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egzonu gena HNF1A. Nakon uspjeSne transfekcije analizirao sam metilaciju citozina
pirosekvenciranjem nakon bisulfitne konverzije molekule DNA te sam potvrdio smanjenje
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transfeciranim stanicama. Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da epigeneticka manipulacija 4
kandidat CpG mjesta dovodi do povecéanja transkripcijske aktivnosti gena HNF1A §to ukazuje
na regulatornu ulogu ova 4 CpG mjesta u stanicama 1.1B4.
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1. UvOD
1.1. Transkripcijski faktor HNFla

Gen HNF1A (NG 011731.2), sluzbenog imena HNF1 homeobox A, u literaturi je
takoder poznat kao proksimalni faktor aloumina (engl. Albumin Proximal Factor), IDDM20,
faktor regulator proizvodnje interferona (engl. Interferon Production Regulator Factor), LFB1,
MODY3 te TCF1 [1]. Smjesten je na plus lancu dugog kraka kromosoma 12 na polozaju 24,31
(12924,31) [2-4], to¢nije, prema verziji ljudskog genoma GRCh38.p13 [5], zauzima parove
baza od polozaja 120977683 do 121002512 na kromosomu 12. Karta kromosoma 12 na kojoj

je zutom strjelicom oznacen polozaj gena HNF1A prikazana je na Slici 1-1.
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Slika 1-1: Polozaj gena HNF1A na kromosomu 12 prikazan je Zzutom
strelicom. Slika je napravljena pomodu alata za oznaCavanje genoma
(Genome Decoration Page) [6] uz postavke ,, Homo sapiens “ U izborniku
., Organism*“ |, Cytogenetic | GRCh38.pl2 | 850“ u izborniku

,, Representation “.

Sam gen sastoji se od 10 egzona, a prema verziji ljudskog genoma GRCh38.p13 poznato je 7
izoformi nastalih alternativnim prekrajanjem i poliadenilacijom primarnog transkripta [5]. Tri
od 7 izoformi, izoforme A, B i C, opisali su Harries i sur. [7]. Izoforma A, veli¢ine 10 egzona,
ima oko 5 puta slabiju aktivnost od izoformi B i C, uglavnom se eksprimira u jetri, bubrezima
1 guSteraci fetusa, a slabije u gusteraci odrasle osobe i njenim otoc¢i¢ima. Izoforma B, veliCine

7 egzona, uglavnom se eksprimira u gusteraci odrasle osobe 1 njenim otoci¢ima, a slabije u jetri
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i bubrezima. Izoforma C, veli¢ine 6 egzona, najslabije je eksprimirana izoforma od spomenute
tri i niske razine ekspresije izmjerene su uglavnom u gusteraci odrasle osobe i njenim oto¢i¢ima.

Proteinski produkt HNF1a (od engl. hepatocyte nuclear factor 1a), tkivno je specificni
transkripcijski faktor koji se sastoji od tri domene. Na N-terminusu nalazi se dimerizacijska
domena (aminokiseline 1-32) koja omogucava nastanak homo- i heterodimera [8-11].
Interakcija s molekulom DNA ostvaruje se preko DNA-vezujuée domene koja veze invertni
palindrom 5’-GTTAATNATTAAC-3’ [12,13], a koja je gradena od dviju subdomena — POUs
i POUn [14,15]. Subdomena POUs (aminokiseline 82-172) klju¢na je za stabilnost proteina,
dok je subdomena POUH (aminokiseline 198-281) klju¢na za interakciju proteina i molekule
DNA [7,16]. Interakcija molekule DNA i homodimera HNF1a prikazana je na Slici 1-2.

Slika 1-2: Interakcija homodimera HNFla s molekulom DNA. Monomeri proteina
HNF1la prikazani su crvenom, odnosno zZutom bojom. Molekula DNA je prikazana
plavom bojom. Na slici je PDB ID: 11C8 [13] prikazan pomoc¢u alata za vizualizaciju
molekula (NGL viewer) [17].

Na C-terminusu nalazi se transaktivacijska domena (aminokiseline 282-631) koja omogucava
interakciju HNF1la i drugih proteina [7,13,18,19]. Neki od interakcijskih partnera proteinu
HNF1a su histonske acetiltransferaze, kao sto su CBP, P/CAF 1 Src-1, te male GTPaze kao Sto
je RAC3 [20]. In silico analize predvidaju ¢ak do 56 interakcijskih partnera proteina HNFlo u
gusteraci Covjeka [21]. S obzirom da je HNF1a transkripcijski faktor koji se nalazi u jezgri, on

mora posjedovati jezgrin lokalizacijski signal (NLS, od engl. nuclear localization signal) koji



¢e ga lokalizirati u jezgru stanice. Pretpostavlja se da jezgrin lokalizacijski signal predstavljaju
aminokiseline 197-205, ali su zbog visoke sli¢nosti sa konsenzusnom sekvencom jezgrinog
lokalizacijskog signala takoder mogucée aminokiseline 158-171 1 271-282 [13,22]. Shematski
prikaz strukture gena HNF1A, transkripta mRNA i samog proteina HNF 1a prikazan je na Slici
1-3.
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Slika 1-3: (A) Prikaz strukture gena HNF1A. Deset egzona gena HNF1A prikazani su kao pravokutnici s
odgovaraju¢im brojem, dok su funkcionalne domene prikazane u tri nijanse sive boje. Tamno sivom bojom
prikazana je dimerizacijska domena, sivom bojom prikazana je DNA-vezuju¢a domena, a svjetlo sivom bojom
prikazana je transaktivacijska domena. (B) Prikaz strukture transkripta mRNA tri izoforme HNF1A. Egzoni su
prikazani kao pravokutnici s odgovarajuéim brojem i bojom ovisno u kojoj izoformi su prisutni. Egzoni 1-6,
prikazani sivom bojom, prisutni su u sve tri izoforme HNF1A (A, B i C), egzoni 1-7, od kojih je egzon 7 prikazan
isto¢kan, prisutni su u izoformama A i B, dok su svih 10 egzona, od kojih su egzoni 8-10 prikazani bijelom bojom,
prisutni samo u izoformi C. (C) Prikaz strukture proteina HNF1a. Zuto je oznatena dimerizacijska domena (Dim),
zeleno su ozna¢ene domene POUs i POUy, svjetlo plavo je oznacen jezgrin lokalizacijski signal (NLS), a crveno
je oznaCena transaktivacijska domena. Slike (A) i (B) su preuzete iz i adaptirane prema Bellanné-Chantelot i sur.

[23]. Slika (C) preuzeta je iz Balamurugan i sur. [24] i adaptirana prema Valkovicova i sur. [21].



1.1.1. Uloga transkripcijskog faktora HNF'la u fizioloskim i patoloskim procesima

Transkripcijski faktor HNFla eksprimiran je u vecini organa probavnog sustava i
bubrezima [25] (Slika 1-4) gdje regulira ekspresiju velikog broja razli¢itih gena povezanih s
nizom procesa navedenim u Tablici 1-1. Protein HNF1a sudjeluje u regulaciji ekspresije gena
uglavnom u diferenciranim stanicama, ali ima ulogu i tijekom embriogeneze [26]. Otkriveno je
kako se protein HNFla veze na najmanje 222 promotora gena u jetri te na najmanje 106
promotora gena u Langerhansovim oto¢i¢ima [27] ¢ime igra vaznu ulogu u regulaciji
metabolizma (Tablica 1-1). Protein HNF1a takoder sudjeluje u metaboli¢kim procesima izvan
jetre 1 guSterace kao primjerice u metabolizmu mitohondrija reguliraju¢i transkripciju
angiotensin-konvertirajuceg enzima 2 [28] te u metabolizmu lipoproteina HDL-a (od engl. high
density lipoprotein) reguliraju¢i ekspresiju transportera zuc¢nih soli u crijevima i bubrezima
[29]. Osim u metaboli¢kim procesima, protein HNF1a sudjeluje i u procesima apsorpcije malih,
pozitivno nabijenih, hidrofilnih organskih molekula u jetri tako $to regulira transkripciju
transportera OCT1 (od engl. organic cation transporter 1) [30] i reapsorpciju glukoze u
bubrezima regulirajuci transkripciju kotransportera SGLT2 (od engl. sodium-glucose transport
protein 2) [31]. Poremecaj ekspresije/mutacije proteina HNF1o dovodi do smanjenja ekspresije
kotransportera SGLT2 zbog ¢ega dolazi do pojave glikozurije. Zanimljivo, protein HNF1la je
uklju€en u proces akutne faze upale tako S§to regulira transkripciju proteina kao Sto su
fibrinogen, C-reaktivni protein i receptor interleukina 1 [32], te je mozda povezan s procesom
tumorigeneze jer potencijalno djeluje kao tumor supresor [33]. Naime, primijeéena je znac¢ajno
smanjena razina ekspresije u tumorima gusterace [34] i hepatocelularnim adenomima [35,36].
Mutacije u proteinu HNFla su takoder povezane s tumorima bubrega [37], a poremecaj
ekspresije antisense RNA 1 gena HNF1A (HNF1A-AS1) povezan je s adenokarcinomom
jednjaka [38] i plu¢a [39]. Transkripcijski faktor HNF1a takoder je povezan s glikozilacijom
proteina. Naime, otkriveno je kako igra vaznu ulogu u regulaciji ekspresije niza gena ukljuc¢enih

u proces fukozilacije proteina [40].
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Slika 1-4: Razine ekspresije gena HNF1A u razli¢itim tkivima ¢ovjeka. Razina ekspresije prikazana je kao broj

¢itanja po kilobazi po milijun mapiranih ¢itanja (RPKM, od engl. reads per kilo base per million mapped reads).
NZ — nadbubrezna Zlijezda, KS — kostana srz, DC — debelo crijevo, MT — masno tkivo, ZM — zuéni mjehur, LC —
limfni &vor, ZS — Zlijezda slinovnica, TC — tanko crijevo, SZ — §titna Zlijezda i MM — mokraéni mjehur. Slika

preuzeta iz i adaptirana prema Fagerberg i sur. [25] i Valkovicova i sur. [21].

Tablica 1-1: Procesi u gusterali, crijevima, jetri i bubrezima u kojima protein HNFla sudjeluje kao

transkripcijski faktor. Tablica preuzeta iz i adaptirana prema Valkovicova i sur. [21].

Tkivo Uloga

Metabolizam glukoze

Dijabetes

Sinteza GLUT1 i GLUT2 transportera
Sinteza L-protein kinaze

Gusteraca Sinteza inzulina

Aktivnost promotora inzulina

Detekcija glukoze i leucina u § stanicama
Postprandijalno stvaranje ATP-a

Transport Ca?*

Rast i razvoj stanica crijeva

Sinteza transportera Zu¢nih soli
Glukoneogeneza

Sinteza i pohrana ugljikohidrata

Sinteza kolesterola

Jetra Sinteza apolipoproteina

Sinteza CYP450 monooksigenaza

Sinteza proteina seruma

Poticanje jetrenih transportera organskih kationa
Bubrezi Reapsorbiranje glukoze iz primarnog filtrata

Crijevo




Transkripcijski faktor HNFlo zajedno s transkripcijskim faktorima HNF1,
FOXA1/2/3 (HNF30/B/y), HNF4oa/y i OC1 (HNF6) tvori slozene razvojno i tkivno specificne
transkripcijske mreze koje su opisane u preglednom ¢lanku Lau i sur. [26], a prikazane na Slici
1-5. Ekspresija proteina HNF1a javlja se relativno kasno tijekom razvoja gusSterace, gdje se
ekspresija zadrzava u acinarnim 1 stanicama otocica, i bubrega te je ogranicena na proksimalne
I distalne tubule nefrona. Pretpostavlja se da protein HNFla sudjeluje u odrzavanju statusa
diferenciranih stanica otoci¢a gusterace. Tijekom rane embriogeneze transkripcijski faktori iz
porodice FOXA djeluju uzvodno od HNF-ova pa tako FOXAL negativno regulira ekspresiju
proteina HNF1la i HNF4a, a FOXA2 pozitivno. Ekspresija proteina FOXA3 javlja se kasnije
tijekom razvoja te je pozitivno regulirana od strane proteina HNFlo i HNF1f. Smatra se da
protein HNF 1 regulira ekspresiju proteina FOXA3 u endodermu iz kojeg ¢e se razviti probavni
sustav i primordiju jetre prije nego §to se protein HNF1a ukljucuje u regulaciju razvoja jetre.
Protein HNF4a, za kojeg se smatra da je prvotno pozitivno reguliran od strane proteina HNF1,
takoder se eksprimira tijekom razvoja jetre prije proteina HNFla. U procesu razvoja jetre
ekspresija proteina HNF1a javlja se kasno, nakon §to je otpoceo proces diferencije jetre prvotno
pod kontrolom proteina FOXA1 i FOXA2, a zatim i HNF1p. Postupno dolazi do zamjene
proteina HNF1p sa proteinom HNF1la, da bi ekspresija proteina HNF1f potpuno isc¢ezla. U
odraslih jedinki gotovo da i nema ekspresije proteina HNF1p u jetri, a proteini HNF1o.1 HNF4a
zajedno s proteinima FOXA2 i OCI tvore regulatornu mrezu odgovornu za transkripcijski
program hepatocita. Tako, proteini HNFla, FOXA2 i OC1 pozitivno reguliraju ekspresiju
proteina HNF4a koji se veze na vise od 40 % promotora aktivnih gena u hepatocitima zbog
Cega se smatra da je protein HNF4a glavni transkripcijski faktor odgovoran za transkripcijski
program hepatocita. U jetri, proteini HNF4a i HNF1a pozitivno reguliraju ekspresiju proteina
HNFloa. U gusteraci, protein HNF1a regulira ekspresiju proteina HNF4a i to s promotora P2,
za razliku od jetre i bubrega u kojima je glavni promotor P1. Mutacije u P2 promotoru gena
HNF4a povezane su s oblikom dijabetesa MODY1, a fenotip takvih mutacija veoma je slican
onome koji je uzrokovan mutacijama u genu HNFla. Osim toga, protein HNF4a djeluje kao
kljucni aktivator ekspresije samog proteina HNFla, a zajedno s njim stupa u interakciju i
sinergisticki regulira ekspresiju ciljnih gena. Ovakva diferencijalna kontrola ekspresije gena u
jetri 1 gusteraci temelj je razlika u ponasanju stanica jetre/gusterace ovisno o mutiranom genu.
Tako, proteini HNF1o i HNF4a u jetri i gusteraci ¢ine transkripcijske petlje koje se medusobno
razlikuju zbog Cega poremecena ekspresija/mutacija proteina HNF 1o ima negativan utjecaj na
B stanice, dok nema negativan utjecaj na druga tkiva [41]. Uslijed smanjenja

ekspresije/mutacija proteina HNFla dolazi do abnormalnosti u strukturi Langerhansovih
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otoci¢a i rastu B stanica te dolazi do poremecenog odgovora na nutrijente i otpusStanja inzulina
stimuliranog glukozom (GSIS, od engl. glucose stimulated insulin secretion) §to dovodi do
dijabetesa tipa MODY3 [21]. Osim $to sudjeluju u patogenezi ovog tipa dijabetesa, odredene
varijante proteina HNF1a takoder su povezane s povecanim rizikom razvoja dijabetesa tip 2
[42,43]. U bubrezima protein HNF1a takoder igra razvojnu ulogu, ali manju naspram proteina
HNF1p. U odraslih, protein HNF1a ukljucen je u proces reapsorpcije glukoze. No, treba imati
na umu kako je veéina otkri¢a vezanih uz transkripcijske mreze u kojima HNF1a sudjeluje kao
transkripcijski faktor otkriveno na miSevima. Naime, mis$evi koji imaju heterozigotne mutacije
prethodno spomenutih transkripcijskih faktora fenotipski se ne razlikuju od divljeg tipa stoga
se u istrazivanjima koriste homozigotni mutanti. U ¢ovjeka je pak situacija drugacija - osobe
koje su heterozigotne mutante za ove klju¢ne gene fenotipski se razlikuju od zdravih ljudi.

Stoga je upitno koliko se dobro mogu otkri¢a na misevima preslikati na ovjeka.
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Slika 1-5: Prikaz transkripcijskih mreza koje tvore transkripcijski faktori HNFlo/B, FOXA1/2/3 (HNF30/B/y),
HNF4a/y i OC1 (HNF6) tijekom embriogeneze te u jetri i gusteraci odrasle jedinke. Slika je preuzeta iz i adaptirana

prema Lau i sur. [26].



1.1.2. Uloga transkripcijskog faktora HNFla u dijabetesu tipa MODY3

Uloga B stanica gusterace u regulaciji razine glukoze u krvi ovisi o njihovoj sposobnosti
da osjete glukozu (engl. glucose sensing). Ljudske B stanice na svojoj povrSini pretezno
eksprimiraju glukozne transportere GLUT1 (SLC2A1) i GLUT3 (SLC2A3), a u manjoj mjeri i
GLUT2 (SLC2A2) za kojeg je utvrdeno da nije glavni glukozni transporter u ljudskim 3
stanicama [44,45]. Doti¢ni glukozni transporteri omogucavaju ulazak glukoze u 3 stanice
olaksanom difuzijom §to daje f stanicama mogucnost odgovora na porast koncentracije glukoze
u krvi (GSIS). Slijed dogadaja u GSIS opisali su u preglednom ¢lanku Komatsu i sur. [46].
Nakon $to glukoza ude u stanicu enzim glukokinaza ju fosforilira, a nastala glukoza-6-fosfat
kroz procese glikolize i ciklusa limunske kiseline daje molekulu ATP. ATP je vazna signalna
molekula u B stanicama jer uzrokuje depolarizaciju stanice uslijed zatvaranja ATP-ovisnih K*
kanala (Kate kanali). Depolarizacija stanice pak uzrokuje otvaranje naponom reguliranih Ca2*
kanala uslijed Gega raste koncentracija Ca®" u citoplazmi i time pojadanu egzocitozu vezikula s
inzulinom.

Transkripcijski faktor HNF1a zajedno s transkripcijskim faktorom FOXA2 igra vaznu
ulogu u regulaciji ekspresije gena ukljucenih u GSIS. U ljudi transkripcijski faktori HNFla i
FOXAZ2 reguliraju ekspresiju gena SLC2A1, SLC2A2 i MGAT4A (GnT-4a) [47,48]. Gen
MGATA4A kodira za glikoziltransferazu GnT-4a koja katalizira transfer N-acetilglukozamina
(GIcNAc), koriste¢i molekulu UDP-GIcNAc kao supstrat, na osnovnu strukturu N-vezanih
glikana (MansGIcNAC2-Asn) preko B1-4 glikozidne veze [49,50]. Glikoziltransferaza GnT-4a
stoga igra klju¢nu ulogu pri nastanku multiantenarnih (tri- i tetraantenarnih) slozenih N-vezanih
glikana u  stanicama gusterace, tankom i debelom crijevu, bubrezima i mozgu gdje se pojac¢ano
eksprimira [50,51]. U kontekstu GSIS-a, primije¢eno je kako poremecena glikozilacija
glukoznih transportera GLUT1 i GLUT2 mijenja njihov poluzivot na povrsini stanice [51,52]
te direktno utjeCe na aktivnost samog transportera u slu¢aju GLUT1 [53], ali ne na aktivnost
samog transportera u slu¢aju GLUT2 [51]. U slu¢aju transportera GLUT2 poznat je mehanizam
djelovanja N-glikozilacije na stabilnost proteina, a koji je opisan u preglednom ¢lanku Ohtsubo
I Taniguchi (2014) [54]. Galektin-9, protein iz porodice lektina, na povrsini stanice preferentno
veze multiantenarne N-glikane na transporteru GLUT2 ¢ime mu produljuje poluzivot na
stanicnoj membrani. Uslijed poremecene glikozilacije transportera GLUT2, galektin-9 se ne
veze za njega zbog Cega dolazi do njegove pojaCane endocitoze te posljedicno smanjene
koli¢ine na povrsini staniéne membrane. Transporter GLUT2 koji je preostao na stani¢noj

membrani u velikoj mjeri nalazi se u domenama lipidnih splavi gdje asocira sa stomatinom. Za



transporter GLUT1 se zna da je njegova aktivnost negativno regulirana interakcijom sa
stomatinom, a zbog sli¢nosti transportera GLUT1 i GLUT2 pretpostavlja se da je aktivnost
transportera GLUT?2 takoder negativno regulirana interakcijom sa stomatinom (Slika 1-6).
Stoga, poremecaj glikozilacije transportera GLUTI1 i1 GLUT2 dvojako utjece na njihovu
aktivnost detektora glukoze: 1) smanjuje im poluzivot na stanicnoj membrani (uglavnom se
nalaze u endosomima) i 2) indirektno inhibira njihovu aktivnost uslijed interakcija sa
stomatinom. U [} stanicama oboljelih od dijabetesa tipa 2 primije¢ena je promjena lokalizacije
proteina HNFla i FOXA2 iz jezgre u citoplazmu uz smanjenje ekspresije gena SLC2AL,
SLC2A2 i MGATA4A sto pak dovodi do smanjenja koli¢ine transportera GLUT1 i GLUT2 na
povrSini stanice i njihove poremecéene glikozilacije [48]. Najvjerojatnije je vrlo sli¢an
poremecaj molekularnog puta prisutan u osoba oboljelih od dijabetesa tipa MODY 3 u kojem je
gen HNF1A mutiran.

Glukoza

Stani¢na

membrana

Poremedéena glikozilacija

Glukoza

Slika 1-6: Utjecaj poremecene glikozilacije glukoznog transportera GLUT2 na njegovu sposobnost transporta
glukoze. U slu¢aju normalne glikozilacije transportera GLUT2 od strane glikoziltransferaze GnT-1Va, galektin-9
ostvaruje interakcije s multiantenarnim N-glikanima na transporteru GLUT2 ¢ime mu produljuje poluZivot na
povrsini membrane. U slucaju aberantne glikozilacije, galektin-9 ne ostvaruje interakcije s transporterom GLUT2
koji se s jedne strane pojacano internalizira endocitozom (nije prikazano), a s druge strane premjesta u domene
lipidnih splavi gdje stupa u interakciju sa stomatinom §to pak inhibira njegovu sposobnost da transportira glukozu

u stanicu. Slika preuzeta iz i adaptirana prema Ohtsubo i Taniguchi (2014) [54].



1.2. Epigeneticke modifikacije

Pojam epigenetike javlja se pocetkom 50-ih godina prosloga stolje¢a u kontekstu
razvojne biologije. Sam izraz ,,epigenetika“ uveo je C. H. Waddington koji ju je definirao kao
nasljedne promjene fenotipa koje nisu uzrokovane promjenom genotipa [55]. Poznato je 6
mehanizama odnosno slojeva epigenetickih oznaka: kovalentne modifikacije histona, histonske
varijante, remodeliranje kromatina i visok stupanj organizacije kromatina, metilacija i
hidroksimetilacija DNA, djelovanje malih nekodiraju¢ih molekula RNA (ncRNA, od engl. non-
coding RNA) i pozicijska informacija (polozaj sekvence DNA u jezgri). Epigeneticki
mehanizmi su medusobno povezani i tvore slozenu mrezu epigeneticke informacije koju jo§
nazivamo ,.epigeneticki ili histonski kod* te je on svojevrsno proSirenje genetickog koda ili
geneticke informacije [56]. Histonski (epigeneticki) kod vremenski i mjesno specifi¢no regulira
ekspresiju gena. Epigeneticke oznake ukljucene su u €itav niz fizioloskih i patoloskih procesa
kao $to su inaktivacija X kromosoma u Zenki sisavaca, stabilnost kromatina, genomski utisak,
regulacija ekspresije gena, razvojni procesi, tumorigeneza i ostali poremecaji i bolesti u ljudi.
Epigeneticki sustav kontrole ekspresije gena omogucava stanicama da zadrze svoj identitet kroz

diobe daju¢i im pritom dovoljno prostora za odgovor na okoli$ne i razvojne signale.

1.2.1. Metilacija molekule DNA

Metilacija molekule DNA uglavnom se odnosi na dodatak metilne skupine na 5.
ugljikovom atomu citozina pri ¢emu nastaje 5-metilcitozin (5-mC). Bioloske uloge metilacije
molekule DNA tkivno su specificne, a sama metilacija molekule DNA povezana je sa nizom
fizioloskih i patoloskih procesa. Metilacija molekule DNA iznimno je vazna tijekom
embrionalnog razvoja i diferencijacije stanica, a pogrjeske u uspostavljanju uzorka metilacije
dovode do maligne transformacije stanica i nepravilnog genomskog utiska [57]. Metilacija
molekule DNA u kraljeznjaka uglavnom se odvija na simetri¢cnim CpG dinukleotidima, dok se
u biljaka i nekih gljiva jo$ odvija i u kontekstu motiva CpHpG i CpHpH (gdje H predstavlja A,
CiliT) [58-60]. Riggs [61] i Holiday i Pugh [62] ustvrdili su jos 1975. kako je upravo metilacija
CpG dinukleotida jedan od epigenetickih biljega u kraljeZznjaka te su u svojim radovima
predlozili da: 1) sekvence DNA mogu biti metilirane de novo; 2) se uzorak metilacije moze
nasljedivati kroz diobe mehanizmom koji podrazumijeva djelovanje enzima koji prepoznaje i
veze hemimetilirane CpG dinukleotide; 3) metilnu skupinu na citozinu mogu prepoznati DNA-
vezujuci proteini 1 4) metilacija molekule DNA direktno utiSava ekspresiju gena. lako regije

bogate CpG dinukleotidima (tzv. CpG otoci) ¢ine manje od 1 % genoma covjeka, oko dvije
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tre¢ine gena sadrzi CpG otoke [63,64]. Unato¢ tome, vecina CpG otoka u somatskim stanicama
nije metilirana neovisno o transkripcijskom statusu gena [65], dok je izmedu 60 i 70 % svih
CpG dinukleotida metilirano [66]. Sam mehanizam kako metilacija molekule DNA utisava
ekspresiju gena nije do kraja objasnjen, ali najvjerojatnija su dva modela predlozena u
preglednom ¢lanku Greenberg i Bourc’his (2019) [67]. Prvi model opisuje kako metilacija CpG
dinukleotida onemoguéava vezanje transkripcijskih faktora, S$to u slu¢aju promotora
onemogucava inicijaciju transkripcije. Drugi model opisuje kako metilacija molekule DNA
sudjeluje u nastanku heterokromatina. Jedna opcija je da DNA metiltransferaze prilikom
metiliranja molekule DNA na sebe vezu kromatin-remodelirajuée i kromatin-modificirajuce
efektore, dok je druga opcija da se spomenuti efektori veZzu na metiliranu molekulu DNA preko
proteina s vezuju¢om domenom za 5-mC (MBD, od engl. methyl-CpG-binding domain) ili
proteina s cinkovim prstom. U oba slucaja efektori su histonske metiltransferaze i deacetilaze
koje uvode histonske oznake karakteristicne za heterokromatin.

Proces metilacije molekule DNA posredovan je djelovanjem DNA metiltransferaza koje
kataliziraju prijenos metilne skupine s S-adenozil-L-metionina (SAM) na 5. C atom citozina pri
¢emu nastaje 5-mC. U sisavaca poznate su tri obitelji DNA metiltransferaza: DNMT1, DNMT?2
i DNMT3 (od engl. DNA nucleotide methyltransferase), a koje su detaljno opisane u preglednim
¢lancima Hermann i sur. [68] i Xu i sur. [69]. DNA metiltransferaze u sisavaca generalno su
gradene od N-terminalne regulatorne i C-terminalne kataliticke domene uz iznimku
metiltransferaza DNMT2, koja ne posjeduje N-terminalnu regulatornu domenu i koja metilira
tRNA, ali ne i molekulu DNA, te DNMT3L, ¢ija kataliticka domena nema enzimatsku ulogu.
Jos od prvih radova [61,62] koji predlazu modele uspostave i nasljedivanja metilacije citozina
spominje se metiltransferaza DNMT1 kao ona koja je odgovorna za odrzavanje uzorka
metilacije molekule DNA, dok su metiltransferaze DNMT3A i 3B odgovorne za metilaciju
molekule DNA de novo. Metiltransferaza DNMT1 Konstitutivno je eksprimirana u
proliferiraju¢im stanicama i somatskim tkivima [70], ima velik afinitet za hemi-metiliranu
DNA [71,72], premda ova metiltransferaza posjeduje i aktivnost metilacije de novo [73].
Metiltransferaza DNMT1 sadrzi domenu s kojom stupa u interakciju s proteinom PCNA u
podrucju replikacijskih raslji [74] zbog Cega se smatra glavnom metiltransferazom za
odrzavanje prethodno uspostavljenog uzorka metilacije. Metiltransferaze  DNMT3A i
DNMT3B visoko su eksprimirane u embrionalnim mati¢nim stanicama, a slabo u somatskim
stanicama, imaju podjednak afinitet za hemi-metiliranu i nemetiliranu DNA te se smatra da im
je glavna aktivnost metilacija de novo [70]. Niz problema koje su u svom preglednom ¢lanku

naveli Jones i Liang (2009) [70] zajedno s novim otkri¢ima dovela su do proSirenja ovog
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osnovnog modela uspostave i odrzavanja uzorka metilacije. Prvo proSirenje temelji se na
otkricu da metiltransferaza DNMT1 stupa u interakciju s proteinom UHRF1 (poznat i kao
NP95) koji veze hemi-metiliranu DNA [75-78]. Pretpostavlja se da protein UHRF1 ima veci
znacaj od proteina PCNA, jer su neka istrazivanja pokazala da protein PCNA nije kljucan u
odrzavanju metilacije DNA [79], pri navodenju metiltransferaze DNMT1 na hemi-metiliranu
DNA u podrudju replikacijskih raslji [76,78]. Takoder, pretpostavlja se kako bi protein UHRF1
mogao omoguciti vezanje metiltransferaze DNMT1 na hemi-metiliranu DNA i izvan
replikacijskih raslji te time omoguciti potpunu metilaciju eventualno zaostalih hemi-metiliranih
CpG mjesta [70]. Drugo prosirenje temelji se na otkricu kako metiltransferaze DNMT3A i
DNMT3B nisu slobode u jezgri ve¢ su vezane za kromatin, tocnije nukleosome [80].
Pretpostavlja se kako takva lokalizacija omogucava dovrsetak metilacije eventualno zaostalih
hemi-metiliranih CpG mjesta (koje je metiltransferaza DNMTL1 propustila metilirati) te
odrzavanje statusa, ali ne nuzno i toénog uzorka, metilacije odredene genomske regije [70].
Ovo ukazuje na to kako ne postoji oStra granica izmedu metiltransferaza DNMTI1 i
DNMT3A/3B u njihovim funkcijama, te da i de novo DNA metiltransferaze sudjeluju i u
odrzavanju metilacije molekule DNA.

Lokalizacija 5-mC u genomu igra vaznu ulogu u odredivanju njegove bioloske uloge pa
tako razlikujemo metilaciju citozina u podru¢ju promotora, podrucju tijela gena te u podrucju
regulatornih elemenata (pojacivaci i izolatori). Za pregled utjecaja polozaja metilacije molekule
DNA u genomu vidi pregledne ¢lanke Jones (2012) [81] i Greenberg i Bourc'his (2019) [67].
Veéina gena koji u svojim promotorima imaju CpG otoke imaju nemetilirane citozine [82].
Regulacija ekspresije takvih gena pod kontrolom je transkripcijskih faktora [83], a u njihovom
utiSavanju djeluju razni mehanizmi, od kojih je naj¢eS¢e utiSavanje posredovano proteinima
Polycomb. U manjem broju gena CpG otoci su metilirani i ova metilacije povezana je sa
stabilnim 1 dugotrajnim utiSavanjem ekspresije, kao §to je u slu¢aju gena na inaktiviranom X
kromosomu, utisnutih gena i gena specifi¢nih za stanice germinativne linije. Pretpostavlja se da
metilacija molekule DNA u slu¢aju gena koji imaju CpG otoke u svojim promotorima samo
,»zaklju€ava® prethodno uspostavljeno utiSano stanje mehanizmima koji su prethodno opisani
[84,85]. Geni koji nemaju CpG otoke u svojim promotorima imaju varijabilne razine metilacije
za koju se jo$ ne zna sa sigurnosc¢u kako sudjeluje u regulaciji ekspresije tih gena. IstraZivanja
pokazuju oprecne rezultate te neki radovi ukazuju na to da metilacija promotora nema utjecaj
na ekspresiju odredenog gena [86], dok drugi pokazuju da metilacija ima utjecaj na ekspresiju
analiziranih gena [87]. Tijela gena, koja su generalno siromasna CpG dinukleotidima, ali mogu

sadrzavati CpG otoke [88], takoder su mjesta metilacije. Za razliku od metilacije u podrucju
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promotora, metilacija u tijelu gena pozitivno korelira s razinom ekspresije gena [58,89-92] sto
pokazuje kako u sisavcaca metilacija molekule DNA utjece na inicijaciju, ali ne i na elongaciju
transkripcije. Metilacija tijela gena vazna je u utiSavanju intragenskih ponavljaju¢ih DNA
clemenata, kao $to su retrovirusi, elementi LINE-1 i Alu, ¢ime metilacija moleekule DNA
sudjeluje u odrzavanju stabilnosti genoma [93], a smatra se da takoder igra ulogu u
alternativnom prekrajanju [94,95] i reguliranju koristenja promotora gena (reguliranje mjesta
pocetka transkripcije) bez remecenja ekspresije gena s uzvodnog mjesta pocetka transkripcije
[96,97]. Pojacivaci i izolatori su takoder mjesta metilacije. U slucaju pojacivaca, koji su
uglavnom siromas$ni CpG dinukleotidima, metilacija je varijabilna i dinami¢na te negativno
korelira s funkcijom pojacivaca [98]. Metilacija molekule DNA u izolatorima negativno
korelira s njihovom funkcijom. Najbolji primjer kako metilacija molekule DNA djeluje na
funkciju izolatora je regulacija ekspresije utisnutog lokusa IGF2-H19 [99]. Mjesta i utjecaj
metilacije molekule DNA prikazana su na Slici 1-7. Analizama korelacije stupnja CpG
metilacije i ekspresije gena HNF1A u razli¢itim stani¢nim linijama otkrivena su 4 CpG mjesta
u njegovom 1. egzonu koja bi mogla sudjelovati u regulaciji njegove ekspresije [100]. Ova
pretpostavka potvrdena je koriStenjem molekularnog alata CRISPR/dCas9-TET1 kojim su se
ciljala 4 CpG mjesta u stanicama HEK293 1 BGI S§to je imalo za posljedicu povecanje razine

transkripcijske aktivnosti gena HNF1A [101].
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Slika 1-7: Grada i poloZaj CpG mjesta u genomu i njihova uloga na ekspresiju gena. Mjesto pocetka transkripcije
(TSS, od engl. transcription start site) u ve¢ine aktivnih gena okruZena je regijom bez nukleosoma (NDR, od engl.
nucleosome-depleted region) koja je pak okruzena nukleosomima s oznakama H3K4me3 (oznaka aktivnog
kromatina) i nukleosomima koji imaju ugradenu histonsku varijantu H2A.Z. Ubacivanje varijante H2A.Z te
oznake H3K4me3, kao i nedostatak nukleosoma u NDR, onemogucavaju vezanje DNA metiltransferaza, a time i
metilaciju de novo. Demetilirano stanje oko TSS aktivno odrZzavaju DNA demetilaze (TET). Tijelo gena posjeduje
manje CpG dinukleotida od promotora te je uglavnom metilirano na ponavljaju¢im sekvencama i jace u podrucju
egzona naspram introna. Metilacija u tijelu gena povezana je s represijom ponavljaju¢ih DNA elemenata,
alternativnim prekrajanjem 1 regulacijom koriStenja promotora. Metilaciju aktivno odrzavaju DNA
metiltransferaze (DNMT) vezuéi se na nukleosome. Pojacivace, kao i TSS, okruzuje NDR, koju pak okruzuju
nukleosomi s oznakom H3K4mel i histonskom varijantom H2A.Z. Pojacivaci, koji su generalno siromasni CpG
dinukleotidima, pokazuju varijabilnu razinu metilacije $to ukazuje na dinamican proces metilacije i demetilacije.
Izolatori, kao i pojacivaci, oko sebe imaju NDR i njihova metilacija sprjeCava vezanje transkripcijskog faktora

(CTCF). Slika preuzeta iz i adaptirana prema Jones (2012) [81].
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1.2.2. Demetilacija molekule DNA

Razina i distribucija metilacije molekule DNA ovisi o0 procesima metilacije i
demetilacije. Demetilacija molekule DNA moze biti pasivna ili aktivna. Pasivna demetilacija
odvija se spontano tijekom replikacije molekule DNA ukoliko DNA metiltransferaza napravi
pogrjesku te ne metilira novonastali lanac molekule DNA uslijed ¢ega se, kroz diobe, gubi
metilacijski status. Aktivna demetilacija odvija se posredstvom jednog ili viSe enzima neovisno
o replikaciji. Postoji viSe modela koji objasnjavaju proces aktivne demetilacije u sisavaca
(detaljno objasnjeni u Zhang i Zhu (2012) [102]), a dva glavna su direktno izrezivanje 5-mC i
izrezivanje nakon modifikacija. Prvi model podrazumijeva popravak izrezivanjem baze (BER,
od engl. base excision repair) u kojem DNA glikozilaze TDG (od engl. thymine DNA
glycosylase) i MBD4 (od engl. methyl-CpG-binding domain protein 4) direktno prepoznaju 5-
mC te cijepaju vezu izmedu baze 1 deoksiriboze U 5-mC uslijed ¢ega nastaje apurinsko
(abazi¢no) mjesto [103-105]. Apurinsko mjesto prepoznaje endonukleaza AP i izrezuje ostatak
nukleotida, a nastali prekid u sekvenci popravljaju DNA polimeraza i DNA ligaza. Problem s
ovim modelom je §to se pokazalo da in vitro proteini TDG i MBD4 imaju slabu 5-mC
glikozilaznu aktivnost naspram njihove aktivnosti u popravku krivo sparenih baza G/T (engl.
G/T mismatch repair) [106,107]. Doduse, smatra se da bi 5-mC glikozilazna aktivnost proteina
TDG i MBD4 mogla biti jaca in vivo zbog interakcije s drugim proteinima [103], no ipak se
vjeruje da ovaj model nije glavni nacin demetilacije molekule DNA u sisavaca. Drugi model
demetilacije molekule DNA podrazumijeva enzimatsku promjenu 5-mC oksidativnim i/ili
deaminacijskim procesima prije izrezivanja. Oksidativne modifikacije uvode dioksigenaze
porodice TET (od engl. ten-eleven translocation) koja ukljucuje enzime TET1, TET2 i TET3.
One kataliziraju iterativnu oksidaciju 5-mC prvo u 5-hidroksimetilcitozin (5-hmC), zatim u 5-
formilcitozin (5-fC) i u konacnici u 5-karboksilcitozin (5-caC) [108-111]. Deaminaciju
kataliziraju proteini porodice AID/APOBEC (od engl. activation-induced cytidine
deaminase/apolipoprotein B mRNA-editing catalytic polypeptides) koji deaminiranjem 5-mC
daju T, a deaminiranjem 5-hmC daju 5-hmU [104,112]. 5-hmC ne izrezuju enzimi TDG i
MBD4 [110], a posto ga DNA metiltransferaze ne mogu prepoznati i na temelju njega odrzati
uzorak metilacije [113], smatra se da 5-hmC sudjeluje u pasivnoj demetilaciji. Daljnje
oksidativne produkte, 5-fC i 5-caC, uspjesno prepoznaje i izrezuje protein TDG svojom DNA
glikozilaznom aktivno$¢u [110,114,115]. S druge pak strane, deaminacijski produkti, T i 5-
hmU, pokrecu put popravka krivo sparenih baza u kojem ih proteinski kompleks MBD4/TDG
uz pomo¢ GADD45 (od engl. growth arrest and dna damage) izrezuje svojom DNA
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glikozilaznom aktivno$¢u [103,104]. U oba slucaja, nakon izrezivanja baze pokrete se

popravak BER kao $to je prikazano na Slici 1-8.
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Slika 1-8: Aktivna demetilacija 5-metilcitozina. Tri su moguda puta aktivne demetilacije 5-mC: 1)
deaminacija 5-mC u T, §to ¢e pokrenuti popravak krivo sparenih baza, 2) oksidacija 5-mC u 5-
hmC koji ¢e deaminacijom dati 5-hmU te pokrenuti popravak krivo sparenih baza, i 3) oksidacija
5-mC preko 5-hmC u 5-fC i 5-caC, §to ¢e pokrenuti njihovo izrezivanje pomocu glikozilaze TDG.
Sva tri puta zavrSavaju popravkom BER koji ¢e zavrsSiti ugradnjom nemetiliranog citozina na

mjesto prijasnjeg 5-mC. Slika preuzeta iz i adaptirana prema Zhang i Zhu (2012) [102].

Aktivna demetilacija molekule DNA uklju¢ena je u uspostavu i odrzavanje
odgovaraju¢ih uzoraka metilacije tijekom razvoja, ali 1 u somatskim stanicama odraslog
organizma. Tijekom embriogeneze sisavaca odvijaju se dva vala aktivne globalne demetilacije.
Prvi val demetilacije deSava se u zigoti, to¢nije u muskom pronukleusu [116,117]. Pretpostavlja
se da ova aktivna demetilacija sluzi kako bi se obrisali biljezi o¢evog genoma u svrhu uspostave
novih metilacijskih uzoraka. Drugi val demetilacije desava se u primordijalnim germinativnim
stanicama [118,119] sto priprema genom za uspostavu novih metilacijskih uzoraka specifi¢nih
za spol u budu¢im gametama. Globalna demetilacija takoder se odvija tijekom reprogramiranja
jezgre somatske stanice prilikom kloniranja te se pretpostavlja da je visoka stopa neuspjeha u
kloniranju uzrokovana upravo nepravilnim reprogramiranjem jezgre somatske stanice [120]. U

veéine tumora primijeceno je globalno smanjenje metilacije molekule DNA, a najvise su
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zahvacene ponavljaju¢e sekvence, utisnuti geni, tkivno specificni geni, onkogeni 1 geni
povezani s invazivno$c¢u i metastaziranjem [121,122]. Unato¢ globalnoj demetilaciji, u tumora
je primije¢ena hipermetilacija odredenih dijelova genoma, poglavito tumor supresorskih gena
[121]. Sam mehanizam ovakvog poremecaja metilacije u tumora nije poznat. Ograni¢ena
(lokalna) demetilacija regulira razinu ekspresije pojedinih gena te je uklju¢ena u procese
pamcenja [58] i neurogeneze [123] te u procesu odgovora stanica CD8+ T na antigen [124].
Sam mehanizam ciljanja demetilacijske masinerije nije do kraja objaSnjen, no pretpostavlja se
da u tom procesu sudjeluju male nekodiraju¢e RNA (miRNA) i DNA-vezuju¢i proteini koji
specificno vezu ciljanu sekvencu te time navode demetilacijsku maSineriju, karakteristike
okolnog kromatina (npr. histonske modifikacije) i lokalizacija demetilacijske masinerije u
jezgri [125].

1.2.3. Metode analize stupnja metilacije molekule DNA

U ovom diplomskom radu je u svrhu analize stupnja metilacije u promotoru gena
HNF1A koriStena metoda pirosekvenciranja nakon bisulfitne konverzije molekule DNA.
Bisulfitna konverzija bazira se na tretmanu molekule DNA natrijevim bisulfitom koji uzrokuje
deaminaciju C u U koji ¢e se kasnije, tijekom pirosekvenciranja, prikazati kao T. U slucaju 5-
mC ne dolazi do deaminacije tako da ¢e se oni tijekom pirosekvenciranja prikazati kao C [126].
Tako konvertirana molekule DNA koristi se za PCR kako bi se dobili specifi¢ni amplikoni
unutar kojih se nalaze Zeljena CpG mjesta. Pirosekvenciranje je sintetska metoda sekvenciranja
koja omogucava odredivanje stupnja metilacije na pojedina¢nom citozinu te se koristi za
odredivanje stupnja metilacije poznatih sekvenci, ali i cijeloga genoma. Osim
pirosekvenciranja, za odredivanje stupnja metilacije poznatih sekvenci koriste se metoda bead
array, bisulfitno sekvenciranje, PCR specifican za metilacijski status (engl. methylation-
specific PCR) i mnoge druge metode. Za odredivanje stupnja metilacije cijelog genoma koriste
se metode HPLC-UV (engl. high performance liquid chromatography — ultraviolet), LC-
MS/MS (engl. liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry), LUMA (engl.
luminometric mehylation assay) i pirosekvenciranje ponavljaju¢ih elemenata LINE-1 nakon
bisulfitne konverzije. Naime, pokazalo se da stupanj metilacije ponavljajucih elemenata LINE-
1 dobro odrazava globalni stupanj metilacije genoma. Vec¢ina modernih metoda za analizu
stupnja metilacije molekule DNA baziraju se na bisulfitnoj konverziji koja ne moze razlikovati
5-mC i 5-hmC. Za pregled ve¢ine dostupnih metoda odredivanja stupnja metilacije molekule
DNA vidi pregledni ¢lanak Kurdyukov i Martyn Bullock (2016) [126].
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1.3. Sustav CRISPR/Cas9 i njegovi derivati

Sustav CRISPR/Cas (od engl. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/CRISPR-associated) otkriven je kao nasljedni adaptivni oblik imuniteta u veéine
bakterija i arheja koji im sluZi za obranu od stranih DNA elemenata [127,128]. Najjednostavniji
tip sustava CRISPR/Cas je tip Il u kojeg spada sustav CRISPR/Cas9. U prokariota, sustav
CRISPR/Cas9 sastoji se od Cas9 proteina, koji djelovanjem dviju endonukleaznih domena
(HNH i RuvC) uvodi dvolan¢ani lom u molekulu DNA, CRISPR RNA (crRNA), koja navodi
endonukleazu Cas9 na ciljnu sekvencu, i transaktiviraju¢e RNA (tracrRNA), koja je odgovorna
za sazrijevanje i nastanak kompleksa Cas9 [129-132]. Ubrzo je otkriveno kako je ovaj sustav
moguce iskoristiti za ciljano cijepanje molekule DNA te je sam sustav pojednostavljen spajajuci
funkciju molekula crRNA i tracrRNA u jednu, kimernu sgRNA (od engl. single guide RNA)
[131,132]. Sustav CRISPR/Cas9 je stoga unaprijedio ciljanu modifikaciju genoma (uvodenje
indel mutacija 1 transgena) svojom jednostavno$¢u naspram sustava koji koriste za DNA
specificne proteine kao Sto su ZFP (od engl. zinc finger proteins) i TALEN (od engl.
transcription activator-like effector nucleases) na koje je vezana endonukleaza (naj¢esée FoklI).
Naime, sustavi ZFP i TALEN zahtijevaju promjenu proteina za svaku ciljanu sekvencu, dok
sustav CRISPR/Cas9 zahtijeva promjenu samo molekule sgRNA $to je uvelike jednostavnije.
Mutiranjem endonukleaznih domena HNH i1 RuvC dobiven je kataliti¢ki neaktivan dCas9 (od
engl. dead) koji je upotrijebljen za ciljanu inhibiciju ekspresije gena tzv. CRISPR
interferencijom (CRISPRI) [133]. Tako inaktivan dCas9 prepoznat je kao platforma za vezanje
Citavog niza efektorskih proteina/funkcionalnin domena s ciljem ciljane modifikacije
epigenoma, ¢ime je revolucionirao istrazivanja na podru¢ju epigenetike. Mnogobrojne
modifikacije 1 primjene ovog molekularnog alata opisane su u preglednom ¢lanku Pulecio 1 sur.
[134], a neke od njih prikazane su na Slici 1-9. Prvotno su na dCas9 vezani transkripcijski
regulatori poput VP16, KRAB, SID, p65, HSF1 i MyoD koji na ciljne sekvence regrutiraju
elemente nalik na transkripcijske faktore i kromatin-modificiraju¢e efektore, ¢ime indirektno
reguliraju stanje kromatina, a time i razinu ekspresije gena. Vezanje epigenetickih ,,pisaca“ i
,orisaca® za uspostavljanje 1 brisanje epigenetickih modifikacija poput histonskih
metiltransferaza, histonskih acetiltransferaza, histonskih demetilaza i deacetilaza, te DNA
metiltransferaza i demetilaza, omogucilo je i otkrivanje to¢ne uloge pojedinih epigenetickih
oznaka u regulaciji ekspresije gena, ali i reaktivaciju epigeneticki utiSanih gena u nekih

sindroma i bolesti [135-142].
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Slika 1-9: Primjene molekularnih alata CRISPR/dCas9 u manipulaciji epigenoma. (A) Vezanjem transkripcijskih
regulatora (aktivatora i represora) na dCas9 moguce je regrutirati koefektore (koaktivatore i korepresore) na ciljanu
sekvencu. Doti¢ni koefektori uzrokovat ¢e promjenu konformacije kromatina, a time i promjenu genske ekspresije.
(B) Vezanjem epigenetickih pisaca i brisaca na dCas9 moguce je ciljano mijenjati specificne modifikacije na
histonskim repovima. HDM — histonska demetilaza, HMT — histonska metiltransferaza, HAT — histonska
acetiltransferaza, HDAC — histonska deacetilaza, HUbq — histonska ubikvitin ligaza. (C) Vezanjem katalitickih
domena koje uvode ili uklanjaju metilnu skupinu s citozina na dCas9 moguce je ciljano mijenjati metilacijski status
DNA. DNMT — DNA metiltransferaza, TET — DNA demetilaza (ten eleven translocation). (D) KoriStenjem
molekula sgRNA koje vezu molekule ncRNA moguce je mijenjati njihovu lokalizaciju u genomu. (E) Vezanjem
oznaka koje je mogude pratiti moguce je vizualizirati ciljne sekvence na kromatinu. Slika preuzeta iz i adaptirana

prema Pulecio i sur. [134].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je transfecirati stani¢nu liniju 1.1B4, model za istrazivanje 3
stanica gusterace, fuzijskim proteinom TET1-dCas9 te istraziti dolazi li do promjene stupnja
metilacije na 4 CpG mjesta koja su prijaSnjim korelacijskim analizama otkrivena kao kandidat
regulatorna mjesta za transkripcijsku aktivnost gena HNF1A. Stoga je i cilj bio utvrditi hoce li
ciljana demetilacija ova 4 kandidat CpG mjesta dovesti do promjene transkripcijske aktivnosti

gena HNF1A §to bi potvrdilo njihovu regulatornu ulogu u stanicama 1.1B4.
Specifi¢ni ciljevi istraZivanja su:

e Uspjesna transfekcija stanica 1.1B4 plazmidnim konstruktom koji kodira za fuzijski
protein TET1-dCas9

e lzolacija i bisulfitna konverzija ukupne genomske DNA iz transfeciranih stanica 1.1B4

e lzolacija i reverzna transkripcija ukupne RNA iz transfeciranih stanica 1.1B4

e Analiza stupnja metilacije 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A pirosekvenciranjem

e Analiza transkripcijske aktivnosti gena HNF1A metodom qPCR koristenjem specifi¢nih
proba TagMan.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Stani¢na linija 1.1B4 i kultura stanica

KoriStene su stanice stani¢ne linije 1.1B4 (ECACC) koja je dobivena fuzijom ljudskih
B stanica gusSterace i tumorskih stanica PANC-1 (ECACC 87092802). Stanice linije 1.1B4
karakterizira epitelna morfologija, adherentnog su tipa te pokazuju otpustanje inzulina
stimulirano glukozom (GSIS) zbog Cega se koriste kao model 3 stanica gusterace Covjeka.

Stanice su do 8. pasaze uzgajane u Petrijevim zdjelicama veli¢ine 10 cm kako bi se
priviknule na medij. Stanice su pasaZirane kada im je konfluentnost dosegla vrijednost izmedu
80 i 90 %. Do trenutka transfekcije stanice su uzgajane u hranjivom mediju RPMI-1640 (od
engl. Roswell Park Memorial Institute) s L-glutaminom bez antibiotika (RPMI-1640 Medium,
with L-glutamine and sodium bicarbonate; Sigma-Aldrich) oboga¢enim serumom govedeg
fetusa (FBS, od engl. fetal bovine serum; Sigma-Aldrich) konacne koncentracije 10 % i
antibioticima penicilinom (Lonza), konaéne koncentracije 100 U/mL, i streptomicinom
(Lonza), konacne koncentracije 100 pg/mL. Nakon transfekcije stanice su uzgajane u RPMI-
1640 mediju s L-glutaminom bez antibiotika obogac¢enim s 10 % FBS-a. Za uzgoj stanica
koristen je inkubator za stani¢nu kulturu (Panasonic), a uvjeti uzgoja bili su 37 °C i atmosfera
s5% CO..

Pri sakupljanju ili presadivanju stanicama je uklonjen medij, isprane su otopinom pufera
PBS (od engl. phosphate-buffered saline; sastav: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
NaHPO4, 1,8 mM KH2POg4, pH 7,4) te su odvojene od podloge pomocu 0,25 %-tnog tripsina
(Trypsin-EDTA solution; Sigma-Aldrich). Za tripsinizaciju stanica u Petrijevim zdjelicama
veli¢ine 10 cm koriSteno je 2 mL tripsina, a za tripsinizaciju stanica u plo¢icama sa 6 jazica
koriSteno je 0,5 mL tripsina. Inkubacija u tripsinu odvijala se u inkubatoru (37 °C, 5 % CO2) u
trajanju oko 3 min. Djelovanje tripsina zaustavljeno je dodatkom dvostrukog volumena medija
RPMI-1640 s L-glutaminom bez antibiotika obogac¢enim s 10 % FBS-a. Za prebrojavanje
stanica prije nasadivanja koristena je komorica Biirker-Tiirk i epifluorescencijski mikroskop.
Dan prije transfekcije nasadeno je po 300 000 stanica po jazici plocice sa 6 jaZica za prve 4

vremenske toc¢ke sakupljanja stanica (8., 10., 13. 1 16. dan nakon transfekcije).
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3.2. Transfekcija i selekcija transfeciranih stanica 1.1B4

Stanice 1.1B4 transfecirane su metodom PEI-MAX (od engl. Polyethylenimine Max)

koju su opisali Longo i sur. [143]. Za transfekciju su koriSteni prethodno konstruirani plazmidi:

1. N-TET1 SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+tHNF1a sg03 — konstrukt koji kodira
za fuzijski protein TET1-dCas9 u kojem je aktivna Kkataliticka domena TET1 te molekulu
SgRNA koja ga navodi na ciljna CpG mjesta u genu HNF1A

2. N-DED1_SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+tHNF1a_sg03 — konstrukt koji kodira
za fuzijski protein TET1-dCas9 u kojem je inaktivna kataliticka domena TET1 te molekulu
SgRNA koja g< navodi na ciljna CpG mjesta u genu HNF1A

3. N-TET1 SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+NT-sgRNA — konstrukt koji kodira za
fuzijski protein TET1-dCas9 u kojem je aktivna kataliticka domena TET1 te molekulu

SgRNA koja nije komplementarna ni jednoj regiji u ljudskom genomu.

Vezno mjesto molekule sgRNA HNFla sg03 u genu HNF1A kao i 4 CpG mjesta na koja
navodi fuzijski protein TET1-dCas9 prikazani su na Slici 3-1, a mape transfeciranih plazmida
prikazane su na Slici 3-2. Na dan transfekcije stanice 1.1B4 bile su u 8. pasazi, a konfluentnost
im je bila oko 60 %. Za pripremu transfekcijske smjese koriSteni su reagens PEI-MAX (1000
ng/uL; Polysciences, Inc.), medij Opti-MEM (od engl. Minimum Essential Medium; Gibco) i
odgovarajuc¢i plazmidni konstrukt. Prvo je 3 pL reagensa PEI-MAX, §to odgovara 3000 ng
reagensa, razrijedeno u 122 pLL medija Opti-MEM. Potom je pomijeSan volumen koji odgovara
1000 ng odgovarajuceg plazmidnog konstrukta i medij Opti-MEM do kona¢nog volumena od
125 uL. Spajanjem prvog i drugog volumena dobivena je transfekcijska smjesa u kojoj je
maseni omjer reagensa PEI-MAX i plazmida 3:1. Kao negativna kontrola transfekcije koristen
je medij Opti-MEM. Priredene smjese inkubirane su kroz 30 min na sobnoj temperaturi.
Stanicama se prije transfekcije ukloni medij, isperu se otopinom pufera PBS te im se doda 3
mL medija RPMI-1640 s L-glutaminom bez antibiotika obogaéenog s 10 % FBS-a. U
odgovarajucu jazicu ploc€ice sa 6 jazica dodano je 250 puL odgovarajuce transfekcijske smjese.
Za svaku transfekciju radene su Cetiri bioloSke replike. Na ovaj nacin napravljeno je ukupno 4

razlicitih transfekcija stanica 1.1B4:

1. Stanice transfecirane plazmidnim konstruktom N-
TET1 SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+HNF1a sg03 (naziv: stanice TET1)
2. Stanice transfecirane plazmidnim konstruktom N-

DED1 SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+HNF1a_sg03 (naziv: stanice DED)
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3. Stanice transfecirane plazmidnim kontruktom N-
TET1_SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+NT-sgRNA (naziv: stanice NT)
4. Stanice u koje je dodan samo transfekcijski reagens bez dodavanja plazmida, a koje

sluZe kao negativna kontrola (engl. Mock; naziv: stanice Mock).

Dvadeset i Cetiri sata nakon transfekcije stanica provjerena je efikasnost transfekcije
epifluorescencijskim mikroskopom, kontrolne stanice Mock su presadene, a stanice TETL,
DED i NT podvrgnute su selekciji puromicinom. 1z jazica koje sadrze kontrolne stanice Mock,
stanice su presadene u Petrijeve zdjelice veliCine 10 cm u razrjedenju 1:42. Iz jazica koje sadrze
stanice TET1, DED i NT ukloni se medij, stanice se isperu otopinom pufera PBS te im se doda
2 mL medija RPMI-1640 s L-glutaminom obogacenog s 10 % FBS-a, bez antibiotika. Potom
je u jazice dodan antibiotik puromicin (10 mg/mL; Gibco) u kona¢noj koncentraciji 4 ng/pL.
Medij se stanicama u jaZicama zatim mijenja 48 i 72 h od transfekcije uz ispiranje stanica
otopinom pufera PBS te uz pojacanje selekcije tako da je konac¢na koncentracija antibiotika
puromicina iznosila 5 ng/uL, odnosno 6 ng/ul. Nakon 96 h od transfekcije prekine se selekcija
— stanicama se odsiSe medij, dvaput se isperu otopinom pufera PBS te im se doda 2 mL medija
RPMI-1640 s L-glutaminom obogacenog s 10 % FBS-a, bez antibiotika.

120.978.700! 120.978.800! 120.978.900! 120.979.000! 120.979.100!

Egzon1/t0 EEEEEEEEEE

HNF1A
CpG otok |

I [

sgRNA | | CpG 4
CpG1 CpG3

HNF1A
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Slika 3-1: Mapa regije gena HNF1A unutar koje su smjestena 4 analizirana CpG mjesta i vezno mjesto molekule
sgRNA. Ve¢i dio egzona 1 gena HNF1A zauzima CpG otok unutar kojeg se nalaze 4 analizirana CpG mjesta.
Fuzijski protein TET1-dCas9 navoden je od strane molekule sgRNA na sekvencu koja je smjestena oko 10 pb
uzvodno od prvog CpG mijesta (gledano bez PAM sekvence). Polozaj CpG myjesta je +172 (CpG 1), +175 (CpG
2), +178 (CpG 3) i +182 (CpG 4) u odnosu na mjesto pocetka transkripcije. Skala na vrhu oznacava polozaj na
ljudskom kromosomu 12. Koristena je verzija ljudskog genoma GRCh38/hg38 [5].
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Slika 3-2: Linearne mape plazmidnih konstrukata koristenih za transfekciju stanica 1.1B4. (A) Plazmidni konstrukt
N-TET1_SaCas9_Puro_Clover_sekundarna kazeta+HNF1a_sg03 koji kodira za fuzijski protein TET1-dCas9 u
kojem je kataliticka domena TET1 aktivna i molekulu sgRNA koja navodi TET1-dCas9 na 4 ciljna CpG mjesta u
genu HNF1A (HNFla sgRNA3 SaCas9). Ova slika takoder prikazuje plazmidni konstrukt N-
DED1_SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+tHNF1a sg03 koji se od prethodno spomenutog konstrukta
razlikuje iskljuéivo po tome Sto kodira za fuzijski protein TET1-dCas9 u kojem je kataliticka domena TET1
inaktivna. Inaktivacija kataliticke domene TET1 postignuta je uvodenjem tockastih mutacija H1671Y i D1673A
u aktivnom mjestu kataliticke domene. (B) Plazmidni konstrukt N-TET1_SaCas9_Puro_Clover_sekundarna
kazeta+NT-sgRNA koji kodira za fuzijski protein TET1-dCas9 u kojem je kataliticka domena TET1 aktivna i
molekulu sgRNA koja nije komplementarna ni jednoj regiji u ljudskom genomu (NT-sgRNA). (A) i (B) Po redu
pojavljivanja, s lijeva na desno: SV40 promotor — pojaciva¢ i rani promotor virusa SV40 (od engl. Simian virus
40), SV40 ori — ishodiste replikacije virusa SV40, PuroR — N-acetiltransferaza puromicina, SV40 poly(A) signal
— poliadenilacijski signal virusa SV40, DTS — sekvenca za unos plazmida u jezgru (od engl. DNA nuclear targeting
sequence), U6 promotor — promotor RNA polimeraze III za U6 snRNA ¢ovjeka, Sa gRNA scaffold — mjesto koje
sadrzi restrikcijsko mjesto za ugradnju gena molekula crRNA, U6 terminator — terminacijska sekvenca U6 SnRNA
Covjeka, LacZo — LacZo, fragment B-galaktozidaze, EF-1a core promoter — srz promotora elongacijskog faktora
EF-1a ¢ovjeka, SV40 NLS — jezgrin lokalizacijski signal (engl. nuclear localisation signal) velikog T antigena
virusa SV40, TET1 — kataliticka domena ljudskog enzima TET1, C->T (H->Y) i A->C (D->A) — inaktivirajuce
mutacije u aktivnom mjestu kataliticke domene TET1, SaCas9 — kataliticki inaktivna endonukleaza SaCas9,
nucleoplasmin NLS — dvodijelni jezgrin lokalizacijski signal nukleoplazmina, T2A — samo-cijepajuci peptid 2A
iz virusa Thosea asigna, mClover3 — monomerni oblik zeleno-zutog fluorescentnog proteina, bGH PA terminator
— terminacijska sekvenca govedeg hormona rasta s poliadenilacijskim signalom, ori — prokariotsko ishodiste
replikacije, AmpR i AmpR promotor — gen za B-laktamazu koja daje otpornost na antibiotik ampicilin i vezani

promotor.
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3.3. Skupljanje stanica 1.1B4 i izolacija DNA i RNA

U svrhu daljnjih analiza kao $to su izolacija DNA i RNA, stanice su skupljene 8., 10.,
13., 16., 20., 25. i 30. dan nakon transfekcije prethodno opisanim postupkom tripsinizacije.
Zbog male koli¢ine stanica sve bioloske replike odredenog dana su spojene te su jazice tijekom
tripsinizacije dodatno isprane medijem RPMI-1640 s L-glutaminom bez antibiotika
obogacenim s 10 % FBS-a kako bi se povecao prinos skupljenih stanica. Stanice skupljene 16.
dan nakon transfekcije iskoriStene su za nasadivanje stanica za skupljanje 20. dan nakon
transfekcije tako Sto su transfecirane stanice (TET1, DED i1 NT) nasadene u nove plocice sa 6
jaZica u razrjedenju 1:5, a kontrolne stanice Mock u nove Petrijeve zdjelice veli¢ine 10 cm u
razrjedenju 1:16. Stanice skupljene 20. dan nakon transfekcije iskoriStene su za nasadivanje
stanica za skupljanje 25. dan nakon transfekcije tako Sto su transfecirane stanice nasadene u
razrjedenju 1:5, a kontrolne stanice Mock u razrjedenju 1:6. Stanice skupljene 25. dan nakon
transfekcije iskoriStene su za nasadivanje stanica za skupljanje 30. dan nakon transfekcije tako
Sto su transfecirane stanice nasadene u razrjedenju 1:6, a kontrolne stanice Mock u razrjedenju
1:10. Stani¢ne suspenzije centrifugirane su 5 min na 500 g pri sobnoj temperaturi. Supernatant
je uklonjen, a talozi stanica resuspendirani su u otopini pufera PBS. Stani¢ni talozi
transfeciranih stanica (TET1, DED i NT) skupljenih 8., 10., 13., 16. i 20. dan nakon transfekcije
resuspendirani su u 600 uL otopine pufera PBS, stani¢ni talozi transfeciranih stanica skupljenih
25. dan u 400 uL otopine pufera PBS, a stani¢ni talozi transfeciranih stanica skupljenih 30. dan
u 2000 uL otopine pufera PBS. Stani¢ni talozi kontrolnih stanica Mock uvijek su resuspendirani
u 1500 puL otopine pufera PBS. Dio suspenzije stanica iskoristen je za izolaciju DNA, a dio za
izolaciju RNA. U slucaju transfeciranih stanica skupljenih 8., 10., 13., 16. i 20. dan nakon
transfekcije, za izolaciju DNA iskoriSteno je 200 pL suspenzije stanica, a za izolaciju RNA
iskoriSteno je 400 pL suspenzije stanica. U slu¢aju transfeciranih stanica skupljenih 25. dan, za
izolaciju DNA iskoristeno je 50 pL suspenzije stanica, a za izolaciju RNA iskoristeno je 100
uL suspenzije stanica. U slucaju transfeciranih stanica skupljenih 30. dan, za izolaciju DNA i
RNA iskori$teno je po 500 pL suspenzije stanica. U slu¢aju kontrolnih stanica Mock za izolaciju
DNA uvijek je iskoristeno 100 pL suspenzije stanica, a za izolaciju RNA 200 uL suspenzije
stanica. Eventualno preostali dio stani¢ne suspenzije pohranjen je na -80 °C kao odgovarajuca
rezerva. Stani¢ne suspenzije ponovno su centrifugirane kroz 5 min na 500 g pri sobnoj
temperaturi te je uklonjen supernatant. Tako dobiveni talozi stanica iskoriSteni su za postupak
izolacije DNA i RNA.
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3.4.

3.5.

Izolacija DNA radena je prema protokolu komercijalno dostupnog seta za izolaciju
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) uz odstupanja: 1) sva centrifugiranja >8000 rpm su
izvedena na 10000 rpm; 2) za eluciju uzoraka 8., 10. i 13. dana koristeno je 50 uL pufera AE
uz ponovnu eluciju s tih istih 50 pL, dok je za eluciju uzoraka 16., 20., 25. 1 30. dana koriSteno
100 uL pufera AE. Izolacija RNA radena je prema protokolu komercijalno dostupnog seta za
izolaciju RNeasy Micro Kit (Qiagen) uz odstupanja: 1) korak homogenizacije te koraci koji
podrazumijevaju koriStenje DNaze I su preskoceni; 2) sva centrifugiranja >8000 g napravljena
su na 10000 g, a sva centrifugiranja koja zahtijevaju punu brzinu napravljena su na 14000 g; 3)
sva centrifugiranja trajala su 30 s; 4) za eluciju uzoraka 20. i 25. dana koristeno je 16 uL vode
bez RNaza, dok je za eluciju uzoraka 30. dana koristeno 20 puL. vode bez RNaza. Koncentracija
i Cistoca izolata DNA i RNA provjerena je spektrofotometrijski (NanoDrop 8000; Thermo

Scientific) koriste¢i po 2 uL odgovarajuce otopine.
Bisulfitna konverzija ukupne genomske DNA

Izolirana ukupna genomska DNA podvrgnuta je bisulfitnoj konverziji pomocu
komercijalno dostupnog seta za bisulfitnu konverziju EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo
Research). Bisulfitna konverzija provedena je prema uputama proizvodaca uz odstupanja: 1)
po reakciji koriSteno je 50 ng DNA; 2) volumen izolata DNA i vode iznosio je 40 pL, stoga je
za pripremu reagensa za konverziju (CT Conversion Reagent) koristeno 700 uL vode; 3) u 40
uL DNA i vode dodano je 110 pL reagensa za konverziju (CT Conversion Reagent); 4) nakon
koraka 8 u novoj Ependorf tubici napravljen je dodatan korak centrifugiranja na 11000 g kroz
2 min (susenje kolone). Bisulfitna konverzija provedena je na izolatima DNA svih skupina
stanica za sve vremenske toc¢ke skupljanja stanica. Kao negativna kontrola bisulfitne konverzije

koristena je voda.
PCR koji prethodi pirosekvenciranju

Nakon bisulfitne konverzije genomske DNA potrebno je PCR-om umnoziti Zeljenu
regiju unutar koje se nalaze CpG mjesta od interesa. U slucaju analize metilacije 4 regulatorna
CpG mijesta gena HNF1A bilo je potrebno umnoziti regiju veli¢ine 67 pb koja je omedena
uzvodnom pocetnicom 5'-GGATAAGGGGGAGTTTTG-3' i nizvodnom pocetnicom (*)5'-
CTCCCCCAACCCATTAAA-3'". Nizvodna pocetnica na svom 5' kraju sadrzi biotin (*) vazan
za postupak pirosekvenciranja. PCR na bisulfitno konvertiranoj genomskoj DNA raden je

prema protokolu proizvodaca komercijalno dostupnog seta za PCR PyroMark PCR Kit
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(Qiagen). Reakcijska smjesa za jedan uzorak pripremljena je mijeSanjem 12,5 uL otopine koja
sadrzi reagense potrebne za PCR (PyroMark PCR Master Mix, 2x), 2,5 uL otopine boje
(CoralLoad Concentrate, 10x), po 0,5 uL otopine uzvodne i nizvodne pocetnice (10 uM), 0,5
uL otopine MgCl2 (25 mM), 2 uL uzorka i 6,5 pL vode bez RNaza. Umnazanje Zeljene
sekvence napravljeno je pomocu uredaja Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems)
uz iduce uvjete: 1 ciklus aktivacije DNA polimeraze HotStarTaq na 95 °C kroz 15 min; 50
ciklusa: denaturacija na 95 °C kroz 30 s, vezanje pocetnica na 55,4 °C kroz 30 s i elongacija na
72 °C kroz 30 s; 1 ciklus zavrs$ne elongacije na 72 °C kroz 10 min i pohrana na 4 °C.

Kako bi se provjerila uspje$nost umnazanja HNF1A DNA PCR-om napravljena je
vodoravna gel elektroforeza u 1,5 %-tnom agaroznom gelu. Agarozni gel prireden je otapanjem
agaroze (Agarose BioReagent; Sigma-Aldrich) u puferu TAE (sastav: 40 mM Tris, 20 mM
octene kiselinei1 mM EDTA). U prvu jaZicu gela dodano je 4 uL. markera (100 bp DNA Ladder
Ready to Load; Solis Biodyne) koji ima 13 fragmenata veli¢ina prikazanih na Slici 3-3. U ostale
jazice dodano je po 4 uL uzorka (PCR produkt, negativna kontrola bisulfitne konverzije ili
negativna kontrola PCR-a) te se gel vozio 30 min pri naponu od 100 V. Nakon elektroforeze
gel je obojen u otopini boje (GelRed; Biotium), pruge na gelu su vizualizirane UV-
transiluminatorom (Clear View; Cleaver Scientific) i fotografirane kamerom (EOS 1300D;

Canon).
bp ng/10pl

-3000 100

-2000 134

-1500 100

-1000 104
-900 93
-800 83

-700 73
-600 63

-500 104

-400 42

-300 31

-200 42

-100 31

Slika 3-3: Fragmenti markera molekulskih masa.
Marker 100 bp DNA Ladder Ready to Load (Solis
BioDyne) sadrzi 13 DNA fragmenata veli¢ina od 100
do 3000 pb. Slika preuzeta sa sluzbenih stranica Solis
BioDyne [144].
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3.6. Pirosekvenciranje nakon bisulfitne konverzije

S ciljem analize stupnja metilacije 4 regulatorna CpG mjesta u genu HNF1A u stanicama
1.1B4 nakon transfekcije, produkti prethodno opisanog PCR-a podvrgnuti su
pirosekvenciranju. Principi na kojima se temelji pirosekvenciranje objaSnjeni su na sluzbenoj
stranici proizvodac¢a Qiagen [145]. Test za pirosekvenciranje prethodno je uspostavljen
raCunalnim programom PyroMark Q24 Advanced Software (Qiagen) prema uputama
proizvodaca. Doti¢ni test koristi sekvencu 5'-AAGGGGGAGTTT-3' kao pocetnicu za
sekvenciranje. Ovim testom za pirosekvenciranje analizirana je sekvenca 5'-
TGYGGYGGYGGTYGAGG-3' koja se nalazi na kodiraju¢em lancu gena HNF1A, a koja
sadrzi 4 CpG mjesta od interesa (prikazani kao YG). Postupak pirosekvenciranja odvijao se
pomocu uredaja PyroMark Q24 Advanced (Qiagen) uz koristenje popratne vakuumske radne
postaje PyroMark Q24 Vacuum Workstation (Qiagen) i reagensa iz seta PyroMark Gold Q24
Reagents (Qiagen), a sama reakcija postavljena je prema uputama proizvodaca. Prvi korak
podrazumijeva vezanje i imobilizaciju PCR produkata na sefarozne kuglice oblozene
streptavidinom. Vezanje lanca koji ¢e se sekvencirati na streptavidinom oblozene kuglice bazira
se na interakciji biotina na 5' kraju prethodno opisane nizvodne pocetnice i streptavidina na
kuglicama. U tu svrhu pripremljena je reakcijska smjesa za imobilizaciju koja je po uzorku
sadrzavala 3 uL otopine sefaroze (Streptavidin Sefarose beads; GE Healthcare), koja je
prethodno dobro vorteksirana kako bi bila homogena, 37 pL pufera za vezanje (PyroMark
Binding Buffer; Qiagen), 20 uL vode i 20 uL odgovarajuc¢eg uzorka. Kao negativna kontrola
pirosekvenciranja koriStena je voda. Tako pripremljena reakcijska smjesa inkubirana je kroz 10
min na tresilici na 14000 rpm. Drugi korak podrazumijeva vezanje pocetnica za sekvenciranje
na imobilizirane PCR produkte. U tu svrhu pripremljena je smjesa za vezanje mijesanjem 0,75
ulL pocetnice za sekvenciranje i 19,25 uL pufera za vezanje (PyroMark Annealing Buffer;
Qiagen) po uzorku. Nakon imobilizacije PCR produkata na sefaroznim kuglicama, sefarozne
kuglice s imobiliziranim PCR produktom procis¢avane su redom kroz otopinu 70 %-tnog
etanola, pufera za denaturaciju (PyroMark Denaturation Solution; Qiagen) i pufera za ispiranje
(PyroMark Wash Buffer; Qiagen) da bi u konacnici bile ispustene u 20 pL prethodno
pripremljene smjese za vezanje pocetnica. Koraci prociS¢avanja i ispustanja sefaroznih kuglica
s PCR produktom napravljeni su na vakuumskoj radnoj postaji. Plocica sa sefaroznim
kuglicama s vezanim PCR produktom u smjesi za vezanje poc¢etnica inkubirana je u termobloku
na 80°C kroz 3 min, nakon ¢ega je postavljena u instrument za pirosekvenciranje. U spremnik

uredaja dodane su odgovarajuce koliCine reagensa: 1) smjesa enzima koja sadrzi DNA
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3.7.

3.8.

polimerazu, ATP sulfurilazu, luciferazu i apirazu; 2) smjesa supstrata koja sadrzi adenozin-5'-
fosfosulfat (APS) i luciferin; 3) smjese deoksiribonukleotida koje odvojeno sadrze dTTP,
dCTP, dGTP i dATPaS (deoksiadenozin a-tio trifosfat). Metoda koristenog spremnika je 015.
Tako napunjen spremnik postavljen je u uredaj i pokrenut je test za pirosekvenciranje.

Na prethodno opisan nacin analizirani su produkti PCR-a skupina stanica TET1, DED,
NT i Mock za sve dane skupljanja stanica (8., 10., 13., 16., 20., 25. i 30. dan od transfekcije).
Rezultati pirosekvenciranja predstavljaju postotak razine metilacije odredenog CpG mjesta, a
prikazani su u programu PyroMark Q24 Advanced Software. Dobiveni rezultati prebaceni su u
program Microsoft Excel u kojem su priredeni grafic¢ki prikazi rezultata. S obzirom da je pri
analizi stupnja metilacije za svaki uzorak pripremljena samo jedna tehnicka replika, statisticka

obrada nije mogla biti napravljena zbog nedostatka podataka.
Reverzna transkripcija

Izolirana ukupna RNA pretvorena je u cDNA metodom reverzne transkripcije koristec¢i
nasumi¢ne heksamere. Za reverznu transkripciju pripremljena je 1. reakcijska smjesa
mijesanjem 1 pL otopine nasumiénih heksamera (Random Hexamers, 50 uM; Invitrogen), 1 pL
smjese deoksiribonukleotida (Deoxynucleotide Mix, 10 mM; Sigma Aldrich) i volumena izolata
RNA koji odgovara 1000 ng RNA ili je dodan citav volumen izolata RNA u slu¢aju da je
koncentracija RNA premala. Kao negativna kontrola reverzne transkripcije koristena je voda.
Tako pripremljena 1. reakcijska smjesa dobro se vorteksira i potom inkubira na 65 °C kroz 5
min na termobloku (Veriti 96-Well Thermal Cycler; Applied Biosystems), a zatim na ledu na 4
°C kroz 5 min. U 1. reakcijsku smjesu zatim se doda 0,5 puL otopine reverzne transkriptaze
(RTase Prime Script; TaKaRa), 0,5 uL otopine inhibitora RNaza (RRI RNaselnhibitor;
TaKaRa), 4 uL pufera za reverznu transkripciju (5x PSRT Buffer; TaKaRa) i 2 pulL. H20.
Konacna reakcijska smjesa se prvo dobro vorteksira, a zatim inkubira u termobloku: 1) na 30
°C kroz 10 min; 2) na 42 °C kroz 60 min; 3) na 70 °C kroz 15 min. Nakon inkubacija, cDNA
pohranjena je na -20 °C.

Lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (QPCR)

Kako bi se analizirala razina ekspresije gena HNF1A u stanicama 1.1B4 nakon
transfekcije, cDNA sintetizirana reverznom transkripcijom analizirana je metodom
kvantitativnog PCR-a (qPCR-a). Ova metoda omogucava kvantifikaciju umnazanja specifi¢nih

molekula DNA prate¢i njihovo umnazanje PCR-om u stvarnom vremenu. Za analizu je Koristen
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uredaj 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), a reagensi koriSteni za detekciju
amplifikacije bile su probe TagMan specificne za HNF1A (TagMan Gene Expression Assay
Hs00167041_m1; Applied Biosystems) i HMBS (TagMan Gene Expression Assay
Hs00609297_m1; Applied Biosystems), koji je koriSten kao endogena kontrola. Ove probe
obuhvacaju granice egzona S§to omogucava specificno umnazanje cDNA. Na ovaj nacin
iskljuCuje se eventualna kontaminacija. Za pripremu reakcijske smjese za QPCR koristena je
komercijalno dostupna smjesa koja sadrzi sve $to je potrebno za qPCR, osim probe i kalupa
cDNA (TagMan Gene Expression Master Mix; Applied Biosystems). Za svaki uzorak cDNA i
za svaki analizirani gen pripremljena je odgovarajuéa reakcijska smjesa za QPCR mijeSanjem
10 uL prethodno opisane smjese, 1 uL otopine odgovarajuée probe TagMan, 5 puLL uzorka, iako
ovaj volumen moze biti manji ako je koncentracija cDNA veca, i vode do kona¢nog volumena
od 20 uL. Na ovaj nacin, razina ekspresije gena HNF1A u stanicama 1.1B4 analizirana je 8.,
10., 13,, 16., 20., 25. i 30. dan nakon transfekcije. Kao negativna kontrola gPCR-a koristena je
voda, a svaka reakcija napravljena je u dvije tehnicke replike. Plocica s reakcijskim smjesama
(MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate; Applied Biosystems) prekrivena je prozirnom
folijom (MicroAmp Optical Adhesive Film; Applied Biosystems) i centrifugirana na sobnoj
temperaturi kroz 3 min na 1500 rpm. Plo¢ica je potom stavljena u uredaj te je pokrenut program
postavljen pomoc¢u programa 7500 Fast Real-Time PCR.

Rezultati dobiveni gPCR-om obradeni su metodom relativne kvantifikacije AAC:[146],
gdje C: (od engl. cycle threshold) predstavlja broj ciklusa koji je potreban da reakcija ude u
eksponencijalnu fazu, tj. da fluorescencijski signal premasi grani¢nu vrijednost pozadinskog
signala. Kao referentni uzorak koristene su kontrolne stanice Mock. Vrijednosti C, koje biljezi
sam uredaj, iskoriStene su za izracun srednjih vrijednosti C i standardnih devijacija za gene
HNF1A i HMBS u svim skupinama stanica (TET1, DED, NT i Mock). Srednje vrijednosti C; za
gen HNF1A zatim su normalizirane u odnosu na srednje vrijednosti Ct gena HMBS u svakoj
skupini stanica ¢ime su dobivene vrijednosti AC: za svaku skupinu stanica. Standardne
devijacije vrijednosti C; iskoriStene su za izra¢un standardnih pogrjeSaka vrijednosti AC:.
Vrijednosti ACt skupina stanica TET1, DED i NT normalizirane su na vrijednost ACt referentne
skupine stanica Mock ¢ime je dobivena vrijednost AACt za skupinu stanica TET1, DED,
odnosno NT. Standardne pogrjeske preracunate su u maksimum AAC:, dodavanjem vrijednosti
standardne pogrjeske na vrijednost AACt, odnosno minimum AAC;, oduzimanjem vrijednosti
standardne pogrjeske od vrijednosti AAC:. Na temelju vrijednosti AAC; izraCunat je faktor
promjene ekspresije gena (FC, od engl. fold change) koji usporeduje razinu ekspresije

analiziranog gena, u ovom sluc¢aju gen HNF1A, u odredenoj skupini stanica s razinom
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ekspresije doti¢nog gena u referentnoj skupini stanica, u ovom slucaju skupina stanica Mock.
Vrijednosti maksimum i minimum AAC; prera¢unate su u minimum FC, odnosno maksimum
te prikazane kao negativna, odnosno pozitivna grjeska od FC. Kao $to je prethodno spomenuto,
zbog malog broja stanica sve bioloske replike su spojene stoga je na rezultate bilo moguce
primijeniti samo deskriptivnu statistiku. Obrada podataka i popratni grafikoni napravljeni su u

programu Microsoft Excel.
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4.

4.1.

4.2.

REZULTATI
Transfekcija i selekcija stanica 1.1B4

Stanice 1.1B4 transfecirane su: 1) plazmidom koji kodira za fuzijski protein TET1-
dCas9 u kojem je kataliticka domena funkcionalna i molekulu sgRNA koja ga navodi na ciljnu
sekvencu; 2) plazmidom koji kodira za fuzijski protein TET1-dCas9 u kojem je kataliticka
domena inaktivna i molekulu sgRNA koja ga navodi na ciljnu sekvencu (TET1-dCas9-DED);
3) plazmidom koji kodira za funkcionalan fuzijski protein TET1-dCas9 i molekulu sgRNA koja
nema komplementarnu sekvencu u genomu ¢ovjeka (kontrola Non-target); te 4) transfekcijskim
reagensom bez plazmida (kontrola Mock). Dvadeset i Cetiri sata nakon transfekcije, efikasnost
transfekcije provjerena je pod epifluorescencijskim mikroskopom te je napravljena selekcija
transfeciranih stanica pomocu antibiotika puromicina. Stanice koje nisu primile plazmid
tijekom transfekcije nisu rezistentne na puromicin te su uslijed selekcije umrle. Umrle stanice
odlijepile su se od podloge te su tijekom izmjene medija uklonjene. Stanice koje su primile
plazmid tijekom transfekcije rezistentne su na puromicin te su prezivjele proces selekcije i
ostale su zalijepljene za podlogu. Tako selektirane, prezivjele stanice koriStene su u ostatku
eksperimenta. Ukupna genomska DNA 1 ukupna RNA uspjes$no su izolirane iz skupljenih

stanica.

Agarozna gel elektroforeza PCR produkata

Kako bi se provjerila uspjeSnost reakcije PCR koja prethodi pirosekvenciranju,
napravljena je agarozna gel elektroforeza uzoraka reakcije PCR. Primjer vizualiziranog gela
nakon elektroforeze prikazan je na Slici 4-1. Rezultati ukazuju na uspjesno i specifi¢no

umnazanje zeljenog produkta reakcije PCR.

32



4.3.

~

67 bp

Slika 4-1: Agarozna gel elektroforeza produkata reakcije PCR koja prethodi pirosekvenciranju. Primjer

vizualiziranog gela nakon elektroforeze. Linije u jazicama 1-8 veli¢inom odgovaraju Zeljenom PCR produktu (67
pb), dok signal izostaje u linijama 9 (negativna kontrola bisulfitne konverzije) i 10 (negativna kontrola reakcije
PCR). Rezultati ukazuju na uspjesno i specifi¢éno umnazanje Zeljenog produkta reakcije PCR. Oznake: M — marker
molekulskih masa (100 bp DNA Ladder Ready to Load; Solis Biodyne), 1 — uzorak stanica TET1 10. dana, 2 —
uzorak stanica DED 10. dana, 3 — uzorak stanica NT 10. dana, 4 — uzorak stanica Mock 10. dana, 5 — uzorak stanica
TET1 13. dana, 6 — uzorak stanica DED 13. dana, 7 — uzorak stanica NT 13. dana, 8 — uzorak stanica Mock 13.

dana, 9 — negativna kontrola bisulfitne konverzije, 10 — negativna kontrola reakcije PCR.

Stupanj metilacije 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A nakon manipulacije fuzijskim
proteinom TET1-dCas9

Stupanj metilacije na ciljna 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A analiziran je
pirosekvenciranjem 8., 10., 13., 16., 20., 25. i 30. dan nakon transfekcije. U stanicama
transfeciranim funkcionalnim fuzijskim proteinom TET1-dCas9 (stanice TET1) doslo je do
pada stupnja metilacije na sva 4 CpG mjesta naspram kontrolnih stanica Mock te je stupanj
metilacije ostao snizen kroz 30 dana. U stanicama koje su transfecirane konstruktom TET1-
dCas9-DED, stupanj metilacije je u vecini slu¢ajeva identi¢an stupnju metilacije na ista 4 CpG
mjesta u kontrolnim stanicama Mock. Iznimka je 1. CpG mjesto na kojem je kroz sve dane
trajanja eksperimenta stupanj metilacije u stanicama DED bio niZi u odnosu na kontrolne

stanice Mock. Nije bilo razlike u stupnju metilacije na analizirana 4 CpG mjesta izmedu stanica
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koje su transfecirane kontrolnim plazmidom NT i kontrolnih stanica Mock. Rezultati stupnja

metilacije kroz vrijeme prikazani su na Slici 4-2.
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Slika 4-2: Stupanj metilacije 4 CpG mjesta gena HNF1A u stanicama TET1, DED, NT i Mock 8., 10., 13., 16., 20., 25.

i 30. dan nakon transfekcije. Stupanj metilacije prikazan je kao postotak od maksimalne moguce metilacije.
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Stupanj metilacije na pojedinom CpG mjestu prikazan je na Slici 4-3. 1z ovog prikaza

jasnije se vide razlike u promjeni stupnja metilacije naspram kontrolnih stanica Mock. Stanice

TET1 pokazuju smanjenje stupnja metilacije naspram kontrolnih stanica Mock na sva 4 CpG

mjesta, a najvece smanjenje prisutno je na 4. CpG mjestu. Stanice DED imaju smanjen stupanj

metilacije naspram kontrolnih stanica Mock samo na 1. CpG mjestu. Stupanj metilacije stanica

NT vrlo je sli¢an stupnju metilacije u kontrolnim stanicama Mock.
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Slika 4-3: Stupanj metilacije pojedinog CpG mjesta gena HNF1A u stanicama TET1, DED, NT i Mock 8., 10., 13., 16.,
20., 25. i 30. dan nakon transfekcije. Stupanj metilacije prikazan je kao postotak od maksimalne moguce metilacije.
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4.4. Razina transkripcijske aktivnosti gena HNF1A nakon epigeneticke manipulacije

fuzijskim proteinom TET1-dCas9

Razina ekspresije gena HNF1A praéena je na razini transkripcije upotrebom metode RT-
gPCR i probi TagMan i to 8., 10., 13., 16., 20., 25. i 30. dan nakon transfekcije stanica 1.1B4.
U stanicama 1.1B4 razina transkripcijske aktivnosti gena HNF1A bila je niska §to je
predstavljalo metodoloski problem. Ukoliko je bilo dovoljno stanica, reakcija qPCR je
ponovljena, a u slu¢aju kada to nije bilo moguce za vrijednost Ct uzeta je maksimalna vrijednost
broja ciklusa gPCR-a (40). Takoder, niska razina ekspresije gena HNF1A bila je uzrok velikih
razlika u vrijednosti C; izmedu tehnickih replika zbog ¢ega su prisutne velike standardne
devijacije. Zbog ogromne standardne devijacije izbacena je vrijednost razine ekspresije gena
HNF1A u slucaju stanica NT 8. dana nakon transfekcije.

U stanicama u kojima je promijenjen stupanj metilacije na 4 ciljana CpG mjesta pomoc¢u
konstrukta TET1-dCas9 izmjereno je povecanje razine transkripcijske aktivnosti gena HNF1A
u pracenom vremenskom periodu. U stanicama DED 8. dana nakon transfekcije doslo je do
smanjenja razine transkripcijske aktivnosti gena HNF1A naspram kontrolnih stanica Mock, dok
je kroz ostale dane razina transkripcijske aktivnosti bila vrlo sli¢na onoj u kontrolnim stanicama
Mock. U stanicama NT razina transkripcijske aktivnosti gena HNF1A vrlo je sli¢na onoj u
kontrolnim stanicama Mock kroz sve dane eksperimenta. Rezultati qPCR-a prikazani su po

danima na Slici 4-4.
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Slika 4-4: Razina transkripcijske aktivnosti gena HNF1A u stanicama TET1, DED, NT i Mock 8., 10., 13., 16.,
20., 25. i 30. dan nakon transfekcije. Razina transkripcijske aktivnosti prikazana je kao faktor promjene ekspresije
gena (FC, od engl. fold change).
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Slika 4-5 prikazuje sumarno promjene razine transkripcijske aktivnosti gena HNF1A

kroz sve dane eksperimenta.
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Slika 4-5: Razine transkripcijske aktivnosti gena HNF1A u stanicama TET1, DED, NT i Mock 8., 10., 13., 16., 20.,
25.130. dan nakon transfekcije. Razina transkripcijske aktivnosti prikazana je kao faktor promjene ekspresije gena

(FC, od engl. fold change).

38



5. RASPRAVA

Primjena sustava CRISPR/Cas9 svojom jednostavnoscu i svestrano$¢u revolucionirala
je proces modifikacije genoma. Uvodenjem mutacija u kataliticke domene proteina Cas9 (HNH
I RuvC) deaktivirana mu je endonukleazna aktivnost ¢ime je stvoren protein dCas9 [133]. Ovaj
protein zadrzao je sposobnost vezanja na molekulu DNA, a fuzijom proteina dCas9 i
efektorskih proteina/katalitickih domena omoguceno je njihovo ciljano vezanje na regije u
genomu. Fuzijom proteina dCas9 s transkripcijskim regulatorima, kromatin-modificiraju¢im
efektorima te funkcionalnim domenama za modifikaciju molekule DNA i histona omoguéena
je jednostavna manipulacija epigenomom. Kao S$to je originalni sustav CRISPR/Cas9
revolucionirao modifikaciju i istraZivanje genoma, tako je sustav CRISPR/dCas9 sa mnoStvom
svojih izvedenica revolucionirao modifikaciju i istrazivanje epigenoma.

Gen HNF1A kodira za transkripcijski faktor HNFlo eksprimiran u vecini organa
probavnog sustava i bubrezima [25]. HNF1a kao transkripcijski faktor ima tkivno specifi¢nu
ulogu u regulaciji ekspresije velikog broja razli¢itih gena koji su ukljuceni u metabolicke
procese, procese apsorpcije i reapsorpcije tvari, procese akutne faze upale, procese
tumorigeneze i procese glikozilacije proteina. Upravo ukljucenost transkripcijskog faktora
HNFla u regulaciji metabolizma i procesa glikozilacije proteina u B stanicama guSterace
povezuje ga s dijabetesom tipa MODY 3. Naime, mutacije u genu HNF1A uzrokuju poremecaj
u ispustanju inzulina kao odgovor B stanica na glukozu, a time i dijabetes tip MODY3.
Istrazivanja na glodavcima 1 ograni¢ena istrazivanja na ljudima ukazuju na poremecaj
ekspresije glukoznih transportera i glikoziltransferaza koje su odgovorne za uspostavu
pravilnog uzorka glikozilacije glukoznih transportera uslijed disfunkcije gena HNF1A [48].

Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati stupanj metilacije 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena
HNF1A u stanicama 1.1B4 nakon ciljanja molekularnim alatom TET1-dCas9. Takoder, cilj
ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj ciljane demetilacije ista 4 CpG mjesta na ekspresiju gena
HNF1A u stanicama 1.1B4. Stupanj CpG metilacije i razina transkripcijske aktivnosti gena
HNF1A praceni su kroz 7 vremenskih tocaka — 8., 10., 13., 16., 20., 25. i 30. dana nakon
transfekcije stanica. Zoldos i sur. [100] pokazali su kako je stupanj metilacije 4 CpG mjesta u
1. egzonu gena HNF1A obrnuto proporcionalan razini njegove ekspresije u 7 stanicnih linija,
zbog Cega je pretpostavljeno da bi ova 4 CpG mjesta mogla imati ulogu u regulaciji
transkripcijske aktivnosti gena HNF1A. Naime, pokazalo se da stanice koje imaju visok stupanj
metilacije ova 4 CpG mijesta imaju nisku razinu ekspresije gena HNF1A (stanice HeLa, MCF7,

TEL, TEL 1 i TE1 3), dok stanice koje imaju nizak stupanj metilacije imaju visoku razinu
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ekspresije (stanice Huh7 i HepG2). Na temelju svojih rezultata, i Cinjenice da je razina
ekspresije gena HNF1A smanjenja u ljudi i miSeva oboljelih od dijabetesa [48], Zoldos i sur.
[100] predlozili su kako bi epigeneticko utiSavanje gena HNF1A metilacijom mogao biti jedan
od mehanizama koji dovodi do smanjenja ekspresije gena HNF1A u B stanicama guSterace te
predstavljati jedan od mehanizama nastanka dijabetesa tipa MODY3. Pretpostavku o
regulatornoj ulozi 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A potvrdili su Josipovi¢ i sur. [101].
Oni su ciljanjem molekularnog alata TET1-dCas9 na ova 4 CpG mjesta u stanicama HEK293 i
BG1 postigli smanjenje stupnja metilacije Sto je rezultiralo povecanjem razine transkripcijske
aktivnosti gena HNF1A.

U provedenom istrazivanju 4 analizirana CpG mjestau 1. egzonu gena HNF1A pokazuju
smanjenje stupnja metilacije u skupini stanica TET1 kroz sve dane eksperimenta. Najveca
promjena stupnja metilacije u stanicama TET1 naspram kontrolnih stanica Mock zapazena je
na 4. CpG myjestu te je iznosila prosjecno 55 %. Promjene stupnja metilacije na 1., 2. i 3. CpG
mjestu u stanicama TET1 bile su manje i iznosile su prosjecno izmedu 25 i 35 %. Sli¢ni rezultati
u stanicama HEK293 postignuti su prethodnim istrazivanjem u kojem su za navodenje fuzijskog
proteina TET1-dCas9 na 4 regulatorna CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A koristene dvije
molekule sgRNA — molekula sgRNA koja je koriStena u ovom istrazivanju (sgRNAO3) i
molekula sgRNA koja se veze nizvodno od 4 CpG mjesta te je udaljena 37 pb od 4. CpG mjesta
(SyRNAO04) [101]. Promjene stupnja metilacije u stanicama HEK?293 transfeciranim aktivnim
fuzijskim proteinom TET1-dCas9 koje su opisane u tom istrazivanju 8. dana nakon transfekcije
iznosile su 27 %, 32 %, 49 % 165 % za 1., 2., 3., odnosno 4. CpG mjesto u odnosu na kontrolne
stanice Mock. Nesto nizi rezultati promjene stupnja metilacije u ovom istraZzivanju mogli bi se
objasniti koristenjem samo jedne molekule sgRNA za navodenje fuzijskog proteina na ciljnu
sekvencu. Sam profil aktivnosti koristenog molekularnog alata TET1-dCas9 mogao bi pruziti
objasnjenje rezultata koji pokazuju najvec¢u promjenu stupnja metilacije na 4. CpG mjestu.
Naime, Josipovic i sur. [101] pokazali su da je maksimum aktivnosti molekularnog alata TET1-
dCas9 oko 30 pb nizvodno od mjesta vezanja molekule sgRNA uz dodatnu aktivnost 180-200
pb uzvodno i nizvodno od mjesta vezanja molekule sgRNA, $to oni objasnjavaju potencijalnim
interakcijama fuzijskog proteina TET1-dCas9 i susjednih nukleosoma. U ovom istrazivanju
koriStena je molekula sgRNA koja navodi fuzijski protein TET1-dCas9 na udaljenost samo 4
pb od 1. CpG mjesta, dok je 4. CpG mjesto udaljeno 15 pb od mjesta vezanja alata (gledano od
kraja PAM sekvence). Stoga bi manja udaljenost 4. CpG mjesta od optimalne udaljenosti pri
kojoj molekularni alat TET1-dCas9 ima najvecu efikasnost mogla biti razlog za veéu promjenu
stupnja metilacije 4. CpG mjesta naspram ostalih CpG mjesta. Promjene stupnja metilacije 4
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analizirana CpG mjesta u stanicama DED su kroz sve dane eksperimenta vrlo male naspram
kontrolnih stanica Mock. lzuzetak je 1. CpG mjesto gdje je kroz sve dane eksperimenta
primijeéen pad stupnja metilacije od oko 25 %. Ova pojava mogla bi se objasniti sterickim
smetnjama koje izaziva vezanje fuzijskog proteina TET1-dCas9. Kao S§to je prethodno
spomenuto, 1. CpG mjesto vrlo je blizu mjestu vezanja samog fuzijskog proteina sto bi moglo
onemogucéiti pristup endogenim enzimima za odrzavanje metilacije molekule DNA.
Nemoguénost vezanja enzima kao Sto je metiltransferaza DNMT1 tijekom replikacije
onemogucéilo bi odrzavanje uzorka metilacije $to bi dovelo do pada stupnja metilacije.
Vrijednosti stupnja metilacije u stanicama NT vrlo su sli¢éne onima u kontrolnim stanicama
Mock. Prosje¢na vrijednost stupnja metilacije sva 4 CpG mjesta u stanicama TET1 je nakon
prvotnog snizenja porasla za otprilike 5 % od 16. dana od transfekcije do kraja eksperimenta,
dok su prosjecne vrijednosti stupnja metilacije sva 4 CpG mjesta u stanicama DED i NT te
kontrolnim stanicama Mock ostale nepromijenjeno snizene kroz ¢itav eksperiment. Uspjesna
primjena fuzijskog proteina dCas9-TET1 ve¢ je pokazana u stanicama HEK293-FT i SH-SY5Y
u kojima je demetiliran promotor gena RANKL, u stanicama HelLa u kojima je demetilarn
promotor gena MAGEB2 te u stanicama HEK293-FT u kojima je demetiliran promotor gena
MMP2 [147]. Morita i sur. [142] postigli su znacajnu demetilaciju u promotoru gena Gfap
koristec¢i ovaj molekularni alat u diferencijalno metiliranoj regiji utisnutog gena H19 u misjim
embrionalnim matiénim stanicama. Liu i sur. [139] demetilirali su promotor gena FMR1 u
induciranim pluripotentnim mati¢nim stanicama dobivenim iz pacijenata sa sindromom
fragilnog X kromosoma te su na misevima pokazali revertirani fenotip u divlji. Choudhury i
sur. [141] postigli su znacajnu demetilaciju u promotoru tumor supresor gena BRCA1 u
stanicama HeLa i MCF-7 uz pomo¢ dCa9-TET1.

Razina transkripcijske aktivnosti gena HNF1A u ovom radu analizirana je metodom
qPCR pri ¢emu su koriStene probe TagMan za specifi¢nu detekciju amplifikacije. Dobiveni
rezultati upuuju na povecanje razine transkripcije gena HNF1A u stanicama koje su
epigeneticki manipulirane alatom TET1-dCas9 kroz praceni vremenski period. U stanicama
TET1 razina ekspresije gena HNF1A rasla je do 10. dana nakon transfekcije kada je poprimila
maksimalnu vrijednost koja je bila 6,9 puta veca od vrijednosti u kontrolnim stanicama Mock.
Nakon 10. dana od transfekcije, razina ekspresije gena HNF1A pada na vrijednost oko 2 puta
vecu od vrijednosti u kontrolnim stanicama Mock te se ova razina ekspresije odrzala do kraja
eksperimenta. Sli¢ni rezultati dobiveni su na stanicama HEK293 transfeciranim aktivnim
fuzijskim proteinom TET1-dCas9 u kojima je utvrdeno kako je razina ekspresije gena HNF1A

8. dana nakon transfekcije bila 5,6 puta ve¢a naspram ekspresije u kontrolnim stanicama Mock
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[101]. U ovom eksperimentu razina ekspresije gena HNF1A prati razinu metilacije 4 CpG
mjesta u njegovom 1. egzonu. Razine ekspresije imaju veéu vrijednost 8., 10. i 13. dan nakon
transfekcije, kada je stupanj metilacije bio nizi, da bi od 16. dana od transfekcije pa do kraja
eksperimenta doslo do porasta stupnja metilacije $to je rezultiralo smanjenjem razine ekspresije
gena HNF1A. Sli¢ni rezultati dobiveni su na HEK293 stanicama transfeciranim aktivnim
fuzijskim proteinom TET1-dCas9 u kojima je povecanje ekspresije gena HNF1A povezano s
padom stupnja metilacije na 4 prethodno spomenuta CpG mjesta [101]. Ovaj eksperiment
pokazao je kako primjena molekularnog alata TET1-dCas9 u stanicama 1.1B4, koje sluze kao
model za istraZivanje P stanica guSterate, moze dugotrajno promijeniti stupanj metilacije 4
regulatorna CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A, a time i razinu ekspresije gena HNF1A. Kako
je promjena metilacije citozina postojana kroz vrijeme od barem 20 dana, bilo bi zanimljivo
istraziti koji se epigeneticki slojevi mijenjaju u regiji koja je ciljana alatom TET1-dCas9.

Iako ovo istrazivanje pokazuje kako su razina ekspresije gena HNF1A i razina metilacije
njegova 4 regulatorna CpG mjesta obrnuto proporcionalne, treba imati na umu kako su bioloske
replike stanica spajane zbog malog broja stanica zbog ¢ega nedostaje pravilna statisticka obrada
podataka. Ovo je pogotovo izrazeno pri analizi stupnja metilacije gdje nisu koriStene tehnicke
replike. Stoga, prije donoSenja ikakvih konaénih zakljucaka, eksperiment bi trebalo ponoviti uz
povecanje broja bioloskih 1 tehnickih replika. S obzirom da su analizirana samo 4 CpG mjesta,
bilo bi korisno prosiriti analizu na okolna CpG mjesta koja bi mogla imati utjecaj na ekspresiju.
Takoder, kako bi se eliminirao eventualni nespecifi¢ni efekt djelovanja alata TET1-dCas9
(engl. off-target efekt), bilo bi korisno analizirati stupanj metilacije sekvenci u ostatku genoma
koje su sli¢ne onoj na koju se veze koriStena molekula sgRNA, ali i elemenata LINE-1 kako bi
se utvrdio eventualni utjecaj na razinu globalne metilacije genoma. Rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem ukazuju na potencijal koriStenja molekularnog alata TET1-dCas9 u svrhu
istrazivanja povezanosti epigenetiCkog utiSavanja gena HNF1A u [ stanicama guSterae i

fenotipa poremecenog GSIS-a, $to u konacnici dovodi do dijabetesa.
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6. ZAKLJUCAK

e Stanice 1.1B4 uspjesno su transfecirane  plazmidnim  konstruktom  N-
TET1_SaCas9 Puro_Clover_sekundarna kazeta+tHNF1a_sg03 za ciljanu demetilaciju
gena HNF1A.

e Ciljanje fuzijskog proteina TET1-dCas9 na ciljnu sekvencu u 1. egzonu gena HNF1A
upotrebom jedne molekule sgRNA dovelo je do smanjenja stupnja metilacije na sva 4
CpG mjesta.

e Smanjenje stupnja metilacije na 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A pomocu
fuzijskog proteina TET1-dCas9 odrzava se kroz vrijeme od 30 dana nakon transfekcije.

e Epigeneticka manipulacija 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A pomocu fuzijskog
proteina TET1-dCas9 posljedi¢no je promijenila transkripcijsku aktivnost gena HNF1A.

e Povecanje razine transkripcijske aktivnosti gena HNF1A zadrzava se do 30. dana nakon
transfekcije stanica 1.1B4.

e Ciljana demetilacija 4 CpG mjesta u 1. egzonu gena HNF1A fuzijskim proteinom TET1-
dCas9 dovela je do povecanja transkripcijske aktivnosti gena HNF1A §to ukazuje na

regulatornu ulogu ova 4 CpG mjesta.
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8. ZIVOTOPIS

Roden sam 31.08.1995. u Zagrebu, a od svoje 3. godine zivim u Velikoj Gorici gdje sam
pohadao Osnovnu $kolu Eugena Kumici¢a. Srednjoskolsko obrazovanje stekao sam u XV.
gimnaziji (MIOC) u Zagrebu nakon ¢ega sam 2014. upisao Preddiplomski studij molekularne
biologije pri Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
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