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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Zbog ucestalih napada bakteriofagima, veliki udio bakterija 1 arheja razvilo je specific¢an
obrambeni sustav adaptivne imunosti koji se naziva CRISPR-Cas. Sustav se sastoji od seta gena
cas (engl. CRISPR-associated), koji se razlikuju ovisno o organizmu, i lokusa CRISPR (engl.
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) koji se sastoji od kratkih
ponavljajucih palindromskih sljedova duljine oko 30-40 parova baza izmedu kojih se ugraduju
razmaknice koje potjecu od strane virusne ili ekstrakromosomske DNA poput plazmida.
Mehanizam djelovanja sustava se sastoji od tri faze: (1) adaptacija ili ugradnja razmaknica u
lokus CRISPR pomocu proteina Casl i1 Cas2, (2) prepisivanje i sazrijevanje transkripta lokusa
CRISPR $§to ukljucuje nastanak duge molekule pre-crRNA 1 njeno procesiranje u kratke
molekule crRNA koje sadrze po jednu razmaknicu omedenu ponavljaju¢im slijedom, 1 (3)
interfercija, tj. prepoznavanje ciljne nukleinske kiseline (dvolancna DNA (dIDNA),
jednolancana DNA (JIDNA) ili RNA) pomocu efektorskih proteina te njeno cijepanje
nukleazom ili ometanje amplifikacije pomoc¢u malih molekula crRNA.! Proteini Casl i Cas2
prisutni su u gotovo svim poznatim sustavima CRISPR-Cas, dok se ovisno o efektorskim
proteinima, jedinstvenim genima i genskim strukturama za pojedine lokuse, sustav mozZe
kategorizirati u dvije velike klase, Sest tipova te barem 19 podtipova.'? Klasa I, koja obuhvaca
tipove I, 111 1 IV, koristi multiproteinski kompleks za prepoznavanje ciljne sekvence i zasebnu
nukleazu za njenu degradaciju, dok sustavi klase II, tipovi II, V 1 VI, sadrZze samo jedan
efektorski protein koji vrsi obje funkcije.> Sustav CRISPR-Cas u bakteriji Escherichia coli
pripada klasi I tipu I (podtip I-E). Multiproteinski kompleks Cascade (engl. CRISPR-associated
complex for antiviral defense) prepoznaje ciljnu sekvencu, odmotava dvostruku zavojnicu i
regrutira nukleazu Cas3 na mjesto cijepanja nakon ¢ega Cas3 uvodi jednolancane lomove u
molekuli DNA.3

U novijim istrazivanjima dokazano je da je u E. coli sustav CRISPR-Cas strogo ovisan
o temperaturi te da su geni za kompleks Cascade i protein Cas3 pod transkripcijskom kontrolom
proteina H-NS (engl. histone-like nucleoid-structuring protein) koji utiava njihovu ekspresiju.*
Pretrazivanjem 1 identifikacijom gena E. coli koji su esencijalni za funkciju sustava CRISPR-
Cas nadeno je da ATP-ovisan molekulski Saperon HtpG (engl. high-temperature protein G),

homolog eukariotskog Saperona Hsp90, pospjesuje efikasnost obrane od bakteriofaga, tj. djeluje

Lea Barbarié¢ Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

kao pozitivan regulator sustava na posttranslacijskoj razini.’> Delecijom gena hipG sustav
CRISPR-Cas gubi svoju aktivnost dok se komplementacijom istog ta aktivnost u potpunosti
vraca. Takoder je uoceno da smanjenjem koli¢ine proteina HtpG dolazi do slabije aktivnosti
proteina Cas3 koji je esencijalan za pruzanje adaptivne imunosti bakterijskim stanicama.’
Zanimljivo je da sustav CRISPR-Cas u E. coli nije reguliran samo geneticki, ve¢ 1 temperaturno.
Uoceno je da pri temperaturi inkubacije od 37 °C dolazi do inaktivacije proteina Cas3 i s time

1 gubitka efikasnosti u obrani od strane DNA.

Cilj ovog istrazivanja je odrediti kako temperatura, jaina promotora i Saperon HtpG
utjeCu na koli¢ine proteina Cas3 u razliitim delecijskim sojevima bakterije E. coli da bi se
bolje razumjela temperaturna osjetljivost proteina Cas3 i regulacija sustav CRISPR-Cas. U tu
svrhu istrazen je utjecaj ekspresije Saperona HtpG na koli¢ine proteina Cas3 u razlicitim
delecijskim sojevima E. coli, divlji tip, Ahns, AhtpG 1 AhnsAhtpG, u ovisnosti o temperaturi
inkubiranja stanica i jacine promotora s kojeg se prepisuje gen cas3.

Drugi cilj je istraziti utjecaj toCkastih mutacija u genu A#pG na regulaciju i aktivaciju
proteina Cas3, odnosno njihov utjecaj na obranu od infekcije fagom lambda pri temperaturama
inkubacije od 30 °C 137 °C.

Rezultati ovog rada pokusati ¢e dodatno pojasniti utjecaj temperature 1 Saperona HtpG na
funkcionalne koli¢ine proteina Cas3 u razliitim bakterijskim sojeva E. coli. Takoder pokazati
¢e se da li ciljani aminokiselinski ostaci u genu /#pG, supstituirani ciljanom mutagenezom,
imaju utjecaj na interakciju genskog produkta s proteinom Cas3 i/ili uzrokuju konformacijsku

promjenu u veznoj ili ATPaznoj domeni.

Lea Barbarié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Sustav CRISPR-Cas

Sustav CRISPR-Cas je dvokomponentni sustav adaptivne imunosti prisutan u arhejama i
bakterijama uklju¢en u obranu od stranih genetickih elemenata, najceS¢e virusne i plazmidne
DNA. Sustav se sastoji od seta gena cas (engl. CRISPR-associated), koji se razlikuju ovisno o
organizmu, 1 lokusa CRISPR (engl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
koji se sastoji od kratkih ponavljajucih palindromskih sljedova duljine oko 30-40 parova baza
izmedu kojih se ugraduju razmaknice koje potjecu od strane DNA. Geni cas u bakteriji E. coli
nalaze se uzvodno od lokusa CRISPR. [zmedu gena 1 lokusa se joS nalazi 1 vodeca regija (engl.
leader), unutar koje se nalazi promotor s kojeg zapoc€inje transkripcija lokusa CRISPR.

Sustav je prvi put uocen 1987. godine kada su, istrazivajuc¢i sekvencu gena izoenzima
alkalne fosfataze iap u genomu E. coli K-12, nizvodno od njega Ishino 1 suradnici sa Sveucilista
u Osaki primijetili ponavljanja od 29 nukleotida medusobno odvojenih nepovezanim,
neponavljaju¢im kratkim nukleotidnim sljedovima duljine 32 pb (razmaknice, engl. spacers).%’
Organizacija razmaknica je bila neobi¢na te nisu znali koja je njihova funkcija.

Najve¢i napredak u razumijevanju lokusa CRISPR dogodilo se kada je uoceno da uz
lokus se pojavljuje set homolognih gena, tzv. gena cas koji su sadrzavali helikazne 1 nukleazne
motive.?

Tek 2005. godine pokazano je da neke razmaknice potjecu od DNA faga i
ekstrakromosomalne DNA poput plazmida.>'? Ispostavilo se da su razmaknice zapravo
fragmenti virusne DNA faga koji su prethodno pokusali inficirati stanicu. To je ukazivalo da bi
sustav CRISPR-Cas mogao imati ulogu u adaptivnoj imunosti kod bakterija.!!

U 2008. godini identificiran je kompleks proteina Cas nazvan Cascade (engl. CRISPR-
associated complex for antiviral defense) u E. coli koji cijepa prekursorsku molekulu CRISPR
RNA (engl. pre-crRNA) u male zrele molekule crRNA koji sadrze razmaknice.!> Takoder je
utvrdeno da su glavni elementi sustava kompleks Cascade, crRNA 1 jedna helikaza/nukleaza,
tzv. protein Cas3 esencijalni da bi doslo do efikasne obrane od virusne DNA u bakterijskom

domacinu.

Lea Barbarié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Uredivanjem lokusa CRISPR genetickim inzenjerstvom, pokazano je da obje
orijentacije crRNA (sense 1 antisense) sudjeluju u pruzanje imunosti, tj. da crRNA u konacnici
cilja dvolananu DNA!? §to je i potvrdeno 2010. godine studijom na bakteriji Streptococcus
thermophilus."3

Predmet najvise istrazivanja je sustav CRISPR-Cas u bakteriji Streptococcus pyogenes
koji se oslanja na protein Cas9. Endonukleaza Cas9 sastoji se od 4 komponente koje ukljucuju
dvije male molekule RNA: crRNA i tractrRNA (engl. trans-activating CRISPR RNA).'*

Doudna i Charpentier rekonstruirale su Cas9 u dvokomponentni sustav koji sadrzi samo
jednu molekulu RNA, vodeca ili sgRNA (engl. single-guide RNA) koja u kombinaciji s Cas9
pronalazi i cijepa molekulu DNA koja je specifi¢no ciljana molekulom sgRNA.'> To znaci da
manipulacijom nukleotidnog slijeda vode¢e RNA moguce je ciljano cijepati bilo koju DNA
sekvencu. To otkri¢e je bilo toliko znacajno da je znanstvenicama dodijeljena Nobelova

nagrada za kemiju 2020. godine.

2.2. Molekularni mehanizmi: adaptacija, sazrijevanje i interferencija

Prilikom napada bakteriofaga, prva faza imunosnog odgovora je uhvatiti DNA faga te ju
ugraditi u lokus CRISPR u obliku razmaknica. Proteini Casl 1 Cas2 konzervirani su u skoro
svim klasama i tipovima sustava $to ukazuje da sudjeluju u akviziciji razmaknica.'® Iako se
proteini Casl izmedu razli¢itih organizama domacina razlikuju po aminokiselinskom slijedu,
njihove kristalne strukture su vrlo sli¢ne i svi su metal-ovisne nukleaze koje vezu DNA.!7
Proteini Cas2 posjeduju endoribonukleazne aktivnosti te specificno cijepanju ili jednolancanu
RNA" ili dvolan¢anu DNA!°. Bioinformatickom analizom dijelova genoma faga koji su
izrezani kao razmaknice, nazvani protorazmaknice (engl. protospacer), uo€eno je da nisu
nasumicni ve¢ se nalaze u blizini kratkih DNA sekvenci (3-5 nukleotida) nazvanih PAM (engl.
protospacer adjacent motif). Prilikom ugradnje razmaknice u lokus CRISPR ne dolazi do
ugradnje sekvence PAM da bi se mogla razlikovati strana DNA od DNA domacina.

Idu¢i korak je generiranje crRNA. crRNA se inicijalno prepisuje kao dio dugog
transkripta (pre-crRNA) koji obuhvaca ve¢i dio niza lokusa CRISPR. Dugi transkript je tada
pocijepan proteinima Cas da bi nastale male zrele molekule crRNA.2° Mehanizam cijepanja
pre-crRNA razlikuje se izmedu sustava CRISPR-Cas. Novonastala crRNA asocira s proteinima

Cas te nastaje ribonukleoproteinski kompleks koji prepoznaje ciljanu sekvencu DNA pri ¢emu
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nema preferencije za kodiraju¢i, odnosno lanac kalup molekule DNA.!3 U sustavima tipa I-E
molekula crRNA se veze za peteroclani kompleks proteina Cas zvan Cascade.

Posljedn;ji korak je interferencija, odnosno prepoznavanje ciljne sekvence. U sustavima
tipa I za interferenciju je neophodno prepoznavanje sekvence PAM na lancu komplementarnom
crRNA i njegovo sparivanje s crRNA. Komplementarno sparivanje lanaca strane DNA i crRNA
te sekvence PAM signalizira konformacijsku promjenu u kompleksu Cascade te dolazi do
regrutiranja endonukleaze Cas3 za razgradnju DNA (Slika 1). Sustavi tipa II sadrze samo jedan
dvokomponentni protein, Cas9, koji veze i cijepa stranu DNA. Proteinu Cas9 su potrebne i
ctRNA 1 tracrRNA da bi mogao izvrsiti svoju funkciju dok cijepanje DNA se vrsi
endonukleaznom domenom sli¢cnom RNAazi H.?! Komplementarnost sekvence PAM je nuzna
ali prepoznavanje se dogada na istom lancu kao i crRNA (obrnuto od sustava tipa I). Sustavi
tipa I1I zahtijevaju Sest ili sedam proteina Cas koji se vezu na crRNA.??

Da ne bi doslo do cijepanja vlastite DNA, zrela crtRNA uz razmaknice sadrzi 1 dio
ponavljajuceg slijeda lokusa CRISPR S§to sprjecava da sustav CRISPR-Cas prepozna vlastiti

kromosom kao cilj za razgradnju.??

FAZA 1: adaptacija FAZA 3: @j p
~r INTERFERNCIJA

o~

geni cas lokus CRISPR
@DDD—OIOIODOIN @ @
- /l e D @

CRISPR

e Lo L — w:ﬁﬂw;jljr

FAZA 2: ekspresija i sazrijevanje crRNA

Slika 1. Prikaz mehanizam djelovanja sustava CRISPR-Cas na infekciju stranom DNA. Prikazani su
geni cas i lokus CRISPR izmedu kojih se nalazi vodeca regija unutar koje se nalazi promotor s kojeg
zapocinje prepisivanje lokusa CRISPR. U obliku crnih rombova prikazani su ponavljajuéi sljedovi dok
su Sarenim kvadrati¢ima prikazane razmaknice. Tijekom adaptacije (faza 1) fragmenti strane DNA se
ugraduju u lokus CRISPR u obliku razmaknica. U fazi 2 dolazi do ekspresije dugacke pre-crRNA i
njenog sazrijevanja u male molekule crRNA od kojih svaka sadrzi jednu razmaknicu. Prilikom
interferencije, c¢crRNA vezu proteini Cas koji pronalaze ciljnu protorazmaknicu i nakon

komplementarnog sparivanja cijepaju stranu DNA. Preuzeto i doradeno iz reference 24.
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2.3. Kilasifikacija sustava CRISPR-Cas

Sustavi CRISPR-Cas Kklasificirani su u dvije klase prema proteinima Cas ukljucenih u
interferenciju. Klasa I koristi kompleks viSestrukih proteina Cas za razgradnju strane DNA dok
klasa II koristi samo jedan veliki protein u iste svrhe. Klasa I se onda dijeli na tipove I, 111 IV,
dok se klasa II dijeli na tipove II, V i VI.2% Sest tipova sustav se onda jo§ dijeli na 19 podtipova
ovisno o prepoznatljivim proteinima Cas (npr. I-A, I-B, I-C, itd.). Proteini Cas1 i Cas2 prisutni

su u skoro svim sustavima CRISPR-Cas za koje se smatra da su aktivni.?
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Slika 2. Prikaz tipova sustava CRISPR-Cas, tip I, II i III, koji se razlikuju u procesiranju pre-crRNA i
jedinstvenim efektorskim proteinima. U tipu I protein Cas3 vrsi cijepanje ciljne DNA dok je crRNA
stabilizirana kompleksom Cascade, u tipu II protein Cas9 vrsi obje funkcije dok je u tipu III protein
Cas6 odgovoran za funkciju sazrijevanja crRNA nakon ¢ega funkciju preuzima kompleks Cms/Cmr.

Preuzeto i prilagodeno prema ref. 26.

Tipicni lokusi sustava tipa I sadrze gen cas3 koji kodira veliki protein s odvojenim helikaznim
1 DNaznim aktivnostima, uz gene koji kodiraju za komplekse proteina poput kompleksa
Cascade.?” Medu proteinima koji sa¢injavaju kompleks Cascade identificiran je protein koji
spada u klasu proteina RAMP (engl. receptor activity-modifying protein) s RNA

endonukleaznom aktivno$éu kao glavni enzim koji katalizira procesiranje duge pre-crRNA.?
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Sustavi CRISPR-Cas tipa I ciljaju dvolancanu DNA te ciljano cijepanje kataliziraju HD
(histidin-aspartat) domene proteina Cas3.%’

U sustavima tipa II dovoljan je jedinstveni, veliki protein Cas9 za generiranje crRNA i
cijepanje ciljne DNA, pored proteina Casl i1 Cas2 nuznih za adaptaciju. Cas9 sadrzi najmanje
dvije nukleazne domene, nalik nukleazi RuvC, pri kraju aminokiselinskog slijeda, 1 HNH
(histidin-asparagin-histidin) nukleaznoj domeni u sredini aminokiselinskog slijeda.?® Funkcija
tih domena je cijepanje ciljne molekule DNA. Prilikom sazrijevanja pre-crRNA nastaje dupleks
izmedu tractrRNA 1 dijela ponavljanju unutar crRNA te dolazi do cijepanja unutar te regije.
Sazrijevanje katalizira enzim domacina, RNaza I1I, koja specifi¢no cijepa dvolan¢anu RNA.?
Sustavi tipa III za stabilizaciju i sazrijevanje ctrRNA koriste komplekse slicne kompleksu
Cascade, te se mogu dalje podijeliti u sustave tipa III-A 1 III-B. Sustavi tipa III-A mogu cijepati
kruznu DNA poput plazmida, dok sustavi III-B mogu ciljati molekule RNA. Jedine potvrdene
RNA endonukleaze, osim proteina Cas2, su protein obitelji RAMP te sustavi tipa III ukljucuju
najmanje dva proteina RAMP uz protein Cas6 koji je ukljucen procesiranje transkripata (Slika

2).26

2.4. Sustav CRISPR-Cas u bakteriji Escherichia coli

Sustav CRISPR-Cas tipa I-E u bakteriji Escherichia coli sastoji se od osam gena cas smjeStenih
uzvodno od lokusa CRISPR. Prvo se nalazi gen cas3 nakon koje slijedi kratka intergenska
regija, pa geni casABCDE12 pod regulacijom operona, vodeca regija i na kraju sam lokus
CRISPR. Geni casABCDE kodiraju za proteine koji formiraju podjedinice kompleksa
Cascade?®, dok proteini Cas1 i Cas2 sudjeluju u procesu adaptacije i formiraju kompleks Cas1-

Cas2'6%6 (Slika 3).

Pga_s.? Pcas8e PC&I_SPR
cas3 cas8e cse2 cas7 cas5 cas6 casl cas2 CRIS_PR1_
> ) mm) mhmmd )12 L1
a;tiPcas

Slika 3. Organizacija gena cas i lokusa CRISPR u sustavu CRISPR-Cas tipa I-E u bakteriji E. coli.

Preuzeto i prilagodeno iz ref. 30.
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Faza adaptacije zapocCinje detekcijom invazivnog genetiCkog materijala. Casl 1 Cas2 su
neophodni za akviziciju 1 umetanje razmaknice u lokus CRISPR kao §to je slucaj kod vecine
sustava.'® Ti proteini tvore kompleks koji je graden od dva dimera Casl koji omeduju jedan
srediS$nji dimer Cas2 (Casl,-Cas2,-Casl»). Taj kompleks prepoznaje i odabire fragment DNA
bakteriofaga (protorazmaknica) vode¢i se sekvencom PAM. Nakon prepoznavanja
protorazmaknice, strani fragment DNA se izrezuje pomocu nukleazne aktivnosti proteina
Casl.?! ProuCavanjem kristalne strukture kompleksa Casl-Cas2 u kompleksu s
protorazmaknicom uoceno je da fragment DNA na 3' krajevima sadrze jednolancane strSece
krajeve sa slobodnim hidroksilnim skupinama. Svaki dimer Casl koristi jednu hidroksilnu
skupinu za kataliziranje integracije protorazmaknice u lokus CRISPR.!632 Tako se omogucuje
pozicioniranje jednog dimera Casl i jedne 3' OH skupine u blizini 5' fosfatne skupine prvog
nukleotida ponavljajuceg slijeda lokusa CRISPR kodiraju¢eg lanca te dolazi do nukleofilnog
napada 1 medusobne ligacije. U slijede¢em koraku dolazi do nukleofilnog napada preostalog
dimera Casl 1 3' OH skupine protorazmaknice na 5' fosfatnu skupinu nekodirajuceg lanca pri
¢emu dolazi do intregacije proturazmaknice u lokus CRISPR omedene jednolancanim
ponavljanjima.>> DNA-polimeraza I nadopunjuje preostale praznine i DNA ligaza dovrSava
proces uz koji dolazi i do replikacije prvog ponavljajuéeg slijeda.'®* Taj proces poznat je pod
nazivom naivna adaptacija (engl. naive) i podrazumijeva akviziciju nove razmaknice od stranog
geneticnog elementa na koji ne postoji prethodni imunitet. Zbog mnogih mutacija u genomima
bakteriofaga, razmaknica strane DNA koja je ve¢ ugradena u genom domacina stimulira
ugradnju novih dodatnih razmaknica iste molekule u procesu zvanom pripremljena adaptacija
(engl. primed).**> Za ovaj oblik adaptacije, osim proteina Casl i Cas2, potrebni su i ostali
proteini Cas ukljuceni u interferenciju. Uz Casl, 1 Cas2 je nuzan da bi cijeli proces adaptacije
funkcionirao. Cas2 ima vaznu funkciju pozicioniranja dimera Casl na ispravnu udaljenost da
bi se dobila proturazmaknica duljine to¢ko 33 nukleotida.?®

Rezultat adaptacije je novi fragment strane DNA ugraden u lokus CRISPR. Kada dode
do napada istog bakteriofaga, bakterijski domacin zapocinje prepisivanje gena cas i lokusa
CRISPR. Nastaje multienzimski kompleks Cascade koji je graden od jednog monomera Csel,
dva Cse2, Sest Cas7 te jednog Cas5 i Cas6e.?®3¢ Lokus CRISPR prepisuje se kao dugacka pre-
crRNA pri ¢emu ponavljanja poprimaju strukturu ukosnice (engl. hairpin) S$to signalizira

kompleksu Cascade da se moze vezati. Taj dugacki transkript procesira protein Cas6e pri cemu
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nastaju male zrele molekule crRNA te se svaka sastoji od 7 nukleotida 5' ponavljajuceg slijeda,
33 nukleotida razmaknice i 21 nukleotida 3' ponavljajuceg slijeda.?

U fazi interferencije, nastali ribonukleoproteinski kompleks Cascade-crRNA
prepoznaje sekvencu PAM u stranoj DNA pomocu proteina Csel. Sparivanjem crRNA i1
komplementarnog lanca strane DNA dolazi do formiranja tzv. R-omc¢e (engl. R-loop) Sto
signalizira i regrutira endonukleazu Cas3.3” HD-nukleazna domena proteina Cas3, koja cijepa
jednolan¢anu DNA, urezuje i degradira nekomplementarni lanac DNA u 3' > 5' smjeru.
Njegova ATP-ovisna helikazna domena istiskuje stranu DNA iz kompleksa Cascade-crRNA
pri éemu se generira nova jednolan¢ana meta dostupna za razgradnju.’’-8

Mutacijama u regija PAM ili regijama homologije razmaknica 1 proturazmaknica, strani
geneticki elementi mogu izbjeci prepoznavanje sustava CRISPR-Cas, ali adaptivna imunost u
bakterijama je 1 dalje efikasna zbog akvizicije viSe razmaknica iste molekule strane DNA,

odnosno pripremljene adaptacije, ¢ime se osigurava uspjesna obrana od infekcije.?

2.4.1. Cas3

Protein Cas3 je esencijalna komponentna sustava CRISPR-Cas u E. coli te je njegova vaznost
otkrivena upravo u ovom organizmu. Cas3 je ATP-ovisna helikaza/translokaza koja prepoznaje
jednolan¢anu DNA, spojena s HD-nukleaznom domenom.* Nukleazna i translokazna domena
Cas3 razgraduju ciljnu molekulu DNA cijepaju¢i ju na krace fragmente duljine 10-ak
nukleotida ponistavajuci stranu DNA kao dio procesa interferencije.

N-terminalna HD-nukleazna domena, koja ima funkciju metal-ovisne fosfohidrolaze
¢iji je substrat jednolancana DNA, fuzionirana je s dvije helikazne podjedinice sli¢ne proteinu
RecA karakteristi¢ne za helikaze superfamily-2 (SF2).*° Njihovo suradivanje osigurava ATP-
ovisnu translokaciju i razgradnju jednolan¢ane DNA.?’ Aktivno mjesto HD-domene sadrzi
nekoliko konzerviranih elemenata koji su ukljuceni u koordinaciju jIDNA iz domena RecA,
poput izrazene hidrofilne a-zavojnice 1 tirozinskih/triptofanskih bo¢nih ogranaka lociranih na
granici RecA 1 HD-domene. Pronadeno je da funkcija HD-domene moZe biti stimulirana
metalnim ionima poput kalcija (PDB: 3S4L), mangana*! i Zeljeza**. Kao i mnoge helikaze, Cas3
sadrzi 1 C-terminalnu domenu ¢ije funkcije jo§ nisu razjaSnjene (Slika 4).

Da bi nukleazna aktivnost Cas3 bila funkcionalna, prvo je nuzno da kompleks Cascade
provjeri ciljnu DNA. Kompleks Cascade identificira sekvencu PAM pri ¢emu dolazi do

stabilizacije 1 sparivanja komplementarnih lanaca crRNA-DNA. Sparivanjem lanaca nastaje R-
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omca koja dovodi do promjene konformacije proteina Csel u kompleksu Cascade te dolazi do
izlaganja regije koja u interakciji s Cas3 aktivira kataliticko cijepanje jIDNA.* Pomocu analize
spektrometrijom masa spregnute s izmjenom vodika 1 deuterija, pronadena je a-zavojnica H1 u
regiji Csel kao mjesto pristajanja i1 interakcije s proteinom Cas3 te je moguce da sluzi kao
molekularni okida¢ za aktivaciju nukleazne HD-domene Cas3.**

Kada se Cas3 veze na ciljnu jIDNA, hidrolizom ATP-a (engl. adenosine triphosphate)
se moze pomicati po DNA 1 odmatati lance helikaznom aktivno$¢u. Uz to, prilikom
translokacije moze ukloniti ostale proteine vezane na molekulu DNA S§to je karakteristicno za
obitelj translokaza.*> Prvo se degradira jIDNA koja nije ciljana crRNA (engl. non-target
singlestrand DNA, NTS-DNA). Posto prilikom asocijacije Cas3 s regijiom Csel kompleksa
Cascade 1 cijepanja NTS-DNA dolazi do odmicanja DNA iza R-omce 1 nukleazne domene,
nakon pocetnog urezivanja dolazi do translokacije u 3' > 5' smjeru mehanizmom namotavanja
Sto omogucuje nastajanje jednolancanih praznina. Hvatanju molekule DNA 1 pocetku
translokacije pomaze rascjep bogat argininom, visoko konzerviran u proteinima Cas3 medu
vrstama, pri cemu se DNA pomice blize domenama RecA koje kataliziraju njeno odmatanje
hidrolizom ATP-a i usmjeravaju ciljani lanac prema HD-domeni. Namotavanjem DNA dolazi
do akumulacije torzija medu lancima §to aktivira nukleaznu domenu te pritom dolazi do
procesivnog cijepanja DNA u manje fragmente 1 disocijacije kompleksa Cascade s
proturazmaknice.***® Nastale fragmente strane DNA mogu koristiti proteini Casl i Cas2 kao

razmaknice za pripremljenu adaptaciju.'64’
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Slika 4. Kristalna struktura proteina Cas3 u E. coli pretpostavljena prema modelima rijeSenih struktura
Cas3 iz Thermobaculum terrenum (PDB: 4Q2C) i Thermobifida fusca (PDB: 4QQW, 4QQX i 4QQY)
pomocu programa Phyre2. Struktura je prikazana u dvije orijentacije. N-terminalna HD-domena
prikazana je ruzicastom bojom, domene RecAl i RecA2 prikazane su zelenom, odnosno naran¢astom
bojom, a C-terminalna domena (CTD) plavom bojom. Aktivnho mjesto (His-Asp) HD-domene i
aminokiselinski ostaci (DEVH) domene RecAl koji sudjeluju u hidrolizi ATP-a prikazani su crvenim
kuglicama, dok su hidrofilna zavojnica (ACH) i regija bogata argininom (ARC) oznacene plavom

bojom. Preuzeto iz ref. 40.

2.5. Regulacija sustava CRISPR-Cas I-E

Regulacija sustava CRISPR-Cas u E. coli nije jo§ uvijek u potpunosti razjasnjena. Sustav je
snazno utiSan proteinom H-NS koji je veoma zastupljen u prokariotskim stanicama 1 sluzi za
organizaciju genomske DNA. Osim njega, negativni regulator transkripcije sustava je i protein
cAMP-CRP (engl. cAMP receptor protein) i protein StpA (engl. suppressor of td phenotype
A)*°, ali zanimljivo je da cAMP-CRP djeluje kao pozitivan regulator proteina Cas3*. Protein
LeuO (engl. transcriptional activator of leuABCD operon) je pozitivan regulator sustava i
djeluje antagonisticki proteinu H-NS aktivacijom gena cas.* Saperon HtpG djeluje kao
posttranslacijski aktivator koji pomaze pri smatanju i agregaciji proteina Cas3.*®

Osim raznim proteinima, sustav je reguliran 1 temperaturom.

Lea Barbarié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 13

2.5.1. Histone-like nucleoid-structuring protein (H-NS)

U in vitro uvjetima, transkripcija gena cas snazno je utiSana proteinom H-NS koji je globalni
regulator u mnogim Gram-negativnim bakterijama. Uglavnom djeluje kao represor u uvjetima
stresa ili promjenama u okoli$u, poput temperature, pH, udjelu kisika i/ili osmolalnosti.*® U E.
coli, H-NS sprjecava transkripciju lokusa CRISPR 1 gena koji kodiraju za kompleks Cascade i
Cas1-Cas2 vezu¢i se na intragensku regiju u kojoj se nalazi promotor Pc.s. Uz to, sprjecava i
transkripciju gena cas3 vezui se na njegov promotor. Delecijom gena hns (Ahns) iz
bakterijskih stanica koje sadrze razmaknicu anti-lambda T3 (AT3) u lokusu CRISPR, uocena je

povecana rezistencija na infekciju fagom lambda.*

2.5.2. High temperature protein G (HtpG)

Protein HtpG je bakterijski Saperon koji pripada obitelji proteina Hsp90 i1 spada u skupinu
visoko konzerviranih ATP-ovisnih Saperona koji imaju funkciju pravilno smatati 1 modelirati
proteinske supstrate. HtpG sluZi o¢uvanju funkcionalnih koli¢ina proteina Cas3 u E. coli te
pomaze pri njegovom smatanju i stabilizaciji. Gen A¢pG nije esencijalan u bakteriji E. coli te je
njegova povezanost s proteinom Cas3 otkrivena u delecijskim stanica Ah#pG pri Cemu je sustav
izgubio svoju sposobnost obrane od infekcije fagom lambda pri 32 °C.> Njegova odsutnost
moze se nadomjestiti prekomjernom ekspresijom HtpG ili Cas3 s plazmida kada dolazi do
vrac¢anja rezistencije na 32 °C, dok je na temperaturi od 37 °C taj odnos malo kompliciraniji.*®
To ukazuje da sustav treba HtpG da bi funkcionirao pri viSim temperaturama iako njegova uloga
nije u potpunosti razjasnjena. Ta funkcija je uoCena samo u bakteriji E. coli dok je u drugim
bakterijama HtpG prisutan samo u specifi¢nim uvjetima.*

Saperon HtpG sadrzi 624 aminokiseline te njegova molekulska masa iznosi 71,4 kDa.
Aktivni protein nalazi se u stanicama u homodimernom obliku te se dimerizacija odvija na C-
terminalnoj domeni (Slika 5). Na N-terminalnoj domeni nalazi se ATP-vezna i ATPazna

domena sli¢na proteinu Hsp90.%°
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Slika 5. Kristalna struktura proteina HtpG u homodimernom obliku u kompleksu s molekulom ADP-a
(PDB: 2I0OP). Plavom bojom oznacen je N-terminalni kraj proteina na kojem se nalazi ATP-vezna

domena, dok je crvenom bojom ozna¢en C-terminalni kraj. Preuzeto iz ref. 51.

2.5.3. Temperaturno uvjetovana osjetljivost proteina Cas3

U prijasnjim istraZivanjima, uoceno je da je efikasnost obrane od infekcije faga lambda
sustavom CRISPR-Cas u E. coli strogo ovisna o temperaturi. Pokazalo se da delecijom gena
hns (Ahns) u soju E. coli koji sadrzi anti-lambda razmaknicu T3 dolazi do znatnih povecanja u
razini transkripata cas3, pogotovo u stacionarnoj fazi rasta bakterijskih stanica, i efikasnosti u
obrani od strane DNA na 30 °C.*8 Ipak, na 37 °C da bi sustav efikasno funkcionirao protiv
infekcije faga lambda, nije dovoljno regulirati sustav putem proteina H-NS i cAMP-CPR*, veé
je potrebno pojacati ekspresiju Cas3 (Slika 6).* Pretpostavljeno je da nestabilnost proteina Cas3

ili manjak njegovih koli¢ina u stanicama dovodi do temperaturne ovisnosti sustava §to bi
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znadilo da je upravo Cas3 limitirajuéi faktor u obrani od strane DNA.# Nije u potpunosti poznato
da li je protein Cas3 nestabilan pri viSim temperaturam ili dolazi do promjene u njegovoj
konformaciji 1/ili aktivnosti, ali potreban mu je Saperon HtpG za odrzavanje njegove funkcije
iako njegova uloga nije do kraja razja$njena.’ Novija istrazivanja ukazuju da dolazi do
konformacijske promjene proteina Cas3 na 37 °C pri ¢emu se Trp406 pomice u tunel gdje
prolazi jIDNA i na taj na¢in ometa njen dolazak do nukleaznog centra.*’ Predlozeno je da
temperatura inkubacije sluzi kao prekidac koji indirektno aktivira, odnosno deaktivira sustav
CRISPR-Cas, s obzirom da je protein Cas3 pri 30 °C aktivan, a pri 37 °C neaktivan kada je

eksprimiran s vlastitog promotora.*®

Geneticki prekidadi
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Slika 6. Regulacija sustava CRISPR-Cas tipa I-E u E. coli. Prikazane su uloge regulatornih proteina H-

NS, LeuO, CRP i StpA koji sluze kao geneticki prekidaci koji reguliraju ekspresiju komponenti sustava,
dok temperatura inkubacije ima ulogu prekidaca u aktivaciji sustava CRISPR-Cas u obrani od infekcije

faga. Preuzeto i prilagodeno prema ref. 48.
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§ 3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Sojevi i plazmidi

Za odredivanje koli¢ine proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi i Saperonu HtpG u bakteriji E.
coli koriStena su Cetiri delecijska soja E. coli K-12, divlji tip, Ahns, AhtpG 1 AhnsAhtpG,
prikazani u Tablici 1. Sva cCetiri soja u kromosomu sadrze gen cas3 obiljezen histidinskim
privjeskom pod uvedenim inducibilnim arabinoznim promotorom araBAD (Pgap) zbog kojeg
se ekspresija inducira 0,2 %-tnom otopinom L-arabinoze. Insercijom His-Cas3 u kromosom E.
coliugradena je 1 kanamicinska kazeta za lakSu selekciju stanica koje sadrZe Zeljenu promjenu.
Histidinski privjesak na proteinu Cas3 je uveden da bi se njegova koli¢ina mogla ispravno i
specifi¢no kvantificirati metodom western blot koriste¢i antitijela koja prepoznaju histidinski
privjesak. Sojevi su transformirani plazmidima pDMI11, koji eksprimira divlji tip Saperona
HtpG u vektoru pMRI18, 1 praznim vektorom pMR18 koji sluzi kao negativna kontrola, a
prikazani su u Tablici 2. pMR18 (izvor: M. Radovc¢i€) je hibridni plazmid koji se sastoji od
dijelova komercijalnih plazmida pBAD i pCDF-1b te nosi gen za otpornost na streptomicin
(Slika 7). Plazmid takoder sadrzi inducibilni promotor araBAD (Pgap). NuZno je da protein
HtpG eksprimiran s plazmida ne sadrzi histidinski privjesak da ne bi doSlo do ometanja

detekcije prilikom odredivanja koli¢ine proteina Cas3.

Tablica 1. Sojevi E. coli K-12 koristeni za odredivanje koli¢ine proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi

1 Saperonu HtpG

Sojevi Genotip Izvor
1IB1088 BW25113* + Pap6xHis- I. Ivanéié¢ Bade
cas3::kan
[1B1103 BW25113* + PpapOxHis- I. Ivancié Bace

cas3::kan Ahns::.cat

1IB1104 BW25113* + Pg4p6xHis-
cas3::kan AhtpG::FRT

I. Ivanci¢ Bace
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BW25113* + Pp4p6xHis-

AhtpG::FRT

*BW25113 genotip: F~ rrnB AlacZ4748 (::rrnB-3) hsdR514 A(araBAD) 567 A(rhaBAD) 568 rph-1 A~

Tablica 2. Plazmidni vektori koristeni za transformaciju delecijskih sojeva E. coli K-12 za odredivanje

koli¢ine proteina Cas3 u ovisnosti o Saperonu HtpG i temperaturi

Plazmid Opis Izvor
pMRl 8 hibridni plazmid pCDF- 1b- M. Radovéié
pBAD
pDM11 htpG u pMR18 L.B.
(2) PacI AvrII (6)
(3628) AclI T7 Terminal Primer (21 ..39)
(3492) Bsal Eco0109I (51)

Bsu36I (90)
PfIFI - Tth111I (199)

(3352 .. 3369) pBad_R Primer
(3344) XmnlI

(3314) HindIII BsaAI (288)
(3311) BstBI
(3307) EcoRt MNeet (35
(3301) Nde
(3299) KpnI Bgll (416)
(3295) Acc65I - BanI BtgZI (483)
(3292) Pvull Pvul (666)

(3291) PstI

(3283) BgIII

(3280) BanII - SacIl
(3279) PaeR7I - Xhol
(3278) Eco53kI
(3263) BspDI* - ClaI*

(3166) Ncol
(3057 .. 3076) pBad_F Primer

(2984) Mlul
(2946) BsmI
(2912) BspQI - Sapl

(2769) PfIMI

(2564) BspEI
(2557) Nrul

BfuAl - BspMI (694)

ApalLlI (766)
BaeGI - Bme1580I (770)
BpmI (795)
BclI* (843)

BspHI (1092)

XcmlI (1216)
Pcil (1239)
SgrAlI (1266)

(2268) Tatl
(2235) EcoRV

(2150) AfIII
(2028) Dral
(1939) Xbal
(1868 .. 1886) pMR18_seq_F

Slika 7. Mapa hibridnog plazmida pMR 18 koji se sastoji od dijelova plazmida pBAD i pCDF-1b.
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Za odredivanje koli¢ine proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi i jacini promotora u bakteriji
E. coli koristena su Cetiri slicna delecijska soja E. coli K-12, divlji tip, Ahns, AhtpG 1
AhnsAhtpG, prikazani u Tablici 3. Sva Cetiri soja u kromosomu sadrze gen cas3 obiljezen
histidinskim privjeskom, ali pod regulacijom vlastitog promotora. Sojevi nisu transformirani

vektorima da bi se protein Cas3 mogao detektirati u nativnim uvjetima u stanici.

Tablica 3. Sojevi E. coli K-12 koristeni za odredivanje koli¢ine proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi
i jacini promotora
Sojevi Genotip Izvor

1IB1241 BW25113* + 6xHis-
cas3::kan Ahns::.cat
BW25113* + 6xHis-

I. Ivanci¢ Bace

[1B1243 cas3::kan Ahns:-cat I. Ivanci¢ Bace
AhtpG::FRT
[IB1250 BW25113* + 6xHis- I. Ivanci¢ Bade
cas3::kan
[IB1251 BW25113* + 6xHis- I. Ivanéi¢ Baée

cas3::kan AhtpG::FRT

*BW25113 genotip: F~ rrnB AlacZ4748 (::rrnB-3) hsdR514 A (araBAD) 567 A (rhaBAD) 568 rph-1 A~

Za odredivanje efikasnosti infekcije fagom lambda koriSten je delecijski soj E. coli K-12,
AhnsAhtpG, prikazan u Tablici 4. Uz delecije, soj sadrzi dvije anti-lambda razmaknice AT3 i
Ac kako bi prilikom infekcije fagom lambda doSlo do prepoznavanja strane virusne DNA. Soj
je transformiran plazmidnim vektorima pDM9, pDM10 1 pDM13 koji sadrze gen AtpG u koji
su uvedene tockaste mutacije E34A, W467R 1 M546T, prikazani u Tablici 5. Plazmidi su
priredeni ciljanom mutagenezom koriste¢i kao kalup plazmid pBAD18 koji sadrzi divlji tip
gena htpG. Vektori pDM9, pDM10 1 pDM13 sadrze gen za otpornost na ampicilin. Sva tri

vektora sadrZe inducibilni promotor Pgap te se ekspresija inducira dodatkom arabinoze.

Tablica 4. Soj E. coli K-12 kori$ten za odredivanje efikasnosti obrane od infekcije fagom lambda

Soj Genotip Izvor

11B1066 BW25113 +Ac + AT3

Ahns:.cat AhtpG::kan
*BW25113 genotip: F~ rrnB AlacZ4748 (::rrnB-3) hsdR514 A(araBAD) 567 A(rhaBAD) 568 rph-1 A~

I. Ivanci¢ Bace
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Tablica 5. Vektori koriSteni za transformaciju soja 1IB1066 koriStenog za odredivanje efikasnosti

infekcije fagom lambda

Plazmidi Opis Izvor
pBADIS komercijalni plazmid L M.'
Guzman 1 sur.
pBADI18-HtpG htpG u pPBAD18 Q. Udi
DM9 E34A htpG u
P pBADI18 L.B.
DM10 W467R htpG u
P pBADIS L. B.
DM13 M546T htpG u
P PBADIS L. B.

3.1.2. Hranjive podloge i mediji

Za uzgoj bakterijskih stanica koriSten je teku¢i hranjivi medij LB (Luria-Bertani) slijedeceg
sastava: 10 g dm™ baktotriptona, 5 g dm ekstrakta kvasca i 10 g dm™ natrijeva klorida, dok su
za nasadivanje stanica nakon transformacije koriStene ¢vrste hranjive podloge LB identi¢nog
sastava, osim §to su dodatno sadrzavale 15 g dm™ agara za skru¢ivanje u gel, odgovarajuci
antibiotik potreban za selekciju i/ili odgovarajuci induktor za poticanje ekspresije. Koristen je
i meki agar koji je sadrzavao 10 g dm™ baktotriptona, 5 g dm™ ekstrakta kvasca, 10 g dm™
natrijeva klorida i 6 g dm™ agara za nasadivanje livada transformiranih bakterijskih stanica na

krute hranjive podloge.

3.1.3. Antibiotici

U Tablici 6 navedeni su antibiotici koriSteni za uzgoj bakterijskih stanica u teku¢em mediju 1

selekciju transformanata na krutim podlogama.

Tablica 6. Antibiotici koriSteni za uzgoj bakterijskih stanica i selekciju transformanata

Antibiotik Konaé¢na koncentracija / pg ml!
Streptomicin 50
Kanamicin 100
Kloramfenikol 17
Ampicilin 100
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3.1.4. Otopine i puferi

Pufer za lizu stanica: Tris-HCI (¢ = 25 mmol dm?, pH = 8,0), NaCl (¢ = 300 mmol dm™),
PMSF (¢ = 1 mmol dm™)

Bradford mati¢na otopina: 0,01 % Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250, 31,35 % (v/v)
etanol, 58,6 % (v/v) H3PO4

Bradford radna otopina: 6 % (v/v) Bradford mati¢na otopina, 2,85 % (v/v) etanol, 5,28 %
(v/v) H3PO4

Elektrodni pufer (SDS-PAGE): Tris (y = 3,0 g dm™), glicin (y = 14,4 g dm), SDS (y=1,0 g
dm™), titrirano s 6 M HCl do pH = 8,3.

Pufer za nanoSenje uzoraka: Tris-HCI (¢ = 125 mmol dm™, pH = 6,8), 4 % (w/) SDS, 10 %
(v/v) B-merkaptoetanol, 32 % (v/v) glicerol, kap bromfenolnog modrila

Otopina CBB: 2,5 g dm> CBB G-250, 10 % (v/v) ledena octena kiselina, 45 % (v/v) metanol

Otopina za odbojavanje: 10 % (v/v) ledena octena kiselina, 20 % (v/v) metanol

Pufer za prijenos: Tris (y = 3,35 g dm™), glicin (y = 14,4 g dm™), 10 % (v/v) metanol, titrirano
s 6 M HCl do pH = 8,3.

PBS pufer: NaCl (y = 8,0 g dm), KCI (y = 0,2 g dm™), Na,HPO4 x 7 H,O (y = 1,15 g dm™),
KH2PO4 (y =0,2 g dm‘3).

Pufer za blokiranje: 0,5 % (w/v) mlijeka u prahu u PBS puferu

Pufer za ispiranje: 0,05 % (v/v) Tween 20 u PBS puferu

TAE pufer: Tris (y = 4,85 g dm™), EDTA (¢ = 1 mmol dm?), ledena octena kiselina (¢ = 20

mmol dm™)
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3.1.5. Instrumenti

Sustav za elektroforezu OneRun Electrophoresis Cell (Embi Tec), spektrofotometar za
odredivanje koncentracije nukleinskih kiselina NanoVue Plus Spectrophotometer (GE
Heathcare), termostatirana tresilica G235 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific),
spektrofotometar za odredivanje opticke gustoce stanica Ultrospec 10 Cell Density Meter
(Amersham Biosciences), centrifuga Eppendorf 5415D, termoblok Thermomixer comfort
(Eppendorf), centrifuga SIGMA Laboratory Centrifuges 3K30, sonikator za lizu stanica
Bioblock Scientific High Intensity Ultrasonic Processor, spektrofotometar Specord 50 Plus
(Analytic Jena), skener za detekciju signala na nitroceluloznoj membrani C-DiGit Blot Scanner

(LI-COR Biosciences).

3.1.6. Komercijalni kompleti

Komplet reagenasa za izolaciju plazmidne DNA iz bakterije E. coli Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega), komplet reagenasa za proc¢iS¢avanje PCR produkata
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), komplet reagenasa za detekciju
proteina na nitroceluloznoj membrani ECL Western blot Substrate (Promega), komplet
reagenasa za detekciju proteina na nitroceluloznoj membrani Radiance ECL Western blot
Detection Kit (Azure Biosystems), komplet reagenasa za ciljanu mutagenezu Q5 Site-Directed

Mutagenesis Kit (New Englang Biolabs).

3.1.7. Markeri velicina

Markeri za poliakrilamidnu gel-elektroforezu Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Fisher Scientific) 1 Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad), marker za
agaroznu gel-elektroforezu GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

3.1.8. Antitijela

Anti-His konjugirana antijela za detekciju Cas3 Monoclonal Anti-polyHistidine—Peroxidase
antibody produced in mouse (Sigma-Aldrich), anti-GAPDH primarna antitijela GAPDH
antibody (GeneTex), anti-rabbit sekundarna antitijela Goat anti-Rabbit 1gG (H&L), HRP
conjugated (Agrisera).
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema plazmida

Plazmidni vektor koji nosi divlji tip gena htpG, pDM11, koriSten je za transformaciju sojeva E.
coli za odredivanje koli¢ine proteina Cas3 u ovisnosti o temperaturi 1 Saperonu HtpG (Tablica
1). Vektor je prireden tako da je u prazni vektor pMR 18 (izvor: M. Radov¢i¢) ukloniran gen za
Saperon HtpG u restrikcijska mjesta EcoRI 1 Ncol pod inducibilnim promotorom Pgap. Plazmid
nosi gen za otpornost na antibiotik streptomicin. Gen htpG umnozen je s bakterijskog
kromosoma E. coli metodom PCR koriste¢i odgovarajuce pocetnice.

Plazmidni vektori koji sadrze gen htpG u koji su uvedene toCkaste mutacije E34A
(pDM9), W467R (pDM10) 1 M546T (pDM13) koristeni su za transformaciju soja E. coli za
odredivanje efikasnosti infekcije fagom lambda (Tablica 4). Vektori su priredeni ciljanom
mutagenezom koriste¢i plazmid pBAD18-HtpG, koji sadrzi divlji tip gena htpG, kao kalup.

Vektori sadrze gen za otpornost na antibiotik ampicilin.

3.2.1.1. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je in vitro metoda za
jednostavno 1 brzo umnazanje ciljnog segmenta molekule DNA. Reakcija se provodi u tri
koraka koji se uzastopno ponavljaju izmedu 25 i 30 puta. U prvom koraku dolazi do
denaturacije DNA pri ¢emu dolazi do odvajanje lanaca dvolancane DNA. DNA-polimerazi su
potrebni kratki oligonukleotidi (poCetnice) na koje se moze vezati da bi mogla umnoziti ciljni
slijed pa je drugi korak reakcije sparivanje pocetnica na komplementarna mjesta na molekuli
kalupu. Pocetnice omeduju segment DNA koji ¢e se amplificirati. Posljednji korak je elongacija
ili produljivanje pocetnica pomocu termostabilne DNA-polimeraze. Produkt koji nastaje u
slijede¢em ciklusu sluzi kao kalup za umnazanje te dolazi do eksponencijalne amplifikacije
molekula DNA. Osim navedena tri ponavljaju¢a koraka, reakcija se sastoji i od pocetne
denaturacije 1 zavrSne elongacije da bi se osigurala potpuna denaturacija kalupa na pocetku i
potpuna sinteza novonastalih kalupa na kraju.

Metodom PCR umnozen je gen AtpG s kromosoma E. coli poCetnicama navedenim u
Tablici 7 koje su dizajnirane tako da na krajevima sadrze mjesto prepoznavanja odgovarajucih
restrikcijskih endonukleaza. Posto restrikcijske endonukleaze cijepaju molekulu DNA na tocno

odredenim palindromskim sljedovima, njihovim djelovanjem nastaju komplementarni krajevi
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Sto se moze iskoristiti za stvaranje rekombinantne DNA koristeci iste enzime za razgradnju
molekule plazmida i molekule inserta.

Volumen reakcijske smjese iznosio je 25 pL te je koriStena Q5-DNA-polimeraza visoke
tocnosti s 3' > 5' endonukleaznom aktivnos¢u da bi se prilikom kloniranja gena od interesa
osigurala ispravnost nukleotidnog slijeda. Sastav reakcijske smjese 1 uvjeti pri kojima je

provedena PCR reakcija navedeni su u Tablici 8.

Tablica 7. Nukleotidni slijed pocetnica koriStenih za umnaZanje gena AtpG s kromosoma E. coli.
Restrikcijsko mjesto koje prepoznaje endonukleaza Ncol oznafeno je zelenom bojom, dok je

restrikcijsko mjesto koje prepoznaje EcoRI oznaceno plavom bojom.
Naziv pocetnice Nukleotidni slijed Twl/°C
htpG pMR18 F  GAGAGACCATGGGGATGAAAGGACAAGAAACTCG 66
htpG_ pMR18 R GTGTGTGAATTCTCAGGAAACCAGCTGG 61

Tablica 8. Sastav PCR smjese i uvjeti pri kojima je provedena PCR reakcija za umnaZzanje kodirajuceg

slijeda za Saperon HtpG. Denaturacija, sparivanje poc¢etnica i elongacija su provedeni u 30 ciklusa.

Sastav PCR Konacna Uvjeti PCR
T/°C Trajanje
reakcije koncentracija reakcije
Pocetna
htpG_pMRI18 F 0,5 uM . 98 30s
denaturacija
htpG_ pMR18 R 0,5 uM Denaturacija 98 10s
kalup (genomska Sparivanje
20 ng / mL ) 55 30s
DNA) pocetnica
5 High-Fideli
0 Hig v 1X Elongacija 72 2 min
2X Master Mix
Finalna )
ReH-O do 25 pL 72 2 min
elongacija

3.2.1.2. Ciljana mutageneza
Ciljana ili mjesno-specificna mutageneza je metoda kojem je moguce uvesti ciljanu, specifi¢nu
promjenu nukleotidnom slijedu dvolanfane molekule DNA. Moguce je provesti inserciju,

deleciju ili zamjenu jednog ili viSe nukleotida.
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U ovom istrazivanju, ciljanom mutagenozom priredeni su plazmidni vektori pDMY,
pDM10 i pDM13 koji sadrze gen za Saperon HtpG u koji su uvedene tockaste mutacije E34A,
W467R 1 M546T. Izabrane su te specificne zamjene jer se pretpostavljalo da je glutamat 34,
koji se nalazi na N-terminalnom kraju, vaZan u hidrolizi ATP-a, a triptofan 467 1 metionin 546,
koji se nalaze na C-terminalnom kraju, vazni za dimerizaciju 1 interakciju s proteinskim
supstratima.>?

KoriStene su mutagene pocetnice koje sadrze Zeljenu zamjenu u nukleotidnom slijedu
te su njihove sekvence prikazane u Tablici 9, priredene prema web stranici NEBaseChanger.
Ciljana mutageneza izvrSena je prema uputama proizvodaca koriste¢i komercijalno dostupan

komplet za ciljanu mutagenezu Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (New Englang Biolabs).

Tablica 9. Nukleotidni slijed mutagenih pocetnica koriStenih za pripremu tockastih mutanata HtpG
E34A, W467R 1 M546T u plazmidima pDM9, pDM10 i pDM13 i njihove temperature meksSanja.

Promijene u nukleotidnom slijedu oznac¢ene su malim slovima.

Naziv pocetnice Nukleotidni slijed Tw!/°C
HtpG _E34A F TGCGTGCgctTATCTCTAACG 54
HtpG_E34A R GGAAGATTTCTTTATTGGAATAG 48

HtpG_W467R_F CGCATCGATGAGcggAGATGAACTATCTG 63

HtpG_W467R_R GTCGGAAAGCAGCAGAACTTC 54

HtpG_M546T _F CGCGGACGAAacgAGCACTCAGA 69

HtpG_M546T R TCGGTCGAAACGATCGCTG 67

3.2.1.3. Restrikcijska razgradnja DNA

Jedan od nacina obrane bakterija od strane DNA je putem enzima zvanih restrikcijske
endonukleaze. Restrikcijske endonukleaze kataliziraju hidrolizu fosfodiesterske veze u
molekulama DNA nakon prepoznavanja specificnih nukleotidnih slijedova unutar sekvence
prepoznavanja ili na nekom udaljenijem mjestu u molekuli. Tinukleotidni sljedovi su uglavnom
palindromi tako da cijepanjem DNA nastaju komplementarni krajevi, strSeci ili tupi. StrSeci
krajevi nastali cijepanjem dvije razlicite molekule DNA istom restrikcijskom endonukleazom

su takoder komplementarni Sto je veoma korisno u genetiCkom inzenjerstvu. Koriste¢i dvije
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razliite restrikcijske endonukleaze na krajevima PCR produkta i plazmida moze se osigurati
da se insert ugradi u pravilnoj orijentaciji.

U prethodnom koraku, PCR produkt je umnozen tako da na krajevima sadrzi
nukleotidne sljedove koje prepoznaju restrikcijske endonukleaze EcoRI i1 Ncol. Istim
restrikcijskim enzimima pocijepani su dobiveni PCR produkti 1 plazmidi u koje se ti produkti
zele ugraditi.

Sastav restrikcijskih smjesa priredenih u ukupnom volumenu od 20 uL naveden je u

Tablici 10. Nakon pripreme, uzorci su inkubirani 15 min na 37 °C.

Tablica 10. Sastav restrikcijske smjese za digestiju plazmida pMR18 i PCR produkta umnoZzenog s
genomske DNA E. coli

Sastav smjese Konacna koncentracija
pMR18 /PCR
produki 200-400 ng/uL
10X FastDigest
Buffer (Thermo 1X
Fisher Scientific)
Ncol 20 U/uL
EcoRI 20 U/uL
ReH;O do 20 uL

3.2.1.4. Procis¢avanje DNA
Procis¢avanje DNA je izvrSeno prema uputama proizvodaca koriste¢i komercijalno dostupan

komplet za proc¢iS¢avanje GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific).

3.2.1.5. Ligacija fragmenata DNA

Nakon §to su dobiveni odgovaraju¢i komplementarni krajevi, potrebno je stvoriti novu
fosfodiestersku vezu koja ¢e povezati insert 1 plazmid u jednu cjelinu. Djelovanjem ligaze na
sparene dvolancane molekule DNA dolazi do nastanka fosfodiesterske veze izmedu fosfatne
skupine na 5'-kraju jednog lanca 1 hidroksilne skupine na 3'-kraju drugog lanca uz utrosak jedne

molekule ATP-a. KoriStena je T4 DNA-ligaza.
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Ligacijska smjesa priredena je u ukupnom volumenu od 20 uLL u omjeru 1:5 te je sastav

smjese naveden u Tablici 11. Uzorci su inkubirani 20 minuta na sobnoj temperaturi.

Tablica 11. Sastav ligacijske smjese za povezivanje PCR produkta i plazmida pMR18.

Sastav Konacna koncentracija
10X T4 DNA Ligase Buffer (Thermo Fisher -
Scientific)
T4 DNA-ligaza 0,2 U/pL
pMR18 1 ng/uLL
Insert 1,5 ng/ul
reH,0 do 20 uL

Za transformaciju kemijski kompetentnih stanica NEB 5-alpha (New England Biolabs)
koristeno je 2 uL ligacijske smjese na 25 L stanica te je transformacija provedena prema
uputama proizvodaca. Krute podloge su inkubirane preko noc¢i na 37 °C te su idu¢i dan

priredene prekonoc¢ne kulture bakterijskih kolonija iz kojih je izoliran rekombinantni plazmid.

3.2.1.6. Procis¢avanje plazmidne DNA
Procis¢avanje DNA iz bakterijskih kolonija je izvrSeno prema uputama proizvodaca koristeci
komercijalno dostupan komplet za proc¢is¢avanje Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification

System (Promega).

3.2.1.7. Elektroforeza nukleinskih kiselina na agaroznom gelu

Fragmente DNA veli¢ina izmedu 100 1 25 000 parova baza moguce je razdvojiti metodom gel-
elektroforeze na agaroznom gelu. Fosfatne skupine u molekulama DNA imaju naboj -1 stoga
¢e svaka molekula imati isti naboj po nukleotidu. Omjer mase 1 naboja je isti te ¢e se zato gibati
na gelu samo u ovisnosti o veli€ini 1 obliku molekule. Linearne molekule DNA razli¢itih duljina
moguce je razdvojiti iskljuc¢ivo na temelju razlike u veli¢ini. Tijekom elektroforeze fragmenti
se razdvajaju primjenom vanjskog elektricnog polja te ¢e se zbog negativnog naboja molekule
gibati prema pozitivnom polu. Ovisno o rasponu veli¢ine fragmenata koji se Zele razdvojiti

moguce je pripremiti gelove razli¢itih udjela agaroze.
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Koristeni su 1 %-tni agarozni gelovi pripremljeni otapanjem agaroze u puferu TAE te
je smjesa zagrijavana dok se agaroza nije u potpunosti otopila. Otopina je ohladena te joj je
dodana fluorescentna boja SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) nakon Cega je otopina
izlivena u kadicu za gelu u koju su umetnuti ceslji¢i za jazice. Kadica je prekrivena
aluminijskom folijom da boja izgubi §to manje fluorescencije prije detekcije. Kada je gel
formiran, ceslji¢i su uklonjeni 1 gel je prenesen u kadicu za elektroforezu napunjenu puferom
TAE. Uzorci su pomijesani s bojom 6X DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) te su
naneSeni u jazice gela. Uz njih nanesen je 1 standard veli¢ina GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je provedena u OneRun Electrophoresis Cell (Embi
Tec) sustavu za elektroforezu na 100 V u trajanju od 15 minuta. Fragmenti DNA su detektirani

fotografiranjem gela na UV lampi i analizirani programom Kodak 1D Analysis Software.

3.2.1.8. Odredivanje koncentracije plazmidne DNA

Koncentracija DNA u uzorcima izmjerena je spektrofotometrijski na uredaju NanoVue Plus
Spectrophotometer (GE Heathcare) pri valnoj duljini od 260 nm. Ureda;j je anuliran otopinom
kojom je eluirana DNA prilikom prociS¢avanja. Naneseno je 2 ulL uzorka na plocicu te je
mjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 260 nm koja je proporcionalna koncentraciji DNA u

uzorku.

3.2.1.9. Restrikcijska analiza plazmidne DNA
Da bi se dodatno provjerilo da li priredeni plazmidi sadrZe zeljeni gen, plazmidi su razgradeni
restrikcijskim endonukleazama. Izracunate su veli¢ine oc¢ekivanih fragmenata DNA nakon $to
su rekombinantni plazmidi 1 prazni plazmidi razgradeni restrikcijskim enzimima (Tablica 12).
Rekombinantni plazmid i1 prazni vektor se razlikuju u veli¢ini te se to moze lako uociti
razdvajanjem fragmenata elektroforezom na agaroznom gelu.

lako veli¢ina plazmida pDM9, pDMI10 i pDM13 odgovara pocetnom kalupu, tj.

plazmidu pBAD18-HtpG, restrikcijskom analizom provjerena je njihova ispravnost.

Lea Barbarié¢ Diplomski rad



§ 3. Materijali i metode 28

Tablica 12. Velicine ocekivanih fragmenata nakon cijepanja rekombinantnih plazmida i praznih

plazmida odgovarajuc¢im restrikcijskim endonukleazama

Velicina praznog

Rekombinantni Prazan Veli¢ina inserta Insert + vektor
porezanog vektora /
plazmid plazmid / kb / kb
kb
pDM11 pMR18 3,6 1,9 5,5
pDM9 pBADI8 4,6 1,9 6,5
pDM10 pBADI8 4,6 1,9 6,5
pDM13 pBADI8 4,6 1,9 6,5

3.2.1.10. Lancana reakcija polimerazom na bakterijskim kolonijama

Transformacijom bakterija rekombinantnim plazmidom moze se dogoditi da dio njih primi
prazni plazmid u koji nije ukloniran zeljeni insert te time mogu ste¢i rezistenciju na antibiotik
1 narasti na selektivnoj podlozi. Lan€anom reakcijom polimerazom na bakterijskim kolonijama
moguce je lako utvrditi koje kolonije sadrze rekombinantni vektor.

Metoda se provodi jednako kao klasi¢ni PCR, osim $to se kao kalup koriste lizirane
bakterijske kolonije sa selektivnih podloga pa je zato u prvom koraku potrebno lizirati stanice
u 50 pL vode na 98 °C u trajanju od 3 minute. Uvjeti PCR reakcije i sastav smjese bili su
identi¢ni kao u poglavlju 3.2.1.1 osim §to su koriStene komercijalne pocetnice pBAD F 1
pBAD R.

Kada je potvrdeno da su bakterijske stanice sadrzavale rekombinantni plazmid, uzorak

je dodatno provjeren sekvenciranjem u servisu Macrogen (Nizozemska).

3.2.2. Uzgoj prekonocne kulture bakterijskih stanica

Za pripremu prekono¢nih kultura stanica, pojedinacne kolonije bakterijskih sojeva na krutim
podlogama inokulirane su u 3 mL tekuceg hranjivog medija uz dodatak odgovarajuceg
antibiotika. Kulture su inkubirane preko noc¢i na 37 °C uz mijeSanje u tresilici G25 Incubator

Shaker (New Brunswick Scientific) do stacionarne faze rasta (ODgoo ~ 2,00).
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3.2.3. Priprema kemijski kompetentnih bakterijskih stanica

Da bi se bakterijske stanice efikasno transformirale Zeljenim vektorom, potrebno ih je
prethodno pripremiti. Za kemijsku transformaciju, bakterijske stanice su nasadene do
logaritamske faze rasta (ODgoo = 0,5-0,6) dodatkom 40 pL prethodno pripremljene prekono¢ne
kulture Cistih sojeva u 3 mL tekuceg hranjivog medija uz dodatak odgovarajuc¢eg antibiotika.
Kulture su uzgajane na 37 °C u tresilici. Rast bakterijskih stanica je pracen pomocu vrijednosti
opticke gustoCe izmjerene pomocu fotospektrometra Ultrospec 10 Cell Density Meter
(Amersham Biosciences) pri valnoj duljini od 600 nm.

Odvojeno je 1,5 mL bakterijskih stanica koje su istalozene 2,5 minute u centrifugi
(Eppendorf 5415D) pri 8 000 okretaja po minuti na sobnoj temperaturi. Supernatanti su
uklonjeni, dok su talozi stanica resuspendirani u 200 pl hladne otopine CaCl, (¢ = 50 mmol
dm™). Stanice su ponovno istalozene u centrifugi, supernatanti su uklonjeni te su talozi

resuspendirani u 50 uL hladne otopine CaCl, nakon ¢ega su inkubirani 5 minuta na ledu.

3.2.4. Kemijska transformacija bakterijskih sojeva

Kemijska transformacija se temelji na unosu strane DNA u bakterijske stanice putem
temperaturnog Soka pri ¢emu dolazi do stvaranja pora u stani¢noj stijenki bakterija.

U prethodno pripremljene kompetentne stanice dodano je 2 uL odgovarajuceg vektora
te je smjesa inkubirana 15 minuta na ledu. Zatim su stanice izloZene temperaturnom Soku u
trajanju od 2 minute na 42 °C u termobloku Thermomixer comfort (Eppendorf) nakon ¢ega su
inkubirane 2 minute na ledu. Za oporavak stanica dodano je 250 uL tekuceg hranjivog LB

medija te su stanice inkubirane sat vremena na 37 °C uz mijeSanje.

3.2.5. Nasadivanje transformiranih bakterijskih stanica na krute hranjive podloge

Nakon oporavka bakterijskih stanica potrebno ih je nasaditi na krute hranjive podloge da bi se
transformanti uspjesno selektirali. Selekcija se vr$i dodatkom odgovarajuceg antibiotika u krute
podloge tako da stanice koje nisu primile Zeljeni plazmid ne sadrze gen za rezistenciju na isti
pa na njima ne mogu rasti. Samo stanice koje su primile plazmid ¢e mo¢i formirati kolonije na
takvim podlogama.

Na prethodno pripremljene krute podloge s odgovaraju¢im antibiotikom je nasadeno

100 pL transformiranih bakterijskih stanica. Podloge su inkubirane preko no¢i na 37 °C.
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3.2.6. Prekomjerna ekspresija i izolacija proteina iz bakterija

Za prekomjernu ekspresiju Zeljenih proteina, prethodno transformirane stanice s krutih podloga
inokulirane su u 3 mL tekuceg hranjivog medija uz dodatak odgovarajuceg antibiotika i otopine
L-arabinoze konac¢ne koncentracije 0,2 % koja inducira ekspresiju proteina Cas3 s bakterijskog
kromosoma 1 proteina HtpG s plazmida. Za odredivanje ovisnosti koli¢ine proteina Cas3 o
jacini promotora nije potrebno dodati induktor posto sojevi sadrze vlastite promotore 1 nisu
transformirani plazmidima. Bakterije su uzgajane preko noc¢i u tresilici pri 250 okretaja u minuti
na 30 ina 37 °C.

Nakon uzgoja oboreno je 1,5 mL stanica centrifugiranjem (SIGMA Laboratory
Centrifuges 3K30) pri temperaturi od 4 °C 1 14 000 g u trajanju od 5 minuta. Supernatanti su
uklonjeni dekantiranjem, dok su preostali talozi resuspendirani u 600 pL pufera za lizu.
Dodatkom fenilmetilsulfonil fluorida (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF) (¢ = 0,1
mmol dm™) u pufer za lizu sprjecava se proteoliticka razgradnja proteina tijekom i nakon lize
stanice posto djeluje kao ireverzibilni inhibitor serinskih proteaza.

Suspenzije stanica su lizirane sonikacijom (Bioblock Scientific High Intensity
Ultrasonic Processor) 6 puta u trajanju od 2 sekunde. Zbog otpustanja velikih koli¢ina topline,
pri ¢emu moZe do¢i do denaturacije proteina u uzorcima, bakterijske stanice se inkubiraju na
ledu tijekom cijelog postupka te je potrebno napraviti pauzu od 4 sekunde izmedu pulseva. Pri
zavrSetku sonikacije, nije potrebno odvajati supernatant od taloga ve¢ se u daljnjoj analizi

koristi ukupni lizat.

3.2.7. Odredivanje ukupne koncentracije proteina

Za odredivanje ukupne koli¢ine proteina u lizatu koriStena je metoda mjerenja koncentracije po
Bradfordu. Princip iza metode je vezanje boje Coomassie Brilliant Blue G-250 na proteine.
Vezanjem anionske forme boje na bazi¢ne bo¢ne ogranke lizina, histidina i arginina nastaje
kompleks pri ¢emu dolazi do porasta apsorbancije pri valnoj duljini od 595 nm koja je
proporcionalna koncentraciji proteina.

Da bi se odredila koncentracija, prethodno je potrebno pripremiti bazdarni pravac
koriste¢i otopine serumskog albumina goveda (engl. bovine serum albumin, BSA). Bazdarni
pravac odreduje ovisnost apsorbancije bazdarnih otopina o koncentraciji BSA. Pripravljen je
niz otopina BSA u rasponu koncentracija 0,2-2,0 mg mL-!' iz mati¢ne otopine BSA masene

koncentracije 2 mg mL™! koja je priredena otapanjem 20 mg BSA u 10 pL pufera za lizu.
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Uzorci su pripremljeni tako da ukupna koncentracija proteina u lizatu bude unutar
raspona bazdarnih otopina BSA, to jest u 1 mL Bradford radne otopine dodano je 20 pL lizata.
Uzorci su inkubirani 5 minuta u mraku na sobnoj temperaturu. Uzorci su prebaceni u kivete te
im je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm pomocu spektrofotometra Specord
50 Plus (Analytic Jena). Koncentracija ukupnih proteina dobivena je uvrStavanjem apsorbancije

u jednadzbu bazdarnog pravca.

3.2.8. Gel-elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecil sulfata

Za provjeru uspjeSnosti izolacije ukupnih stani¢nih proteina 1 prekomjerne ekspresije, uzorci
lizata su podvrgnuti elektroforezi na poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijeva dodecil
sulfata (engl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide electrophoresis, SDS-PAGE).
Nanosenjem uzoraka na gel dolazi do razdvajanja molekula po molekularnoj masi.

Kako bi se proteini razdvojili isklju¢ivo u ovisnosti o masi, uzorcima je potrebno dodati
natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecy! sulphate, SDS), anionski deterdzent koji se veze
na polipeptidnu okosnicu proteina, pri ¢emu dolazi do denaturacije. SDS se jednoliko veze na
molekule proteina, otprilike 1,4 g po gramu proteina, Sto omogucava gibanje na gelu neovisno
o njithovom obliku 1 ukupnom naboju, te je na taj nac¢in moguce lako razdvojiti proteine Sirokog
raspona molekulskih masa.

Prethodno je potrebno pripremiti uzorke tako da se u njih doda pufer za nanoSenje u
omjeru 1:4. Uzorci su denaturirani u termobloku na 95 °C u trajanju od 5 minuta.

Koristen je gel koji se sastoji od dva dijela, 4 %-tnog gornjeg gela za sabijanje proteina
1 10 %-tnog donjeg gela za razdvajanje. Sastav gelova naveden je u Tablici 13. Amonijev
persulfat (engl. ammonium persulfate, APS) inicira reakciju polimerizacije dok N,N,N'N'-
tetrametiletilendiamin (engl. N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine, TEMED) XKkatalizira
reakciju. TEMED je dodan neposredno prije izlijevanja da ne bi doSlo do prijevremene
polimerizacije. Izmedu prethodno slozenih stakalaca izliven je gel za razdvajanje pri ¢emu je
na vrh nanesen tanki sloj otopine bromfenolnog modrila u etanolu da bi se sprijecila inhibicija
polimerizacije kisikom iz zraka i da bi se ujedno izravnao rub gela. Nakon S$to je gel
polimerizirao, otopina bromfenola je odekantirana i nanesen je gel za sabijanje, te su odmah
nakon umetnuti ceSlji¢i za formiranje jaZica koji su nakon polimerizacije uklonjeni.
Denaturirani uzorci naneseni su u jazice tako da svaka sadrzi 9 ug proteina. Uz uzorke, nanesen

je marker veli¢ina Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad). Gelovi s uzorcima su
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uronjeni u kadicu za elektroforezu napunjenu elektrodnim puferom. Elektroforeza je provedena
na sobnoj temperaturi, prvo 15 minuta uz napon od 100 V te zatim 40 minuta uz napon od 200
V. Pri zavrSetku elektroforeze gelovi su inkubirani na tresilici u otopini boje Coomassie
Brilliant Blue R-250 u trajanju od sat vremena da bi se proteini mogli vizualizirati. Boja koja

se nije vezala na proteine uklonjena je inkubacijom gelova u otopini za odbojavanje.

Tablica 13. Sastav poliakrilamidnih gelova za razdvajanje proteina metodom SDS-PAGE

Sastav Gel za sabijanje (4 %) Gel za razdvajanje (10 %)
Akrilamid-bisakrilamid 4 % (w/v) 10 % (w/v)
Tris-HC1 125 mmol dm™>, pH = 6,8 375 mmol dm™, pH = 8,8
Natrijev dodecil sulfat (SDS) 1 gdm
Amonijev persulfat (APS) 0,7 pg mL™!
N,N,N',N*-
tetrametiletilendiamin 0,05 % (v/v)
(TEMED)

3.2.9. Metoda western blot

Koli¢ina proteina Cas3 u E. coli analizirana je metodom western blot. Western blot je
imunokemijska metoda u kojoj se protein, elektroforetski razdvojeni na gelu, prenose na
nitroceluloznu membranu. Metoda se bazira na mokrom prijenosu proteina na membranu,
blokiranju preostalih veznih mjesta, te najvaznije, inkubiranju membrane u primarnom i
sekundarnom antitijelu s vezanim enzimom, pri ¢emu dodatkom specifi¢nog supstrata dolazi
do otpustanja kemiluminescentnog signala koji omogucava detekciju zeljenog proteina. Budu¢i
da signal nastaje samo na mjestu gdje se nalazi protein od interesa, western blot omogucuje
specificnu detekciju ciljanog proteina te njegovo kvantificiranje.

U tu svrhu, uzorci lizata razdvojeni su na gelu metodom SDS-PAGE kako je opisano u
prethodnom poglavlju, osim S§to je uz navedeni marker nanesen 1 marker veli¢ina Unstained
Protein Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific) da bi se lakSe pratio redoslijed
nanoSenja uzoraka. Nakon zavrSetka elektroforeze, uklonjen je gel za sabijanje i gelovi su
polegnuti na nitroceluloznu membranu postavljenu izmedu dva Whatman papira 1 spuzvica

prethodno namocenih u puferu za prijenos. ,,Sendvi¢* je postavljen na odgovarajuca postolja te
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je sve zajedno uronjeno u kadicu napunjenu puferom za prijenos. Prijenos proteina s
poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu provoden je na sobnoj temperaturi pri
naponu od 60 V u trajanju od 60 minuta. Membrane su zatim pazljivo izvadene 1 prenesene u
Ciste Petrijeve zdjelice te su inkubirane na sobnoj temperaturi u puferu za blokiranje u trajanju
od sat vremena da bi se preostala vezna mjesta na membrani blokirala kazeinom iz mlijeka.
Nakon blokiranja, membrane su isprane 3 puta s po 15 mL pufera za ispiranje uz mijesanje u
trajanju od 5 minuta da bi se uklonio visak mlijeka i1 pufera za prijenos. Membrane su prerezane
na dva dijela tako da se na gornjem dijelu membrane nalazi Zeljeni protein Cas3 ¢ija molekulska
masa s His-privjeskom iznosi otprilike 100 kDa, te da se na donjem dijelu nalazi housekeeping
protein  gliceraldehid-3-fosfat  dehidrogenaza  (engl.  gliceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, GAPDH) molekulske mase 36 kDa koji sluzi kao kontrola nanoSenja uzorka
(engl. loading control). Detekcija 1 kvantifikacija proteina GAPDH omogucuje normalizaciju
uzoraka na gelu, poSto je on konstitutivno eksprimiran u stanicama. Gornji dio membrane je
potom inkubiran u anti-His konjugiranom antitijelu u trajanju od 2 sata uz mijeSanje na sobnoj
temperaturi, dok je donji dio membrane inkubiran u anti-GAPDH primarnom antitijelu takoder
2 sata uz mijesanje na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je pohranjen preko noc¢i na 4 °C. Anti-
His antitijela su konjugati na koje je vezana peroksidaza iz hrena pa iz tog razloga membranu
nije potrebno inkubirati u sekundarnom antitijelu, ve¢ se odmah moze prije¢i na detekciju.
Sljedec¢i dan, primarna anti-GAPDH antitijela su uklonjena te su membrane isprane 3 puta s 15
mL pufera za ispiranje u trajanju od 5 minuta nakon ¢ega je membrana inkubirana u anti-rabbit
sekundarnom antitijelu u trajanju od 2 sata uz mijeSanje na sobnoj temperaturi. Pri zavrSetku
inkubacije, gornji dio 1 donji dio membrane su ponovno isprani 3 puta s 15 mL pufera za
ispiranje u trajanju od 5 minuta. PoSto su anti-His konjugirana antitijela i anti-rabbit sekundarna
antitijela fuzionirana s peroksidazom iz hrena, proteini na koje su se vezala antitijela detektirani
su dodatkom kemiluminescentnog reagensa za detekciju ECL Western blot Substrate
(Promega) prema uputama proizvodaca. Signal je detektiran pomocu uredaja C-DiGit Blot
Scanner (LI-COR Biosciences) te su podaci analizirani programom Image Studio Lite
usporedivanjem intenziteta signala proteinskih vrpci detektiranih na nitroceluloznoj membrani.

Statisticka analiza podataka provedena je u programu Microsoft Excel u kojem su
izraCunate srednje vrijednosti i1 standardne devijacije. T-testom usporedene su srednje
vrijednosti dvaju uzoraka, u ovom slucaju, srednje vrijednosti koli¢ina proteina Cas3 sojeva

transformiranih s dvaju plazmida, praznim vektorom i1 pHtpG, za istu temperaturu rasta
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koristeci alat ,,data analysis ““ 1 opciju ,, t-test: paired two sample for means “. T-testom utvrduje
se da li je razlika srednjih vrijednosti dvaju seta podataka znacajna, odnosno da li je razlika
samo produkt slucajnosti. Razlike srednjih vrijednosti dvaju uzoraka smatrane su znacajnima

ako je vrijednost p manja od 0,05.

3.2.10. Odredivanje efikasnosti infekcije fagom lambda pri dvije razlicite temperature

inkubacije

Kako bi se provjerio znacaj tockastih mutacija u Saperonu HtpG i1 njihova uloga u obrani
bakterijskih stanica protiv infekcije fagom lambda, mjerena je ucinkovitost stvaranja virusnih
plakova faga lamba na dvije razli¢ite temperature inkubacije, 30 °C 137 °C. Efikasnost infekcije
odredena je odredivanjem broja plakova po mililitru (engl. plaque forming units, PFU).
Bakterijski soj E. coli K-12 [IB1066 transformiran je vektorima pDM9, pDM10 1 pDM13 koji
sadrze toCkaste mutante Saperona HtpG, to¢nije nukleotidne zamjene E34A, W467R 1 M546T.
Prekonoéne kulture bakterijskih stanica nasadene su uz dodatak antibiotika i induktora. Na
krute, svjeze pripremljene podloge koje sadrZze induktor i antibiotik izlivene su livade
bakterijskih stanica priredene u 3 mL mekog agara u koji je dodan induktor 1 200 uL prekonoéne
kulture. Prethodno su pripremljena svjeza decimalna razrjedenja faga lambda u rasponu
koncentracija od 10~ do 107 u otopini MgSOs4 (¢ = 10 mmol dm). Kada se sloj mekog agara
stisnuo, na ploc¢u su nanesene 10 mikrolitarske kapljice svakog decimalnog razrjedenja u dvije
replike. Kada su se kapljice upile, podloge su inkubirane preko no¢i na 30 °C 137 °C. Idu¢i dan
prebrojani su plakovi nastali na mjestu inficiranih liziranih bakterijskih stanica. Plakovi
predstavljaju osjetljivost bakterija na infekciju fagom lambda. Efikasnost infekcije izraCunata

je prema slijedecoj jednadzbi:

broj plakova

PFU/ml =
/m stupanj decimalnog razrjedenja x V (alikvota)
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§4. REZULTATI

4.1. Utjecaj Saperona HtpG na koliCine proteina Cas3 u ovisnosti o

temperaturi

4.1.1. Rekombinantni plazmid pDM1 1

Za istrazivanje uloge proteina HtpG na koli¢ine proteina Cas3 bilo je potrebno pripremiti
rekombinantni plazmid koji eksprimira protein HtpG u vektoru koji ima otpornost na antibiotik
drugaciju od kanamicina, ampicilina 1 kloramfenikola. Odlucili smo =zato napraviti
rekombinantni plazmid pDM11 koji je dobiven kloniranjem gena 4#pG u hibridni plazmid
pMRI18 (Slika 7). Plazmid pMR18 sadrzi dijelove plazmida pPBAD-HisA 1 plazmida pCDF-1b,
gdje je otpornost na antibiotik uzeta od plazmida pCDF-1b, a viSestruko mjesto za kloniranje
od plazmida pBAD-HisA. Kloniranje u plazmid pMR18 je stoga jednako kloniranju u pBAD-
HisA, samo vektor ima drugaciju otpornost na antibiotik i nije potrebna T7 RNA polimeraza
Sto je slucaj s vektorom pCDF-1b.

Pomocu specificnih pocetnica koje na krajevima sadrze restrikcijska mjesta za enzime
EcoRI 1 Ncol umnozen je gen htpG koriste¢i metodu PCR. Prazan plazmid pMR18 razgraden
je istim restrikcijskim endonukleazama. UspjeSnost amplifikacije 1 restrikcije provjerena je

agaroznom gel-elektroforezom (Slika 8).

Slika 8. Analiza fragmenata DNA na 1 %-tnom agaroznom gelu nakon amplifikacije metodom PCR i
restrikcijske razgradnje: 1 — umnazanje gena AtpG s kromosoma E. coli, 2 — restrikcijska razgradnja

praznog plazmida pMR18, M — marker veli¢ina GeneRuler 1 kb DNA.
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Izracunata veli¢ina fragmenata iznosila je 1885 pb za PCR produkt (gen hpG + dijelovi
pocetnica) i 3590 bp za porezani prazni vektor pMR 18 te su eksperimentalno dobiveni podaci
nakon analize u skladu s teorijskim vrijednostima (Slika 8).

Nakon §to je utvrdena uspjesnost reakcije PCR i restrikcije, produkt PCR je procis¢en
komercijalnim kompletom GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) 1 porezan
istim restrikcijskim endonukleazama kao i prazan vektor, EcoRI i Ncol, te su insert i porezani
plazmid ligirani. Nakon ligacije, kompetentne stanice E. coli NEB 5-alpha (New England
Biolabs) transformirane su ligacijskom smjesom te nasadene na selektivne hranjive podloge.
Metodom PCR na bakterijskim kolonijama provjereno je da li kolonije sadrze rekombinantni
plazmid. Analizirano je 15 nasumi¢nih kolonija s krute hranjive podloge koriste¢i komercijalne
pocetnice pBAD F i pBAD R. Dobiveni produkti PCR su analizirani agaroznom gel-
elektroforezom te je uoceno da kolonije 7 i 10 sadrze signal pri 2,0 kb $to odgovara veli¢ini
inserta (1885 pb) (Slika 9). Neke od ostalih kolonija takoder sadrze taj signal ali je vidljivo da
je doslo i do nastanka drugih nespecifi¢nih produkata pa one nisu uzete u obzir za daljnje

eksperimente. Ostale kolonije sadrze prazan vektor gdje je veli¢ina inserta oko 300 pb.

Slika 9. Analiza produkata PCR na 1 %-tnom agaroznom gelu nakon umnazanja rekombinantnog

plazmida koriste¢i kao kalup tranformirane bakterijske kolonije (1-15). Slovom M oznacen je marker

veli¢ina GeneRuler 1 kb DNA.

S krute podloge nasadene su prekono¢ne kulture kolonija 7 i 10 uz dodatak streptomicina te je

sutradan iz njih izoliran plazmid pDM11 pomocu komercijalnog kompleta za izolaciju DNA
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Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Uzorcima plazmida
spektrofotometrijski je odredena koncentracija te su za dodatnu provjeru oba uzorka razgradena
restrikcijskom endonukleazom EcoRI 1 analizirana agaroznom gel-elektroforezom.

Analizom gela uoceno je da signal kolonije 10 bolje odgovara veli¢ini od 5,5 kb (Slika
10) $to je u skladu s teorijski izraCunatom velicinom rekombinantnog plazmida (5485 pb) te je
taj uzorak dodatno provjeren sekvenciranjem kodirajueg slijeda u servisu Macrogen

(Nizozemska) kojim je potvrdeno da plazmid sadrzi ispravan gen htpG.

Slika 10. Analiza fragmenata DNA na 1 %-tnom agaroznom gelu dobivenih restrikcijskom razgradnjom
plazmida izoliranih iz kolonija 7 i 10 enzimom EcoRI. Slovom M oznacen je marker veli¢ina GeneRuler

1 kb DNA.

4.1.2. Odredivanje kolicine proteina Cas3 u ovisnosti o Saperonu HtpG i temperaturi

Nakon uspjeSne pripreme 1 provjere plazmida pDMI11, sojevi [IB1088 (wr), [IB1103 (Ahns),
[IB1104 (AhtpG) 1 1IB1105 (AhnsAhtpG) transformirani su rekombinantnim plazmidom
pDM11 (pHtpG) 1 praznim plazmidom pMR 18 koji sluzi kao negativna kontrola. Transformanti
su naneseni na krute selektivne hranjive podloge i inkubirani preko no¢i na 37 °C. S krutih
podloga nasadene su prekono¢ne kulture uz dodatak 0,2 %-tne otopine L-arabinoze da bi se
potakla ekspresija s inducibilnih promotora pod kojima se nalaze protein Cas3 u bakterijskom
kromosomu 1 Saperon HtpG na plazmidu.

Uz L-arabinozu, dodani su i streptomicin i kanamicin da bi narasle isklju¢ivo bakterije
koje sadrze konstrukt 6xHis-Cas3 u kromosomu 1 plazmid pDM11. Kanamicin je dodan jer je
prilikom ugradivanja proteina Cas3 koji sadrzi histidinski privjesak ugradena i kanamicinska

kazeta pomocu koje se moze lako provjeriti koje stanice sadrze uvedenu promjenu u
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kromosomu. Prekono¢ne kulture su uzgojene na 30 °C, 1 37 °C da bi se mogla analizirati
temperaturna ovisnost. Idu¢i dan iz bakterijskih stanica izolirani su ukupni proteini prilikom
Cega frakcija topljivih i1 frakcija netopljivih proteina nisu odvajane ve¢ su za daljnje istrazivanje
koristeni cjelokupni proteinski ekstrakti. Nakon izolacije odredene su koncentracije ukupnih
proteina u stani¢nim ekstraktima E. coli koriste¢i metodu po Bradfordu.

Prvo je ukupni proteinski sadrzaj ekstrakata provjeren poliakrilamidnom gel-
elektroforezom u prisutnosti SDS-a. Rezultati prikazani na Slici 11A 1 11B pokazuju vrpce svih
stanicnih proteina iz sojeva I1IB1088 (wf), 1IB1103 (Ahns), 1IB1104 (AhtpG) 1 1IB1105
(AhnsAhtpG) transformiranih praznim vektorom pMRI18 (pev, engl. empty vector plasmid) 1
vektorom koji sadrzi gen htpG, pDM11, uzgojenih preko no¢i na 30, odnosno na 37 °C.

U prvu jazicu nanesen je marker veliCina Precision Plus Protein All Blue Standards
(Bio-rad), dok su u jazice 2-5 naneseni ekstrakti ukupnih proteina iz sojeva [IB1088 (wr),
[IB1103 (Ahns), [IB1104 (AhtpG) 1 1IB1105 (AhnsAhtpG) transformiranih praznim vektorom
pMRI18 (pev), a u jazice 6-9 ekstrakti iz istih sojeva transformiranih rekombinantnim
plazmidom pDMI11 (pHtpG). Uzorci su naneseni tako da se u svakoj jazici nalazi 9 pg svih
proteina.

Uzgoj bakterijskih stanica i izolacija ukupnih proteina napravljeni su u tri bioloske

replike te su prikazani reprezentativni rezultati.
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Slika 11. Analiza ekstrakata ukupnih proteina poliakrilamidnom gel-elektroforezom. U prvu jazicu
nanesen je marker veliina Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad), u jazice 2-5 naneseni
su proteinski ekstrakti sojeva IIB1088 (wr), [IB1103 (Ahns), [IB1104 (AhtpG) i 1IB1105 (AhnsAhtpG)
transformiranih praznim vektorom pMR18 (pev), a u jazice 6-9 ekstrakti iz istih sojeva transformiranih

rekombinantnim plazmidom pDM11 (pHtpG) inkubiranih preko no¢i na A) 30 °C i B) 37 °C.
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Analizom vrpci na gelu nakon elektroforeze uocena je vrpca pri veli¢ini od oko 100
kDa, pri obje temperature, $to bi teorijski moglo odgovarati proteinu Cas3. Vrpce proteina Cas3
u svim jazicama su podjednake te je teSko uociti razliku u koli¢inama. Uocena je i jaka vrpca
pri 75 kDa S§to bi moglo odgovarati Saperonu HtpG (71,4 kDa) koji je nadeksprimiran s
plazmida. Takoder pri obje temperature, vidljivo je da sojevi koji su bili transformirani praznim
plazmidom sadrze znatno manje koli¢ine Saperona HtpG od sojeva koji su transformirani
rekombinantnim plazmidom koji sadrzi gen htpG. Pri temperaturi od 30 °C, uocljiva je razlika
izmedu intenziteta vrpci Saperona HtpG u razli¢itim sojevima transfomiranim plazmidom
pDM11 (nesto je jaca u sojevima [IB1088 1 [IB1104), dok je pri 37 °C ta razlika slabije vidljiva.

Metodom western blot odredene su koli¢ine proteina Cas3 u proteinskim ekstraktima i
njihova ovisnost o temperaturi i Saperonu HtpG. Protein Cas3 je detektiran indirektno pomocu
polihistidinskog privjeska koji je ugraden na N-terminalnoj domeni proteina. Anti-His antitijela
koja specificno prepoznaju privjesak su konjugirana antitijela koja ve¢ sadrze vezanu
peroksidazu iz hrena pa membrane nije potrebno inkubirati u sekundarnim antitijelima ve¢
samo dodati kemiluminescentni supstrat.

U prvom koraku ukupni proteini razdvojeni su poliakrilamidnom gel-elektroforezom uz
prisustvo SDS-a. U prvu jazicu nanesen je marker veli¢ina Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Thermo Fisher Scientific) ¢ije su vrpce vidljive na nitroceluloznoj membrani nakon
prijenosa §to olakSava pracenje redoslijeda nanoSenja uzoraka. Naizmjeni¢no su naneseni
ekstrakti ukupnih proteina iz sojeva IIB1088 (wr), IIB1103 (Ahns), [IB1104 (AhtpG) 1 1IB1105
(AhnsAhtpG) transformiranih praznim vektorom pMRI8 1 istih sojeva transformiranih
rekombinantnim plazmidom pHtpG. U posljednju jazicu nanesen je drugi marker veliina
Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad) ¢ija je vrpca koja odgovara 116 kDa
vidljiva prilikom detekcije $to je korisno pri analizi signala. Uzorci su naneseni tako da se u
svakoj jazici nalazi 9 pg proteina te su inkubirani pri dvije razli¢ite temperature, 30 °C 137 °C
(Slika 12A 1 B). Postupak je dovrsen kao $to je opisanu u poglavlju Materijali i metode.

Da bi bili sigurni da su razli¢ite koli¢ine proteina Cas3 u razli¢itim sojevima pouzdane,
kao referentna kontrola (engl. loading control) koristen je housekeeping protein gliceraldehid-
3-fosfat dehidrogenaza ¢ija ekspresija u stanici ostaje ista neovisno o okoliSnim uvjetima i
genotipu sojeva. GAPDH je detektiran pomocu primarnih anti-GAPDH 1 sekundarnih GAPDH
anti-rabbit antitijela na koje je takoder vezana peroksidaza iz hrena. Dobiveni intenziteti signala

izraCunati u programu [/mage Studio normalizirani su prema odgovarajuéim intenzitetima
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signala vrpce proteina GAPDH te prema genotipu. Uzeto je da vrijednost intenziteta signala
proteinske vrpce Cas3 u soju divljeg tipa jednaka 1 te su prema njemu prilagodeni intenziteti
signala ostalih sojeva. Podaci su dodatno obradeni u programu Microsoft Excel te prikazani na

grafu (Slika 13A 1 B).

1IB1088 11B1088 1IB1103 11B1103 1IB1104 11B1104 1B 1105 1IB1105 M
+ + E + + + + + l;D
PMRI8 pDM11 pMR18 pDMI11 pMRI18 pDM11 pMR18 pDM11 5
(pev) (pHtpG) (pev) (pHtpG) (pev) (pHtpG) (pev) (pHtpG)

116

— N S g Y -

1IB1088 1IB1088 11B1103 1IB1103 1B1104 1IB1104 1IBI105 1IB1105 M/

+ + + + + + + + KD

pMRI8 pDMI11 pMRI18 pDMI11 pMRI18 pDMI1 pMRI18 pDM11 4
(pev) (pHtpG) (pev) (pHtpG) (pev) (pHtpG) (pev) (pHtpG)

116

Comd ln e Py () ¢ [ ) eemd—

Slika 12. Analiza ekstrakata ukupnih proteina metodom western blot. Ekstrakti proteina sadrze ciljni
protein Cas3 i kontrolni protein GAPDH iz bakterijskih sojeva IIB1088 (wt), IB1103 (Akns), [IB1104
(AhtpG) 1 1IB1105 (Ahns AhtpG) koji su transformirani praznim vektorom pMR18 i rekombinantnim
vektorom pDM11 (pHtpG) te uzgojeni preko noé¢i na A) 30 ‘C i B) 37 °C. Slovom M oznacen je
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific). Proteini na membrani
inkubirani su u anti-His konjugiranim antitijelima, odnosno primarnim anti-GAPDH i sekundarnim

GAPDH anti-rabbit antitijelima te su detektirani kemiluminiscentno.
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Slika 13. Graficki prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije normaliziranih intenziteta signala
proteinskih vrpci proteina Cas3 iz razli¢itih bakterijskih sojeva uzgojenih pri A) 30 °C i B) 37 °C.
Vrijednosti intenziteta signala proteinskih vrpci Cas3 normalizirane su prema odgovarajuc¢im
vrijednostima intenziteta signala vrpci referentnog proteina GAPDH i prema genotipu te im je odredena

standardna devijacija. Eksperiment je ponovljen u tri neovisne replike te je provedena statisticka analiza.

Analizom inteziteta signala proteinskih vrpci proteina Cas3 moze se uoCiti da je

povecanjem kolic¢ina Saperona HtpG ekspresijom s plazmida doslo do porasta koli¢ine proteina

Lea Barbarié Diplomski rad



§ 4. Rezultati 43

Cas3 u svim sojevima pri temperaturi od 30 °C u odnosu na iste sojeve s praznim plazmidom.
Najveca razlika u porastu uocena je u soju divljeg tipa (oko 2 puta veca u odnosu na divlji tip
transformiran praznim vektorom), dok je u sojevima Ahns i AhnsAhtpG transformiranih s
praznim plazmidom pocetna koli¢ina Cas3 veca nego u soju AhtpG u kojem je ona neSto manja
(Slika 13A). Komplementacijom gena htpG s plazmida vraca se njegova funkcija te intenzitet
signala znacajno raste. lako je ocCekivano da koli¢ine proteina Cas3 u soju Ahns AhtpG
transformiranim praznim plazmidom budu manje nego kod istog soja AtpG* s obzirom da
nedostatak Saperona HtpG smanjuje koli¢ine aktivnog proteina Cas3 u stanicama, dobiveni
rezultati ukazuju da dvostruka delecija gena /ns 1 htpG svejedno pospjesuje njegovu ekspresiju
kao u Ahns sojevima.

Pri 37 °C doslo je do suprotnog trenda (Slika 13B). lako se na 37 °C uoc¢ava opadanje
koli¢ine proteina Cas3 medu sojevima, iz vrijednosti p, prikazanih na Slici 13 A 1 B, moZe se
zaklju€iti da nema statisticki znacajne razlike izmedu koli¢ina proteina Cas3 za iste sojeve
transfomirane praznim vektorom i pHtpG pri istoj temperaturi rasta, ni na 30 °C ni na 37 °C (p

>0,05).

4.2. Utjecaj temperature na koli¢ine proteina Cas3 u ovisnosti o ja¢ini

promotora

Za ovo istrazivanje kosristili smo sojeve [IB1250 (wr), [IB1241 (Ahns), [IB1251 (AhtpG) 1
[IB1243 (AhnsAhtpG) koji eksprimiraju protein Cas3 obiljezen histidinom ali s vlastitog
promotora. Sojevi su uzgojeni na 30°C i1 37 °C 1 nisu bili transformirani plazmidnim vektorima
jer smo zeljeli istraziti mogu li se detektirati protein Cas3 bez indukcije. Idu¢i dan iz
bakterijskih stanica su izolirani ukupni proteini prilikom cega frakcija topljivih 1 frakcija
netopljivih nisu odvajane vec¢ su za daljnje istrazivanje koriSteni cjelokupni proteinski ekstrakti.
Nakon izolacije odredene su koncentracije ukupnih proteina u stani¢nim ekstraktima E. coli
koriste¢i metodu po Bradfordu kao prethodno.

Ukupni proteinski sadrzaj ekstrakata provjeren je poliakrilamidnom gel-elektroforezom
u prisutnosti SDS-a. Rezultati prikazani na Slici 14A 1 B pokazuju vrpce cjelokupnih stani¢nih
proteina iz Cistih sojeva IIB1250 (wr), 1IB1241 (Ahns), 1IB1251 (AhtpG) 1 11B1243
(AhnsAhtpG) uzgojenih preko noci na 30, odnosno na 37 °C.
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U prvu jazicu nanesen je marker veliCina Precision Plus Protein All Blue Standards
(Bio-rad), dok su u jazice 2-5 naneseni ekstrakti ukupnih proteina iz sojeva [IB1241 (Ahns),
[1B1243 (AhnsAhtpG), 1IB1250 (wt) 1 IB1251 (AhtpG), uzgajanih na 30 °C (Slika 14A). Na
drugi gel su istim redoslijedom naneseni ekstrakti ukupnih proteina iz istih sojeva uzgajanih na
37 °C (Slika 14B). Uzorci su naneseni tako da se u svakoj jaZici nalazilo 9 pg. Prilikom
nanoSenja proteinskih ekstrakata na gel uoceno je da su uzorci jako viskozni, pretpostavlja se
zbog prevelikih koli¢ina genetickog materijala uslijed nepotpune lize stanica prilikom

sonikacije, te je ih teSko nanijeti u jaZice.
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Slika 14. Analiza ekstrakata ukupnih proteina poliakrilamidnom gel-elektroforezom. U prvu jazicu
nanesen je marker veli¢ina Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad), u jazice 2-5 naneseni
su proteinski ekstrakti sojeva [1B1241 (Ahns), 1IB1243 (AhnsAhtpG), 1IB1250 (wt) i [IB1251 (AhtpG)
inkubiranih preko noé¢i na A) 30 °C i B) 37 °C.
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Analizom gela nakon provedbe elektroforeze uoceno je da proteinske vrpce koje
odgovaraju ukupnim proteinima ekstrakata nisu u potpunosti razdvojene ve¢ je dosSlo do
njihovog razmazivanja te je prakticki nemoguce identificirati protein Cas3 na gelu pri obje
temperature inkubacije.

Metoda western blot provedena je kako je opisano u potpoglavlju 4.1.4. U prvu jazicu
poliakrilamidnog gela nanesen je marker veli¢ina Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Fisher Scientific), u jazice 2-5 ekstrakti ukupnih proteina iz Cistih sojeva 11B1241
(Ahns), 11B1243 (AhnsAhtpG), 11IB1250 (wf) 1 [IB1251 (AhtpG) uzgajanih na 30 °C, a u jazice
6-9 ekstrakti iz istih sojeva uzgajanih na 37 °C. Na jedan gel su uzorci naneseni tako da se u
svakoj jazici nalazi 9 ng proteina, dok je na drugi gel nanesena maksimalna koli¢ina uzoraka
koja stane u jaZicu (30 puL). U jaZicu 10 nanesen je drugi marker veli¢ina Precision Plus Protein
All Blue Standards (Bio-rad).

Nakon dodatka kemiluminescentnog supstrata i snimanja membrane na uredaju C-DiGit
Blot Scanner (LI-COR Biosciences) uoceno je da nije doslo do detekcije ocekivanih proteinski
vrpci na membrani pri obje temperature i obje kolicine uzoraka (Slika 15A 1 15B). Na membrani
je vidljiva samo vrpca koja odgovara 116 kDa 1 pripada markeru veli¢ina Unstained Protein

Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific).
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Slika 15. Analiza ekstrakata ukupnih proteina metodom western blot. Ekstrakti proteina sadrze ciljni
protein Cas3 obiljezen histidinskim privjeskom iz bakterijskih sojeva 1IB1241 (Ahns), 11B1243
(AhnsAhtpG), 11B1250 (wr) 1 1IB1251 (AhtpG) uzgojeni preko noci na 30 °C i 37 °C. Uzorci su naneseni
na gel tako da ukupna proteina koli¢ina bude A) 9 ug i B) maksimalna koli¢ina koja se moZe nanijeti u
jazicu (30 ul). Slovom M oznacéen je Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Fisher
Scientific). Proteini na membrani inkubirani su u anti-His konjugiranim antitijelima te su detektirani

kemiluminiscentno komercijalnim kompletom ECL Western blot Substrate (Promega).

Eksperiment je ponovljen koriste¢i novi stock anti-His antitijela 1 osjetljivijeg reagensa
za detekciju Radiance ECL Western blot Detection Kit (Azure Biosystems). Takoder, prilikom
izolacije proteina talozi bakterijskih stanica nakon centrifuge resuspendirani u 200 puL pufera

za lizu umjesto u 600 uL da bi uzorci bili Sto koncentriraniji (Slika 16 A 1 B).
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Slika 16. Analiza ekstrakata ukupnih proteina metodom western blot. Ekstrakti proteina sadrze ciljni
protein Cas3 obiljezen histidinskim privjeskom iz bakterijskih sojeva 1IB1241 (Ahns), 11B1243
(AhnsAhtpG), 11B1250 (wr) 1 1IB1251 (AhtpG) uzgojeni preko noci na 30 °C i 37 °C. Uzorci su naneseni
na gel tako da ukupna proteina koli¢ina bude A) 9 ug i B) maksimalna koli¢ina koja se moZe nanijeti u
jazicu (30 ul). Slovom M oznacéen je Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Fisher
Scientific). Proteini na membrani inkubirani su u svjezim anti-His konjugiranim antitijelima te su
detektirani kemiluminescentno komercijalnim kompletom Radiance ECL Western blot Detection Kit

(Azure Biosystems).

Nakon provedbe eksperimenta, ponovno nisu uoceni o¢ekivani signali na membrani
(Slika 16A 1 16B) ve¢ je vidljiva samo vrpca koja odgovara 116 kDa 1 pripada markeru veli¢ina
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific) te je zakljuCeno da se
protein Cas3 s vlastitog promotora eksprimira u premalim koli¢ina da bi se mogao detektirati

ovom metodom, neovisno o genotipu sojeva i temperaturi rasta.

4.3. Utjecaj tokastih mutacija u Saperonu HtpG na aktivnost proteina

Cas3 u ovisnosti o temperaturi in vivo

U zadnjem dijelu istraZivanja Zeljeli smo istraZiti koja je enzimatska aktivnost Saperona HtpG
odgovorna za povecanje koli¢ine proteina Cas3. Ciljanom mutagenezom uspjesno su priredeni
rekombinantni plazmidi pHtpG (u vektoru pBADI18) koji sadrze tockaste mutacije E34A i
W467R u genu htpG (kako je opisano u potpoglavlju 3.2.1.2). Nakon izolacije plazmida iz
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transfomiranih stanica komercijalnim kompletom Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega), njihova ispravnost potvrdena je restrikcijskom analizom. Plazmidi su
pocijepani restrikcijskom endonukleazom EcoRI i analizirani agaroznom gel-elektroforezom.
pDM9 1 pPDM10 su izolirani iz tri razli¢ite kolonije (Slika 17A) dok je pPDM13 izoliran iz dvije
(Slika 17B). Analizom podataka utvrdeno je da signali na gelu odgovaraju veli¢ini 6,5 kb §to je
u skladu s teorijski izraCunatoj veli¢ini porezanih plazmida.

Da bi se dodatno utvrdilo da li gen A#pG sadrZava Zeljenu mutaciju, plazmidi su poslani
na sekvenciranje kodiraju¢eg slijeda u servisu Macrogen (Nizozemska) te je potvrdena
prisutnost Zeljene mutacije u pDM9 1 pDM10. Utvrdeno da plazmid pDM13 nije sadrZavao
zeljenu mutaciju $to znaci da uvodenje toCkaste mutacije M546T ciljanom mutagenezom nije

bilo uspjesno.
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A

Slika 17. Analiza fragmenata DNA agaroznom gel-elektroforezom nakon restrikcijske analize A)
plazmida pDM9 (1-3) i pDM10 (4-5) i B) plazmida pDM13 (1). Slovom M oznacen je marker veli¢ina
GeneRuler 1 kb DNA.
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4.3.1. Odredivanje efikasnosti infekcije fagom lambda

Nakon uspjeSne pripreme tockastih mutanata HtpG E34A 1 W467R na plazmidu koristeci
metodu ciljane mutageneze, soj [IB1066 (AT3 Ac AhnsAhtpG) transformiran je plazmidima
pDM9 1 pDM10. Uz njih, soj je transformiran praznim plazmidom pBADI8 za negativnu
kontrolu i plazmidom pBAD18-HtpG za pozitivnu kontrolu. U ovom soju nedostaje Saperon
HtpG koji je potreban za aktivnost proteina Cas3 Sto €ini soj osjetljivim na infekciju fagom Avir
na 30 °C. Ekspresijom Saperona HtpG s plazmida komplementira se ova mutacija i uspostavlja
otpornost na infekciju fagom*. Na temelju pojave plakove moze se zakljuciti koja je aktivnost
proteina HtpG neophodna za uspostavljanje aktivnosti i stabilizacije proteina Cas3.
Decimalna razrjedenja faga Avir nanesena su na livade transformiranih bakterija te su
krute podloge inkubirane preko no¢ina 30 °C 1 37 °C. Decimalna razrjedenja faga bila su svjeze
pripremljena te su bakterijske kulture soja [IB1066 + pPBAD18/pBAD18-HtpG/pDM9/pDM10
uzgojene uz dodatak 0,2 %-tne otopine L-arabinoze i ampicilina. Eksperiment izveden u 4
neovisne replike te su prebrojane nastale Cistine na bakterijskim livadama pri 30 °C i 37 °C
prema kojima je izraCunata srednja vrijednost jedinice formiranja plakova (PFU) po mililitru
(Tablica 14). Podaci su analizirani i obradeni pomocu programa Microsoft Excel te prikazani u

grafickom obliku (Slika 18).

Tablica 14. Srednje vrijednosti broja plakova (PFU) po mL na bakterijskim livadama sojeva IIB1066
(AhnsAhtpG) + pBAD18/pBAD18-HtpG/pDM9/pDM10 inkubiranih preko no¢i na 30 °C i na 37 °C.
Bakterijske stanice inficirane su s Cetiri razliCita decimalna razrijedenja faga Avir te je eksperiment

ponovljen u Cetiri nezavisne replike.

Sojevi PFU / mL
11B1066 + pBAD18 2,54 x 108 1,60 x 10°
[IB1066 + pPBAD18-HtpG n/a 1,10 x 10°
[IB1066 + pDM9 n/a 1,57 x 10°
1IB1066 + pDM10 n/a 1,53 x 10°
Temperatura inkubacije 30°C 37°C
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Slika 18. Graficki prikaz srednjih vrijednosti i standardne devijacije broja plakova (PFU) po mL na
bakterijskim livadama sojeva IIB1066 (AhnsAhtpG) + pBADI18/pBADI18-HtpG/pDM9/pDM10
inkubiranih preko no¢i na 30 °C i na 37 °C. Bakterijske stanice inficirane su s Cetiri razli¢ita decimalna

razrijedenja faga Avir te je eksperiment ponovljen u Cetiri nezavisne replike.

Kao i 5to je o¢ekivano, u soju [IB1066 (AhnsAhtpG) transformiranim praznim vektorom
pBADI18, nije doslo do obrane od infekcije fagom Avir neovisno o temperaturi inkubacije zbog
nedostatka gena htpG. Komplementacijom genom divljeg tipa Saperona HtpG s plazmida dolazi
do povratka funkcije sustava 1 efikasne obrane od infekcije pri temperaturi od 30 °C §to je u
skladu s ocekivanim rezultatima. Uoceno je da tockaste mutacije uvedene u kodiraju¢i slijed
Saperona HtpG, zamjena glutamata u alanin (E34A) 1 triptofana u arginin (W467R), ne utjecu
na efikasnost od obrane na infekciju fagom lambda u soju AhnsAhtpG te se ponasaju kao divlji
tip proteina HtpG pri 30 °C. Na 37 °C nema znacajne razlike medu vrijednostima PFU kod soja
[IB1066 transformiranog praznim vektorom, pHtpG 1 tockastim mutantima pHtpG.
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§5. RASPRAVA

5.1. Relativna kvantifikacija proteina Cas3 u ovisnosti o jaini promotora i

Saperonu HtpG pri dvije razliite temperature

U ovom istrazivanju, cilj je bio prouciti kako protein HtpG utjece na koli¢ine proteina Cas3 u
ovisnosti o temperaturi rasta. Sli¢na istrazivanja su ve¢ radena u grupi prof. Ivanci¢ Bace, ali
zbog problema s plazmidom pHtpG rezultati nisu bili pouzdani. U diplomskom radu M. Pravica
(2020), gen htpG je bio ukloniran u plazmid pCDF-1b, pod inducibilnim promotorom faga T7
koji za prepisivanje treba T7-RNA-polimerazu uz dodatak IPTG-a (izopropil-1-tio-p-D-
galaktopiranozid) kao induktora. Navedeni plazmid je odabran posto sadrzi gen za otpornost na
streptomicin koja se razlikuje od onih koje se ve¢ nalaze u kromosomu koriStenih sojeva.
Problem je bio taj §to transformirani bakterijski sojevi E. coli nisu sadrzavali uvedeni gen za
T7-RNA-polimerazu te u pravilu nije trebalo ni do¢i do ekspresije Saperona HtpG s plazmida s
obzirom da bakterijska RNA-polimeraza ne moZze prepoznati navedeni promotor. Posto je ipak
doslo do tzv. leaking ekspresije, dobiveni rezultati nisu bili pouzdani. Da bi se ispravila
pogreska, u bakterijske sojeve uveden je gen za T7-RNA-polimerazu te je s njima zapravo
zapocelo moje istrazivanje. [ako je konstrukcija sojeva u kojima se moze pouzdano eksprimirati
HtpG s navedenog plazmida koji sadrzi T7 promotor trebala rijesiti problem, prilikom detekcije
proteina Cas3 metodom western blot nije doslo do pojave ocekivanih signala kao §to je
dobiveno u diplomskom radu M. Pravica, te je zanimljivo da je zapravo doSlo do pogorSanja
umjesto poboljsanja. U nekim sojevima signali nisu ni detektirani te je zaklju¢eno da plazmid
ne funkcionira kako bi trebao iz razloga koju su i dalje nepoznati. Zato je zaklju¢eno da se
najbolje vratiti na prethodno koriStene sojeve (koji ne sadrze gen za T7-RNA-polimerazu) i
pripraviti novi plazmid pHtpG koji sadrZi gen za otpornost na streptomicin i koji se moze
prepisivati RNA-polimerazom domacina. S obzirom da vecina komercijalno dostupnih
plazmida ne sadrZi gen za otpornost na streptomicin, novi prazan vektor priredio je M. Radov¢i¢
uzevsi dio plazmida pCDF-1b, to¢nije njegovu otpornost, 1 spajajuci ga s plazmidom pBAD-
HisA tako da viSestruko mjesto za kloniranje ostane nepromijenjeno. U njega je tada ukloniran
divlji tip gena A#pG pod inducibilnim promotorom Pgap Cija se ekspresija potic¢e L-arabinozom.

Nakon provjere njegove ispravnosti, ,,stari“ sojevi su transformirani novim plazmidom pHtpG
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1 analizirani su ukupni proteini. Protein Cas3 je napokon uspjesno detektiran u svim sojevima
pri 30 °C 137 °C.

Analizom poliakrilamidnih gelova nakon provedbe elektroforeze uocene su proteinske
vrpce koje po veli¢ini odgovaraju proteinu Cas3 1 HtpG (Slika 11A 1 11B). Za detekciju proteina
Cas3 na nitroceluloznoj membrani koristen je ukupni proteinski ekstrakt, tj. nisu odvajane
frakcije topljivih i netopljivih proteina nakon lize stanice, kao S§to je radeno u prijaSnjim
istrazivanjima, radi to¢nije detekcije koli¢ina u ukupnom lizatu stanica. Prilikom odvajanja
taloga 1 supernatanata, pogotovo uoci prekomjerne ekspresije proteina, moguce su agregacije
proteina od interesa i njegovo zaostajanje u talogu Sto moze dovesti do velikih gubitaka u
koli€ini topljivog proteina te su zato metodom western blot analizirani ukupni stani¢ni ekstrakti.
Dodatno, pouzdanost rezultata se osigurala detekcijom proteina GAPDH ¢ije se koli¢ine u
stanicama ne mijenjaju te se tako korigiraju pogreske prilikom nanoSenja uzoraka.

Pri 30 °C uocen je porast koli¢ina Cas3 u svim istraZivanim sojevima transformiranim
s plazmidom koji sadrzi divlji tip gena htpG, u odnosu na iste sojeve transfomirane s praznim
plazmidom (Slika 13A), §to je u skladu s dosada$njim podacima da prekomjerna ekspresija
Saperona HtpG pomaze pri o¢uvanju funkcionalnih koli¢ina proteina Cas3 u stanicama.’ Tako
je gen cas3 u svim sojevima bio eksprimiran s inducibilnog promotora Pgap i koli¢ine transkipta
cas3 su bile sli¢ne, vece koli¢ine proteina Cas3 uocene su u soju Akzns $to je moguci indirektni
efekt mutacije hns.>

U soju AhtpG koji sadrzi prazni plazmid, koli¢ina proteina Cas3 je bila manja nego u
soju divljeg tipa §to je 1 ocekivano s obzirom da Saperon HtpG ima ulogu u stabilizaciji i
ocuvanju funkcionalnih koli¢ina proteina Cas3°. Kada se deletirani gen AhtpG komplementirao
ekspresijom HtpG s plazmida, intenzitet signala proteinskih vrpci Cas3 znatno se povecao u
oba AhtpG soja. Zanimljivo je da iako je oCekivano da u dvostrukom mutantu AhnsAhtpG
transformiranim s praznim plazmidom intenzitet signala bude manji od intenziteta Ahns soja,
uoceno je da delecija oba gena pospjesuje koliCine proteina Cas3. Moguce je da delecija gena
represora hns nadjacava efekt delecije gena htpG te svejedno dolazi do povecane ekspresije
Cas3 (Slika 13A). Iako prema ovim rezultatima, dvostruki mutant AhnsAhtpG sadrzi vecu
koli¢inu proteina Cas3 u odnosu na soj A4ns, soj nije otporan na infekciju fagom lambda pri 30
OC.4

Yosef'i suradnici® pokazali su da se koli¢ina proteina Cas3 u stanicama AhtpG u kojima

je eksprimiran Saperon HtpG s plazmida trostruko povecala na 37 °C, ali s obzirom da je u tom
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istrazivanju protein Cas3 eksprimiran s plazmida te su koriStene stanice u logaritamskoj fazi
rasta, teSko je usporedivati nase i njihove rezultate. U svom diplomskom radu, M. Macuka je
pokazao da u logaritamskim stanicama nema razlike u koli¢ini proteina Cas3 izmedu razli¢itih
sojeva 1 temperature uzgoja i zato se preslo na istraZzivanje na stacionarnim stanicama.

U ovom istrazivanju, u kojem su koriStene stacionarne stanice i protein Cas3 je
eksprimiran s kromosoma, rezultati pokazuju suprotno nego kod Yosef'i suradnika’. Uz dodatak
Saperona HtpG, doslo je do prividnog smanjenja koli¢ina proteina Cas3 u gotovo svim sojevima
uzgojenim na 37 °C u odnosu na sojeve koji su sadrzavali prazan plazmid $to je neocekivano
(Slika 13B). Statistickom analizom srednjih vrijednosti koli¢ina proteina Cas3 u razli¢itim
sojevima transformiranih praznim vektorom i1 pHtpG pri 37 °C procijenjeno je da razlike nisu
statisti¢ki znacajne kao $to je dobiveno u istraZivanju Yosefa i suradnika® te za to nema
konkretnog objaSnjenja. Prethodni rezultati u grupi prof. Ivanc¢i¢ Bace ukazuju da dolazi do
konformacijske promjene u proteinu Cas3 pri 35 °C na koju $aperon HtpG ne moze utjecati.>
Ipak, povecanje koli¢ina proteina Cas3 se uo€ava uz nadeskpresiju Saperona HtpG na 30 °C u
svim sojevima osim Ahns gdje je povecenje povezano s Ans mutacijom. Medutim, zbog velikih
oscilacija u pokusima i malog broja nezavisnih replika, statisticki zna¢ajno povecanje nije se
dogodilo niti u jednom od sojeva s obzirom da su vrijednosti p bile ve¢e od 0,05 te bi
eksperiment trebalo ponoviti viSe puta.

Takoder, teSko je procijeniti da 1i su ti podaci pouzdani. Zbog velike koli¢ine proteina
Cas3 pri 37 °C 1 nacina detekcije, kojim je intenzitet signala mjeren nakon nekog odredenog
vremena, postoji mogucnost je doslo do tzv. blijedenje (engl. bleaching), odnosno saturacije
signala zbog prevelike koli¢ine kemiluminiscencije, $to bi rezultiralo nepouzdanim
vrijednostima. Treba uzeti u obzir 1 to da je protein Cas3 u svim sojevima eksprimiran s
inducibilnog promotora i da dobivene koli¢ine nisu nativne za stanicu te je zato eksperiment
proveden na sojevima koji sadrZe protein Cas3 pod regulacijom vlastitog promotora i koji nisu
transformirani plazmidima.

U te svrhe, u drugom dijelu istraZivanja koriSteni su sli¢ni delecijski sojevi koji sadrze
gen cas3 s polihistidinskim privjeskom, ali pod nativnim promotorom. Da bi se detektirale
koliCine proteina Cas3 u fizioloskim koli¢inama pri dvije razli¢ite temperature bilo je kljucno
da ne dolazi do nadekspresije Cas3 ni Saperona HtpG s plazmida pa sojevi nisu transformirani
vektorima. Kao 1 u prethodnom eksperimentu, supernatant nije odvajan od taloga ve¢ su

koriSteni ukupni stani¢ni ekstrakti.
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Da bi lakSe detektirao protein Cas3 na jedan gel uzorci su naneseni tako da svaki sadrzi
9 ng ukupnih proteina, dok je na drugi nanesena maksimalna koli¢ina u slu¢aju da je koli¢ina
od 9 ng premala za detekciju. Analizom gela uoceno je da nije doslo do pravilnog razdvajanja
proteina na gelu ve¢ je doslo do razmazivanja uzoraka u jazicama. Moguce je da su uzorci
sadrzavali velike koli¢ine genomske DNA $§to bi objasnilo njihovu viskoznost 1 razmazivanje
na gelu. Tretiranjem uzoraka DNazom ili koriStenjem kemijske lize umjesto sonikacije za
razbijanje stanica moglo bi se poboljSati razdvajanje ukupnih proteina razgradnjom viska
genomske DNA 1 ostalih stani¢nih komponenti.

Detekcijom na nitroceluloznoj membrani signali koji odgovaraju proteinu Cas3 u oba
eksperimenta nisu uoc¢eni (Slika 15A 1 B, Slika 16A 1 B). Nije doslo do pojave proteinskih vrpci
ni na jednoj od membrana, niti kada je nanesena maksimalna koli¢ina uzoraka, ve¢ je samo
vidljiva vrpca koja odgovara markeru veli¢ina Sto zna¢i da su koriStena antitijela bila
funkcionalna. Ovim pokusom se Zeljela doznati stvarna situacija u ekspresiji proteina Cas3 —
jesu li signali proteinski vrpei pri 30 °C jaci u odnosu na 37 °C te da li ¢e varirati ovisno o
genotipu soja kao u prethodnom eksperimentu. Zbog izostanka signala proteina Cas3 moze se
zakljuciti da su koliCine proteina Cas3 kad se prepisuje s vlastitog promotora toliko niske da se
ne mogu detektirati metodom western blot te da je jacina promotora kljucna prilikom njihove
analize. Protokol bi se mogao poboljsati koriStenjem kemijske lize stanica ¢ime bi se povecala
to¢nost prilikom nanoSena uzoraka na gel zbog manje viskoznosti. Osjetljivost metode bi se
mogla znacajno povecati koriStenjem specificnih anti-Cas3 antitijela za Cas3 iz bakterije E. coli

koja bi omogucila direktnu detekciju proteina i samim time jaci intenzitet signala.

5.2. Utjecaj tockastih mutacija u Saperonu HtpG na obranu od infekcije

fagom lambda

U posljednjem dijelu istrazivanja, zeljelo se ispitati da li uvodenjem odredenih tocCkastih
mutacija u nukleotidni slijed gena A#pG dolazi do promjena u aktivnosti proteina koje utjeCu na
stabilnost proteina Cas3 1 posljedi¢no na efikasnost obrane od infekcije faga lambda.

Zamjene glutamata u alanin (E34A) i triptofana u arginin (W467R) u Saperonu HtpG
koristene su u istrazivanju Balasubramanian i suradnika® gdje je pokazano da navedeni bo¢ni
ogranci sudjeluju u hidrolizi ATP-a, odnosno vezanju proteinskih supstrata, za Sto smo

pretpostavili da bi moglo biti od vaznosti u interakciji s proteinom Cas3. Htjelo se ispitati 1
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djelovanje tockaste mutacije M546T, odnosno zamjene metionina u treonin, koja je takoder
koriStena u navedenom istrazivanju, ali nazalost promjena nije uspjesno uvedena u nukleotidni
slijed gena htpG. U bakterijskom soju [IB1066 u kojem su geni Ans i htpG deletirani 1 koji
sadrzi odgovaraju¢e anti-lambda razmaknice, poznato je da su stanice osjetljive na infekciju
fagom Avir na obje temperature, ali da uz prekomjernu ekspresiju Saperona HtpG s plazmida
dolazi do potpune rezistencije pri 30 °C ali ne i 37 °C.* Analizom bakterijskih livada soja
[IB1066 + pBAD18/pBAD18-HtpG/pDM9/pDM10 (Tablica 14, Slika 18), uoc€eno je da pri 30
°C, u skladu s prethodnim istrazivanjima, dolazi do pojave plakova u soju transformiranog s
praznim plazmidom pBADI18. Dodatkom Saperona HtpG na plazmidu nije doslo do pojave
plakova $to znaci da su se stanice efikasno obranile od infekcije 1 §to je u skladu s ocekivanim.
Medutim, isto je uo€eno 1 u stanicama transformiranim s plazmidima koje sadrze tocCkaste
mutacije u genu htpG. To ukazuje da zamijenjene aminokiseline u proteinu HtpG ne utjecu na
aktivnost proteina HtpG u interakciji s proteinom Cas3 1 njegovu stabilizaciju. Moguce je da
soj [IB1066 nije dobar model, mozda je aktivnost proteina HtpG dovoljno o¢uvana na 30 °C da
bi se uocile suptilne razlike. Mozda bi se efekt mogao uociti metodom western blot 1 istraziti
dolazi li do promjena u koli¢ini proteina Cas3 kad se koristi mutirani HtpG.

Na 37 °C, sustav CRISPR-Cas gubi svoju efikasnost u obrani od infekcije, Sto se moze
objasniti konformacijskom promjenom u proteinu Cas3 i smanjenjem nukleazne aktivnosti.*’
HtpG je predloZzen da pomaze u predaji proteina Cas3 u pravilnoj konfrmaciji do kompleksa
Cascade.** Medutim, poveéanjem koli¢ina HtpG nije do$lo do uspostavljanja otpornosti
prilikom infekcije fagom lambda, neovisno da li se radilo o divljem tipu gena ili toCkastim
mutantima. Neobi¢no je da Saperon HtpG, koji bi inace trebao biti zastupljen u veéim
koli¢inama kao dio Hsp odgovora na 37 °C, ¢ak 1 kad je u suviSku ne moze suprimirati
nedostatak aktivnosti proteina Cas3. Mozda Saperon HtpG usmjerava protein Cas3 na
proteoliticko cijepanje §to moZe objasniti manje koli¢ine proteina Cas3 u njegovom suvisku na

37 °C. Daljnja istrazivanja su potrebna da bolje razjasne ovaj efekt.
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§ 6. ZAKLJUCAK

e Uspjesno je prireden rekombinantni plazmid pDMI11 (pHtpG) za prekomjernu
ekspresiju divljeg tipa Saperona HtpG pod inducibilnim arabinoznim promotorom.

e Protein Cas3 s polihistidinskim privjeskom uspjesno je detektiran 1 kvantificiran
metodom western blot samo kad je eksprimiran s inducibilnog a ne s vlastitog
promotora.

e Nadekspresijom Saperona HtpG u svim istraZzivanim sojevima E. coli pri 30 °C doslo je
do povecanja intenziteta signala proteinskih vrpci Cas3 u odnosu na sojeve koji sadrze
prazan plazmid. Nadekspresijom Saperona HtpG pri 37 °C smanjile su se koli¢ine
proteina Cas3 $to sugerira mogucu negativnu ulogu Saperona HtpG na koli€ine proteina
Cas3 pri poviSenoj temperaturi. No, zbog velikih razlika u rezultatima i malog broja
replika tesko je donijeti pouzdane zakljucke.

e Jacina promotora za gen cas3 je klju¢na 1 analiza koli¢ina proteina Cas3 je moguca samo
ekspresijom s inducibilnog promotora.

e Uspjesno su priredeni samo tockasti mutanti E34A 1 W467R gena htpG na plazmidu.

e Tockasti mutanti Saperona HtpG, E34A 1 W467R, nisu pokazali mutantni fenotip 1
ponasali su se poput divljeg tipa. Uvedene mutacije nisu pokazale pogorSanje interakcije

Saperona HtpG s proteinom Cas3 pri 30 °C.
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APS
ATP
BSA
cAMP
cAMP-CRP
Cas
Cascade
CBB

CRISPR

crRNA
CTD
dl DNA
E. coli
GAPDH
H-NS
HD
HNH
HtpG
IPTG
JIDNA
LB

LeuO

amonijev persulfat
adenozin trifosfat
engl. bovine serum albumin
engl. cyclic adenosine monophosphate
engl. cAMP receptor protein
engl. CRISPR-associated genes
engl. CRISPR-associated complex for antiviral defence
engl. Commassie brilliant blue

engl. clustered regularly interspaced short palindromic
repeats

CRISPR RNA
C-terminalna domena
dvolanana DNA
Escherichia coli
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
engl. histone-like nucleoid-structuring protein
histidin-aspartat
histidin-asparagin-histidin
engl. high-temperature protein G
izopropil-1-tio-p-D-galaktopiranozid
jednolanc¢ana DNA
Luria-Bertani

engl. transcriptional activator of leuABCD operon
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PAGE engl. polyacrylamide gel-electrophoresis
PAM engl. protospacer adjacent motif
pb parovi baza
PBS engl. phosphate-buffered saline
PCR engl. polymerase chain reaction
pev engl. empty vector plasmid
PFU engl. plaque-forming units
PMSF engl. phenylmethylsulfonyl fluoride
pre-crRNA engl. primary crRNA
RAMP engl. receptor activity-modifying protein
SDS engl. sodium dodecyl sulphate
SF2 engl. superfamily 2
sgRNA engl. single-guide RNA
StpA engl. suppressor of td phenotype A
TEMED N,N,N’ N -tetrametiletilendiamin
tractrRNA engl. trans-activating CRISPR RNA
Tris

engl. tris(hydroxymethyl)aminomethane
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