRNA i proteina Cas9, uspostavom kompeticije izmedu aktivne i neaktivne forme,
uspostavom unaprijedenih varijanti proteina Cas9 te pazljivim odabirom molekula sgRNA za ciljanje

genoma (Gaj i sur., 2014; Cong i sur., 2013; Ran i sur., 2013; Mali i sur., 2013).
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Slika 4. Osnovni Cas9-sgRNA kompleks (iz bakterije S. pyogenes) za ciljanu modifikaciju genoma.

Za prepoznavanje i cijepanje ciljane sekvence potrebna je proto-razmaknica komplementarna razmaknici i sekvenca PAM
(5 NGG 3’) na 3’ kraju proto-razmaknice. Protein Cas9 stvara dvolancani lom 3 bp uzvodno od sekvence PAM. Preuzeto
i prilagodeno prema radu Mali i sur., 2013.



1.3.3 Protein Cas9

Protein Cas9 je endonukleaza sustava CRISPR-Cas9 koja stvara dvolancani lom unutar molekule DNA
na temelju komplementarnosti ciljane sekvence s molekulom guide RNA (Ran i sur., 2013). Kristalna
struktura proteina Cas9 je pokazala da se sastoji od dva reznja, nukleaznog (NUC) i reznja za
prepoznavanje DNA (REC). Rezanj za prepoznavanje DNA se dijeli u tri regije, dugi a-heliks (tzv.
"Bridge helix"), domenu RECL1 i domenu REC2, dok se nukleazni rezanj sastoji od dvije nukleazne
domene, RuvC i HNH te od domene PI (engl. PAM-interacting). Negativno nabijeni heterodupleks
SgRNA-DNA smjesta se u pozitivno nabijen utor izmedu REC i NUC reznjeva (Slika 4) (Ran i sur.,
2015). Klju¢ne domene za nukleaznu aktivnost Cas9 su HNH nukleazna domena koja cijepa lanac
komplementaran molekuli sgRNA i RuvC nukleazna domena koja cijepa lanac koji sadrzi sekvencu
PAM. Ako se jedna od ove dvije domena inktivira, Cas9 funkcionira kao endonukleaza koja stvara
jednolan¢ani lom u molekuli DNA (engl. nickase) (Mali i sur., 2013). Za postizanje zeljenog
dvolancanog loma u molekuli DNA umjesto nukleaze Cas9 s funkcionalnim nukleaznim domenama
mogu se koristiti dvije nukleaze Cas9 kojima je inaktivirana nukleazna domena RuvC na razli¢itim
mjestima u istom kromosomu. Tako nastaje dvolan¢ani lom s odredenim ljepljivim krajevima za
razliku od tupih krajeva koji nastaju cijepanjem Cas9 s funkcionalnim nukleaznim domenama (Mali i
sur., 2013).

: B : %
,‘-'\ .~ ciljana DNA

Slika 5. Shematski prikaz kompleksa Cas9-sgRNA-DNA. Negativno nabijeni heterodupleks SgRNA-DNA se smjesta u
pozitivno nabijen utor izmedu reznjeva proteina Cas9 (REC i NUC). Preuzeto i prilagodeno prema radu Nishimasu i sur.,
2014.



1.3.3.1 Ortolozi proteina Cas9

Identificirano je nekoliko ortologa proteina Cas9. Najbolje opisan je onaj iz bakterije Streptococcus
pyogenes (SpCas9), a uz njega su u ¢estoj upotrebi i proteini Cas9 iz vrsta Staphylococcus aureus
(SaCas9), Streptococcus thermophilus (StCas9) te Neisseria meningitidis (NmCas9). Svi proteini Cas9
se medusobno razlikuju u veli¢ini, sekvenci PAM te u efikasnosti cijepanja DNA (Friedland i sur.,
2015). U genetickom inzenjerstvu je u najSiroj upotrebi protein Cas9 iz bakterije Streptococcus
pyogenes (SpCas9) buduc¢i da je sekvenca PAM koju prepoznaje dosta kratka — 5 NGG 3' (N
predstavlja bilo koji nukleotid) §to omogucava ciljanje raznih mjesta u genomu (Chen i sur., 2016).
No, kod modificiranja genoma u postnatalnom somatskom tkivu Zivotinja postoji problem unosenja
takvog proteina Cas9 in vivo zbog njegove veli¢ine. Za unos raznih sekvenci u stanice sve se vise
koriste virusni vektori AAV (engl. adeno-associated virus) koji imaju slab imunogeni potencijal, ne
nose velik rizik od onkogenog ugradivanja u genom domacina te imaju veliki niz serotipskih
specifi¢nosti. Smanjena veli¢ina koju virusni vektor moze prenijeti, 0ko 4,5 kbp (engl. kilo-base pair)
predstavlja prepreku za pakiranje sekvence proteina SpCas9 (4,2 kbp) i pripadajuc¢e molekule sgRNA
u jedan vektor. Iako tehnicki izvedivo, ovo ostavlja malo mjesta za ekspresijske i kontrolne elemente.
U potrazi za manjim ortolozima Cas9 za efikasno unosenje u stanice in vivo pomocu virusnih vektora
otkriveni su kra¢i ortolozi proteina Cas9 kao §to je onaj iz bakterije Staphlococcus aureus (SaCas9)
koji naspram 1368 aminokiselina (ak) velikog proteina SpCas9 sadrzi 1053 ak (Ran i sur., 2015).
Njegova sekvenca PAM jest 5> NNGRRT 3’ (gdje R predstavlja baze A ili G) koja iako dosta duga,
nije toliko ograni¢avajuc¢a zbog raznolikosti mogucih kombinacija nukleotida (Chen i sur., 2016).
Razlika izmedu ova dva ortologa jest i u njihovim pripadaju¢im molekulama sgRNA. Protein SaCas9
ima najvecu efikasnost doradivanja genoma u zivotinjskim stanicama navoden molekulama sgRNA
¢ija veli¢ina varira izmedu 21 123 nukleotida, dok je njihova veli¢ina za protein SpCas9 nesto manja,
od 17 do 20 nt. Molekule sgRNA proteina SpCas9 je specificna samo za taj protein i samo njega moze
aktivirati dok na druge ortologe (protein SaCas9) nema utjecaja. Isto vrijedi i za molekulu sgRNA
proteina SaCas9 (Ran i sur., 2015.).



1.4 Prenamjena sustava CRISPR-Cas9 za ciljanu modifikaciju epigenoma

Alatima za modificiranje genoma moze se ciljano promijeniti kodiraju¢a sekvenca te na taj na¢in otkriti
funkcija odredenog gena. Takoder, moze se mijenjati i sekvenca regulatorne regije ¢ime se postize
transkripcijska kontrola (De Groote i sur., 2012). Transkripcijska kontrola moze se posti¢i i bez
mijenjanja same sekvence DNA pomocu prilagodene verzije alata za ciljanu modifikaciju genoma.
Izbacivanjem ili inaktivacijom nukleazne aktivnosti te fuzioniranjem sustava za ciljanje DNA na
odredenu efektorsku domenu alati za ciljano modificiranje genoma postaju alati za modificiranje
epigenoma (Laufer i Singh, 2015).

Proteinu SpCas9 se tockastim mutacijama (D10A u domeni RuvC i H840A u domeni HNH)
mogu inaktivirati obje nukleazne domene istovremeno te se takav protein naziva dCas9 (engl. nuclease
dead Cas9). On u potpunosti zadrzava DNA vezujucu aktivnost, ali ne cijepa DNA. To svojstvo
omogucava Siroku primjenu sustava u regulaciji ekspresije (De Groote i sur., 2012) ili vizualizaciji
kromatina (Marraffini, 2016) buduci da se na njega mogu vezati razni epigeneticki efektori (Chen i
sur., 2016). Npr. vezanjem dCas9 s transkripcijskim aktivatorom ili represorom na promotorsku
sekvencu moze se mijenjati ekspresija gena u ljudskim stanicama, a vezanjem enzima koji modificiraju
kromatin mogu se uvesti histonske modifikacije za utiSavanje ili aktivaciju odredenih kromosomskih
regija. Takoder, fuzija proteina dCas9 i GFP moZe se iskoristiti za oznacavanje raznih lokusa
(Marraffini, 2016). Efektorska domena moze biti bilo koji veliki kromatin-remodeliraju¢i kompleks,
ukljucujuc¢i razne histonske acetilaze i deacetilaze, metilaze i demetilaze, kinaze i fosfataze, metilaze

i demetilaze DNA, a neki od njih su prikazani u tablici 1 (Mali i sur., 2013).
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Tablica 1. Primjeri efektorskih domena za ciljanu modifikaciju epigenoma i njihov utjecaj na transkripciju.
Preuzeto i prilagodeno iz rada Laufer i Singh, 2015.

Efekt Efektorska domena Posljedica djelovanja efektorske domene

VP64, /P16, p65, SAM, Vezanjem transkripcijskog kompleksa §to vodi do

Aktivacija aktivacije transkripcije. Mogu potaknuti acetilaciju
VPR . A ” S
histona kao posljedicu indukcije transkripcije.
Represija KRAB, SID, Tbx3-RD Sprjecavanje formiranja transkripcijskog kompleksa

Sto vodi do represije transkripcije

DNMT3A, DNMT3B

M.EcoHK31l, M.Hhal,

Metilacija DNA Represija transkripcije

M.Sssl
DNMT3A-3L
Demetilacija DNA TDG, TETY, TET2 Aktivacija transkripcije
Vizualizacija stanice GFP, Cherry, BFP /

G9a (EHMT), Suvar, KYP

Metilacija H3K9 Represija transkripcije

GLP
Demetilacija H3K9 JMID2B Aktivacija transkripcije
Deacetilacija H3K9 Sin3a Represija transkripcije
Demetilacija LSD1 Represija transkripcije

H3K4me2 i H3K27

1.5 Ciljana metilacija molekule DNA

Metilacija DNA je prva otkrivena epigeneticka modifikacija (1983. godine u ljudskim tumorskim
stanicama) 1 ima klju¢nu ulogu u mnogim bioloskim procesima uklju¢uju¢i uspostavu genomskog
utiska, utiSavanje transpozona i retrovirusa, organizaciju strukture kromatina 1 regulaciju ekspresije
gena (Handy i sur., 2011; Liu i sur., 2016). Za uspostavu i odrzavanje metilacije potrebne su tri DNA
metiltransferaze (DNMT3A, DNMT3B, DNMT1). DNA metiltransferaze 3A i 3B kataliziraju de novo
metilaciju DNA prijenosom metilne skupine (CHz) s donorske molekule S-adenozil-L-metionin
(AdoMet ili SAM) na peti atom ugljika u citozinu simetri¢nih mjesta CpG (Slika 6). Metiltransferaznu
aktivnost enzima DNMT3A i DNMT3B povecava njima homologan protein DNMT3L (engl.
DNMT3-like) koji ne posjeduje kataliticku aktivnost. Za odrzavanje metilacije odgovorna je DNA
metiltransferaza odrzavateljskog tipa, DNMT 1 koja prepoznaje hemimetiliranu DNA te dodaje metilne
skupine na lanac kéer stvoren tijekom replikacije. Na taj nacin uzorak metiliranosti DNA moze biti

prenesen sa stanice na stanicu, a time i razina ekspresije odredenih gena. Zato se za DNA metilaciju
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moze reci da je dugorocna, relativno stabilna epigeneticka oznaka koja doprinosi odrzavanju stanicnog

fenotipa (Handy i sur., 2011).

H nemetilirana DNA

de novo

metilacija DNA
DNMT3A/DNMT3B
hemimetilirana DNA DNMT3L
'vl—? DNMT3A/ — —
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| «— |l

Slika 6. Metilacija molekule DNA. (A) Enzimi DNMT3A/3B (de novo metiltransferaze 3A/3B) Kataliziraju prijenos
metilne skupine (CH3) s donorske molekule S-adenozil-L-metionin (AdoMet ili SAM) na peti atom ugljika u citozinu i
nastaje 5-metilcitozin. (B) Svijetlo plavom bojom su oznaceni CpG dinukleotidi, a tirkizni oblici predstavljaju metilne
skupine na citozinima. Nakon replikacije samo jedan lanac DNA je metiliran, a za metilaciju drugog lanca, u istom uzorku,
odgovoran je enzim DNMTL. Preuzeto i prilagodeno prema radu Cheng i Blumenthal, 2008.

U zivotinjskim stanicama je vec¢ina citozina unutar CpG dinukleotida metilirana, osim unutar
promotorskih regija bogatih CpG dinukleotidima gdje je metilacija povezana s represijom transkripcije
(Jin i sur., 2011). Metilirani mogu biti i citozini koji nisu dio CpG dinukleotida, a takva metilacija je
pronadena u nediferenciranim maticnim stanicama i klju¢na je za regulaciju ekspresije gena u

embrionskim mati¢nim stanicama (Handy i sur., 2011).

Sustav CRISPR-Cas9 je prvotno razvijen kao alat za ciljanu modifikaciju sekvence DNA (Ran
i sur., 2013), a zatim je prenamijenjen za regulaciju ekspresije raznim transkripcijskim aktivatorima
(Hilton i sur., 2015) i represorima (Thakore i sur., 2016) tako $to su efektori, tj. njihove kataliticke
domene (Tablica 1) fuzionirani na inaktivirani protein dCas9. Voijta i sur. (2016) su na inaktivnu
nukleazu dCas9 preko fleksibilnog linkera GlysSer fuzionirali kataliticku domenu de novo DNA
metiltransferaze 3A (DNMT3A) te je takav fuzionirani protein navoden molekulama sgRNA na regiju
promotora gena IL6ST i BACH2. Koristeno je viSe pojedina¢nih molekula sgRNA §to je omogucilo
navodenje kompleksa Cas9-DNMT3A na viSe mjesta unutar promotora. To je za posljedicu imalo

metilaciju veceg dijela tih promotora, a time i smanjenu ekspresiju gena IL6ST i BACH2.

12



Dnmit3l
Recl,I1, 11

Dnmt3a

guide RNA tracrRNA :)
; HEE0A|

Slika 7. Prikaz prenamijenjenog sustava CRISPR-Cas9 za ciljanu metilaciju DNA. Nukleaza dCas9 (inaktivirana
tockastim mutacijama H840A u domeni HNH i D10A u domeni RuvC) je fuzionirana s katalitickom domenom de novo
metiltransferaze 3A (DNMT3A) preko fleksibilnog Gly.Ser linkera (GS). Kada sgRNA molekula dovede ovaj kompleks
na ciljano mjesto u genomu dolazi do regrutacije ostalih proteina potrebnih za uvodenje metilacije (interakcijski partner
DNMT3A potreban za dimerizaciju i DNMT3L). Domena PI (engl. PAM-interacting) specifi¢no veze sekvencu PAM i
stabilizira vezanje kompleksa. NLS oznacava lokalizacijski signal za unos u jezgru. Preuzeto i prilagodeno prema radu
Vojta i sur., 2016.

1.5.1 ViSestruka ciljana metilacija molekule DNA

Budu¢i da je za efikasno vezanje proteina Cas9 na ciljanu sekvencu u genomu jedino potrebno
postojanje sekvence PAM (svakih 8-12 bp u ljudskom genomu), sustav CRISPR-Cas9 se moze koristiti
za ciljano modificiranje nekoliko lokusa u genomu istovremeno. U pocetku se u tu svrhu radila
kotransfekcija stanica u kulturi s vise odvojenih plazmida koji kodiraju za protein Cas9 i molekule
SgRNA (Wang i sur., 2013), no kotransfekcija s vise plazmida ima nekoliko nedostataka. Prvi problem
je u tome Sto razina ekspresije u pojedinim stanicama moZze biti razliita ovisno o broju kopija
plazmida. Zatim, u¢inak na ekspresiju gena koji slijedi nakon transfekcije je promjenjiv zbog toga Sto
se s vremenom povecava razrijedenost plazmidne DNA u stanicama, a transfekcija svih stanica nije
jednako efikasna pa takva promjenjiva ekspresija gena nije dovoljna za postizanje zeljenog efekta
(Kabadi i sur., 2014). Sakuma i sur. (2015) su konstruirali CRISPR-Cas9 vektor za ekspresiju proteina
Cas9 te vise sgRNA istovremeno koji se pokazao efikasan u stanicama u kulturi. Nekoliko modula
SgRNA je klonirano u plazmidni vektor, a svaki modul sgRNA sastoji se od molekule sgRNA te
promotora i terminatora RNA polimeraze III koji omogucavaju ekspresiju pojedine molekule sgRNA
(Xie isur., 2015).
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Slaganje veceg broja modula u jedan plazmid je omoguéeno enzimima Golden Gate sustava.
Golden Gate sustav se zasniva na restrikcijskim enzimima 11S (Bpil, Esp3l, Bsal i drugi) koji cijepaju
DNA izvan mjesta prepoznavanja enzima ostavljajuci tako ljepljive krajeve od nekoliko nt. Pravilnim
dizajniranjem restrikcijskih mjesta nastaju nepalindromski ljepljivi krajevi §to omogucava visoku
specifi¢nost, buduc¢i da nakon slaganja pocijepanih fragmenata krajnji konstrukt vise ne sadrzi
restrikcijska mjesta enzima. Time je omoguceno i da se inae dva koraka (cijepanje fragmenata
restrikcijskim enzimima i ligacija) naprave u jednoj reakciji. Tako se moze dizajnirati konstrukt za
viSestruko ciljanje u genomu u jednom koraku i s gotovo stopostotnom efikasno$¢u unosa zeljenog
DNA fragmenta u ekspresijski plazmid (Engler i sur., 2008). Po tom principu je u ovom istrazivanju
konstruiran ekspresijski plazmid za viSestruku ciljanu metilaciju DNA na vise lokusa u genomu te je
u tu svrhu koristen fuzijski protein dCas9-DNMT3A (Vojta i sur., 2016) i Sest sgRNA koje navode

fuzijski protein na ciljane lokuse u genomu.
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2. CILJISTRAZIVANJA

Op¢i cilj ovog istrazivanja bio je proSiriti sustav molekularnih alata CRISPR-Cas9 modulima za
ekspresiju vise sgRNA istovremeno koriste¢i spajanje Golden Gate metodom te provjeriti ispravno

slaganje do Sest modula sgRNA u Golden Gate sustavu.

Specificni ciljevi su:

e Konstrukcija plazmidnih vektora (pSgMX) za kloniranje pojedina¢nih sgRNA dvaju ortologa
proteina Cas9 (Cas9 bakterije Streptococcus pyogenes, SpCas9 i Cas9 bakterije Staphylococcus
aureus, SaCas9) iz ishodiSnog plazmida s rezistencijom na spektinomicin

e Konstrukcija plazmidnih vektora (pSg-xN) za kloniranje vise molekula sgRNA (najvise Sest)
iz ishodiSnog plazmida s rezistencijom na kanamicin

e Umnazanje konstruiranih plazmidnih vektora u bakterijskom soju E. coli XL10 Gold

e Golden Gate sklapanje konstrukta koji sadrzi module svih funkcionalnih elemenata za ciljanu
metilaciju molekule DNA na viSe razli¢itih pozicija unutar promotora gena BACH2 i IL6ST
istovremeno temeljenu na sustavu CRISPR-Cas9

e Umnazanje Golden Gate konstrukta u bakterijskom soju NEB Stable Competent E. coli

e Provjera uspjeSnosti konstrukcije plazmida svakog od navedenih koraka i sklapanja Golden
Gate konstrukta restrikcijskom analizom, PCR-om na bakterijskim kolonijama (Colony PCR)

i/ili sekvenciranjem Sangerovom metodom
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Materijal

3.1.1 Komercijalni setovi kemikalija

Pyromark PCR Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka); QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis
Kit (Agilent Technologies, California, SAD); QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen); Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification Systems (Promega, Madison, SAD); QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen); QIAquick Gel Purification Kit (Qiagen); EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix (Takara,
Tokio, Japan); Herculase Il Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies); Quick Ligation Kit
(New England BioLabs, Massachusetts, USA)

3.1.2 Enzimi

Sapl (10 U/uL; New England BioLabs), Xhol (20 U/uL; New England BioLabs); NgoMIV(10 U/uL;
New England BiolLabs); Xbal (20 U/uL; New England BiolLabs); Kasl (5 U/ul; New England
BioLabs); T4 Polynucleotide Kinase (10 U/uL; New England BioLabs); T4 DNA Ligase (5 U/uL;
Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA); Xbal (20 U/uL; New England BioLabs); Ncol
(10 U/uL; New England BiolLabs); Bsal (10 U/uL; New England BioLabs); Aatll (20 U/uL; New
England BiolLabs); EcoRI (20 U/uL; New England BiolLabs); Esp3l (10 U/uL; Thermo Fisher
Scientific); Bpil (10 U/uL; Thermo Fischer Scientific); Exonuclease V/RecBCD (10 U/uL; New
England BioLabs); FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/uL; Thermo Fischer

Scientific)

3.1.3 Plazmidni vektori

pUK21 (Addgene #49788); pFUS_A (Addgene #31028)
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3.1.4 Boje i markeri molekulskih masa

MassRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific); 100 bp DNA Ladder Ready To Load (Solis
Biodye, Tartu, Estonija); Gel Loading Dye Purple 6x (New England BioLabs); etidij-bromid (Carl
Roth, Karlsruhe, Njemacka)

3.1.5 Bakterijski soj

E. coli XL10-Gold (Agilent); NEB Stable Competent E. coli (New England BioLabs)

3.1.6 Ostalo

10x NEBuffer 3.1 (New England BioLabs); 10x CutSmart (New England BioLabs); T4 Ligation
Buffer (TaKaRa, Tokio, Japan); 10x Buffer G (Thermo Fisher Scientific); 10x FastAP Buffer (Thermo
Fisher Scientific); 10x Egzonuclease V Buffer (New England BioLabs ); 10x Buffer Tango (Thermo
Fischer Scientific); Lysogeny broth (LB) teku¢i medij (10 g/L ekstrat kvasca, 5 g/L BactoTrypton,
10 g/L NaCl); Lysogeny broth (LB) kruti medij (5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L BactoTryptone, 10 g/L
NaCl, 15 g/L agar); antibiotik ampicillin (100 mg/mL, AppliChem, Darmstadt, Njemacka); antibiotik
kanamicin (50 mg/mL, Thermo Fisher Scientific); antibiotik spektinomicin (50 mg/mL, AppliChem);
pufer TAE (40mM Tris-acetat, 1 mM EDTA pH 8.0); SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher
Scientific); etanol; IPTG (Thermo Fisher Scientific); X-Gal (Thermo Fisher Scientific); destilirana
voda; agaroza (Sigma Aldrich, Missouri, SAD); ATP (10 mM, New England BiolLabs); DTT
(ditiotreitol; 10 mM, Thermo Fisher Scientific); Oligo Pocetnice (100 uM) (Macrogen, Amsterdam,

Nizozemska);
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3.2 Metode

3.2.1 Konstrukcija plazmida s rezistencijom na spektinomicin (pUS21gg)

Plazmid s rezistencijom na spektinomicin (pUS21gg) koriSten je kao ishodi$ni plazmid za konstrukciju
plazmida pSgMX (X=1-6) potrebnog za kloniranje pojedina¢nih molekula sgRNA (Poglavlje 3.2.2).
Plazmid pUS21gg je konstruiran iz komercijalno dostupnih plazmida pFUS_A (Addgene #31028) i
pUK21 (Addgene #49788). U plazmid pFUS_A je uvedeno visestruko mjesto za kloniranje (engl.
multiple cloning site, MCS) plazmida pUK21 koje sadrzi sva potrebna restrikcijska mjesta za buduca
kloniranja te je pogodnije od visestrukog mjesta za kloniranje plazmida pFUS A (Poglavlje 3.2.1.5).
U tu svrhu bilo je potrebno iz plazmida pFUS A ukloniti postojece restrikcijsko mjesto NgoMIV te ga
uvesti na novu poziciju nizvodno od viSestrukog mjesta za kloniranje. Takoder je bilo potrebno ukloniti
i restrikcijsko mjesto Xhol posto se isto nalazi u novom visestrukom mjestu za kloniranje uzetom iz

plazmida pUK21 (Poglavlje 3.2.1.1).

3.2.1.1 Ciljana mutageneza

Restrikcijska mjesta za enzime Xhol i NgoMIV plazmida pFUS A promijenjena su pomocu tri zasebne
ciljane mutageneze prema prilagodenom protokolu seta QuickChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit. Ukupan volumen reakcijske smjese skaliran je na 25 pL. Koristeno je 50 ng DNA
kalupa (plazmida) te 125ng svake pocetnice za ciljanu mutageneczu (pFus noXhol S i
pFus noXhol A u slucaju uklanjanja restrikcijskog mjesta Xhol; pFUS-noNgoMIV_S i
pFUS noNgoMIV A u slucaju uklanjanja restrikcijskog mjesta NgoMIV te pFUS-newNgoMIV_S i
pFUS-newNgoMIV_A u slucaju uvodenja restrikcijskog mjesta NgoMIV na novu poziciju). PCR
program je bio sljedeé¢i: 2 min na 95 °C; 18 ciklusa od 95 °C 20's, 60 °C 105168 °C 30 s; te zavr$ni
korak elongacije 68 °C 5 min. Sekvence svih pocetnica koristenih u reakcijama ciljane mutageneze

prikazane su u Tablici 2, a dobiveni plazmid je nazvan pFUS_A_mutx3.

18



Tablica 2. Pocetnice koriStene za ciljanu mutagenezu pojedina¢nih restrikcijskih mjesta unutar plazmida
pFus_A. Pomocu ciljane mutagenezu uklonjena su postojeca restrikcijska mjesta NgoMIV i Xhol te je uvedeno
novo restrikcijsko mjesto NgoMIV nizvodno od viSestrukog mjesta za kloniranje.

Naziv Sekvenca (5'- 3')
pFUS-noXhol-A GGTCATGGGTGGCTCTAGGGTTATTTGCCGA
pFUS-noXhol-S TCGGCAAATAACCCTAGAGCCACCCATGACC

pFUS-newNgoMIV-A | GTCGAGGCATTTCTGTGCCGGCTGGTCTAGACGTC
pFUS-newNgoMIV-S | GACGTCTAGACCAGCCGGCACAGAAATGCCTCGAC
pFUS-noNgoMIV-A CTGATACTGGGCTGGCAGGCGCTCC
pFUS-noNgoMI1V-S GGAGCGCCTGCCAGCCCAGTATCAG

o g B W N

3.2.1.2 Transformacija kemijski kompetentnih bakterija i priprema prekono¢nih kultura

Svaki produkt ciljane mutageneze transformiran je u kemijski kompetentne bakterije E. coli soja XL-
10 Gold metodom temperaturnog Soka. U svrhu transformacije koristeno je 4 pL reakcijske smjese.
Temperaturni Sok potreban za ulazak plazmida u bakterijske stanice trajao je 30 s na 42 °C. Oporavak
bakterija u teku¢em LB mediju nakon temperaturnog Soka trajao je 60 min na 37 °C u termostatskoj
tresilici Controled Enviroment Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick Scientific) na 350 rpm,
nakon ¢ega je 50 puL bakterijske suspenzije nasadeno na LB ploce koje sadrze 50 pg/mL antibiotika

spektinomicina. Ploce s nasadenim bakterijama su inkubirane na 37 °C 16 h kako bi narasle kolonije.

Idu¢i dan je odabrano nekoliko bakterijskih kolonija za pripremu prekono¢nih kultura.
Pripremljeno je 5 mL prekono¢nih kultura s antibiotikom spektinomicinom kona¢ne koncentracije

50 pg/mL. Prekonoéne kulture su inkubirane oko 16 h na 37 °C i 350 rpm.

3.2.1.3 lzolacija rekombinantnih plazmida

Rekombinantni plazmidi su izolirani iz 5 mL prekonoénih bakterijskih kultura komercijalno
dostupnim setom reagensa Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) prema
uputama proizvodaca. Nakon izolacije plazmida koncentracija DNA je izmjerena spektrofotometrijski

pomocu uredaja NanoVue (GE Healthcare, Little Chalfont, UK).
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3.2.1.4 Restrikcijska analiza

Uspjesnost uklanjanja restrikcijskih mjesta enzima Xhol i NgOMIV te uvodenje restrikcijskog mjesta
NgoMIV na novu poziciju provjereno je dvjema restrikcijskim analizama. Prvo je 500 ng plazmida
porezano enzimima NgoMIV (10 U) i Sapl (10 U) u puferu CutSmart prema protokolu proizvodaca
(3h na 37 °C), kako bi se potvrdilo uklanjanje restrikcijskog mjesta NgoMIV s pocetne pozicije i
uvodenje istog na novu poziciju. Zatim je 500 ng plazmida nakon ciljane mutageneze restrikcijskog
mjesta Xhol porezano enzimima Sapl (10 U) i Xhol (10 U) u puferu CutSmart prema protokolu
proizvodaca kako bi se provjerila uspjesnost uklanjanja tog mjesta. U svrhu zaustavljanja digestije u
reakcijske smjese je dodana boja za nanosenje na agarozni gel koja sadrzi deterdzent SDS, Gel Loading
Dye, Purple (6x; New England BioLabs). Rezultati digestije su potom analizirani elektroforezom DNA

u agaroznom gelu.

3.2.1.5 Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Produkti restrikcijske analize (za provjeru uspjes$nosti tri ciljane mutageneze plazmida pFUS_A)
analizirani su horizontalnom elektroforezom u 1 %-tnom agaroznom gelu, obojanog s 5 pL etidij
bromida po 100 ml agaroznog gela. Nakon $to je gel polimerizirao naneseni su uzorci, kao i 5 UL
molekularnog biljega/DNA standarda prema kojemu je odredena veliCina odsjeCaka DNA.
Elektroforeza se odvijala pri stalnom naponu 120 V / 35 min u komercijalnom sustavu za elektroforezu
(Biorad). Dobiveni fragmenti na gelu su vizualizirani na uredaju Uvitec (Uvitec Cambridge,

Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.2.1.6 Ligacija vektora i inserta

Finalni konstrukt pUS21gg sadrzi komponente dva plazmida (pFUS A mutx3 1 pUK21). Iz plazmida
pFUS_A_mutx3 uzeta je okosnica sa¢injena od ishodista replikacije (engl. origin of replication, ori) i
gena za rezistenciju na antibiotik spektinomicin (aminoglikozid adenilil transferaza), dok je iz
plazmida pUK21 uzeto viSestruko mjesto za kloniranje (Slika 8). Oba plazmida (2 pg) su podvrgnuta
prekono¢noj dvostrukoj digestiji s enzimima NgoMIV (10 U) i Sapl (10 U) u puferu CutSmart prema
protokolu proizvodada. Zeljeni fragmenti (fragment veli¢éine 1995 bp za vektor iz plazmida
pFUS_A mutx3 i 770 bp za insert iz plazmida pUK21) izrezani su iz 1%-tnog agaroznog gela u koji
je dodana boja SYBR Safe kako bi se mogli vizualizirati na transiluminatoru s plavom LED svjetlos¢u.

Izrezani fragmenti potom su prociséeni pomoc¢u komercijalno dostupnog seta reagensa QIAQuick Gel
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Extraction Kit prema uputama proizvodaca. Sljedeci korak je bila defosforilacija vektora (izrezani dio
plazmida pFus A mutx3) pomocu enzima Fast AP Thermosensitive Alkaline Phosphatase.
Defosforilirano je 200 ng plazmidne DNA pomoc¢u 1 U enzima u trajanju od 15 min na 37 °C, nakon
Cega je slijedila inaktivacija enzima 5 min na 75 °C. Defosforilirani vektor i insert (izrezani dio
plazmida pUK21) su potom povezani pomocu enzima Quick Ligase prema uputama proizvodaca. U
tu svrhu koriSteno je 50 ng porezane i defosforilirane plazmidne DNA, dok je koli¢ina inserta uzeta u
molarnom omjeru inserta i vektora 5:1. Ligacija vektora i inserta trajala je ukupno 10 min na sobnoj

temperaturi.

Za transformaciju bakterija XL-10 Gold koristeno je 4 pL ligacijske smjese te je idu¢i dan
inokulirana prekono¢na kultura iz nekoliko naraslih bakterijskih kolonija. Uspje$nost konstrukcije je
provjerena restrikcijskom analizom na izoliranim plazmidnim DNA pomoc¢u enzima Sapl (10 U) i
Xbal (10 U) u puferu Cut Smart u ukupnom trajanju od 3 sata na 37 °C. Produkti restrikcije razdvojeni
su agaroznom gel elektroforezom prema ve¢ navedenim uvjetima te je na temelju veli¢ina dobivenih

fragmenata u gelu potvrdena ispravnost klonova. Dobiven plazmid je nazvan pUS21gg.
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Slika 8. Ligacija vektora (pFus_A_mutx3) i inserta (pUK21). Plazmidi su pocijepani enzimima NgoMIV i Sapl. Iz
plazmida pFUS_A_mutx3 uzeta je okosnica koja sadrzi ishodiste replikacije (engl. origin of replication, ori) i gen za
rezistenciju na antibiotik spektinomicin (aminoglikozid adenilil transferaza, SmR), dok je iz plazmida pUK21 uzeto
viSestruko mjesto za kloniranje (dijelovi plazmida oznaceni crvenom bojom). Ljubicastim slovima su prikazane pocetnice
koriStene za ciljanu mutagenezu plazmida pFUS_A (Tablica 2).
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3.2.2 Konstrukcija plazmida pSgMX-A i pSgMX-G (X=1-6)

Cilj ovog koraka bio je omoguciti jednostavnu konstrukciju plazmida za kloniranje pojedinac¢nih
sgRNA. Kao ishodi$ni plazmid koristen je plazmid pUS21gg, a kako se radi o Sest razli¢itih sgRNA
za protein SpCas9 (protein Cas9 iz vrste Streptococcus pyogenes) i Sest razli¢itih sgRNA za protein
SaCas9 (protein Cas9 iz vrste Staphylococcus aureus) bilo je potrebno konstruirati ukupno dvanaest
razli¢itih plazmida koji su nazvani pSgMX-G i pSgMX-A (X=1-6) u koje je kasnije klonirano Sest
razlicitth sgRNA (Poglavlje 3.2.5.1). Plazmidi s oznakom pSgMX-G oznacavaju plazmide s
okosnicom molekule sgRNA proteina SpCas9, dok plazmidi s oznakom pSgMX-A sadrze okosnicu
molekule sgRNA proteina SaCas9. Zajednicka karakteristika ove dvije vrste plazmida jest to Sto sadrze
U6 promotor s kojeg RNA polimeraza III u eukariotskim stanicama zapocinje transkripciju SgRNA te
U6 terminator koji se nalazi na kraju okosnice sgRNA pomocu kojeg se zaustavlja transkripcija.
Glavna razlika izmedu svakog od Sest razlic¢itih plazmida pSgMX (X=1-6) su drugadiji ljepljivi krajevi
koji nastaju nakon cijepanja restrikcijskim enzimom Esp31 pomoc¢u kojeg se oslobada modul koji
sadrzi U6 promotor, okosnicu molekule sgRNA (okruzenu s restrikcijskim mjestima enzima Bpil) i
U6 terminator. Takvi ljepljivi krajevi u konacnici omogucavaju povezivanje najvise Sest razlicitih

SgRNA u jedan konstrukt.

Konstrukcija se sastoji iz tri koraka:

1. U prvom koraku (Slika 9) bilo je potrebno uvesti Sest razli¢itih parova oligonukleotida (sgM1-
6; razliCiti za svaku od Sest sgRNA; Tablica 3) u ishodisni vektor pUS21gg. Svaki od Sest parova
oligonukleotida nakon digestije s enzimom Esp3I ostavlja razlicite ljepljive krajeve (I-11; 11-
1 H-1V; 1IV-V; V-VI; VI-VID) koji ¢e kasnije omoguciti spajanje razli¢itog broja modula
SgRNA (najvise Sest) u jedan konstrukt. Taj par oligonukleotida sadrzi krajeve komplementarne
krajevima plazmida pUS21gg nastalima nakon cijepanja s enzimima Kasl i Xhol ¢ime je
omoguéeno njihovo uvodenje u konstrukt pUS21gg. Komplementarni oligonukleotidi
(100 uM) spareni su i fosforilirani u jednom koraku koriste¢i 1 pL svakog oligonukleotida, 5 U
enzima T4 Polynucleotide Kinase te pufer 10x T4 Ligation Buffer (TaKaRa) u ukupnom
volumenu od 10 pL. Program koristen za sparivanje i fosforilaciju oligonukleotida zapocet je s
30 min fosforilacije 5' krajeva DNA oligonukleotida, zatim su reakcijske smjese zagrijane na
95 °C 5 min i postepeno ohladene do 25 °C (5 °C po minuti) kako bi doslo do specificnog
sparivanja oligonukleotida. Plazmidni vektor puS21gg (2 pg) je porezan enzimima Xhol (10

U) i Kasl (5 U) u puferu CutSmart prema protokolu proizvodaca pri temperaturi od 37 °C u
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trajanju od 2h. Nakon gel elektroforeze pocijepanog plazmidnog vektora i bojanja gela bojom
SYBR Safe fragmenti su vizualizirani na transiluminatoru s plavom LED svjetlos¢u. 1z gela je
izrezan zeljeni fragment od 2,4 kbp te je procis¢en pomocéu komercijalnog seta reagensa
QIAQuick Gel Extraction Kit. Ligacija inserta (spareni i fosforilirani parovi oligonukleotida) i
pocijepanog plazmidnog vektora pUS21gg napravljena je pomoc¢u T4 DNA ligaze u molarnom
omjeru 5:1 na 22 °C u trajanju od 40 min. Bakterije su transformirane s 3 pl ligacijske smjese
te su nasadene na LB ploce koje sadrze 50 pg/mL antibiotika spektinomicina. Dobiveni
plazmidi nazvani su preMX (X = 1-6).

Kasl

<Start> <End>

Kasl kraj Xhbol kraj
I-VI II-VII

SgM1-6

pUS?lEg

Kasl Xbal
Ncol
Xhol

preMX

Slika 9. Shematski prikaz prvog koraka u konstrukciji plazmida pSgMX-G i pSgMX-A. Spareni i fosforilirani par
oligonukleotida pSgM1-6 je uveden u plazmidni vektor pUS21gg pocijepan enzimima Kasl i Xhol. Plavi dijelovi unutar
SgM1-6 oznacavaju mjesta koja se razlikuju u svih $est razli¢itih parova oligonukleotida i predstavljaju razli¢ite ljepljive
krajeve koji nastaju nakon cijepanja enzimom Esp3I (I-1I; H-111; HI-1V; IV-V; V-VI; VI-VII). Produkt prvog koraka
konstrukcije je plazmid preMX. SmR — rezistencija na spektinomicin, ori — ishodiste replikacije (engl. origin of
replication)
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Tablica 3. Oligonukleotidi koristeni prilikom sklapanja konstrukata pSgMX-G i pSgMX-A (X=1-6).

© N g wNE

el =
N o

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.
21

Naziv Sekvenca (5°- 3")

sgM1-S GCGCCCGTCTCATGACTTCTAGATGACACATCCATGGAGGTATGAGACGC
sgM1-A TCGAGCGTCTCATACCTCCATGGATGTGTCATCTAGAAGTCATGAGACGG
sgM2-S GCGCCCGTCTCAGGTATTCTAGATGACACATCCATGGACCATTGAGACGC
sgM2-A TCGAGCGTCTCAATGGTCCATGGATGTGTCATCTAGAATACCTGAGACGG
sgM3-S GCGCCCGTCTCACCATTTCTAGATGACACATCCATGGAGGAGTGAGACGC
sgM3-A TCGAGCGTCTCACTCCTCCATGGATGTGTCATCTAGAAATGGTGAGACGG

sgM4-S GCGCCCGTCTCAGGAGTTCTAGATGACACATCCATGGATTCGTGAGACGC
sgM4-A TCGAGCGTCTCACGAATCCATGGATGTGTCATCTAGAACTCCTGAGACGG
sgM5-S GCGCCCGTCTCATTCGTTCTAGATGACACATCCATGGACGCTTGAGACGC
sgM5-A TCGAGCGTCTCAAGCGTCCATGGATGTGTCATCTAGAACGAATGAGACGG
sgM6-S GCGCCCGTCTCACGCTTTCTAGATGACACATCCATGGAAGGTTGAGACGC
sgM6-A TCGAGCGTCTCAACCTTCCATGGATGTGTCATCTAGAAAGCGTGAGACGG

Primjena: Oligonukleotidi za sklapanje konstrukata preMX (X = 1-6) — prvi korak u konstrukciji plazmida
pSgMX-G i pSgMX-A

pFUS-noXhol-S TCGGCAAATAACCCTAGAGCCACCCATGACC

Primjena: Pocetnica za colony PCR provjeru konstrukata preMX zajedno u kombinaciji sa sense lancem
oligonukleotida SgMX-S (sgM1-S/sgM2-S/sgM3-S/sgM4-S/sgM5-S/sgM6-S)

éba—B—Cgseql—A—Nco" CTAGATGACTGAGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGGTCTCTGGTACGC
ﬁba—B—Cgseql—A—Nco" CATGGCGTACCAGAGACCGTCGCTGTTGTCGGGGTTCAGGTCTCAGTCAT

Primjena: Oligonukleotidi za sklapanje konstrukata eMX (X=1-6) — drugi korak u konstrukciji plazmida
pSgMX-G i pSgMX-A

pFus-noNgoMIV-S GGAGCGCCTGCCAGCCCAGTATCAG

C9seql TGAACCCCGACAACAGCGAC

Primjena: Pocetnice za Colony PCR provjeru konstrukata eMX

Ruby G414A A CCAATGGTCCCGTGATGCAGAAAAAGACCAAGGGT
pFUS-noNgoMIV-A CTGATACTGGGCTGGCAGGCGCTCC

Primjena: Pocetnice za Colony PCR provjeru konstrukata pSgMX-G i pSgMX-A
Ruby_seqF CCGACATCCCTGATTTCTTTAAACAG

Ruby seqR CGAGCTCGCCATCCTCAA

Primjena: Pocetnice za sekvenciranje konstrukata pSgMX-G, pSgMX-A i pSg-xN (N=1-6)

2. U drugom koraku konstrukcije (Slika 10) je u svaki od Sest razli¢itih plazmida preMX uveden

par oligonukleotida koji sadrzi dva restrikcijska mjesta za enzim Bsal koja su vaZna za
uvodenje modula sgRNA u sljede¢em koraku konstrukcije. Modul sgRNA sadrzi U6 promotor,
praznu okosnica SgRNA s dva restrikcijska mjesta Bpil za uvodenje pojedina¢nih sgRNA i U6
terminator. Sekvence oligonukleotida Xba B _C9seql A Ncol-Si

Xba B C9seql A Ncol-A nalaze se u Tablici 3. Oligonukleotidi su spareni i fosforilirani na
naCin opisan u prvom koraku, a ljepljivi krajevi koji nastaju nakon sparivanja para

oligonukleotida komplementarni su krajevima plazmida preMX nastalima nakon digestije s
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enzimima Xbal i Ncol. Reakcijska smjesa je sadrzavala 1 pg plazmidne DNA (preM1-6)te 5 U
svakog enzima. Porezani plazmidi preMX su nakon digestije procis¢eni uz pomoé
komercijalnog seta reagensa QIAQuick PCR Purification Kit prema uputama proizvodaca.
Ligacija sparenog para oligonukleotida i porezanih te procis¢enih plazmida preMX je
napravljena u molarnom omjeru inserta i vektora 5:1 pomoc¢u enzima Quick Ligase u trajanju
od 10 min na sobnoj temperaturi. Bakterije su transformirane s 4 pL ligacijske smjese te su
izolirani produkti ligacije (plazmidi) nazvani eMX (X=1-6).

<Start> <End=

L]
Xbal kraj | | Neol kraj
Bsal Bsal

Xba_B C9seql A Ncol
S0bp

preMX
2501 bp

eMX
2537 bp

Slika 10. Drugi korak u konstrukciji plazmida pSgMX-G i pSgMX-A. U plazmidni vektor preMX konstruiran u prvom
koraku konstrukcije uveden je par oligonukleotida Xba B C9seql A Ncol (oznafen crvenom bojom) s ljepljivim
krajevima koji odgovaraju krajevima vektora preMX pocijepanog enzimima Xbal | Ncol. Unutar para oligonukleotida
ljubi¢astom bojom su oznacena restrikcijska mjesta enzima Bsal vazna za uvodenje modula sgRNA u sljede¢em koraku.
Dobiveni plazmidi su nazvani eMX.

3. Posljednji korak konstrukcije ukljucuje uvodenje modula sgRNA unutar restrikcijskih mjesta
Bsal plazmida eMX (Slika 11A). Modul sgRNA za protein SpCas9 uzet je iz plazmida
pSg-G-mRuby (konstruiran u laboratoriju profesorice V. Zoldo$ u sklopu metode koja se
trenutno razvija; neobjavljeni podaci), dok je modul sgRNA za protein SaCas9 uzet iz plazmida

pSg-A-mRuby (konstruiran u laboratoriju profesorice V. Zoldo$ u sklopu metode koja se
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trenutno razvija; neobjavljeni podaci). Svaki modul sgRNA sadrzi U6 promotor, praznu
okosnicu sgRNA (za molekulu sgRNA koju prepoznaje SpCas9 ili SaCas9) te U6 terminator
(Slika 11B). Takoder, unutar okosnice sgRNA nalazi se reporterski gen za fluorescencijski
protein mRuby okruzen s dva restrikcijska mjesta Bpil $to omogucava crveno-bijelu selekciju.
Oba plazmida (pSg-G-mRuby i pSg-A-mRuby) (2 pug) su porezana enzimom Bsal (10 U) u
ukupnom volumenu od 20 pL te njihovi porezani fragmenti (1304 bp iz plazmida pSg-G-
mRuby te 1294 bp iz plazmida pSg-A-mRuby) sluze kao insert. Takoder, porezano je i 1 pg
svakog plazmida eMX (eM1, eM2, eM3, eM4, eM5 i eM6) enzimom Bsal (5 U) u trajanju od
3 h na 37 °C. Porezani fragmenti veli¢ine 2495 bp svakog plazmida eMX koriSteni su kao
vektorska DNA u reakciji spajanja vektora 1 inserta. Postupci izrezivanja 1 prociS¢avanja
fragmenata iz gela jednaki su prethodno opisanom postupku izolacije Zeljenog fragmenta iz gela
(koraci 1 12). Posto je modul sgRNA za protein SpCas9 i protein SaCas9 trebalo uvesti u svaki
porezani vektor eMX ukupno je napravljeno 12 razliCitih spajanja inserta (fragment izoliran iz
plazmida pSg-G-mRuby/ pSg-A-mRuby) i vektora u molarnom omjeru 5:1 pomocu 2,5 U
enzima T4 DNA ligaze u trajanju od 60 min na 22 °C. Bakterije su transformirane s 4 pL
ligacijske smjese te je na LB ploce nasadeno 50 pL bakterijske suspenzije. Na LB ploce koje
sadrze 50 pg/mL antibiotika spektinomicina prethodno je razmazano 40 pL IPTG-a (10 mM)
kako bi se inducirala ekspresija reporterskog gena za fluorescencijski protein mRuby koji je pod
kontrolom Lac promotora. Idu¢i dan je pripremljeno nekoliko prekono¢nih kultura iz crvenih
kolonija. Crveni pigment kolonija upucuje na to da je u plazmid eMX uspjes$no uveden modul
SgRNA s genom za fluorescencijski protein mRuby ¢iji se apsorpcijski spektar razlikuje od
bakterijskog (§to omogucava vidljivo crveno obojenje bakterija). Dobiveni plazmidi su nazvani
pSgMX-G (X=1-6) i pSgMX-A (X=1-6).
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Xbal Bsal Bsal
/  Bsal /U6 promotor
A 7 Neol B | P

Bpil

5' kraj okosnice sgRNA

3 kraj okosnice sgRNA
A~ Bpil

.7 Ub terminator

Bsal

pSg-G-mRuby/pSg-A-mRuby
4229 bp

eMX
2527 bp

Slika 11. Treéi korak u konstrukciji plazmida pSgMX-G i pSgMX-A. U plazmidni vektor eMX (A) dobiven u drugom
koraku konstrukcije uveden je insert (B), dio plazmida pSg-G-mRuby/pSg-A-mRuby koji sadrzi modul sgRNA (U6
promotor, okosnica SgRNA s restrikcijskim mjestima Bpil unutar kojih je gen za protein mRuby, U6 terminator) okruzen
restrikcijskim mjestima Bsal. Ligacija plazmidnog vektora i inserta je omogucena cijepanjem oba plazmida enzimom Bsal.

3.2.2.1 PCR na bakterijskim kolonijama (Colony PCR)

Na kraju svakog korak konstrukcije analizirano je po 5-10 bakterijskih kolonija Colony PCR-om u

svrhu pronalaska onih koje sadrze zeljeni plazmid.

Za provjeru prvog koraka konstrukcije plazmida preMX koristen je komercijalno dostupan set
Emerald Amp HS PCR Master Mix te je PCR reakcija napravljena prema uputama proizvodaca nakon
Cega je u svaku mikroepruvetu sterilnim nastavkom dodana pojedina¢na bakterijska kolonija.
Pocetnice koriStene za PCR reakciju su pFUS-noXhol-S (veZe se unutar vektora) i sense lanac
oligonukleotida (sgM1-S/sgM2-S/sgM3-S/sgM4-S/sgM5-S/sgM6-S) koji predstavlja insert. PCR
program je bio sljede¢i: 10 min na 95 °C; 40 ciklusa 0d 98 °C 105,60 °C30si72°C 1 mini25s;te

zavr$ni korak elongacije 72 °C 7 min.

Provjera drugog koraka konstrukcije plazmida eMX je napravljena pomocu seta reagensa
PyroMark PCR Kit prema uputama proizvodaca. Pocetnice koriStene za PCR reakciju su C9seql i
pFUS_noNgoMIV-S. PCR program je bio sljedeci: 15 min na 95 °C; 40 ciklusa od 94 °C 30 s, 55 °C
30s, 72 °C 1 min i 30 s; te zavr$ni korak elongacije 72 °C 10 min.

Provjera trec¢eg koraka konstrukcije plazmida pSgMX-G i pSgMX-A radena je pomocu seta
reagensa Emerald Amp HS PCR Master Mix-a. PCR reakcija napravljena je prema uputama
proizvodaca, a pocetnice koristene u reakciji su Ruby G414A S ipFUS noNgoMIV-A. PCR protokol
je bio sljedeé¢i: 10 min na 95 °C; 30 ciklusa od 98 °C 10's, 61 °C 30's, 72 °C 2 min i 10 s; te zavrsni
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korak elongacije 72 °C 10 min. Sekvence svih pocetnica koristenih za Colony PCR prikazane su u
tablici 3.

3.2.2.2 Sekvenciranje rekombinantnih plazmida Sangerovom metodom

Finalni konstrukti pSgMX-G i pSgMX-A su uz Colony PCR dodatno provjereni i sekvenciranjem
Sangerovom metodom. KoriStena je usluga Macrogen servisa (Nizozemska) te je svaki konstrukt
sekvenciran pocetnicama Ruby_seqF i Ruby seqR (Tablica 3). Rezultati sekvenciranja obradeni su u
program Snapgene (GLS Biotech, Chicago, USA) kako bi se provjerila ispravnost rekombinantih

plazmida.

3.2.3 Konstrukcija plazmida s rezistencijom na kanamicin (pUK21gg)

Plazmidni vektor s rezistencijom na kanamicin (pUK21gg) koristen je kao ishodisni plazmid za
konstrukciju plazmida pSg-xN koji sluzi kloniranju viSe molekula sgRNA istovremeno. Plazmid
pUK21gg je bilo potrebno konstruirati iz komercijalno dostupnog plazmida pUK21 (Addgene
#49788). Kako plazmid pUK21 sadrzi tri restrikcijska mjesta za enzim Esp3l koji interferiraju s
kasnijim procesom Golden Gate kloniranja bilo ih je potrebno ukloniti. Dva restrikcijska mjesta za
enzim Esp3I nalaze se u dijelu plazmida pUK21 izmedu viSestrukog mjesta za kloniranje i rezistencije
na antibiotik kanamicin, dok se zadnje restrikcijsko mjesto za enzim Esp3l nalazi unutar gena za
rezistenciju na antibiotik kanamicin (Slika 12). Umjesto tri zasebne reakcije ciljane mutageneze
napravljeno je PCR umnaZanje dijela plazmida koje sadrzi ishodisSte replikacije i rezistenciju na
antibiotik kanamicin kako bi se izbacila dva restrikcijska mjesta Esp3l iz dijela plazmida pUK21
izmedu visestrukog mjesta za kloniranje i rezistencije na antibiotik kanamicin. Pocetnice koriStene u
PCR reakciji sadrze restrikcijska mjesta za enzime NgoMIV odnosno Sapl na svojim 5' krajevima.
Nakon digestije PCR produkta enzimima NgoMIV i Sapl nastaje linearna molekula koja na jednom
kraju ima ljepljivi kraj za enzim NgoMIV, a na drugom ljepljivi kraj za enzim Sapl. Budu¢i da je ovim
umnazanjem izostavljeno viSestruko mjesto za kloniranje plazmida pUK21, isto je ponovno spojeno s
porezanim PCR produktom, nakon njegove izolacije iz pocetnog plazmida pUK21 pomocu
restrikcijskih enzima NgoMIV i Sapl (Slika 12). Nakon §to su PCR umnazanjem i spajanjem
visestrukog mjesta za kloniranje uklonjena dva restrikcijska mjesta za enzim Esp3l, dobiven je

konstrukt koji je nazvan pUK21gg-Esp3I (Poglavlje 3.2.3.1). Trece i zadnje preostalo restrikcijsko
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mjesto enzima Esp3I uklonjeno je iz plazmida pUK21gg-Esp3I ciljanom mutagenezom te je finalni
konstrukt nazvan pUK21gg (Poglavlje 3.2.3.2).

NgoMIV
Igol m Sapl
V/4 4 X\
m!/
/f \\ Sapl NgoMIV
T < KemR ]

umnozeni dio

=~ 1915 bp

PCR

> KAN_SapI-Re

Slika 12. Konstrukcija plazmida pUK21gg-Esp3l. Plazmid pUK21 sadrZi tri restrikcijska mjesta Esp3l koja je bilo
potrebno izbaciti. Dva restrikcijska mjesta Esp31 zaokruzena crveno koja se nalaze u izmedu visestrukog mjesta za
kloniranje (unutar kojeg je lacZa) i rezistencije na antibiotik kanamicin uklonjena su umnazanjem dijela plazmida
pocetnicama prikazanim u ljubicastoj boji (KAN_NgoMIV-Fw i KAN_Sapl-Re) te je nastala linearna molekula (prikazana
kao crvena linija) s ljepljivim krajevima koji odgovaraju krajevima plazmida pUK21 nakon cijepanja enzimima NgoMIV
i Sapl . Kako PCR umnaZanjem izostavljeno i viSestruko mjesto za kloniranje, ono je izrezano iz plazmida pUK21
enzimima NgoMIV i Sapl (dio plazmida pUK21 gore lijevo oznafen crnom bojom) te je spojeno s umnozenim dijelom
plazmida pUK21.

3.2.3.1 Konstrukcija plazmida pUK21gg-Esp3l

Za PCR reakciju umnazanja dijela plazmida pUK21 koriSten je komercijalno dostupan set Herculase
I Fusion DNA Polymerase. PCR reakcija napravljena je prema protokolu proizvodaca te je koriSteno
je 25 ng plazmida pUK21 (kalup) uz pocetnice KAN NgoMIV Re i KAN Sapl Fw (Tablica 4).
Uvjeti PCR reakcije su bili sljede¢i: 3 min na 98 °C; 35 ciklusa od 20 sna 98 °C,20sna60 °Ci 70 s
na 72 °C; 3 min zavrSne elongacije na 72 °C. PCR-produkti su pro¢is¢eni iz reakcijske smjese pomocu

komercijalno dostupnog seta reagensa QlAquick PCR Purification Kit.
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Potom je 1 pg procis¢enog PCR produkta i 500 ng plazmida pUK21 podvrgnuto dvostrukoj
digestiji restrikcijskim enzimima NgoMIV (5 U) i Sapl (5 U) u puferu CutSmart prema uputama
proizvodaca pri temperaturi od 37 °C u trajanju od 2 h. Nakon digestije, porezani PCR produkt je
procis¢en pomoc¢u komercijalnog seta reagensa QlAquick PCR Purification Kit, kako bi se uklonili
kra¢i porezani fragmenti te restrikcijski enzimi. Porezani plazmid pUK21 je razdvojen elektroforezom
u gelu agaroze te je gel obojan bojom SYBR Safe za vizualizaciju na transiluminatoru s plavom LED
svjetloS¢u, nakon Cega je iz gela izoliran fragment (insert; viSestruko mjesto za kloniranje) od 770 bp

pomocu seta reagensa QIA Quick Gel Extraction Kit.

Spajanje porezanog i proc¢is¢enog PCR produkta i1 inserta izoliranog iz plazmida pUK21 je
napravljeno pomocu komercijalnog seta reagensa Quick Ligation Kit prema uputama proizvodaca, uz
molarni omjer inserta i vektora 5:1. Bakterije XL-10 Gold su transformirane s 5 pL ligacijske smjese,

a izoliran DNA plazmid nazvan je pUK21gg-Esp3l.

Tablica 4. Pocetnice koriStene prilikom konstrukcije plazmida pUK21gg (PCR umnaZanje i mutageneza
Esp3I mjesta.

Naziv Sekvenca (5" - 3")
1. KAN_NgoMIV-Re  ATATTGCCGGCTTCGAAAGGGCCTCGTGATACGC
2. KAN_Sapl-Fw CGTATTGGGCGCTCTTCCG
3. KanR_noEsp3I-A GATCGCGTATTTCGGCTCGCTCAGGCGCA
4. KanR_noEsp3I-S TGCGCCTGAGCGAGCCGAAATACGCGATC

3.2.3.2 Ciljana mutageneza pUK21gg-Esp3l

Reakcijom ciljane mutageneze uklonjeno je i posljednje restrikcijsko mjesto Esp3l koje se nalazi
unutar gena za rezistenciju na antibiotik kanamicin. KoriSten je komercijalno dostupan set reagensa
QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit te je reakcija ciljane mutageneze napravljena
na vec¢ prije opisan na¢in (Poglavlje 3.2.1.1) uz koriStenje 50 ng plazmida pUK21gg-Esp3I i pocetnica
Kan_noEsp3I-A i Kan_noEsp3I-S, ¢ije su sekvence prikazane u Tablici 4. PCR program je bio
sljede¢i: 2 min na 95 °C; 18 ciklusa od 95 °C 20°s, 60 °C 10 s i 68 °C 1 min i 30 s; te zavr$ni korak
elongacije 68 °C 5 min. Finalni konstrukt (pUK21gg; 500 ng) dobiven nakon ciljane mutageneze
provijeren je restrikcijskom analizom u puferu 3.1 s enzimima EcoRI (5 U) i Esp3I (5 U) te su produkti

restrikcije analizirani elektroforezcom DNA u agaroznom gelu.
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3.2.4 Konstrukcija plazmida pSg-xN (N= 1-6)

U poglavlju 3.2.2 opisan je postupak konstrukcije plazmida koji ¢e omogucéiti kloniranje molekula
sgRNA pojedinac¢no, a u ovom koraku cilj je bio konstruirati plazmide pSgxN (N=1-6) u kojima ¢ée se
moc¢i sloziti jedan ili visSe modula SQRNA (najmanje jedna, a najvise Sest). Posto je rije¢ o Sest razli¢itih
kombinacija modula sgRNA (za kloniranje molekula sgRNA) bilo je potrebno konstruirati Sest
razli¢itih plazmida pSg-xN, koji se razlikuju po mogucénosti primanja razli¢itog broja modula sgRNA.
Zajednicka karakteristika svih Sest plazmida je ljepljivi kraj ,,1* koji nastaje nakon digestije enzimom
Esp3I, dok se drugi ljepljivi kraj "E" razlikuje (E = ,,2/3/4/5/6/7%) te odreduje kapacitet primanja vise
od jednog modula sgRNA. Tako ¢e se npr. jedan modul sgRNA ugraditi u plazmid koji stvara ljepljive
krajeve ,,1*“ 1,,2° nakon digestije enzimom ESp3I, dok ¢e se Sest modula sgRNA ugraditi u plazmid

koji nakon digestije enzimom Esp3I ostavlja ljepljive krajeve ,,1° 1 ,,7*.

Plazmid pUK21gg je koriSten kao ishodiSni plazmid za konstrukciju modularnog sustava za
slaganje veceg broja modula sgRNA, a konstrukcija se sastojala iz tri koraka (sve navedene metode su

detaljnije opisane u poglavlju 3.2.2):

1. U prvom koraku (Slika 13) je bilo potrebno u ishodisni vektor pUK21gg uvesti jedan par
oligonukleotida (SgMult; Tablica 5) koji daje ljepljivi kraj ,,1‘ nakon cijepanja restrikcijskim
enzimom Esp3l, $to je vazno za kasnije slaganje modula sgRNA. Takoder, sadrzi i dva
restrikcijska mjesta za enzim Bpil potrebna za uvodenje okosnice sgRNA s genom za
fluorescencijski protein  mRuby u posljednjem koraku konstrukcije. Insert (par
oligonukleotida) sadrzi krajeve kompatibilne krajevima plazmida pUK21gg nastalima nakon
cijepanja s enzimima Kasl i Ncol. Oligonukleotidi (100 uM svaki) su spareni i fosforilirani na
ve¢ opisan nacin. Ishodi$ni plazmid (1 pg) je porezan s enzimima Kasl (5 U) i Ncol (10 U),
nakon Cega je slijedila gel elektroforeza kako bi se izolirao Zeljeni fragmenta veli¢ine 2365 bp
te njegovo procis¢avanje iz gela (QIAQuick Gel Extraction Kit). Ligacija inserta (spareni i
fosforilirani par oligonukleotida) i porezanog plazmida pUK21gg je napravljena u molarnom
omjeru 5:1 pomocéu komercijalnog seta reagensa Quick Ligation Kit prema uputama
proizvodaca. Bakterije XL10-Gold su transformirane s 3 puL reakcijske smjese te su nasadene
na LB-ploce koje sadrze 50 pg/mL antibiotika kanamicina. Dobiveni plazmid je nazvan
SgMult te je njegova ispravnost provjerena restrikcijskom analizom. 500 ng plazmida SgMult
porezano je s enzimom Bpil (10 U) u puferu 3.1 prema uputama proizvodaca te analizirano na

agaroznom gelu.
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Kasl

Neol

lenr Brln'l Bplil

Kasl kraj Neol kraj

110y S

B 1 red/whitz stuffer cloning

par oligonukleotida Sghult
66 bp

pUKlggg

2657 bp

SgMhult
2431 bp

Slika 13. Prvi korak u konstrukciji plazmida pSg-xN. U plazmidni vektor pUK21gg uveden je par oligonukleotida
SgMult oznacen crvenom bojom koji sadrzi krajeve kompatibilne krajevima plazmida pUK21gg nakon cijepanja enzimima
Kasl i Ncol. Taj par oligonukleotida sadrzi ljepljivi kraj "1" (plavi kvadrat) koji se dobije cijepanjem s enzimom Esp3l
(vazno za slaganje modula sgRNA), restrikcijsko mjesto enzima Bsal "B" (ljubicasti kvadrat) vazno za sklapanje finalnog
konstrukta Golden Gate sustava te restrikcijska mjesta za enzim Bpil potrebna za uvodenje okosnice sgRNA s genom za
protein mRuby u sljede¢em koraku. Produkt prvog koraka je plazmid SgMult.
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Tablica 5. Oligonukleotidi koristeni prilikom slaganja konstrukata pSg-xN (N=1-6).

10.
11.
12.
13.

14.

15.

Naziv Sekvenca (5" - 3")

SaMUIt-S GCGCCGGTCTCATGACTGACTGAGACGTCTAGACACCAGGTCTTCTGA
d CACATGAAGACCTGTTTC

SqMUlt-A CATGGAAACAGGTCTTCATGTGTCAGAAGACCTGGTGTCTAGACGTCT
J CAGTCAGTCATGAGACCG

Primjena: Oligonukleotidi kori$teni u prvom koraku konstrukcije plazmida SgMult

SgMx1-S CATGGCGTCTCAGGTAGGTATGAGACCC
SgMx1-A TCGAGGGTCTCATACCTACCTGAGACGC
SgMx2-S CATGGCGTCTCACCATTGGTATGAGACCC
SgMx2-A TCGAGGGTCTCATACCAATGGTGAGACGC
SgMx3-S CATGGCGTCTCAGGAGGGTATGAGACCC
SgMx3-A TCGAGGGTCTCATACCCTCCTGAGACGC
SgMx4-S CATGGCGTCTCATTCGGGTATGAGACCC
SgMx4-A TCGAGGGTCTCATACCCGAATGAGACGC
SgMx5-S CATGGCGTCTCACGCTGGTATGAGACCC
SgMx5-A TCGAGGGTCTCATACCAGCGTGAGACGC
SgMx6-S CATGGCGTCTCAAGGTGGTATGAGACCC
SgMx6-A TCGAGGGTCTCATACCACCTTGAGACGC

Primjena: Oligonukleotidi koriSteni u drugom koraku konstrukcije plazmida pSg-xN-pre (N=1-6)

KanR_noEsp3I-S TGCGCCTGAGCGAGCCGAAATACGCGATC

Primjena: Pocetnica za Colony PCR provjeru konstrukata pSg-xN-pre (N=1-6) zajedno sa antisense
lancem pojedinog oligonukleotida SgMxN-A (N=1-6)

U plazmid SgMult potom je wuvedeno Sest razli¢itih parova oligonukleotida
(SgMx1/SgMx2/SgMx3/SgMx4/SgMx5/SgMx6; Tablica 5) kako bi se dobio krajnji konstrukt
koji sadrzi 1 drugi zeljeni ljepljivi kraj ,,E* (,,2/3/4/5/6/7°) nakon rezanja enzimom ESp3l
potreban za sklapanje viSe modula sgRNA. Jo§ jedna karakteristika krajnjeg konstrukta su dva
restrikcijska mjesta za enzim Bsal koja okruzuju restrikcijska mjesta za enzim Esp3l. Jedno
restrikcijsko mjesto za enzim Bsal uvedeno je pomocu prvog para oligonukleotida koristenog u
prvom koraku konstrukcije (prethodno opisanom; slika 13), dok je drugo uvedeno u ovom
koraku konstrukcije (Slika 14). Svrha restrikcijskih mjesta za enzim Bsal je za kasnije Golden
Gate sklapanje modula svih funkcionalnih elemenata u jedan konstrukt (Sest razlic¢itih modula
SgRNA, promotor, protein Cas9, efektorska domena za DNA metiltransferazu 3A (DNMT3A),
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gen za rezistenciju na antibiotik puromicin i terminator; Poglavlje 3.2.5). Svaki par
oligonukleotida (insert) nakon specifi¢nog spajanja i fosforilacije sadrzi krajeve kompatibilne
plazmidu SgMult nakon cijepanja s enzimima Ncol i Xhol. Plazmid SgMult (1 pg) porezan je
enzimima Ncol (10 U) i Xhol (20 U) u puferu CutSmart u trajanju od 3 h na 37 °C. Porezani
plazmid je procis¢en pomocu komercijalnog seta reagensa QIAquick PCR Purification Kit,
nakon ¢ega je slijedilo spajanje vektora i Sest razli¢itih inserata u molarnom omjeru 5:1 pomocu
2,5U enzima T4 DNA ligaze prema uputama proizvodaca. Bakterije XL10-Gold su
transformirane s 3 uL reakcijske smjese te su nasadene na LB-ploc¢e koje sadrze 50 pg/mL
antibiotika kanamicina. Ispravnost pojedinih bakterijskih kolonija dobivenih idu¢i dan je
provjerena metodom Colony PCR pomoc¢u komercijalno dostupnog seta reagensa Emerald Amp
HS PCR Master Mix. Kao pocetnice koristen je antisense lanac pojedinog para oligonukleotida
(SgMx1-A/SgMx2-A/SgMx3-A/SgMx4-A/SgMx5-a/SgMx6-A) i KanR_noEsp3I-S (Tablica
5). Uvjeti PCR reakcije su bili sljede¢i: 10 min na 95 °C; 30 ciklusa od 10 s na 98 °C, 30 s na
60 °C i 1 min na 72 °C; 5 min zavr$ne elongacije na 72 °C. 1z nekoliko bakterijskih kolonija
pripremljene su prekono¢ne kulture te su izolirani plazmidi pomoc¢u komercijalno dostupnog
seta reagensa Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) prema uputama

proizvodaca. Plazmidi su nazvani pSg-xN-pre (N = 1-6).
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<Start> Beal <End=>

Neol kraj Xhol kraj

parovi oligonukleotida SghM=N
28 bp

pSg-*N-pre
2438 bp

Slika 14. Drugi korak u konstrukciji plazmida pSg-xN. U plazmidni vektor SgMult konstruiran u prethodnom koraku
uveden je par oligonukleotida SgMXN (N=1-6) oznaCen crvenom bojom koji sadrzi krajeve kompatibilne krajevima
plazmida pUK21gg nakon cijepanja s enzimima Ncol i Xhol. Uvedeni par oligonukleotida sadrzi i restrikcijsko mjesto
enzima Esp3l (plavi kvadrat, E=2/3/4/5/6/7) vazno za slaganje vise modula sgRNA u krajnji konstrukt te restrikcijsko
mjesto Bsal (ljubicasti kvadrat, "A") vazno za slaganje svih modula funkcionalnih elemenata u konstrukt Golden Gate
sustava. Dobiveni plazmidi su nazvani pSg-xN-pre (N=1-6).

3. U posljednjem koraku konstrukcije (Slika 15) uvedena je okosnica molekule sgRNA s genom
za fluorescencijski protein mRuby izmedu dva restrikcijska mjesta za enzim Bpil unutar svakog
plazmida pSg-xN-pre, kako bi se omogucila crveno-bijela selekcija te odabir Zeljenih
bakterijskih kolonija. Nakon slaganja razli¢itog broja modula sgRNA pomocu enzima Esp3l
(koji okruzuje Bpil mjesta) u finalne konstrukte pSg-xN reporterski gen za fluorescencijski
protein se izrezuje te nastaje konstrukt koji sadrzi vise modula sgRNA, ali ne i gen za
fluorescencijski protein mRuby, $to rezultira bakterijskim kolonijama koje nisu obojane crveno.
Treéi korak konstrukcije ukljucivao je digestiju (1 pg) plazmida pSg-xN-pre (produkti drugog
koraka) koji su sluzili kao vektor i (2 pg) plazmida pSg-G-mRuby (konstruiran u laboratoriju
profesorice V. Zoldo$ u sklopu metode koja se trenutno razvija; neobjavljeni podaci) iz kojeg
je izoliran insert (gen za fluorescencijski protein mRuby) pomoc¢u enzima Bpil (10 U) u puferu

2.1 prema uputama proizvoda¢a. Zeljeni fragmenti svakog plazmida (insert — 967 bp iz
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plazmida pSg-G-mRuby; vektor — 2410 bp iz plazmida pSg-xN-pre) su prociséeni iz gela na
prethodno opisan nacin te spojeni u molarnom omjeru inserta i vektora 5:1 pomocu 2,5 U
enzima T4 DNA ligaze. Bakterije su transformirane s 4 uL reakcijske smjese i nasadene na LB
ploce koje sadrze 50 pg/mL antibiotika kanamicina i 40 uL IPTG-a (L00uM). IPTG je potreban
za indukciju fluorescencijskog proteina mRuby koji je pod Lac promotorom. Na temelju crveno
- bijele selekcije odabrane su crvene bakterijske kolonije (crveno obojenje upucuje na to da je
doslo do insercije gena za fluorescencijski protein mRuby u pSgxN-pre). Plazmidi su izolirani
pomocu komercijalno dostupnog seta reagensa Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega) prema uputama proizvodac¢a. Dobiveni plazmidi su nazvani pSg-xN (N=1-6)
te su poslani na sekvenciranje Sangerovom metodom pomocéu pocetnica Ruby seqF i

Ruby_segR (Tablica 3) kako bi se provjerila njihova ispravnost.

p5g-G-mRuby

pSg-~N-pre 4289 bp

24328 bp

Slika 15. Treéi korak u konstrukciji plazmida pSg-xN. U plazmid dobiven u prethodnom koraku, pSg-xN-pre (N=1-6)
uvedena je okosnica sgRNA (unutar koje je gen za protein mRuby) iz plazmida pSg-G-mRuby (0znaceno crvenom bojom).
Oba plazmida su pocijepana enzimom Bpil.
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3.2.5 Slaganje vise modula u jedan plazmid (Golden Gate Assembly)

Metoda kloniranja "Golden Gate" zasniva se na restrikcijskim enzimima tipa I1S (Bpil, Bsal, Esp3l,
Sapl i drugi) koji rezu molekulu DNA izvan svog restrikcijskog mjesta, stvarajuci tako ljepljive krajeve
od nekoliko baza (razli¢ito za svaki Golden Gate enzim). Kako ti krajevi nisu dio restrikcijskog mjesta,
moguce ih je razli¢ito dizajnirati za specificno spajanje vise od dva fragmenata DNA dobivenih nakon

digestije jednim Golden Gate enzimom.

lako je konstruirano sveukupno Sest plazmida pSg-xN (Poglavlje 3.2.4) u koje se moze
klonirati razli¢it broj sgRNA (minimalno jedna, a maksimalno $est), odabran je plazmid pSg-x6 koji
moze primiti Sest razli¢itith sgRNA, kako bi se provjerilo hoce 1i biti uspjesna konstrukcija plazmida s
maksimalnim predvidenim brojem ugradenih sgRNA. U tu svrhu napravljena je provjera slaganja
kona¢nog konstrukta s plazmidom pUC19BB kao okosnicom (Slika 16), koji bi sadrzavao Sest modula
SsgRNA te ostale funkcionalne elemente potrebne za ciljanu metilaciju DNA, a koje su detaljno opisane
u Tablici 6. Svi plazmidi iz kojih su izrezani funkcionalni moduli konstruirani su u sklopu istrazivanja
laboratorija profesorice V.Zoldo$ (neobjavljeni podaci), a oko svakog modula su restrikcijska mjesta
enzima Bsal §to omogucava njihovo izrezivanje i specifiéno slaganje u krajnji konstrukt Golden Gate
sustava. Takoder, provjera slaganja konacnog konstrukta radena je samo za protein Cas9 (SpCas9) iz
vrste Streptococcus pyogenes. U skladu s time za kloniranje pojedinacnih molekula sgRNA su

koristeni konstrukti pSgMX-G (X=1-6) koji sadrze okosnicu molekule sgRNA proteina SpCas9.

~ Bsal

pUC19BB

2331 b[:

Slika 16. Plazmid pUC19BB. Okosnica za slaganje svih modula funkcionalnih elemenata za ciljanu metilaciju DNA na
viSe mjesta u genomu. SadrZi gen za rezistenciju na ampicilin i dva restrikcijska mjesta za Golden Gate enzim Bsal.
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Tablica 6. Moduli koji su uz modul sgRNA potrebni za ciljanu metilaciju molekule DNA sustavom CRISPR-Cas9.

Modul Opis Plazmid iz kojeg je modul izrezan

Hibridni oblik promotora beta aktina
Promotor Cbh ) tNS-pPro-CBh
kokosi CBA (engl. chicken f-actin)

Kataliticki inaktivha endonukleaza

Protein dCas9 Cas9 bakterije Streptococcus | tNS-pCas-N
pyogenes
. Kataliticka domena Iljudske DNA
Protein DNMT3A tNS-pED- DNMT3A

metiltransferaze de novo 3A

Puromicin N- . . o ..
) Rezistencija na antibiotik puromicin tNS-pMK-P
acetiltransferaza

Terminator bGH Zaustavljanje transkricije tNS-pTer-H

Zavr$no slaganje svih modula funkcionalnih elemenata za ciljanu metilaciju molekule DNA za Sest

razli¢itih pozicija u genomu, temeljenu na sustavu CRISPR-Cas9, isprobano je na dva nacina:

1. Prvi nacin je ukljucivao slaganje Sest razli¢itih sgRNA pomocu Golden gate enzima Esp3l
u okosnicu plazmida pSg-x6 (Assembly 1). Potom je taj konstrukt koristen u drugoj reakciji
slaganja pomoc¢u Golden gate enzima Bsal u okosnicu plazmida pUC19BB zajedno sa ostalim
modulima funkcionalnih elemenata potrebnih za ciljanu metilaciju sustavom CRISPR-Cas9
(promotor Cbh, protein dCas9, protein DNMT3A, puromicin N-acetiltransferaza, terminator
bGH) (Assembly 2 i 3).

2. Drugi na¢in ukljucivao je slaganje modula svih funkcionalnih elemenata te praznog modula
SgRNA (bez molekula sgRNA) iz plazmida pSg-x6 u okosnicu plazmida pUC19BB pomocu
Golden Gate enzima Bsal (Assembly 4 i 5). Potom je u taj konstrukt uvedeno Sest razlicitih

molekula sgRNA iz plazmida pSgMX-G pomo¢u Golden Gate enzima Esp31 (Assembly 6 i 7).
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3.2.5.1 Kloniranje molekula sgRNA u plazmide pSgMX-G (X= 1-6)

U oba slucaja zavr$nog slaganja modula prvo je bilo potrebno uvesti pojedina¢ne sgRNA u plazmide
pSgMX-G (X=1-6) koji mogu primiti svaki po jednu sgRNA. Odabrano je Sest razli¢itih sekvenci za
sgRNA (konstruiranih u laboratoriju profesorice V.Zoldos u sklopu metode koja se trenutno razvija,
neobjavljeni podaci; Tablica 7) koje ciljaju razli¢ita mjesta unutar CpG otoka promotora gena IL6ST i
BACH2. Sve sgRNA su naru¢ene kao par oligonukleotida koji nakon sparivanja i fosforilacije stvara
ljepljive krajeve kompatibilne plazmidima pSgMX-G porezanima enzimom Bpil. Nakon sparivanja i
fosforilacije svakog para oligonukleotida napravljena je reakcija digestije i spajanja u jednom koraku
objavljena u radu Cong i sur. (2013). Za ukupan volumenu reakcijske smjese od 20 uL koriSteno je
2ulL 10 x pufera G, 1 puL 10 mM DTT-a, 1 uL 10 MM ATP-a, 0,5 uL T4 DNA ligaze, 0,5 pL
restrikcijskog enzima Bpil, 1 pL fosforiliranih i sparenih oligonukleotida razrijedenih 35 x te 100 ng
svakog plazmida pSgMX-G (X = 1-6).

Reakcije su zatim tretirane enzimom Egzonukleaza V (ExoV) 30 min na 37 °C kako bi se
porezale sve linearne molekule DNA i povecala uspjesnost transformacije kemijski kompetentnih
bakterija. Reakcija je ukljuéivala 7,5 puL produkta ligacijske reakcije, 1 uL pufera 10 x NE Buffer 4,
1 uL 10 mM ATP i 0,5 uL enzima ExoV. Kompetentne bakterije soja XL10-Gold su transformirane s
3 uL reakcijske smjese te su nasadene na LB ploce koje sadrze 50 pug/mL antibiotika spektinomicina i
40 pL 100 pM IPTG-a. Kako se sekvence molekula sgRNA ugraduju u plazmid izmedu dva
restrikcijska mjesta za enzim Bpil koja okruzuju gen za fluorescencijski protein mRuby, do¢i ¢e do
njegovog izrezivanja te bakterijske kolonije nece biti crvenog obojenja ukoliko sadrze ugradenu
molekulu sgRNA u konstruktu. Na temelju toga je odabrano nekoliko bijelih bakterijskih kolonija te
je napravljen Colony PCR pomoc¢u komercijalno dostupanog seta Emerald Amp HS PCR Master Mix.
PCR reakcija je napravljena prema uputama proizvodaca. KoriStene su pocetnice pFus noNgoMIV_S
(Tablica 2) i sense lanac svake molekule sgRNA (Tablica 7). U Tablici 7 su prikazane odabrane sgRNA
za ciljanje lokusa unutar promotora gena BACH2 i IL6ST te plazmidi pSgMX-G u koje su klonirane
pojedine sgRNA.
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Tablica 7. Sekvence za sgRNA i pripadajuéi plazmidni vektori pSgMX-G za Kkloniranje pojedina¢nih molekula
SgRNA.

Plazmidni
SgRNA Sekvenca za sgRNA
vektor 9 9
5 CACCGAATGTAGCGATTGAGAGTGT 3"
1. | pSgM1-G BACH2_sgRNAS8 -t % | | ]
3" CTTACATCGCTAACTCTCACACAAA 5"
5" CACCGGGAGAGCACACATTCGGCG 3
S M2-G 1 1 1 1 1 M |
P9 BACH2_sgRNA3 M R A NG ST
2. — ar CCCTCTCGTGTGTAAGCCGCCAAA 5
5° CACCGATCTGACAGTGTTCCGGAGC 3r
3 pSgM3-G IL6ST_sgRNAZ2 I : } : ]
: 37 CTAGACTGTCACAAGGCCTCGCAAA 57
5 CACCGCGCACGAACCCCTTGGCGCC 3r
4 pSgM4-G IL6ST_sgRNA3 } ; } ¢ } 3 |
: ar CGCGTGCTTGGGGAACCGCGGCAAA 5°
5" CACCGAGTTATTGTGAATGGGGAGC 3"
| L 1 L L L |
PSgM5-G BACH2_sgRNA7 P T R S e T
5. - 3r CTCAATAACACTTACCCCTCGCAAA 5
57 CACCGCCGCGCCCTGCCCGCTTTTA 3’
L 1 1 L L 1 |
6. | pSgM6-G BACH2_sgRNA4 I 5 : ; : : I
- 37 CGGCGCGGGACGGGCGAAAATCAAA 57

3.2.5.2 Slaganje Sest razli¢itih molekula sgRNA u okosnicu plazmida pSg-x6 (Assembly 1)

Za prvi nacin slaganja finalnog konstrukta za ciljanu metilaciju molekule DNA na Sest razli¢itih
pozicija unutar genoma bio je potreban jedan plazmid koji ve¢ u sebi sadrZzi Sest razli¢itih sgRNA. U
tu svrhu napravljeno je slaganje Sest razli¢itih modula sgRNA (koji sadrze svaki svoju sekvencu za
sgRNA) unutar okosnice plazmida pSg-x6. Ovo sklapanje (assembly) je napravljeno pomoc¢u plazmida
pSgMX-G s kloniranim pojedinaénim modulima za SgRNA (opisanima u Poglavlju 3.2.5.1.) koji su
okruZeni restrikcijskim mjestom enzima Esp31 (uvedeni u prvom koraku konstrukcije plazmida
pSgMX-G; Poglavlje 3.2.2) i 50 ng plazmidne okoshice pSg-x6 u molarnom omjeru inserta i vektora
2:1. Koli¢ine inserta (moduli sgRNA dobiveni nakon cijepanja svakog plazmida pSgMX-G s modulom
sgRNA pomoc¢u enzima EsSp3I) dodane u reakciju su odredene skaliranjem koncentracije inserta po

formuli f(x) = [duljina inserta(bp) / duljina vektora (bp)] x koncentracija cijelog plazmida (ng/uL).
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Reakcija digestije 1 ligacije napravljena je u jednom koraku koriste¢i 50 ng plazmida pSg-x6,
plazmide pSgMX-G+sgRNA (pSgM1-G+BACH2_sg8, pSgM2-G+BACH2_sg3,
pSgM3-G+IL6ST_sg2, pSgM4-G+IL6ST_sg3, pSgM5-G+BACH2_sg7, pSgM6-G+BACH2_sg4) u
dvostruko ve¢em molarnom omjeru, 10x pufer Tango, 2 uL DTT-a (10 mM), 2 uL ATP-a (10 mM),
1 pL enzima Esp3l, 1 uL T4 DNA ligaze i vodu do ukupnog volumena od 20 pl. Reakcija se odvijala
prema sljede¢im uvjetima: 10 ciklusa od 10 min na 37°C i 10 min na 16°C; zatim inkubacija 5 min na
50°C, te inkubacija od 10 min na 80°C. 37°C potreban je za maksimalnu aktivnost restrikcijskog enzima
Esp31, dok se na 16°C odvija spajanje. Po zavrSetku ligacije, u reakciju je dodano 1 pL egzonukleaze
V i1lpL ATP-a (10 mM) te je reakcija postavljena 30 min na 37°C kako bi se porezala preostala
linerarna DNA koja nije uspjeSno povezana. U svrhu transformacije koriSten je novi soj bakterije E.
coli — NEB Stable Competent. Te bakterije ne sadrze funkcionalan put popravka zasnovan na
rekombinaciji pa je pogodan za umnazanje nestabilnih konstrukata kao §to je ovaj assembly (sadrzi
Sest ponavljanja modula sgRNA). Plazmid pSg-x6 sadrzi gen za rezistenciju na antibiotik kanamicin
pa su bakterije nakon transformacije nasadene na LB ploce koje sadrze 50 pg/mL antibiotika
kanamicina i 40 pL IPTG-a (100 uM) kako bi se na temelju crveno-bijele selekcije odabrale bijele

kolonije koje sadrze konstrukt assembly-a 1.

Uspjesnost konstrukcije assembly-ja 1 je provjerena restrikcijskom analizom s 500 ng kalupa i
enzimima Bsal (5 U) i BspEl (5 U) u puferu 3.1 te PCR-om na izoliranim plazmidima. Reakciju PCR-
a je bilo potrebno optimizirati i kao najbolji se pokazao protokol koriste¢i komercijalno dostupnu
polimerazu KOD Extreme Hot Start DNA Polymerase. Reakcijska smjesa napravljena je prema
protokolu proizvodaca te je uklju¢ivala 1 pL enzima KOD Extreme Hot Start DNA Polymerase, 25 uL
2x Xtreme  Buffer, 10uL dNTP (2mM), 15puL 10uM  pocetnica U6 Fw
(5' GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC 3" i Sg-mult-Re (5' CGGAAGAGCGCCCAATACG 3') te
15 ng DNA assembly-ja 1 u ukupnom volumenu od 50 pL. Reakcija se odvijala pri sljede¢im uvjetima:
94 °C 2 min, 30 ciklusa: 98 °C 105,55 °C 30si68 °C 2 mini45s; 68 °C 10 min.
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3.2.5.3 Slaganje modula funkcionalnih elemenata i modula Sest razli¢itih sekvenci za sgRNA u
okosnicu plazmida pUC19BB (Assembly 2 i 3)

Assembly 2 i 3 ukljucuju spajanje svih modula funkcionalnih elemenata sustava CRISPR-Cas9
(Tablica 6) i Sest modula sgRNA iz plazmida pSgx6 (Assembly 1) u plazmidnu okosnicu pUC19BB.
Napravljene su dvije varijante ovog konstrukta od kojih jedan sadrzi modul za aktivni protein
DNMT3A (Assembly 2), a drugi za neaktivni protein DNMT3A (Assembly 3).

Napravljena je reakcija digestije i spajanja u jednom koraku pomoc¢u 50 ng plazmidne okosnice
pUC19BB koja sadrzi gen za otpornost na antibiotik ampicilin, svakog inserta u 3 x molarnom omjeru:
plazmid pSgx6 sa Sest modula sgRNA (Assembly 1), plazmid koji sadrzi modul s promotorom CBh
(tNS-pPro-CBh), plazmid koji sadrzi modul s terminatorom (tNS-pTer-H), plazmid koji sadrzi modul
s inaktiviranim proteinom dCas9 (tNS-pCas9-N), plazmid koji sadrzi modul s aktivnom/neaktivnom
katalitickom domenom DNMT3A (tINS-pED-DNMT3A), plazmid koji sadrzi modul s puromicin N-
acetiltransferazom (tNS-pMK-Puro), pufer 10x Cut Smart, 2 uL ATP-a (10 mM), 1 pL enzima Bsal,
1 uL T4 DNA Ligaze i voda u ukupnom volumenu od 20 pL. Reakcija se odvijala prema sljede¢im
uvjetima: 10 ciklusa od 10 min na 37°C i 10 min na 16°C; zatim inkubacija 5 min na 50°C, te inkubacija
od 10 min na 80°C. Po zavrSetku reakcije, u reakciju dodano 1 pL egzonukleaze V i 1 uL ATP-a
(10 mM) u svrhu rezanja preostale linearne DNA. Bakterije NEB Stable Competent su transformirane
s reakcijskom smjesom, a nakon oporavka su nasadene na LB ploce koje sadrze 100 pug/mL antibiotika
ampilicina, 40 pL IPTG-a (100 uM) i 120 pL X-Gal-a (20 mg/mL). Plazmidna okosnica pUC19BB
sadrzi gen lacZ koji kodira za 3-galaktozidazu koja u prisustvu analoga laktoze IPTG-a i kromogenog
supstrata X Gal daje plavo obojenje kolonija. Posto se gen lacZ nalazi izmedu dva restrikcijska mjesta
enzima Bsal, ugradnjom navedenih modula dolazi do izrezivanja gena lacZ pa su kolonije s finalnim
konstruktom bijele. Ispravnost dobivenih konstrukata provijerena je restrikcijskom analizom s 500 ng
kalupa i enzimima Eagl (5U) i EcoRV (5U) u puferu 3.1. Dodatna provjera je napravljena i PCR-om.
Koristen je komercijalno dostupna polimeraza KOD Hot Start DNA Polymerase. Reakcijska smjesa
napravljena je prema protokolu proizvodaca te je ukljuc¢ivala 0,5 pL enzima KOD Hot Start DNA
Polymerase, 2,5 uL 10x Buffer, 2,5 uL dNTP (2 mM), 15 ng DNA assembly-ja 2 i 3 u ukupnom
volumenu od 25 uL te 0,75 pL 10 uM pocetnica tNS Sg G _Xbal-Fw
(5" TAATCTCTAGAGGTCTCATGACGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTC 3 i
BACH2 sgRNA4_A (Tablica 7) te. Reakcija se odvijala pri uvjetima: 95 °C 2 min, 35 ciklusa: 95 °C
105,61°C305si70°C1min; 70 °C 10 min.
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3.2.5.4 Slaganje modula funkcionalnih elemenata i praznog modula za sgRNA u okosnicu
plazmida pUC19BB (Assembly 4i5)

Drugi nacin slaganja finalnog konstrukta za ciljano uvodenje metilacije molekule DNA na Sest
razli¢itih pozicija unutar genoma ukljucuje sklapanje svih funkcionalnih modula sustava CRISPR-
Cas9 (Tablica 6) i plazmida pSgx6 s praznim modulom sgRNA (bez sgRNA) u plazmidnu okosnicu
pUC19BB, nakon ¢ega se uvodi Sest razli¢itih sgRNA iz plazmida pSgMX-G. Napravljene su dvije
varijante ovog sustava od kojih jedna sadrzi modul za aktivni protein DNMT3A (Assembly 4), a druga
za neaktivni protein DNMT3A (Assembly 5).

Protokol slaganja je isti kao i kod assembly-ja 2 i 3 (Poglavlje 3.2.5.3.). Jedina razlika je §to je
umjesto plazmida pSg-xN sa Sest modula sgRNA (Assembly 1) koriSteni prazan modul sgRNA uzet iz
plazmida pSg-x6 (koji ne sadrzi molekule sgRNA). Nakon reakcije digestije i spajanja u jednom
koraku (opisano u prethodnom Poglavlju) reakcijska smjesa je uvedena u bakterije XL10 Gold zbog
toga $to assembly-ji 4 i 5 ne sadrZe repetitivne sekvence pa nije potreban bakterijski soj NEB Stable
Competent. Uspjesnost konstrukcije assembly-ja 4 i 5 je provjerena restrikcijskom analizom s 500 ng

kalupa i enzimom Eagl (5 U) u puferu 3.1. i ukupnom volumenu od 20pL.

3.2.5.5 Slaganje Sest razli¢itih sekvenci za sgRNA u produkte Assembly-a 4 i 5 (Assembly 6 i 7)

Vektori za ove assembly-je su bili produkti assembly-ja 4 i 5, a inserti su Sest razli¢itih sekvenci SgRNA
uzetih iz plazmida pSgMX-G (Poglavlje 3.2.5.1.). Protokol je isti kao u assembly-u 1 (Poglavlje
3.2.5.2.), a jedina razlika je Sto su kao plazmidne okosnice u koje se ugraduje Sest razli¢itih molekula
SgRNA uzeti produkti assembly-ja 4 i 5 (plazmidna okoshica pUC19BB sa svim funkcionalnim
modulima i praznim modulom sgRNA), a ne plazmid pSg-x6. Nakon reakcije digestije i slaganja u
jednom koraku, reakcijska smjesa je transformirana u bakterije E. coli soja NEB Stable Competent
zbog ponavljajucih regija (Sest modula sgRNA), a nakon oporavka su bakterije razmazane na LB ploce
koje sadrze 100 pg/mL antibiotika ampilicina, 40 pL IPTG-a (100 uM) i 120 pL X-Gal-a (20 mg/mL)
kako bi se plavo-bijelom selekcijom odabrali dobri klonovi. Za provjeru konstukata assembly-ja 6 17
je napravljena restrikcijska analiza s enzimima Eag i ECORV te umnazanje dijela plazmida PCR-om
prema protokolima opisanim u Poglavlju 3.2.5.3, za assembly-je 2 i 3 budu¢i da su produkti tih

assembly-ja jednaki produktima assembly-ja 6 i 7.
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4. REZULTATI

4.1 Plazmid s rezistencijom na spektinomicin (pUS21gg)

Plazmid s rezistencijom na spektinomicin (pUS21gg) konstruiran je iz plazmida pFUS_A_mutx3 u
koji je uvedeno visestruko mjesto za kloniranje plazmida pUK21 buduci da ono sadrZi sva restrikcijska
mjesta potrebna u daljnjim koracima. Plazmid pFUS_A_mutx3 je dobiven iz plazmida pFUS_A
kojemu je ciljanom mutagenezom uklonjeno postojece restrikcijsko mjesto NgoMIV te je novo
uvedeno nizvodno od viSestrukog mjesta za kloniranje. Takoder mu je uklonjeno i restrikcijsko mjesto
enzima Xhol buduci da se jedno nalazi i u viSestrukom mjestu za kloniranje plazmida pUK21. Plazmidi
pFUS_A_mutx3 i pUK21 su porezani enzimima NgoMIV i Sapl te je nakon ligacije Zeljenih
fragmenata dobiven plazmid pUS21gg (Slika 17) koji sadrzi gen za rezistenciju na spektinomicin i
ishodiste replikacije iz plazmida pFUS A mutx3, a viSestruko mjesto za kloniranje iz plazmida

pUK21.

Za provjeru konstrukcije plazmida pUS21gg restrikcijskom analizom odabrani su enzimi Sapl
i Xbal te su pomocu programa Snapgene utvrdeni o¢ekivani fragmenti na 1%-tnom agaroznom gelu.
Kao negativna kontrola ligacije vektora pFUS A mutx3 i inserta (viSestruko mjesto za kloniranje
plazmida pUK21) koristen je plazmid pFUS A mutx3. Cijepanjem tri klona plazmida pUS21gg
(2764 bp) s enzimima Sapl i Xbal na gelu su trebali biti vidljivi fragmenti 2404 bp i 360 bp, a u slu¢aju
cijepanja plazmida pFUS_A_mutx3 (3019 bp) fragmenti od 2004 bp i 1015 bp (Slika 10). Prisutnost
svih navedenih fragmenata na gelu (Slika 18) je potvrdila uspje$nost konstrukcije plazmida pUS21gg.
Odabran je klon pUS21gg najvise koncetracije (klon 2) te je koriSten kao ishodisni plazmid u
konstrukciji plazmidnog vektora pSgMX (X=1-6) za kloniranje pojedina¢nih molekula sgRNA.
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Slika 17. Plazmid s rezistencijom na spektinomicin (pUS21gg). Crnom bojom je oznagen dio plazmida pUS21gg s
rezistencijom na spektinomicin i ishodistem replikacije koji potjece iz plazmida pFUS_A mutx3, a crvenom je oznaceno
visestruko mjesto za kloniranje koje potjece iz plazmida pUK21. Unutar visestrukog mjesta za kloniranje je prikazano
restrikcijsko mjesto Xhol zbog kojeg je bilo potrebno ukloniti restrikcijsko mjesto Xhol iz plazmida pFUS_A bududi da je
ono vazno za konstrukciju plazmida za kloniranje pojedina¢nih molekula sgRNA (pSgMX). Ljubicastim slovima su
oznacene pocetnice koriStene u ciljanoj mutagenezi (za izbacivanje restrikcijskog mjesta NgoMIV i Xhol te uvodenja novog

restrikcijskog mjesta NgoMIV nizvodno od vi$estrukog mjesta za kloniranje). SmR — rezistencija na spektinomicin; ori —
ishodiste replikacije
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Slika 18. Agarozna gel elektroforeza produkata cijepanja plazmida pUS21gg i pFUS_A_mutx3 s restrikcijskim
enzimima Sapl i Xbal. M — ljestvi¢asti uzorak markera 100 bp DNA Ladder Ready to Load; 1, 2 i 3 — klonovi plazmida
pUS21gg; 4 — plazmid pFUS_A_mutx3 kao negativna kontrola ligacije vektora i inserta.
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4.2 Plazmidi pSgMX-A i pSgMX-G (X=1-6)

Kako bi se pojedina¢ne sgRNA mogle klonirati u plazmid s rezistencijom na spektinomicin (pUS21gg)
bilo je potrebno unutar ovog plazmida uvesti modul sgRNA (U6 promotor, okosnica sgRNA i U6
terminator) te restrikcijska mjesta enzima Golden Gate sustava koja omogucavaju slaganje veéeg broja
molekula sgRNA zajedno s ostalim funkcionalnim modulima u krajnji konstrukt za ciljanu metilaciju
DNA. Modul sgRNA za protein SpCas9 izoliran je iz plazmida pSg-G-mRuby, a modul sgRNA za
protein SaCas9 iz plazmida pSg-A-mRuby. Unutar okosnice sgRNA nalazi se reporterski gen za
fluorescencijski protein mRuby okruzen s dva restrikcijska mjesta Bpil, §to omogucava crveno-bijelu
selekciju. Konstruirano je Sest razli¢itih plazmida pSgMX (X=1-6) za kloniranje molekula sgRNA
proteina SpCas9 (pSgMX-G) i Sest razli¢itih plazmida pSgMX za umnaZanje molekula sgRNA
proteina SaCas9 (pSgMX-A) (Slika 19).

U prvom koraku konstrukcije u plazmid pUS21gg su uvedeni parovi oligonukleotida koji se
razlikuju za svaku molekulu sgRNA po tome $to nakon digestije s Golden Gate enzimom ESp3l
ostavljaju razlicite ljepljive krajeve (I-11; 1I-111; 11-1V; IV-V; V-VI; VI-VII) koji omogucavaju spajanje
razli¢itog broja modula sgRNA u Zeljenom rasporedu u jedan konstrukt (maksimalno Sest). U
sljede¢em koraku je uveden par oligonukleotida jedinstven za sve molekule sgRNA koji sadrzi
restrikcijska mjesta za drugi enzim Golden Gate sustava, Bsal, vazan za slaganje modula sgRNA u
krajnji Golden Gate konstrukt s ostalim modulima funkcionalnih elemenata sustava CRISPR-Cas9.
Restrikcijska mjesta Bsal uvedena u drugom koraku, omoguéila su i uvodenje modula sgRNA iz
plazmida pSg-G-mRuby i pSg-A-mRuby pocijepanih enzimom Bsal u posljednjem koraku
konstrukcije. Po jedan klon svakog od Sest konstruiranih plazmida pSgMX-G i Sest plazmida
pSgMX-A je provjeren metodom Colony PCR (za plazmide pSgM3-G i pSgM3-A su uzeta dva klona
za provjeru bududi da je kod njih bilo najslabije crveno obojenje). Kod konstrukata pSgMX-G i
pSgMX-A ocekivan je fragment veli¢ine 2058 bp, a prisutnost tog fragmenta na gelu (Slika 20) u svim
klonovima potvrdila je uspje$nu konstrukciju plazmida pSgMX-A i pSgMX-G. Dodatna provjera je
napravljena i sekvenciranjem Sangerovom metodom. Ovi plazmidi su koriSteni za kloniranje
pojedina¢nih sgRNA prilikom sklapanja glavnog Golden Gate konstrukta za ciljanu metilaciju vise

mjesta u genomu.
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Slika 19. Shematski prikaz konstrukta pSgMX-G i pSgMX-A (X=1-6). SmR - rezistencija na antibiotik spektinomicin;
ori —ishodiste replikacije; crvena strelica (mRuby) — gen za fluorescencijski protein Ruby; U6 promotor — promotor RNA
polimeraze 1l1; lac operator — lac represor se veZe za lac operator i sprje¢ava transkripciju, a dodatak IPTG-a sprjecava
vezanje represora i time potice transkripciju gena, u ovom slucaju gena za protein Ruby; U6 terminator — zaustavlja
transkripciju gena za protein Ruby; sivom bojom je oznaden dio plazmida umnozen Colony PCR-om s pocetnicama pFUS-
noNgoMIV-A i Ruby G414A_S. Oznacena su i restrikcijska mjesta enzima Esp31 koji ostavlja ljepljive krajeve sprecifi¢ne
za svaki od Sest plazmida pSgMX-G i pSgMX-A.
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Slika 20. Agarozna gel elektroforeza Colony PCR produkata umnaZanja Zeljene regije plazmida pSg-MX-A i
pSgMX-G. KoriStena je kombinacija pocetnica pFus noNgoMIV_A i Ruby G414A S. M: ljestvi¢avi uzorak markera
100 bp DNA Ladder Ready to Load; 1-6: plazmidi pSgMX-A gdje je X=1-6 (3a i 3b — dva klona plazmida pSgM3-A); 7—
12: plazmidi pSgMX-G (9a i 9b — dva klona plazmida pSGM3-G); NK — negativna kontrola. O¢ekivan je fragment veli¢ine
2058 bp.

47



4.3 Plazmid s rezistencijom na kanamicin (pUK21gg)

Plazmid pUK21gg s rezistencijom na kanamicin KkoriSten je kao ishodis$ni plazmid u konstrukciji
plazmidnih vektora pSg-xN (N=1-6) za slaganje razli¢itog broja modula sgRNA zajedno (najmanje
jedan, najvise Sest modula sgRNA). Konstruiran je iz plazmida pUK21 iz kojeg su u tu svrhu uklonjena
tri restrikcijska mjesta Esp3I buduc¢i da interferiraju s kasnijim procesima kloniranja. Uspjes$nost
konstrukcije plazmida pUK21gg (Slika 21) je provjerena restrikcijskom analizom s enzimima EcoRI
i Esp3l. Budu¢i da plazmid pUK21gg sadrzi jedno restrikcijsko mjesto za enzim ECORI ocekivan je
jedan fragment (lineariziran plazmid pUK21gg; 2657 bp) na gelu ukoliko su uklonjena sva
restrikcijska mjesta Esp31. Dobiven je jedan fragment veli¢ine 2657 bp ¢ime je potvrdena uspjesnost
uklanjanja svih restrikcijskih mjesta Esp3I (Slika 22). Za daljnje korake odabran je klon 2.
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Slika 21. Plazmid s rezistencijom na kanamicin (pUK21gg). Crnom bojom je oznacen dio plazmida pUK21gg s
rezistencijom na kanamicin i ishodistem replikacije koji potjee iz PCR-om umnozenog dijela pUK21, a crvenom je
oznaceno visestruko mjesto za kloniranje koje je izrezano iz plazmida pUK21 enzimima NgoMIV i Sapl i ligirano s
umnozenim dijelom pUK21. Za restrikcijsku analizu je koristen enzim ECORI. Ljubicastim slovima su oznacene pocetnice
kori$tene u ciljanoj mutagenezi (za uklanjanje restrikcijskog mjesta Esp3l koje nije uklonjeno reakcijom PCR-a).
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Slika 22. Agarozna gel elektroforeza produkta restrikcijske analize plazmida pUK21gg s enzimom EcoRIl. M —
ljestviasti uzorak markera 100 bp DNA Ladder Ready to Load; 1, 2 i 3 — klonovi plazmida pUK21gg. Ocekivan je
fragment veli¢ine 2657 bp.

4.4 Plazmidi pSg-xN (N = 1-6)

Iz plazmida pUK21gg su konstruirani plazmidi pSg-xN (N=1-6) (Slika 23) koji sluze za slaganje vise
modula sgRNA (najmanje jedan, a najvise Sest modula sgRNA) u jedan plazmid. Posto je rijec o Sest
razli¢itih kombinacija slaganja modula sgRNA konstruirano je Sest razli¢itih plazmida pSgxN, koji se
razlikuju po moguénosti primanja razli¢itog broja modula sgRNA. U prvom koraku konstrukcije u
plazmid pUK21gg je uveden par oligonukleotida koji sadrzi ljepljivi kraj ,,1* koji nastaje nakon
cijepanja s enzimom Esp3l, a u drugom koraku je uveden i drugi ljepljivi kraj nazvan E (,,2/3/4/5/6/7¢)
koji odreduje koli¢inu modula sgRNA koju pojedini plazmid moze primiti. U ova dva koraka uvedena
su i restrikcijska mjesta za enzim Bsal koja okruzuju restrikcijska mjesta za enzim Esp3l, a svrha
restrikcijskih mjesta za enzim Bsal je za kasnije Golden Gate sklapanje svih modula funkcionalnih
elemenata potrebnih za visestruku ciljanu metilaciju sustavom CRISPR-Cas9 u jedan Golden Gate
konstrukt. U posljednjem koraku konstrukcije je cijepanjem enzimima Bpil (njihova restrikcijska
mjesta su uvedena u prvom koraku konstrukcije) iz plazmida pSg-G-mRuby izrezana okosnica SgRNA
s genom za fluorescencijski protein mRuby te je uvedena unutar svakog plazmida prethodnog koraka,
kako bi se omogucila crveno-bijela selekcija te odabir Zeljenih bakterijskih kolonija. Produkti prva dva
koraka su provjerena metodom Colony PCR (nije prikazano), a produkti tre¢eg koraka su provjereni

sekvenciranjem Sangerovom metodom. Odabrano je nekoliko bakterijskih kolonija crvene boje,
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buduci da crvena boja kolonija upuéuje na to da je doslo do uvodenja gena za fluorescencijski protein

mRuby u plazmid, a time i okosnice sgRNA.
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Slika 23. Shematski prikaz konstrukta pSg-xN (N=1-6). KanR — rezistencija na antibiotik kanamicin; ori — ishodiste
replikacije; mRuby — gen za protein Ruby; B i A — restrikcijska mjesta enzima Bsal; 1 — ljepljivi kraj koji nastaje
cijepanjem s enzimom Esp3l univerzalan za sve plazmide pSg-xN; E (2/3/4/5/6/7) — drugi ljepljivi kraj koji nastaje
cijepanjem s enzimom Esp3l, a razlikuje se izmedu svih Sest plazmida pSg-xN (npr. Cijepanjem plazmida pSg-x1 s
enzimom Espl nastaju ljepljivi krajevi 1-2 koji omogucavaju uvodenje jednog modula sgRNA, plazmida pSg-x2 nastaju
ljepljivi krajevi 1-3 koji omogucavaju uvodenje dva modula sgRNA, itd)

4.5 Slaganje viSe modula u jedan plazmid (Golden Gate Assembly)

Konac¢ni cilj ovog istraZivanja bio je konstrukcija plazmida koji sadrzi sve module funkcionalnih
elemenata za ciljanu metilaciju DNA sustavom CRISPR-Cas9 (promotor, terminator, otpornost na
puromicin, protein dCas9, protein DNMT3A; Tablica 6), ukljucuju¢i viSe modula sgRNA s
molekulama sgRNA koje omogucavaju navodenje fuzijskog proteina dCas9-DNMT3A na vise lokusa
unutar promotora gena BACH2 i IL6ST istovremeno. Kao okosnica u koju su se slagali navedeni
moduli koriSten je plazmid pUC19BB (konstruiran u laboratoriju profesorice V. Zoldo§ u sklopu
metode Kkoja se trenutno razvija; neobjavljeni podaci). Sadrzi gen za rezistenciju na antibiotik
ampicilin, reporterski gen LacZ pod Lac promotorom (plavo-bijela selekcija) te dva restrikcijska
mjesta za enzim Bsal koja omoguc¢avaju uvodenje svih modula. Provjera slaganja kona¢nog konstrukta

napravljena je s maksimalnim brojem molekula sgRNA (njih Sest) proteina SpCas9 vrste
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Streptococcus pyogenes Sto znaci da su koriSteni konstrukti pSgMX-G za umnazanje pojedina¢nih
molekula sgRNA i plazmid pSg-x6 u koji se moze uvesti Sest modula SQRNA. Slaganje svih modula
za viSestruku ciljanu metilaciju sustavom CRISPR-Cas9 u okosnicu plazmida pUC19BB je
napravljeno na dva nacdina. Prvi nacin je ukljucivao slaganje Sest razli¢itih modula sgRNA pomocu
Golden gate enzima Esp3I u okosnicu plazmida pSg-x6 (Assembly 1). Potom je konstrukt assembly-a
1 zajedno s ostalim plazmidima funkcionalnih modula (Tablica 6) porezan enzimom Bsal te su svi
moduli uvedeni u okosnicu plazmida pUC19BB (Assembly 2 i 3). Drugi naéin slaganja je ukljucivao
uvodenje modula svih funkcionalnih elemenata i praznih modula sgRNA plazmida pSg-x6 (U6
promotor, prazna okosnica sgRNA, U6 terminator) izrezanih iz odgovarajuc¢ih plazmida enzimom Bsal
u okosnicu plazmida pUC19BB (Assembly 4 i 5) nakon ¢ega su uvedene i molekule sgRNA izrezane

pojedinacno iz plazmida pSgMX-G pocijepanih enzimom Esp3Il (Assembly 6 i 7).

Za oba nacina zavr$nog slaganja prvo je bilo potrebno uvesti pojedinac¢ne sekvence za sgRNA
u plazmide pSgMX-G (Slika 24). Koristeno je Sest razli¢itih sgRNA koje ciljaju razli¢ita mjesta unutar
promotora gena BACH2 i IL6ST. Kako se sekvence molekula sgRNA ugraduju izmedu dva
restrikcijska mjesta Bpil koja okruzuju gen za protein Ruby, u slu¢aju da je doslo do uspjesne ugradnje
molekule sgRNA, gen za protein Ruby se izrezuje te bakterije transformirane s takvim plazmidima
nisu crvenog obojenja. Na temelju toga odabrane su po tri bijele kolonije svih Sest plazmida pSgMX-G
s uvedenim pojedinacnim sgRNA te je napravljen Colony PCR. Na slici 25 prikazani su rezultati gel
elektroforeze produkata Colony PCR-a te je u sva tri klona svih $est plazmida pSgMX-G s uvedenim
molekulama sgRNA prisutan o¢ekivani fragment (1411 bp) koji povrduje uspjesnu konstrukciju. Od

svakog plazmida je odabran klon 2 s kojim se ilo u sljede¢i korake konstrukcije.
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Slika 24. Shematski prikaz plazmida pSgMX-G sa sgRNA. Kombinacije plazmida pSgMX-G i odgovarajuéih molekula
SgRNA (zeleno) su prikazane u Tablici 6. SmR - rezistencija na kanamicin; ori — ishodiste replikacije; U6 promotor —
promotor RNA polimeraze II1, poéetak transkripcije molekule sgRNA; U6 terminator — zaustavlja transkripciju molekule
SgRNA; A — restrikcijsko mjesto enzima Bsal; plavom bojom je oznaéen dio plazmida umnozen Colony PCR-om s
pocetnicama pFUS-noNgoMIV-A i sense lancem molekule sgRNA (ovisno o tome o kojoj se SgRNA radi).
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Slika 25. Agarozna gel elektroforeza produkata Colony-PCR-a plazmida pSgMX-G s uvedenim molekulama
SgRNA. M — ljestvicasti uzorak markera 100 bp DNA Ladder Ready to Load; 1,2,3 — tri klona pSgM1-G + BACH2_sg8;
4,5,6 — tri klona pSgM2-G + BACH2_sg3; 7,8,9 — tri klona pSgM3-G + IL6ST_sg2; 10,11,12 — tri klona pSgM4-G +
IL6ST_sg3; 13,14,15 —tri klona pSgM5-G + BACH2_sg7; 16,17,18 — tri klona pSgM6-G + BACH2_sg4; NK — negativna
kontrola; oéekivan je fragment veli¢ine 1411 bp
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Prvi nacin slaganja modula u plazmid pUC21BB ukljucivao je assembly-je 1, 2 i 3. Prvo su
molekule sgRNA iz svih Sest plazmida pSgMX-G uvedene u jedan plazmid (pSg-x6) u to¢no
odredenom redoslijedu §to je omoguéeno cijepanjem navedenih plazmida enzimom Esp31 (Assembly
1, Slika 26). Budu¢i da se moduli sgRNA ugraduju izmedu restrikcijskih mjesta Esp3I plazmida pSg-
x6 unutar kojih je i gen za fluorescencijski protein Ruby, dolazi do njegova izrezivanja pa bakterije
transformirane s konstruktima s uvedenim modulima sgRNA nisu crvenog obojenja. 1z tri bijele
bakterijske kolonije izoliran je konstrukt assembly-ja 1 (okosnica plazmida pSg-x6 sa Sest modula
sgRNA). Uspjesnost konstrukcije je provjerena restrikcijskom analizom s enzimima Bsal i BspEl.
Kako plazmid assembly-ja 1 sadrzi dva restrikcijska mjesta Bsal i jedno restrikcijsko mjesto BspEl
oc¢ekivana su tri fragmenta na gelu veli¢ine 2368 bp, 1286 bp i 1061 bp. Na slici 27 su prikazani
rezultati gel elektroforeze produkata restrikcijske analize konstrukta assembly-ja 1 i veli¢ine
fragmenata odgovaraju o¢ekivanima. Dodatna provjera napravljena je PCR-om uz koriStenje pocCetnice
Sg-mult-Re koja se veze unutar okosnice plazmida pSg-x6 i pocetnice U6 _Fw koja se veze unutar
svakog modula sgRNA kao $to je prikazano na slici 26. U skladu s time ocekivano je Sest fragmenata
na gelu veli¢ine 2599 bp, 2209 bp, 1820 bp, 1430 bp, 1040 bp i 650 bp. Na slici 28 su vidljivi svi
navedeni fragmenti. Fragment veli¢ine 2599 bp je najmanje vidljiv budué¢i da se veéi fragmenti
umnaZzaju s puno manjom efikasno$éu od manjih fragmenata. Sest modula sgRNA konstrukta
assembly-ja 1 je okruZzeno s dva restrikcijska mjesta enzima Bsal (Slika 26) sto omogucava izrezivanje
svih Sest modula zajedno i uvodenje u krajnji konstrukt (Assembly 2 i 3). Klon 1 je odabran za sklapanje

konstrukta assembly-ja 2 i 3.
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Slika 26. Shematski prikaz konstrukta Assembly-ja 1. Plazmid pSg-x6 s uvedenim molekulama sgRNA (zeleno). KanR
- rezistencija na kanamicin; ori —ishodiste replikacije; naranéasta strelica — U6 promotor (promotor RNA polimeraze Ill,
pocetak transkripcije molekule sgRNA); ljubicastim slovima su oznacene pocetnice koristene za PCR provjeru uspjesnosti
konstrukcije assembly-ja 1. Poéetnica UB-Fw se veze na Sest mjesta u plazmidu (unutar svakog modula sgRNA) zbog Gega
gel elektroforezom produkata PCR-a nastaje Sest fragmenata na gelu. Prikazana su restrikcijska mjesta Bsal koja
omogucavaju izrezivanje svih $est modula sgRNA zajedno te njihovo slaganje u plazmid pUC19BB (assembly 2 i 3)
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Slika 27. Agarozna gel elektroforeza produkata restrikcijske analize plazmida Assembly-ja 1 s enzimima Bsal i
BspEl. M — ljestvigasti uzorak markera 100 bp DNA Ladder Ready to Load; 1, 2 i 3 — klonovi plazmida assembly-ja 1.

Ocekivane velicine fragmenata na gelu su: 2368 bp, 1286 bp i 1061 bp.
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Slika 28. Agarozna gel elektroforeza PCR produkata umnaZanja dijela konstrukta assembly-a 1. M — ljestvi¢avi
uzorak markera 100 bp DNA Ladder Ready to Load; 1,2,3 —tri klona plazmidnog produkta assembly-a 1; NK — negativna
kontrola. Jedna od koristenih pocetnica se veze unutar svakog od Sest modula sgRNA te je zato ocekivano Sest fragmenata
na gelu: 2599 bp, 2209 bp, 1820 bp, 1430 bp, 1040 bp i 650 bp. Klon 1 je odabran za koristenje u assembly-u 2 i 3.

Nakon s$to je svih Sest modula sgRNA uvedeno u plazmid pSg-x6 (Assembly 1) bilo ih je potrebno
spojiti s ostalim funkcionalnim modulima sustava CRISPR-Cas9 u plazmid pUC19BB (Assembly 2 i
3; Slika 29). Assembly 2 i 3 se razlikuju u modulu za protein DNMT3A. Konstrukt assembly-ja 2 sadrzi
modul aktivnog proteina DNMT3A, a plazmid assembly-ja 3 modul neaktivnog proteina DNMT3A
koji sluzi kao kontrola u funkcionalnoj validaciji sustava za ciljanu metilaciju u zivotinjskim stanicama
koja nije napravljena unutar vremena izrade ovog rada. Spajanje svih Sest modula sgRNA i ostalih
funkcionalnih modula (modul s promotorom CBh, modul s inaktiviranim proteinom dCas9, modul s
aktivnom/neaktivnom katalitickom domenom DNMT3A i modul s puromicin N-acetiltransferazom) u
plazmid pUC19BB je omoguceno izrezivanjem modula iz pripadajuc¢ih enzima s enzimom Golden
Gate sustava Bsal. Na temelju plavo-bijele selekcije su odabrane Cetiri bijele bakterijske kolonije te je
izolirana plazmidna DNA Kkonstrukta assembly-ja 2 i 3. Provjera konstrukta je napravljena
restrikcijskom analizom s enzimima Eagl i BglIl. Oc¢ekivani su fragmenti veli¢ina 7339 bp, 1770 bp,
1485 bp, 524 bp. Na slici 30 su prikazani rezultati agarozne gel elektroforeze produkata restrikcijske
analize te je potvrdena prisutnost svih navedenih fragmenata. Dodatna provjera je napravljena
umnazanjem dijela konstrukta reakcijom PCR-a te su o¢ekivani fragmenti: 2228 bp, 1838 bp, 1449 bp,
1059 bp, 669 bp i 279 bp (Slika 31). Najve¢i fragment je slabo vidljiv zbog preferencijalnog
umnazanja manjih fragmenata tijekom PCR-a plazmidne DNA s ponavljaju¢im slijedovima (Sest

modula sgRNA).
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Slika 29. Shematski prikaz finalnog Golden Gate konstrukta (Assembly 2 i 3/ Assembly 6 i 7). Oznaceni su dijelovi
konstrukta potrebni za viestruku ciljanu metilaciju promotora gena BACH2 i IL6ST — promotor Cbh, terminator bGH,
puroR (rezistencija na puromicin), protein DNMT3A, protein dCas9 i Sest molekula sgRNA (BACH2_sgRNAS,
BACH2 sgRNA3, IL6ST sgRNA2, IL6ST sgRNA3, BACH2 sgRNA7, BACH2 sgRNA4). Ljubicastom bojom su
oznacene pocetnice koristene u PCR reakciji provjere konstrukta. Oznacena je i pozicija enzima koriStenih za

restrikcijsku analizu konstrukta (Eagl, ECoRV).

Slika 30. Agarozna gel elektroforeza restrikcijske analize konstrukata assembly-ja 2 i 3 s enzimima Eagl i ECORV.
M —ljestvi¢avi uzorak markera MassRuler DNA Ladder Mix; 1-4 — ¢etiri klona konstrukta assembly-ja 2; 5-8 — &etiri klona

konstrukta assembly-ja 3. Ocekivani su fragmenti veli¢ine: 7339 bp, 1770 bp, 1485 bp, 524 bp.
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Slika 31. Agarozna gel elektroforeza PCR produkata umnaZanja dijela konstrukta assembly-ja 2 i 3 i assembly-ja 6
i 7. M — ljestvi¢avi uzorak markera 100 bp DNA Ladder Ready to Load; 1,2,3,4 — &etiri klona konstrukta assembly-ja 2;
5,6,7,8 — Cetiri klona konstrukta assembly-ja 3; 9,10,11,12 — Cetiri klona kostrukta assembly-a 6; 13,14,15,16 — Cetiri klona
assembly-ja 7; NK — negativna kontrola. Jedna od koristenih poCetnica se veZe unutar svakog od Sest modula sgRNA te je

zato ocekivano Sest fragmenata na gelu: 2228 bp, 1838 bp, 1449 bp, 1059 bp, 669 bp i 279 bp. Klon 1 je odabran za
koristenje u Assembly-u 2 i 3.

Druginacin slaganja svih modula u plazmid pUC21BB za ciljano uvodenje metilacije molekule
DNA na Sest razli¢itih pozicija unutar genoma ukljucuje assembly-je 4, 5, 6 i 7. Prvo su sklopljeni svi
funkcionalni moduli sustava CRISPR-Cas9 i prazni modul sgRNA (bez molekula sgRNA) plazmida
pSg-x6 u plazmidnu okosnicu pUC19BB sto je omoguceno cijepanjem svih plazmida koji nose zeljene
module s enzimom Bsal. Napravljene su dvije varijante ovog sustava od kojih jedna sadrzi modul za
aktivni protein DNMT3A (Assembly 4), a druga za neaktivni protein DNMT3A (Assembly 5). Na
slici 32 je prikazan konstrukt s uvedenim modulima. Uspjes$nost konstrukcije plazmida assembly-ja 4
i 5 su provjerene restrikcijskom analizom s enzimom Eagl, a budu¢i da se u konstruktu nalaze éetiri
restrikcijska mjesta ovog plazmida (Slika 32) o¢ekivana su Cetiri fragmenta velic¢ine 5199 bp, 2572 bp,
1485 bp i1 524 bp. Na slici 33 su prikazani rezultati gel elektroforeze produkata ove analize te su u sva
Cetiri klona assembly-ja 4 i 5 prisutni navedeni fragmenti Sto potvrduje uspjesnost konstrukcije

plazmida.
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Slika 32. Shematski prikaz konstrukta assembly-a 4 i 5. Prikazani su moduli potrebni za viestruku ciljanu metilaciju
DNA sustavom CRISPR-Cas9 — promotor Cbh, protein dCas9, protein DNMT3A, puromicin N-acetiltransferata,
terminator bGH. Izmedu restrikcijskih mjesta Esp3l se nalazi prazan modul sgRNA plazmida pSg-x6 s genom za protein
Ruby. Cijepanjem s enzimom Esp3l nastaju ljepljivi krajevi 1-7 koji omogucavaju kloniranje $est molekula sgRNA zajedno
(Assembly 6 i 7).
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Slika 33. Agarozna gel elektroforeza produkata restrikcijske analize konstrukata assembly-a 4 i 5 s enzimom Eagl.
M —ljestviavi uzorak markera MassRuler DNA Ladder Mix; 1-4 — &etiri klona konstrukta Assembly-a 4; 5-8 — &etiri klona
konstrukta assembly-a 5. O¢ekivani su fragmenti veli¢ine: 5199 bp, 2572 bp, 1485 bp i 524 bp.
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Zatim su u konstrukt assembly-a 4 i 5 uvedeni moduli sgRNA iz Sest plazmida pSgMX-G (od
kojih svaki sadrzi po jednu sgRNA) zahvaljujuéi cijepanju navedenih plazmida enzimom Esp3l.
Dobiveni su assembly-ji 6 i 7 koji se razlikuju u modulu DNMT3A, a istovjetni su konstruktima
assembly-ja 2 i 3, buduci da se radi o istom konstruktu koji je dobiven na dva razli¢ita nacina (Slika
29). Konstrukti assembly-ja 6 i 7 su provjereni na isti nac¢in kao konstrukti assembly-ja 2 i 3,
restrikcijskom analizom s enzimima Eagl i EcoRV (Slika 34), te reakcijom PCR-a s odgovaraju¢im

pocetnicama (Slika 31).
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Slika 34. Agarozna gel elektroforeza restrikcijske analize konstrukata assembly-ja 6 i 7 s enzimima Eagl i ECORV.
M — ljestvi¢avi uzorak markera MassRuler DNA Ladder Mix; 1-4 — Eetiri klona konstrukta assembly-ja 6; 5-8 — Cetiri klona
konstrukta assembly-ja 7. Ocekivani su fragmenti veli¢ine: 7339 bp, 1770 bp, 1485 bp, 524 bp. Rezultati su jednaki
rezultatima cijepanja konstrukta assembly-ja 2 i 3 s navedenim enzimima (Slika 30).
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5. RASPRAVA

Razvojem sustava CRISPR-Cas9 doslo je do njegove visestruke primjene u ciljanom modificiranju
genoma i epigenoma. Inaktivacijom proteina Cas9 (toc¢kaste mutacije — D10A u domeni RuvC i H840A
u domeni HNH) kojom ovaj protein gubi nukleaznu aktivnost (dCas9) te fuzijom s razli¢itim
efektorskim domenama (enzim koji katalizira modifikaciju kromatina ili njegova kataliticka domena)
omoguceno je modificiranje epigenoma bez stvaranja dvolan¢anog loma u molekuli DNA (Laufer i
Singh, 2015). Vojta i sur. (2016) su razvili molekularni alat za ciljanu metilaciju DNA u genomu
sisavaca koji se sastoji od fuzijskog proteina dCas9-DNMT3A koji je na ciljanu sekvencu navoden
molekulama sgRNA. Koristili su viSe pojedina¢nih sgRNA eksprimiranih s razli¢itih plazmidnih
vektora te su dokazali da se razina metilacije u promotorima ciljanih gena (BACH2 i IL6ST) povecala
i da je to utjecalo na smanjenje aktivnosti transkripcije pripadajuc¢ih gena. No, kod Kkotransfekcije
zivotinjskih stanica s viSe plazmida istovremeno moze se ocekivati nejednolika ucinkovitost
transfekcije, a time i smanjen zeljeni efekt (u ovom slu¢aju poveéanje stupnja metiliranosti promotora

gena) (Sakuma i sur., 2015).

U ovom istrazivanju razvijen je modularni ekspresijski sustav za ciljanu metilaciju do Sest
lokusa u genomu istovremeno sastavljen od okosnice plazmida pUC19BB u koju je uvedeno Sest
modula sgRNA (sgRNA sa svojim U6 promotorom i U6 terminatorom). Uz module sgRNA u ovaj
plazmid su uvedeni i moduli funkcionalnih elemenata potrebni za transfekciju stanica u kulturi i
funkcionalnost sustava CRISPR-Cas9 za metilaciju DNA u do Sest lokusa unutar promotora gena
BACH2 i IL6ST. Spomenuti funkcionalni elementi su promotor Cbh, terminator bGH, rezistencija na
puromicin te Kkataliticki inaktivni protein Cas9 (dCas9) povezan preko fleksibilnog linkera na
efektorsku domenu — kataliticku domena proteina DNMT3A. Za slaganje svih navedenih modula u
okosnicu plazmida pUC19BB koristeni su enzimi Bpil, Bsal i Esp3l koji pripadaju restrikcijskim
enzimima I1S Golden Gate sustava te omogucavaju sklapanje konstrukta u jednom koraku digestije i
ligacije nakon ¢ega se u finalnom konstruktu ne pojavljuju restrikcijska mjesta navedenih enzima sto

omogucava vrlo precizno slaganje vise modula u jedan konstrukt (Engler i sur., 2008).

Slaganje krajnjeg konstrukta za viSestruku ciljanu metilaciju se temeljilo na tri razine
modularnosti. Prvu razinu predstavlja ugradnja Sest pojedinacnih SgRNA u plazmide pSgMX-G
(X=1-6) koji sadrze modul sgRNA proteina Cas9 bakterije Streptococcus pyogenes (SpCas9) i
pSgMX-A (X=1-6) koji sadrze modul sgRNA proteina Cas9 bakterije Staphylococcus aureus
(SaCas9). Takva ugradnja je omogucena cijepanjem spomenutih vektora unutar modula sgRNA

enzimom Bpil ¢ije je restrikcijsko mjesto dizajnirano tako da odgovara krajevima sekvenci pojedinih

60



SgRNA. Ovime je sustav prosiren moguc¢nos¢u upotrebe ne samo jedne, ve¢ dvije vrste sgRNA od koji
svaka navodi svoj ortolog proteina Cas9 na ciljanu sekvencu. Vazno je napomenuti da je za vezanje
proteina SpCas9 i SaCas9 na ciljanu sekvencu potrebno postojanje sekvence PAM koja je razlicita za
svaki ortolog ¢ime je povecan broj mogucih mjesta u genomu koji se mogu ciljati. Budu¢i da su tijekom
konstrukcije plazmida za umnazanje pojedina¢nih sgRNA izvan Bpil mjesta umetnuta restrikcijska
mjesta enzima Esp3l (okruzuju modul sgRNA) omogucena je i sljedeca razina modularnosti. Naime,
svih Sest razli¢itih modula sgRNA je iz pojedina¢nih plazmida uvedeno u jedan plazmid (plazmid pSg-
x6), a to je omogucéeno cijepanjem tih plazmida enzimom Esp3l koji ostavlja ljepljive krajeve
dizajnirane tako da omoguce slaganje modula sgRNA u to¢no odredenom redoslijedu. Takav konstrukt
omogucava istovremeno ciljanje vise lokusa u genomu ili susjedna mjesta unutar jednog lokusa. lako
je u ovom istrazivanju napravljen konstrukt sa Sest modula sgRNA, postupak konstrukcije sustava s
manjim brojem modula sgRNA je isti, samo $to bi se umjesto plazmida pSg-x6 koristio neki drugi
plazmid pSg-xN (N=1-6), ovisno o tome o koliko se modula sgRNA radi. Tako bi se npr. za ciljanje
Cetiri umjesto Sest lokusa u genomu koristile ¢etiri sSgRNA, a sukladno tome i plazmid pSg-x4 umjesto
plazmida pSg-x6. Kona¢no, tre¢a razina modularnosti je odredena enzimom Bsal ¢ije je restrikcijsko
mjesto unutar plazmida pSg-x6 uvedeno tako da okruzuje mjesta enzima Esp3l. To omogucava
izrezivanje svih Sest modula sgRNA zajedno te njihovo uvodenje u ekspresijski plazmid (pUC19BB)
skupa s modulima funkcionalnih elemenata (koji su u svojim pripadaju¢im plazmidima takoder bili
okruzeni restrikcijskim mjestima enzima Bsal). U ovom istraZzivanju je konstruiran ekspresijski
plazmid s funkcionalnim elementima za viSestruku ciljanu metilaciju, no umjesto modula DNMT3A
se moze upotrijebiti modul bilo kojeg drugog efektora (npr. katalitiCka domena proteina TET1, KRAB,
VP64,...) $to za posljedicu ima razli¢ite ucinke na aktivnost transkripcije ciljanih gena ovisno o tome
koji efektor se koristi. Takoder, umjesto modula za rezistenciju na puromicin moze se upotrijebiti
modul za rezistenciju na neki drugi antibiotik, ali i fluorescentni protein (npr. EGFP) za vizualizaciju
mjesta na kojima su unesene promjene u genomu ovim sustavom. Modularni sustav je napravljen po
uzoru na Sakuma i sur. (2015), no za razliku od njihovog, ovaj omogucava koristenje dva umjesto
jednog ortologa proteina Cas9 te sadrzi tri razine modularnosti u odnosu na njihove dvije razine (njihov

sustav ne ukljucuje slaganje modula funkcionalnih domena s modulima sgRNA u jedan konstrukt).

Ekspresijski plazmid pUC19BB sa svim modulima je konstruiran na dva razli¢ita na¢ina te su
se oba pokazala uspje$nima, odnosno dala su jednak krajnji konstrukt (Assembly 2 i 3/Assembly 6 i 7).
Jedan od nacina je ve¢ opisan, ukljucuje kloniranje pojedina¢nih modula SgRNA u plazmide (pSgMX)
iz kojih su zatim svi moduli sgRNA zajedno uvedeni u plazmid pSg-x6, a nakon toga u plazmidnu

okosnicu pUC19BB s ostalim funkcionalnim modulima. Drugi na¢in konstrukcije se razlikovao u tome
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Sto je preskocen korak sklapanja svih Sest modula sgRNA zajedno u jedan plazmid prije uvodenja u
plazmid pUC19BB. Umjesto toga, svi funkcionalni moduli zajedno s praznim modulom sgRNA
plazmida pSg-x6 su uvedeni u pUC19BB (cijepanje enzimom Bsal) nakon ¢ega Su cijepanjem ovog
plazmida i pojedina¢nih pSgMX plazmida (s kloniranim sgRNA) enzimom Esp3I uvedeni i moduli
SgRNA. Svrha ovog nac¢ina sklapanja konstrukta bila je provjeriti moze li se u ve¢ slozen veliki
konstrukt (pUC19BB s modulima funkcionalnih elemenata i praznim modulom sgRNA) jednim
Golden Gate enzimom (Bsal) uvesti dodatni moduli (Sest sgRNA) pomoc¢u drugog Golden Gate

enzima (Esp3l).

Kako je ovo istrazivanje ukljuc¢ivalo samo konstrukciju modularnog sustava za ciljanje do Sest
mjesta unutar promotora gena BACH2 i IL6ST, u budu¢im istraZivanjima je potrebno napraviti
funkcionalnu validaciju ovog sustava, tj. transfekciju stanica u kulturi krajnjim Golden Gate
konstruktom, izolaciju DNA iz stanica, PCR reakciju za umnazanje bisulfitno konvertirane DNA te
pirosekvenciranje dobivenog fragmenta. Nakon analize rezultata pirosekvenciranja moglo bi se
zakljuciti je 1i konstrukt ovog modularnog sustava utjecao na stupanj metiliranosti unutar lokusa
promotora gena BACH2 i IL6ST. Vazno je napomenuti da je ovaj konstrukt napravljen u dva oblika od
kojih jedan sadrzi aktivni oblik proteina DNMT3A (Assembly 2/Assembly 6), a drugi neaktivni oblik
proteina DNMT3A dobiven supstitucijom E756A (Assembly 3/Assembly 7). Konstrukt s neaktivnim
oblikom proteina DNMT3A bi sluzio kao kontrola za provjeru utjecaja samog vezanja konstrukta
dCas9-DNMT3A na ekspresiju gena BACH2 i IL6ST.
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6. ZAKLJUCAK

e Uspjesno su konstruirani plazmidi pSgMX-G i pSgMX-A za kloniranje pojedina¢nih sgRNA
dva ortologa proteina Cas9 (Cas9 bakterije Streptococcus pyogenes i Cas9 bakterije
Staphylococcus aureus)

e Uspjesno su konstruirani plazmidi pSg-xN za kloniranje razli¢itog broja sgRNA zajedno
(najmanje jedna, najvise Sest SQRNA)

e Metodom Golden Gate je uspjesno konstruiran sustav za ekspresiju do Sest sgRNA zajedno
sa svim modulima funkcionalnih elemenata za ciljanu metilaciju do Sest lokusa unutar
promotora gena BACH2 i IL6ST (promotor Cbh, terminator bGH, fuzijskim protein dCas9-
DNMT3A, otpornost na puromicin) temeljen na sustavu CRISPR-Cas9

e Ovakav sustav olaksava istovremeno viSestruko ciljanje od jednog do Sest razli¢itih lokusa u
genomu, ovisno o potrebama istrazivanja te koriStenje ¢ak dvije vrste sgRNA (za navodenje
proteina Cas9 bakterije Streptococcus pyogenes i proteina Cas9 bakterije Staphylococcus
aureus)

e U budu¢im istrazivanjima je potrebno napraviti funkcionalnu validaciju ovog sustava,
odnosno finalnim ekspresijskim konstruktom transfecirati stanice u kulturi te provjeriti

njegov utjecaj na stupanj metilacije promotora gena BACH2 i IL6ST unutar ciljanih lokusa
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