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1. UVOD

1.1. Unakrsna vezanja DNA-protein

1.1.1. Vrste i nastanak

Specifi¢na grada molekule DNA u obliku uzvojnice koju ¢ine dva antiparalelna lanca
omogucava pohranu, nasljedivanje i ekspresiju genetskog materijala. Razliciti procesi, poput
stvaranja slozene kromatinske strukture, genske ekspresije, replikacije i rekombinacije,
omogucavaju rast, razvoj, diobu i prezivljavanje stanica (Hlbner i sur., 2013). Za odrzavanje
svake navedene stani¢ne funkcije i integriteta genoma stanice bitna je interakcija nukleinskih
kiselina s kompleksnim proteinskim sustavom. Slozenost ovih procesa zahtijeva izmjenu
velikog broja proteina koji se nalaze u blizini DNA ili s njom stvaraju prijelazne interakcije,
no ponekad moze doc¢i do Stvaranja ireverzibilnih kovalentnih veza izmedu DNA i proteina.
Takve se lezije nazivaju unakrsna vezanja DNA-protein (engl. DNA-protein crosslinks, DPCs)
1 mogu nastati pod utjecajem razli¢itih endogenih ili egzogenih ¢imbenika (Fielden i sur.,

2018).

U antitumorskim terapijama Cesto Se koriste ionizirajuéa zracenja i kemijske tvari te
oni ¢ine najces¢e egzogene uzroke DPC (Huang i Li, 2013). Direktno uzrokovanje DPC
ioniziraju¢im zracenjem ukljucuje stvaranje nestabilnih kationskih radikala na DNA, a
indirektno dovodi do radiolize vode i1 povecanja koncentracije reaktivnih kisikovih radikala
(engl. reactive oxygen species, ROS) (Vaz i sur., 2017). Kemoterapijski lijekovi poput
kamptotecina i etoposida induciraju DPC na mjestu interakcije DNA i enzima topoizomeraze,
a ultraljubicasto svjetlo (engl. ultraviolet, UV) dovodi do ekscitacije baza DNA (najéesce
timidina) i stvaranja kovalentnih veza s aminokiselinama poput cisteina, lizina, fenilalanina,

triptofana i tirozina (Zhang i sur., 2004; Pommier, 2009).

Endogeni uzroci mogu se podijeliti u dvije skupine, ovisno o tome dovode li do
stvaranja enzimatskih ili neenzimatskin DPC. Neenzimatski DPC najce$¢e nastaju pod
utjecajem reaktivnih aldehida prisutnih u stanici, a oni su obi¢no produkt metaboli¢kih i
regulatornih procesa poput metabolizma aminokiselina i oksidativne demetilacije (Swenberg i
sur., 2011). Ukoliko je aldehid u blizini kromatina, moZe reagirati s primarnim aminom baze
DNA i stvoriti stabilnu amidnu vezu s lizinom ili argininom okolnih proteina, ¢ime nastaje
DPC (Bandaru i sur., 2002). Acetaldehid takoder moze dovesti do stvaranja DPC reakcijom s

primarnim aminima baza DNA, a on nastaje kao intermedijer u metabolizmu ugljikohidrata i

1



etanola (Garcia i sur., 2009). Najbolje su istrazena unakrsna vezanja DNA-protein koja nastaju
zbog djelovanja formaldehida te se ovaj induktor DPC ¢esto koristi za Stvaranje lezija u svrhu
njihova proucavanja (Conaway i sur., 1996; Quievryn i Zhitkovich, 2000). Endogeni
formaldehid nastaje prilikom demetilacije histona i kao intermedijer pri enzimatskom
uklanjanju metilnih skupina s DNA (Trewick i sur., 2002; Walport i sur., 2012). Stanice
posjeduju enzime aldehid dehidrogenaze koji metaboliziraju razli¢ite aldehide poput
formaldehida i acetaldehida te vrse detoksifikaciju (Vasiliou i sur., 2004). Usprkos tome,
njihova je koncentracija 100 — 400 uM u tkivu ¢ovjeka vjerojatno i dalje dovoljna da redovito
uzrokuju DPC (Heck i Casanova, 2004; Tong i sur., 2013). Prilikom popravaka izrezivanjem
baza (engl. base excision repair, BER) ili spontanim gubitkom baza, nastaju abazna mjesta na
DNA koja imaju reaktivne aldehidne skupine te takoder mogu dovesti do stvaranja kovalentnih

veza s okolnim proteinima (Sczepanski i sur., 2010).

Mnogi proteini formiraju prijelazne kovalentne komplekse s DNA prilikom
enzimatskih reakcija, a enzimatski DPC nastaju ako se takvi kompleksi ne razrijeSe. Jedni od
najéescih tipova enzimatskih DPC su oni uzrokovani topoizomerazama koje se pod utjecajem
endogenih ¢imbenika ili nakon izlaganja stanica kemoterapeuticima poput kamptotecina ili
etoposida trajno vezu na DNA (Mao i sur., 2001; Pommier i sur., 2006). Nakon uklanjanja baze
sustavom BER pomoc¢u DNA glikozilaze, ostaje mjesto bez baze koje moze oksidirati u
prisutnosti slobodnih radikala i tvoriti DPC s proteinima popravka poput DNA polimeraze f3
(Hashimoto 1 sur., 2001; Sung i sur., 2005). Sli¢no je primijeceno i za druge enzime popravka
oste¢enja DNA poput O®-metilgvanin-DNA metiltransferaze i poli(ADP-riboza) polimeraze-1
(PARP1) (Loeber i sur., 2008; Prasad i sur., 2014).

1.1.2. Topoizomeraze: najceséi izvor enzimatskih unakrsnih vezanja DNA-

protein

Tijekom provedbe replikacije i transkripcije, potrebno je promijeniti konformaciju
odredenih dijelova genoma koji se nalaze u razli¢itim stupnjevima kondenzacije i omoguciti
pristup proteinskim kompleksima za interakciju s DNA. Prilikom takve strukturne
reorganizacije genoma, dogada se topoloSko zapletanje DNA koje onemogucava osnovne
stani¢ne funkcije (Shure i Vinograd, 1976). Razdvajanje lanaca prilikom transkripcije i
replikacije dovodi do superzavijene DNA i torzijske napetosti. Visak pozitivnih superzavoja

otezava daljnje razdvajanje lanaca, $to onemogucava pomicanje DNA i RNA polimeraze te
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napredovanje reakcije, a negativna superzavijenost koja ostaje iza polimeraze dovodi do
stvaranja nepozeljnih nukleinskih struktura poput R-petlji, z-DNA i intramolekularnih

ukosnica (Pommier, 2013).

Topoizomeraze, enzimi koji su prisutni u eukariota, arheja i bakterija, uklanjaju
superzavoje razli¢itim mehanizmima (Forterre i sur., 2007). Topoizomeraza I (Topl) uvodi
jednolancani lom stvarajuéi kovalentni intermedijer izmedu DNA i enzima, $to omogucuje
okretanje pocijepanog oko nepocijepanog lanca do rjeSavanja superzavijenosti, nakon cega
slijedi ligacija DNA. Drugi mehanizam ukljucuje prolazak dvolanc¢ane ili jednolancane DNA
kroz kataliticki intermedijer. Topoizomeraza Il (Top2) omogucuje prolazak nepocijepanog
dupleksa DNA kroz dvolancani lom, a topoizomeraza III (Top3) propusta jedan lanac kroz

jednolanc¢ani lom, a obje reakcije zavrSavaju ligacijom lanaca (Pommier i sur., 2014).

Stvaranje katalitickih intermedijera tijekom transesterifikacijske reakcije ukljucuje
kovalentno vezanje topoizomeraze na 3’ (Topl) ili 5’ (Top2 i Top3) kraj DNA pomocu
fosfotirozinske veze i formiranje prijelaznih kompleksa DNA i topoizomeraze (engl.
topoisomerase cleavage complexes, Top-ccs) (Pommier, 2009). Ukoliko takvi kompleksi
postanu trajno i ireverzibilno vezani pod utjecajem endogenih ¢imbenika (npr. aldehida ili
promjena uzvojnice DNA) ili kemijskih agensa poput kamptotecina, nastaju Topl DPC. Enzim
¢e uzrokovati lom, ali ne ¢e mo¢i dovrsiti reakciju 1 ostat ¢e lomovi DNA, a isto se dogada i s
molekulama etoposida i enzimom Top2 koji dovode do Top2 DPC (Pommier, 2009).
Topoizomeraze mogu ostati vezane na DNA i ako se u njihovoj blizini nalaze oksidativni
radikali ili prilikom enzimatske aktivnosti naidu na velike adukte na DNA, pogresno ugradene
ribonukleotide ili mjesta bez baze (Ashour i sur., 2015). Dva su glavna procesa kojima stanica
uklanja Top DPC. Jedan nacin ukljuéuje proteaze karakteristicne za DPC: Sprtn (engl. SprT-
like domain at the N-terminus, N-terminalna domena poput SprT) u sisavaca i Wss1 (engl.
weak suppressor of smt3, slab supresor smt3) u kvasca, koje proteoliticki smanjuju proteinski
dio DPC te fosfodiesteraze koje zatim rezu vezu izmedu DNA i peptidnih ostataka
topoizomeraza (Bahmed i sur., 2010; Vaz i sur., 2017). Drugi nacin ukljucuje nukleazu Mrell
koja reze DNA s lezijom DPC, sto je do sad primije¢eno za popravak Top2 DPC (Deshpande
i sur., 2016; Hoa i sur., 2016).



1.2. Popravak unakrsnih vezanja DNA-protein

1.2.1. Razli¢iti mehanizmi popravka

Postojanje DPC vrlo je Stetno za opstanak stanice jer kontinuirano dovodi do blokiranja
pristupa proteinskim kompleksima koji vrSe replikaciju, transkripciju, popravak DNA i
remodeliranje kromatina (Barker i sur., 2005). Nemoguénost popravka DPC dovodi do
genomske nestabilnosti u obliku lomova kromatida, kromosomskih aberacija i mutacija, a
moze dovesti i do stani¢ne smrti (Stingele i Jentsch, 2015). 1zlaganje acetaldehidu dovodi do
povecane stope mutacija, izmjene genetskog sadrzaja izmedu susjednih kromatida i
aneuploidije u stanica sisavaca te kolapsa replikacijske vilice u kvasca (Dellarco, 1988; Nakano
i sur., 2013; Noguchi i sur., 2017).

Prvi modeli koriSteni za razjaSnjavanje uklanjanja DPC ukljucivali su kanoni¢ne puteve
popravka oSteCenja DNA poput popravka izrezivanjem nukleotida (engl. nucleotide excision
repair, NER) i homologne rekombinacije (engl. homologous recombination, HR). Istrazivanja
bakterijskih proteina pokazala su kako kompleks za popravak izrezivanjem baza moze ukloniti
kovalentno vezane peptide s DNA, ali samo ako su manji od 16 kDa (Minko i sur., 2002).
Proucavanje kompleksa za NER u sisavaca takoder je pokazalo kako je ovaj sustav svojom
efikasnos¢u limitiran na izrezivanje proteina do 16 kDa (Reardon i Sancar, 2006). Na
bakterijama je pokazano kako popravak homolognom rekombinacijom moze zaobic¢i DPC koji
su preveliki za NER, a vjerojatno je ukljuen i u razrjeSavanje DPC uzrokovanih
formaldehidom u stanicama sisavaca (Nakano i sur., 2007; Nakano i sur., 2009). Za sad je
poznato kako NER 1 HR vjerojatno sudjeluju u popravku DPC samo u odredenim uvjetima:

ovisno o veli¢ini adukta, razini otecenja i replikacijskom stanju stanice (Klages-Mundt i Li,
2017).

Kako bi se omogucio pristup proteinima Koji su ukljuceni u razli¢ite sustave popravka
oSte¢enja, potrebna je djelomiéna proteoliticka razgradnja adukta. Prvi takav sustav otkriven
je u kvascu gdje metaloproteaza Wssl cijepa DPC koji sadrze proteine poput Topl i histona
H1 do manjih peptidnih ostataka (Stingele i sur., 2014). Daljnjim se istrazivanjima potvrdila
vaznost proteaze Wss1 za prezivljavanje stanica izlozenih formaldehidu, a mutanti kvasca bez
ovog proteina akumulirali su DPC i imali znacajne promjene u strukturi kromosoma (Stingele
i sur., 2014). Otkricem animalne metaloproteaze Sprtn, evolucijski povezane s kvascevim
proteinom WSss1, pronadeni su novi dokazi koji upucuju na proteolitiCku razgradnju DPC do

manjih fragmenata koje zatim mogu ukloniti specijalizirani enzimi poput tirozil-DNA
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fosfodiesteraza u slucaju popravka Topl i Top2 DPC (Lopez-Mosqueda i sur., 2016; Stingele
i sur., 2016; Vaz i sur., 2016).

Aktivnost proteaza mora biti strogo regulirana kako bi one razgradivale samo DPC, a
ne i ostale proteine koji su vezani na DNA poput histona ili sastavnica replisoma. Poznato je
kako postoji viSe razina regulacije proteaza poput ekspresije u odredenim fazama stani¢nog
ciklusa, vezanja na DNA, proteolitickog procesiranja same proteaze i posttranslacijskih
modifikacija (Fielden 1 sur., 2018). Takoder, proteaze koje razgraduju kovalentno vezane
proteine na manje peptide moraju djelovati na razlicite supstrate zbog velikog raspona veli¢ina

DPC (Klages-Mundt i Li, 2017).

1.2.2. Sprtn: glavna animalna proteaza za uklanjanje unakrsnih vezanja DNA-

protein

Sprtn je metaloproteaza ovisna 0 DNA ¢&iji su supstrati razli¢iti proteini asocirani s
kromatinom poput histona (H1, H2A, H2B, H3 i H4), Topl i Top2 (Lopez-Mosqueda i sur.,
2016; Vaz i sur., 2016; Morocz i sur., 2017). Kao i za Wss1, vezanje Sprtn na DNA bitno je za
poticanje njegove aktivnosti i proteoliticku razgradnju proteina kovalentno vezanih na DNA
(Morocz i sur., 2017). Strukturne analize pokazuju kako Sprtn posjeduje N-terminalnu domenu
SprtT koja je odgovorna za proteoliticku razgradnju DPC, a na C-kraju ima motive i domene
za interakciju s proliferiraju¢im stani¢nim jezgrenim antigenom (engl. proliferating cell
nuclear antigen, PCNA) i ubikvitinom (Centore i sur., 2012; Juhasz i sur., 2012). Takoder
sadrzi vie elemenata koji vezu DNA poput bazi¢ne regije uz domenu SprT i preferencijalno
se aktivira pomocu jednolan¢ane DNA (Lopez-Mosqueda i sur., 2016; Stingele i sur., 2016;
Toth i sur., 2017; Vaz i sur., 2016). Domena SprT sastoji se od metaloproteazne subdomene i
subdomene koja veze cink (Li i sur., 2019). Ova su istrazivanja dovela do zaklju¢aka kako
Sprtn asocira s kompleksom za replikaciju DNA jer je PCNA bitna za procesivnost DNA

polimeraze (Vaz i sur., 2016).

Regulacija aktivnosti proteaze Sprtn osigurana je medudjelovanjem nekoliko razli¢itih
mehanizama kako ne bi doslo do nekontrolirane proteoliticke razgradnje esencijalnih stani¢nih
proteina. U neaktivnom je stanju monoubikvitinirana i ne moze se vezati na kromatin, a
detekcija DPC vodi do deubikvitinacije i omoguc¢ava joj vezanje na o$te¢eno mjesto na DNA

(Stingele 1 sur., 2016). Nakon vezanja na DNA, Sprtn moze katalizirati proteoliticko rezanje
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vlastite domene na C-kraju i rezanje supstrata (Vaz i sur., 2016). Istrazivanje prisutnosti
proteina Sprtn u stanici pokazalo je kako je dominantno prisutan u S-fazi stani¢nog ciklusa, a

izvan nje pretezito degradiran (Mosbech i sur., 2012; Duxin i sur., 2014).

Prije otkri¢a njegove uloge u popravku DPC, Sprtn je bio prepoznat kao regulator
translezijske sinteze (engl. translesion synthesis, TLS), specijaliziranog replikacijskog sustava
koji koristi polimeraze TLS s malom stopom to¢nosti replikacije. Polimeraze TLS mogu
zaobi¢i odredene lezije na DNA bez njihova popravka, a na stanicama sprtn knock-out
primije¢ena je nemogucnost tolerancije pomoc¢u TLS-a na lezije uzrokovane UV-om (Sale i
sur., 2012; Maskey i sur., 2014). Osim poremecene funkcije TLS-a, takve su stanice pokazivale
i druge fenotipske karakteristike: nepotpunu replikaciju DNA, nakupljanje abnormalnih
kromosoma i stani¢nu smrt, $to je upucivalo na dodatne uloge proteina Sprtn. Potpuni knock-
out gena sprtn u miseva dovodi do smrti tijekom embrionalnog razvoja, a mutacije koje
uzrokuju smanjenu aktivnost Sprtn-a rezultiraju jedinkama koje ubrzano stare i pokazuju
znacajnu kromosomsku nestabilnost (Maskey i sur., 2014). Utvrdivanjem njegove uloge u
popravku Topl DPC, zakljuceno je kako do ovakvog fenotipa dolazi zbog akumulacije
oSte¢enja DNA u obliku DPC te da Sprtn ima kljuénu funkciju u supresiji tumorigeneze u

stanicama jetre miSeva (Maskey 1 sur., 2017).

Slican fenotip (genomska nestabilnost i podloznost razvoju raka jetrenih stanica)
primijecen je i kod nekoliko pojedinaca oboljelih od nepoznate bolesti. Genomskom analizom
utvrdeno je kako fenotip uzrokuje bialelna mutacija u genu SPRTN gdje je zbog delecija doslo
do pomaka okvira Citanja i translacije mutiranog oblika proteina (Lessel i sur., 2014).
Primijecena je i supstitucija Tyr117Cys koja se nalazi unutar metaloproteazne domene SprT,
pet aminokiselina uzvodno od Glul12 koja je potrebna za TLS (Kim i sur., 2013; Lessel i sur.,
2014). Danas je poznato kako mutacija Tyr117Cys uzrokuje sindrom Rujis-Aalfs (engl. Rujis-
Aalfs syndrome, RJALS), autosomalnu recesivnu bolest koju karakteriziraju kromosomska
nestabilnost, prerano starenje i rana pojava raka jetrenih stanica u djece (Lessel i sur., 2014;
Ramadan i sur., 2017). Posljedice mutacije u genu SPRTN na stani¢noj razini ukljucivale su
sporiju replikaciju DNA te ve¢i broj zastajucih replikacijskih raslji i dvolanc¢anih lomova DNA
(engl. double-strand break, DSB) (Lessel i sur., 2014). Povezivanjem fenotipskih obiljezja
RJALS-a sa znanjem o strukturi Sprtn-a (Tyr117Cys remeti strukturni integritet kataliticke

domene), zakljuceno je kako Sprtn asocira s proteinima za replikaciju i uklanja DPC tijekom



sinteze DNA. Zbog toga su mutacije u katalitickoj domeni onemogucile popravak $tetnih lezija

na DNA i dovele do razvoja bolesti (Vaz i sur., 2016; Li i sur., 2019).

1.2.3. Tirozil-DNA fosfodiesteraza 1

Zbog vaznosti topoizomeraza u osnovnim stanicnim procesima koji se odvijaju na
molekuli DNA, bitno je regulirati njihovu aktivnost i sprijeciti trajno vezanje enzima na DNA.
Prvi enzim za koji je potvrdena uloga u uklanjanju vezane Top1 na 3’ kraju DNA, bez rezanja
same molekule DNA, nazvan je tirozil-DNA fosfodiesteraza 1 (Tdpl) (Yang i sur., 1996).
Kasnije je utvrdeno kako Tdp1 ima sposobnost uklanjanja razli¢itih opstruktivnih formacija na
3’ kraju DNA poput 3’-fosfoglikolata koji nastaju tijekom radioterapije te apurinskih ili
apirimidinskih mjesta koja su uzrokovana alkiliraju¢im agensima u kemoterapiji (Inamdar i
sur., 2002; Nilsen i sur., 2012). Funkcija proteina Tdpl regulirana je posttranslacijskim
modifikacijama: fosforilacijom, sumoilacijom i poli(ADP)ribozilacijom (Das i sur., 2009;
Hudson i sur., 2012; Das i sur., 2014). Zanimljivo je kako su eksperimenti na kvascu pokazali
da delecija gena za Tdpl1 dovodi do vece osjetljivosti stanica na agense koji stvaraju Top2 DPC,

Sto bi upucivalo na moguénost sudjelovanja Tdp1 i u ovom popravku DPC (Nitiss i sur., 2006).

Tdpl pripada superporodici fosfolipaza D i sastoji se od dvije domene. N-terminalna
domena ima regulatornu ulogu i pomaze u odrzavanju stabilnosti proteina, a C-terminalna
domena ima kataliticku ulogu (Interthal 1 sur., 2001). Tdp1 hidrolizira 3 -tirozin na razli¢itim
strukturama DNA, ali najbolja mu je uc€inkovitost na jednolanc¢anoj DNA (Debéthune 1 sur.,
2002). Tdpl ne moze pristupiti mjestu djelovanja zbog stericke barijere samog enzima Topl
velicine 68 kDa te ne moZe ukloniti cijeli protein vezan na DNA. Kako bi Tdpl mogao
djelovati, prvo je potrebna proteolitiCka razgradnja Topl pomoéu Sprtn na manje peptide
(Lopez-Mosqueda i sur., 2016; Vaz i sur., 2016). Tdp1 moze uklanjati 3 -peptide veli¢ine 1 —
100 aminokiselina, ali preferencijalno djeluje na dulje oligonukleotide i krace peptide (Interthal

i sur., 2005; Raymond i sur., 2005).

1.2.4. Tirozil-DNA fosfodiesteraza 2
Nakon otkri¢a uloge proteina Tdp1 u popravku Topl DPC, pronaden je jo$ jedan enzim
koji ima sposobnost uklanjanja topoizomeraza koje su ostale kovalentno vezane na DNA. Za
razliku od Tdpl koji uklanja Topl i razliCite adukte s 3’ kraja DNA, tirozil-DNA
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fosfodiesteraza 2 (Tdp2) hidrolizira samo fosfotirozinsku vezu. Takoder, Tdp2 ima puno jacu
aktivnost na 5’-fosfotirozinskim vezama od one na 3’ kraju (Murai i sur., 2012). Zbog ovih je
svojstava Tdp2 prepoznat kao enzim koji uklanja Top2 DPC te dosad nije potvrdeno moze li
izrezati i druge vrste kovalentno vezanih molekula s 5’ kraja DNA (Ledesma i sur., 2009; Zeng
i sur., 2011).

Protein koji se danas naziva Tdp2 zapravo je otkriven nekoliko puta kroz razlicita
istrazivanja. U pocetku je bio poznat kao TTRAP (engl. TRAF and TNF receptor-associated
protein, protein asociran s TRAF-om i receptorom TNF-a), odnosno protein koji veze receptor
unutarstani¢nog citokina TNF (engl. tumor necrosis factor). TTRAP (Tdp2) dovodi do
poveéane aktivacije puta MAPK/JINK/p38 te inhibicije aktivacije signalnog puta NFxB, a
takoder reagira s faktorima asociranima s receptorom TNF-a (TRAF2, TRAF3, TRAF5 i
TRAF6) (Pype i sur., 2000). Ovi su signalni putevi uklju¢eni u regulaciju stani¢nog odgovora
na razlicite izvore stresa, ali takoder kontroliraju proliferaciju, diferencijaciju, prezivljavanje i

migraciju stanica (Wagner i Nebreda, 2009).

Neovisno o otkri¢u njegove uloge u ovim signalnim putevima, provedena je metoda
dvostrukog kvaséevog hibrida (engl. yeast two-hybrid) kako bi se pronasli novi interakcijski
partneri proteina ETS1. Na taj je nac¢in Tdp2 ponovno otkriven, u ovom slu¢aju kao negativni
transkripcijski regulator za proteine ETS1 i AP1 te je nazvan EAPII (engl. ETS1-associated
protein 2) (Pei i sur., 2003). Bilo je potrebno gotovo deset godina kako bi se otkrila uloga
TTRAP/EAPII/Tdp2 u popravku Top2 DPC i povezalo znanje o razli¢itim funkcijama ovog
proteina s njegovom strukturom i sekvencom (Rodrigues-Lima i sur., 2001; Ledesma i sur.,
2009). Novija istrazivanja pokazala su kako Tdp2 ima ulogu u poticanju stani¢ne smrti
djelujuci na signalni put TGF-f (engl. transforming growth factor beta, transformirajuéi faktor
rasta beta) (Varady i sur., 2011). Takoder je primije¢eno kako se nalazi u povisenim koli¢inama
u tkivu raka pluca gdje potice proliferaciju stanica djelujuci na regulatore stanicnog ciklusa

poput ciklina D1 (Li i sur., 2011; Do i sur, 2012).

Tdp2 ima dvije domene: kataliticku domenu na C-kraju i domenu asociranu s
ubikvitinom (engl. ubiquitin-associated, UBA) na N-kraju koja ima regulatornu ulogu
(Schellenberg i sur., 2012). Pripada skupini nukleaza s domenom EEP koje cijepaju okosnice
DNA i RNA te sadrzi Cetiri konzervirana kataliticka motiva (TWN, LQE, GDXN i SDH) (Gao
i sur., 2012). Kristalna struktura Tdp2 iz mi$a i zebrice upuéuje na monomernu organizaciju

proteina i aktivno mjesto kojeg ¢ine Cetiri bitne aminokiseline oko jednog iona magnezija
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(Schellenberg i sur., 2012; Shi i sur., 2012). Regulacija aktivnosti proteina Tdp2 ukljucuje
posttranslacijske modifikacije poput fosforilacije i interakcije s ubikvitiniranim proteinima
pomoc¢u domene UBA (Shi i sur., 2012; Bian i sur., 2016). Tdp2 ne moze ukloniti Top2 DPC
u uvjetima in vitro ako Top2 nije denaturiran ili proteoliticki razgraden na manje peptide (Gao
i sur., 2014; Lopez-Mosqueda i sur., 2016). Kako je pokazano da Sprtn proteoliti¢ki cijepa
Top2 DPC, pretpostavlja se da djeluje prije Tdp2 i omogucava mu pristup peptidnim ostacima
Top2 (Vaz i sur., 2016). Tdp2 ostavlja DSB s ljepljivim krajem od cetiri baze te 5 -fofatne i
3’-hidroksilne krajeve koji su direktni supstrati za protein Ku i ligazu IV te dovode do
sljepljivanja putem NHEJ-a (engl. nonhomologous end joining, nehomologno spajanje krajeva)
(Adhikari i sur., 2012; Shi i sur., 2012). Alternativni nacin popravka Top2 DPC ukljucuje
nukleazu Mrell iz kompleksa MRN (Deshpande i sur., 2016; Hoa i sur., 2016).

Zbog velike vaznosti Tdp2 u metabolizmu DNA i o¢uvanju integriteta genoma,
istrazuju se moguénosti koriStenja lijekova u antitumorskoj terapiji koji ciljaju na njegovo
djelovanje. Lijekovi su dizajnirani tako da blokiraju kataliticku aktivnost Tdp2 ili uzrokuju
nastajanje Top2 DPC (Nitiss, 2009; Pommier i sur., 2010). Veéi broj koristenih lijekova
pripada drugoj skupini te ukljucuje etoposid, doksorubicin i mitoksantron (Gao 1 sur., 2012).
Uloga Tdp2 u uklanjanju Top2 DPC potvrdena je i eksperimentima s deletiranim genom u
kojima su pticje, mi§je 1 ljudske stanice pokazale vecu osjetljivost na spomenute otrove od
stanica divljeg tipa (Ledesmai sur., 2009; Zeng i sur., 2011, Zeng i sur., 2012; Gémez-Herreros
i sur., 2013).



1.3. Sustav CRISPR (engl. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats)

1.3.1. Uloga sustava CRISPR u adaptivnoj imunosti bakterija i arheja

Mikrobi su razvili specifi¢ne prilagodbe kako bi prezivjeli u razli¢itim uvjetima i
podnijeli izlaganje stranim genetskim elementima. Znacajni se dijelovi bakterijskih i arhejskih
genoma sastoje od gena koji su u njihov organizam usli prilikom razmjene genetskog materijala
sa srodnim i nesrodnim vrstama putem horizontalnog prijenosa gena (Nakamura i sur., 2004).
Horizontalni prijenos gena moze se dogoditi ulaskom DNA u bakteriju iz njene okoline
(transformacija) te ugradnjom heterologne DNA s mobilnih genetskih elemenata poput
plazmida (konjugacija) ili bakteriofagnih genoma (transdukcija) (Thomas i Nielsen, 2005).
Zbog ovih procesa postoji neprestana opasnost od ulaska razli¢itih molekula DNA u bakterije
1 arheje, ¢ime je objaSnjena potreba za postojanjem obrambenih mehanizama koji stanicama
omogucuju razlikovanje strane DNA od vlastitog genoma. Ovi sustavi Cuvaju integritet
genoma, ali ponekad dopustaju ulazak i zadrzavanje egzogenih DNA te dovode do stjecanja

pozeljnih adaptacija na okoli$ne uvjete (Horvath i Barrangou, 2010).

Jedan od takvih obrambenih mehanizama za postizanje adaptivne imunosti mikroba
nazvan je CRISPR (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats,
grupirana pravilno rasporedena kratka palindromska ponavljanja), a poseban je po tome Sto se
kontinuirano prilagodava i modificira kada bakterija reagira s novim molekulama DNA. Lokusi
CRISPR Ssiroko su rasprostranjeni i pronadeni u 42 % bakterija i 85 % arheja. Postoji vise
klasifikacija sustava CRISPR koje se danas koriste. Tradicionalna podjela bazira se na
nukleotidnoj sekvenci i ukljucuje dvije klase koje se zajedno sastoje od Sest tipova (I — VI) i
50 podtipova (Makarova i sur., 2020). Ukoliko se prou¢ava mehanizam djelovanja sustava,
ponekad je jednostavnije napraviti podjelu s obzirom na to koja vrsta nukleinske kiseline (DNA
ili RNA) aktivira sustav CRISPR (Nussenzweig i Marraffini, 2020).

Unato¢ raznolikosti sustava, svi lokusi CRISPR sadrze dvije osnovne anatomske
strukture. Prva se odnosi na niz gena povezanih s CRISPR-om (engl. CRISPR-associated, cas)
koji sudjeluju u manipulaciji nukleinskih kiselina, a druga na kratke, djelomi¢no palindromske,
ponavljaju¢e nekodirajuée DNA sekvence (engl. repeats) (Jansen i sur., 2002). Ova su
ponavljanja isprekidana kratkim varijabilnim sekvencama koje se nazivaju razmaknice (engl.

spacers) i stranog su porijekla — odgovaraju sekvencama bakteriofagnog genoma ili plazmida
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koji su usli u stanicu. Prezivjele stanice imat ¢e razmaknice ugradene u lokus CRISPR pomoc¢u
kojih ¢e se prepoznati strana DNA prilikom ponovnog ulaska tih molekula u stanicu domacina,

Sto ¢e bakteriji ili arheji omoguciti prezivljavanje (Marraffini i Sontheimer, 2008).

Velika koli¢ina ugradenih razmaknica odgovara sekvencama genoma razlicitih
bakteriofaga, no postoje i razmaknice koje putem sustava CRISPR onemogucuju konjugaciju
plazmida ili transformaciju (Marraffini i Sontheimer, 2008). Zbog sposobnosti stanica
domacina da se obrane od strane DNA, sustav CRISPR mogao bi biti vrlo koristan u
nepovoljnim okoliSnim uvjetima te je primije¢eno kako se moze horizontalno prenositi na
evolucijski udaljenije organizme (Godde i Bickerton, 2006). Takoder postoji i bakteriofagni
sustav koji djeluje protiv CRISPR/Cas i nazvan je anti-CRISPR. Radi se 0 malim peptidima
koji se medusobno razlikuju u strukturi i nukleotidnoj sekvenci, ali svi ometaju rezanje ili
prepoznavanje strane DNA koje vr$i sustav CRISPR/Cas (Pawluk i sur., 2016; Stanley i sur.,
2019). Vecéinom djeluju kao alosteriCki inhibitori koji vezanjem onemogucavaju
konformacijske promjene kompleksa crRNA:Cas (CRISPR RNA i protein Cas) ili oponasaju
strukturu DNA i funkcioniraju kao kompetitivni inhibitori. Zanimljivo je kako sustav anti-
CRISPR ne bi trebao biti u mogucnosti inaktivirati CRISPR jer su lokusi CRISPR/Cas
konstitutivno eksprimirani i vjerojatno bi uklonili virusni genom prije nego se on transkribira.
Pretpostavka je da opetovane infekcije jedne stanice dovode do postepenog slabljenja sustava
CRISPR i stanicu vode u stanje imunosupresije u kojem se ne moze obraniti od strane DNA
(Landsberger i sur., 2018).

1.3.2. Mehanizam djelovanja sustava CRISPR

Proces imunosnog odgovora stanice domacina na ulazak strane DNA odvija se u tri
koraka. U prvoj fazi (imunizacija ili adaptacija) dolazi do integracije novih razmaknica u lokus
CRISPR koje potjecu od strane DNA, a za taj su proces zasluzni konzervirani proteini
kompleksa Cas1/Cas2. U drugoj se fazi (ekspresija) prepisuju ugradene razmaknice i nastaju
male molekule CRISPR RNA (crRNA). Interakcijom crRNA i nukleaza Cas nastaje kompleks
koji moze prepoznati i ukloniti strane nukleinske kiseline. Sustavi klase 1 (tipovi I, 1 i 1V)
imaju nukleaze Cas vodene molekulom RNA koja se sastoji od vise proteinskih podjedinica, a
klasa 11 (tipovi I, V i VI) koristi ribonukleoproteinski kompleks od jednog proteina

(crRNA:Cas). U trecoj fazi (interferencija) dolazi do prepoznavanja ciljane nukleinske kiseline
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i njene razgradnje pomocu crRNA i proteina Cas (Rath i sur., 2015; Nussenzweig i Marraffini,
2020).

Molekule crRNA imaju dva obiljezja: palindromsku sekvencu koja potjec¢e od
ponavljanja u lokusu CRISPR te varijabilnu sekvencu razmaknice koja je komplementarna
ciljanoj molekuli (Bolotin i sur., 2005). Kako bi sustav bio funkcionalan, stanica mora
prepoznati RNA koje se koriste u procesu obrane od strane DNA, a to ¢ini preko ponavljajuce
sekvence koja je konstantna (Haurwitz i sur., 2010). Prepisivanjem s lokusa CRISPR prvotno
nastaje dugacak transkript pre-CcrRNA (engl. precursor crRNA, prekursorska crRNA) koji
sadrzi vise razmaknica. Mehanizam sazrijevanja pre-CrRNA razlikuje se izmedu klasa. Sustavi
klase | koriste zasebnu endoribonukleazu (Cas6 ili Cas5d), a sustavi klase 11 proces provode
istim kompleksom koji vrsi 1 razgradnju ciljane molekule (Carte i sur., 2008; Deltcheva 1 sur.,
2011). Kako bi enzimi klase 2 prepoznali pre-crRNA potrebna im je jo§ jedna molekula,
tracrRNA (engl. trans-activating RNA, trans-aktiviraju¢a RNA), koja se veze na konstantnu
regiju u pre-crRNA. Time se stvara struktura ukosnice i omogucava vezanje enzima Cas9 ili

Casl2a (Shmakov i sur., 2017).

Nakon sklapanja ribonukleoproteinskog kompleksa nukleaze Cas i zrele crRNA,
omoguceno je pretrazivanje citosola za prisutnost stranih nukleinskih kiselina (Brouns i sur.,
2008). Cas9 i Casl2a oboje pripadaju skupini proteina Cas koju aktiviraju DNA molekule.
Medusobno su sli¢ne strukture, ali na drugaciji nacin stvaraju dvolancane lomove u DNA
(DSB-ove) (Cong i sur., 2012). Cas9 ima dvije nukleazne domene (HNH i RuvC) te svaka od
njih reze jedan lanac i stvara tupe krajeve (Sapranauskas i sur., 2011). Casl2a sadrzi samo

jednu nukleaznu domenu (RuvC) te ostavlja strSece krajeve nakon DSB-a (Swarts i sur., 2017).

Za oba enzima, vezanje zrele crRNA potice trazenje kompatibilnih motiva uz
protorazmaknicu (engl. protospacer adjacent motif, PAM), §to je potrebno za prepoznavanje
DNA i invaziju lanaca. PAM je motiv koji se nalazi uz sekvencu koja je izvor razmaknice (u
stranoj DNA), a odsutan je u lokusu CRISPR. Na ovaj nadin obrambeni sustav prokariota
prepoznaje i reze samo stranu DNA, a ne i komplementarne sekvence unutar razmaknica u
lokusu CRISPR (Redding i sur., 2015). Odmatanje DNA i komplementarno vezanje DNA s
crRNA dovodi do promjene u razmjestaju nukleaznih domena, $to im omogucuje interakciju s
mjestima za rezanje (Sternberg i sur., 2015; Singh i sur., 2018). Pomicanje domene HNH
proteina Cas9 simultano dovodi do aktivacije domene RuvC na nekomplementarnom lancu, a

time je osigurano rezanje oba lanca (Sternberg i sur., 2015). Casl2a, koji ima samo jednu
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domenu RuvC, prvo reze lanac koji nije vezan za crRNA, a zatim komplementarni lanac
kojemu je omogucen pristup do nukleazne domene (Swarts 1 Jinek, 2019). Trazenje motiva
PAM omogucava interakciju ovih enzima samo s manjim brojem ciljanih mjesta u stranoj DNA
jer bi u protivnom pretrazivanje komplementarne sekvence crRNA trajalo duze (Jeon i sur.,
2018). S druge strane, primijeceno je kako neki bakteriofagi imaju tockaste mutacije unutar
sekvence PAM-a, ¢ime su stekli imunost na sustav CRISPR (Deveau i sur., 2010). Nakon DSB-
a dolazi do razgradnje pocijepane DNA, no poznato je kako Cas9 i Casl2a ne disociraju s
mjesta gdje su uveli lom, osim u ekstremnim uvjetima in vitro. Zbog toga su za njihovo
odvajanje vjerojatno zasluzni drugi unutarstani¢ni faktori (Sternberg i sur., 2015; Singh i sur.,
2018).

1.3.3. Primjena sustava CRISPR u genetickom inZenjerstvu

Primjena genetickog inZenjerstva omogucava proucavanje raznih unutarstani¢nih
procesa i signalnih puteva na molekularnoj razini, ali se takoder moze koristiti u medicini i
biotehnologiji. Od samog otkri¢a uloge DNA u prijenosu nasljedne informacije postavljalo se
pitanje moguénosti promjene nukleotidne sekvence na to¢no odredenim pozicijama. Otkri¢em
sustava ZFN (engl. zinc finger nuclease, nukleaza s cinkovim prstom) i TALEN (engl.
transcription activator-like effector nulceases, efektorske nukleaze poput transkripcijskih
aktivatora) otvorila se mogucénost za ciljanu mutagenezu razli¢itih organizama. Princip ovih
metoda bio je povezati endonukleaznu kataliticku domenu na modularne DNA-vezujuce
proteine koji bi uveli DSB na ciljanom mjestu u genomu. Zbog kompleksnosti dizajna i sinteze
proteina za svaki pojedini eksperiment, ovi se sustavi nisu koristili u ve¢em broju istrazivanja

(Doudna i Charpentier, 2014).

Otkricem sustava CRISPR i1 mehanizma kojim djeluje pronaden je efikasniji i
jednostavniji nacin za uvodenje Zeljenih mutacija. CRISPR koristi molekulu RNA za
navodenje enzima poput Cas9 ili Casl2a do ciljanog mjesta u genomu na osnovi
komplementarnosti nukleotidne sekvence (Ran i sur., 2013). Koristenje CRISPR/Cas9
pojednostavljeno je fuzioniranjem crRNA i tracrRNA u jednu molekulu sgRNA (engl. single-
molecule guide RNA), a Casl12a i u nativnom sustavu koristi samo crRNA. Prilikom svakog
eksperimenta, potrebno je dizajnirati i sintetizirati odgovaraju¢u RNA vodilju (engl. guide
RNA, gRNA) i koristiti protein Cas za stvaranje ribonukleoproteinskog kompleksa (Swarts i
Jinek, 2018). CRISPR omogucava bolju efikasnost uvodenja ciljanih mutacija i lako je
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primjenjiv u razli¢itim organizmima, a takoder su testirani i razni konstrukti poput sustava za
metilaciju ciljanih regija u genomu koji koristi navodenje putem sustava CRISPR (Ran i sur.,

2013; Vojta i sur., 2016).

Poput ZNF i TALEN, proteini Cas uvode DSB na ciljanom lokusu u genomu (Urnov i
sur., 2010). Unutarstani¢ni mehanizmi za popravak DNA rjeSavaju DSB na dva nacina:
nehomolognim spajanjem krajeva (NHEJ) ili homolognom rekombinacijom (HR). NHEJ je
popravak sklon pogreskama koji ne koristi kalup za popravak, a ligacijom DSB-ova uvodi
insercijske ili delecijske mutacije. Zbog toga se NHEJ mozZe koristiti za stvaranje knock-out
mutanata koji ¢e zbog insercija ili delecija imati pomaknut okvir ¢itanja ili ugraden preuranjeni
STOP kodon (Perez i sur., 2008). Popravak putem HR-a obi¢no se dogada u manjem postotku
od NHEJ-a, ali moZe se koristiti za uvodenje preciznih i definiranih mutacija u lokus od
interesa. Ovo se postize koriStenjem kalupa za popravak koji mozZe biti jednolancani
oligonukleotid ili u dvolan¢anom obliku s duzim homolognim segmentima oko promijenjenog
slijeda nukleotida. HR je obi¢no aktivan samo tijekom diobe te njegova efikasnost varira s

obzirom na tip i stanje stanice, lokus te kalup za popravak (Saleh-Gohari i Helleday, 2004).

U svrhu proucavanja uloga pojedinih proteina, korisno je napraviti animalne modele
koji imaju promijenjenu sekvencu proteina (knock-in) ili ne eksprimiraju funkcionalan protein
(knock-out). Izravnim injektiranjem gRNA i mRNA (engl. messenger RNA, glasnicka RNA)
koja kodira za protein Cas ili translatiran protein u embrionalni stadij zivotinja omoguceno je
brze stvaranje trangeni¢nih linija s viSe modificiranih alela (Wang i sur., 2013). Jedan od
limitirajucih faktora prilikom koristenja CRISPR/Cas9 odnosi se na moguénost selekcije samo
onih ciljanih mjesta koja u svojoj blizini sadrze PAM 5°-NGG. Zbog toga se razvijaju sustavi
s drugim proteinima poput Casl12a koji koristi drugaciji PAM (TTTV) i omogucuju primjenu
sustava CRISPR u ve¢em broju lokusa (Ran i sur., 2013). Osim specificnog mjesta PAM,
pomocu algoritamskih analiza potrebno je istraZiti 1 vjerojatnost nespecificnog vezanja gRNA
na ostale dijelove genoma $to bi dovelo do uvodenja nezeljenih mutacija. Takoder, prilikom
svakog eksperimenta potrebno je provesti ispitivanje efikasnosti sustava dizajnirane gRNA i

odabranog proteina.
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1.4. Zebrica (Danio rerio) kao modelni organizam

Zebrica (Danio rerio) je slatkovodna riba iz porodice Cyprinidae. Vrstu karakterizira
cilindri¢no tijelo veli¢ine 4 — 5 cm sa specificnim uzorkom svijetlih 1 tamnih horizontalnih
pruga (Spence i sur., 2008). Zbog spolnog dimorfizma lako je razlikovati muske i Zenske
jedinke prema obliku njihova tijela i obojenosti ventralne regije. Zenke odjednom polazu velik
broj jajasaca, a potomstvo brzo raste i dosize spolnu zrelost za dva — tri mjeseca (Gerlai i sur.,
2000). Postoji vise razloga zbog kojih se zebrica sve ¢eS¢e koristi kao animalni model u
istrazivanjima farmakogenetike, neurologije i embriologije. Za razliku od miSeva, jednog od
najpoznatijih modela kraljeznjaka, zebrice ne zahtijevaju velik prostor za rast i razvoj te je
troSak njihova uzgoja tri puta manji od onog za odrzavanje istog broja miseva (Lieschke i
Currie, 2007). Takoder, njihovi se embriji razvijaju izvan tijela Zenke i prozirni su, ¢ime je
omoguceno proucavanje pocetnih razvojnih faza kraljeznjaka bez ikakvih invazivnih
postupaka. Kako je od jedne zenke moguce dobiti 200 — 300 oplodenih jajaSaca tjedno, a
embriogeneza traje samo 72 sata, u vrlo kratkom vremenu moguce je uzgojiti velik broj jedinki

za potrebe raznih istrazivanja (Simonetti i sur., 2015).

Analizom sekvenciranog genoma utvrdeno je kako zebrice, miSevi i ljudi imaju 12719
zajednic¢kih gena te je 70 % ljudskih gena pronadeno u zebrici (Howe i sur., 2017).
Injektiranjem gena koji uzrokuju bolesti u ljudskoj populaciji u embrije zebrice, mogu se
promatrati fenotipska obiljezja bolesti na ribama. Zbog toga se koriste kao modelni organizmi
u svrhu pronalaska metode lijeCenja genetskih poremecaja poput depresije, shizofrenije i
Parkinsonove bolesti (Simonetti 1 sur., 2015). Takoder, fizioloski i morfoloski aspekti zebrica
poput misi¢nih vlakana te sredi$njeg Zivéanog, skeletnog i kardiovaskularnog sustava nalikuju
ljudskim sustavima i mogu se koristiti za pojednostavljeno proucavanje anatomije kraljeznjaka

(Lieschke i Currie, 2007).

Zanimljivo podrugje istrazivanja koje koristi zebrice kao modelni organizam odnosi se
na proucavanje oStecenja u DNA 1 mehanizama popravka. Zebri¢in genom sadrzi ortologne
gene za gotovo sve eukariotske puteve popravka ostecenja DNA: popravak izrezivanjem baze
(BER), popravak izrezivanjem nukleotida (NER), fotoenzimatski popravak (engl.
photoenzymatic repair, PER), popravak krivo sparenih baza (engl. mismatch repair, MMR),
homolognu rekombinaciju (HR), nehomologno spajanje krajeva (NHEJ) i translezijsku sintezu
(TLS) (Pei i Strauss, 2013).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U svrhu boljeg razumijevanja vaznosti proteina Sprtn i Tdp2a u popravku unakrsnih
vezanja DNA-protein, potrebno je konstruirati animalne modele za njihovo proucavanje.
Uvodenje mutacija u gene sprtn i tdp2a ribe zebrice (Danio rerio) omogucit ¢e uzgoj jedinki s
promijenjenom aminokiselinskom sekvencom i proteinskom strukturom, a time c¢e se
poboljsati razumijevanje popravka ove vrste ostecenja u kraljeznjaka. Ciljevi diplomskog rada
odnose se na testiranje i pronalazak efikasnog sustava CRIPSR/Cas9 ili CRISPR/Casl2a za
uvodenje knock-in mutacije u kataliticku domenu gena sprtn. Za ove je sustave potrebno
dizajnirati 1 izraditi RNA vodilje i kalup za popravak za uvodenje Zeljene mutacije, a nakon
mikroinjektiranja u embrije zebrice selektirati i uzgojiti jedinke s ugradenim kalupom. Za
proucavanje uloge Tdp2a potrebno je utvrditi vrste mutacija koje jedinke prenose na potomstvo
nakon primjene sustava CRISPR/Cas9 te selektirati musku i Zensku jedinku sa Zeljenim
mutacijama (preuranjeni STOP kodon ili promjena okvira ¢itanja) za uzgoj potomstva s

mutiranim proteinom Tdp2a.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Standardne kemikalije

Destilirana voda (u daljnjem tekstu ,,voda“) UltraPure DNase/RNase-Free (Thermo
Fisher Scientific), RNazni sprej RNase AWAY™ Surface Decontaminant (Thermo Fisher
Scientific), Phenol Red (0.2 g/l), KCI (2 M), 70 %-tni etanol, 95 %-tni etanol, 100 %-tni

izopropanol, ampicilin (100 mg/ml u 70 %-tnom etanolu).

3.1.2. Puferi i mediji

Pufer TAE (c (Tris) = 40 mM, ¢ (EDTA) = 1 mM, pH = 8.0), medij E3 50x (engl.
embryo medium, E3) (c (NaCl) = 250 mM, ¢ (KCI) =8.5 mM, ¢ (CaCly) = 16.5 mM, ¢ (MgSOa4)
=16.5 mM, pH = 7.8), pufer za digestiju embrija (engl. embryo digestion buffer) (c (Tris-Cl)
=10 mM, ¢ (KCI) = 50 mM, w/v (Tween-20) = 0.3 %, pH = 8.5), teku¢i medij LB (Luria-
Bertani) i agar LB, pufer CutSmart (NEB), pufer 10X Buffer 2 (NEB).

3.1.3. Boje
Boja Gel-Star Nucleic Acid Gel Stain (Lonza) za agaroznu gel elektroforezu, boja za

nanoSenje uzoraka na gel DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific).

3.1.4. Markeri veli¢ina
DNA marker veli¢ina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Fisher

Scientific).

3.1.5. Nukleotidi
Otopina smjese nukleotida (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) dNTP Mix (Thermo Fisher

Scientific).

3.1.6. Pocetnice

Sve su pocetnice za PCR narucene od komercijalnog dobavljaca (Macrogen,

Nizozemska).

3.1.7. RNA vodilje

Sve su RNA vodilje naru¢ene od komercijalnog dobavljaca (Macrogen).
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3.1.8. Enzimi

Proteinaza K (20 mg/ml, Alfa Aesar), endonukleaza Cas9 (20 uM, NEB), endonukleaza
Casl12a (100 uM, NEB), endonukleaza T7 | (NEB), restrikcijska endonukleaza Scel (NEB).

3.1.9. Bakterijske stanice

Ultrakompetentne stanice Escherichia coli XL10-Gold.

3.1.10. Komercijalni kompleti

Komercijalni kompleti za pro¢is¢avanje nukleinskih kiselina: Monarch® PCR & DNA
Cleanup Kit (Monarch), MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN), Monarch® DNA Gel
Extraction Kit (NEB) i Monarch® RNA Cleanup Kit (Monarch), komercijalni komplet za
HRM-u MeltDoctor™ HRM Master Mix (Applied Biosystems), komercijalni komplet za
izolaciju plazmida Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit, komercijalni komplet za ciljanu
mutagenezu na plazmidu QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies).

3.1.11. Uredaji i oprema

PCR uredaj T1000 Termal Cycler (Bio-Rad), uredaj za gel elektroforezu Biometra
Compact XS/S (Analytik Jena), uredaj za snimanje gelova ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad),
centrifuge Universal 32R (Hettich) i MIKRO 120 (Hettich), opticki stripovi (engl. strips)
MicroAmp Optical 8-Cap Strips (Applied Biosystems), HRM uredaj StepOnePlus
(ThermoFischer Scientific), termoblok Bio TDB-100 (Biosan), inkubator-tresilica Innova™ 40
Incubator Shaker (Eppendorf), mikroskopska lupa SMZ-171-TLED (Motic), nastavak za
mikroskop Model SFA Stereo Microscope Fluorescence Adapter Royal Blue (NIGHTSEA),
laminar LaminAir HB 2448 (Heraeus), mikroinjektor FemtoJet® 4x series (Eppendorf).

3.1.12. Racunalni programi

Racunalni programski paket BioEdit verzije 7.2, DNASTAR Lasergene PrimerSelect
verzije 7.00, High Resolution Melt Software verzije 3.2, BioEdit verzije 7.2., Motic Images

Plus verzije 2.00, Image Lab verzije 6.1, SnapGene Viewer verzije 5.2.4., Microsoft 365.
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3.2. Metode
3.2.1. Dizajn RNA vodilja

Za ciljanu mutagenezu u genu sprtn pomocu sustava CRISPR, potrebno je dizajnirati
RNA vodilju. Nukleotidnu sekvencu gena sprtn iz organizma ribe zebrice preuzela sam s

mrezne stranice Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), a sekvence sam obradivala

pomocu racunalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2. Za pronalazak odgovarajuc¢ih

gRNA, Koristila sam mreznu stranicu CRISPRScan (https://www.crisprscan.org/). Mutacija u

kataliti¢koj regiji koju je potrebno uvesti (leucin na poziciji 147 u alanin, L147A) nalazi se
unutar tre¢eg egzona te sam zbog toga potencijalne gRNA trazila unutar navedenog egzona i u
okolnim intronima dva i tri. Za CRISPR/Cas9 gRNA Koristila sam PAM NGG, a za
CRISPR/Casl2a TTTV.

Odabrala sam tri gRNA za CRISPR/Cas9 (JRNA-A, -B i -C) koje odgovaraju regijama
gena sprtn medusobno udaljenima minimalno 500 nukleotida kako bi se testirala efikasnost
ovog sustava u razli¢itim dijelovima gena. U obzir sam uzela samo one sekvence za koje je
preko stranice CRISPRScan algoritamski izracunato kako postoji mala vjerojatnost
nespecificnog vezanja gRNA na druga podru¢ja u genomu zebrice te je predvidena visoka
efikasnost gRNA. Sve Cas9 gRNA dizajnirala sam u intronima gena sprtn, a intronske regije
ribe zebrice vrlo su varijabilne. Metoda meksanja DNA visoke rezolucije (engl. high resolution
melting, HRM) za detekciju mutacija osjetljiva je i na manje razlike u nukleotidnim
sekvencama te bi detektirala 1 intronske polimorfizme 1 mogla dovesti do lazno pozitivnih
rezultata. Zbog toga su efikasnosti Cas9 gRNA ispitane T7 endonukleaznim testom. Za
CRISPR/Casl12a odabrala sam dvije gRNA (gRNA-D i -E), medusobno udaljene oko 400
nukleotida s istim ciljem testiranja efikasnosti, uzimaju¢i u obzir podatke o moguéim
nespecifiénim vezanjima. gRNA-E takoder je u intronskoj regiji i ispitana je T7
endonukleaznim testom, a gRNA-D nalazi se u treCem egzonu te je njena efikasnost testirana
metodom HRM. Odabrane gRNA i njihove sekvence navedene su u Tablici 1, a narucene Su

od dobavljaca (Macrogen) u obliku plazmidne DNA (Tablica 2).
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Tablica 1. Popis dizajniranih RNA vodilja (JRNA) i njihovih sekvenci za ciljanu mutagenezu u genu
sprtn ribe zebrice (Danio rerio).

Naziv Enzim Nukleotidna sekvenca 5’ 2> 3’

gRNA-A  Cas9 GGGCGTGGTGAACCCCGCCA
gRNA-B  Cas9 TCATTGCCCTTCAGCATTCC
gRNA-C  Cas9 GGGTCTGGATAAGTTTTATG
gRNA-D Casl?2a GATGGACACGGCCCAGAGTTCT
gRNA-E Casl2a CGACATCGCCCAACCCTAATGCT

Tablica 2. Popis koristenih plazmida.

Naziv Opis i koristenje
Plazmid A Sinteza gDNA-A (Cas9)
Plazmid B Sinteza gDNA-B (Cas9)
Plazmid C Sinteza gDNA-C (Cas9)
Plazmid D Sinteza gDNA-D (Cas12a)
Plazmid E Sinteza gDNA-D (Cas12a)
Plazmid-wt-RT Uvodenje ciljanih mutacija u RT za sprtn

Plazmid-RT  Plazmid s mutacijama za ciljanu mutagenezu gena sprtn

gDNA oznacava RNA vodilju u DNA obliku. Plazmidi A — E naruéeni su od dobavljac¢a (Macrogen).
RT oznacava kalup za popravak.

3.2.2. Dizajn pocetnica
Uzvodne i nizvodne pocetnice za lan¢anu reakciju polimerazom (engl. polymerase
chain reaction, PCR) dizajnirala sam koriste¢i mreznu stranicu NCBI BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Odabrala sam parove pocetnica s udjelom citozina i

gvanina 40 — 60 % te ¢ije se temperature taljenja (engl. melting temperature, Tnm) razlikuju za

3 — 4 °C, koristeéi mreznu stranicu Tm Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main).

Pomocu racunalnog programskog paketa DNASTAR Lasergene PrimerSelect verzije 7.00
odabrala sam parove pocetnica koji su imali najmanju vjerojatnost stvaranja nepozeljnih

dimera ili ukosnica.

Za T7 endonukleazni test odabrala sam pocetnice veli¢ine 20 — 25 nukleotida za
umnazanje fragmenata veli¢ine 400 — 600 bp (engl. base pair, bazni par), na na¢in da sekvenca

gRNA bude bliZza uzvodnoj ili nizvodnoj pocetnici kako bih uspje$nim testom dobila fragmente
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razlicitih veli¢ina. Za HRM-u sam odabrala pocetnice velic¢ine 20 — 25 nukleotida za umnazanje
fragmenata do 100 bp oko odabrane gRNA. Za izradu kalupa za popravak (engl. repair
template, RT) dizajnirala sam pocetnice duljine 25 — 45 bp na nacin da se obje vezu na isti
DNA te
(https://depts.washington.edu/bakerpg/primertemp/). Kako bih pomoéu RT-a uvela ciljane

lanac koriste¢i ~ mreznu  stranicu  za  izraun  vrijednosti = Tnm

mutacije u gen sprtn, u sredini jedne pocetnice uvela sam mutacije za L147A (C4541G i
T4542C), a u sredinu druge pocetnice za PAM TTTV, odnosno VAAA (A4118G i A4119G)
jer je mutageneza provedena na (-) lancu (engl. antisense). Odabrane pocetnice i njihove

sekvence navedene su u Tablici 3, a u Tablici 4 su koristene pocéetnice koje nisam dizajnirala.

Tablica 3. Popis dizajniranih pocetnica i njihovih sekvenci.

Naziv Nukleotidna sekvenca 5’ > 3’ Mjest_o Opis i koristenje
vezanja
Potetnica-A-F TCACATTGGGGTTAAGGGCG 34943513  Taq PCR liziranih embrija
Poetnica-A-R CCCATCCCCCTTTTTCACATA 39954015  Taq PCR liziranih embrija
Potetnica-B-F  AAGTTATCCAATCGATCCAAACAAT  5043-5067  Taq PCR liziranih embrija
Pocetnica-B-R TTGTCCTTGTCAAGCTTTAAACA 5614 — 5636 Tag PCR liziranih embrija
Podetnica-C-F  AAGTGGCACCAACATCACGG 4624 — 4643 Phus'olgcbﬁj;'z"a”'h
Pocetnica-C-R ~ AAGTTATCCAATCGATCCAAACAAT 5043 — 5057 ph“S'O"egﬁﬁj;'z'ra”'h
Potetnica-D-F  TTCATGAGATGATCCACGCTCT 4521 - 4542 HRM liziranih embrija
Pocetnica-D-R CAACCAAGCAAGTGGCACC 4615 - 4633 HRM liziranih embrija
Pocetnica-E-F  CACATTGTCATGAGCTCGTCTG ~ 3711- 3732 Ph“S'Olggﬁj;'z"a”'h
Podetnica-E-R  GGGGAACTACTGCTGTTACGT  4178- 4198 Ph“S'OZg%ﬁj;'z"a”'h
Pocetnica-M- CTTCTTCATGAGATGATCCACGCTG 4517 — 4559 Mutageneza katalitickog
K-F CACTTTTTGTGACTCAA mjesta za RT

Pocetnica-M- CATCGCCCAACCCTAATGCTGGGAC 4097 — 4138 Mutageneza sekvence PAM

P-F

CATATATTGTGCAGCCC

zaRT

F oznacava uzvodnu pocetnicu (engl. forward), a R nizvodnu pocetnicu (engl. reverse). Slovima A — E
oznacene su pocetnice za pripadaju¢e gRNA. Mjesto vezanja odnosi se na dio gena sprtn ribe zebrice
(Danio rerio). M oznacava pocetnice za ciljanu mutagenezu, K za kataliticko mjesto, a P za sekvencu
PAM. Podebljanim slovima oznaceni su nukleotidi koji uvode mutacije. RT oznacava kalup za
popravak, PCR lanc¢anu reakciju polimerazom, a HRM meksanje DNA visoke rezolucije. Pocetnice su

narucene od dobavljaca (Macrogen).
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Tablica 4. Popis koristenih pocetnica i njihovih sekvenci.

Naziv Nukleotidna sekvenca 5’ - 3’ Opis i koriStenje
AAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTT ,
Cas9-gDNA-1 GATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCT  Sinteza Cas9 gDNA
AGCTCTAAAAC
Cas9-gDNA-2 GGATCCTAATACGACTCACTATAG Sinteza Cas9 gDNA
Cas9-gDNA-3 AAAAAAGCACCGACTCGG Sinteza Cas9 gDNA

CCCTAATACGACTCACTATAGGGTTTCAAAGATTA Sinteza Cas12a
Casl2a-gDNA-4

AATAATTTCTACTAAGTGTAGAT gDNA
Potetnica-Tdp2a-F CTACTAAATTGTTATTTTAATGC HRM liziranih
embrija (Tdp2a)
Potetnica-Tdp2a-R AATCTTCACACAAGGAGGTA HRM liziranih
embrija (Tdp2a)

Pocetnice za sintezu Cas9 gDNA naruCene su prema Modzelewski i sur. (2018), a za Casl2a prema
Fernandez i sur (2018).

3.2.3. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (PCR) omogucava umnazanje specificnih fragmenata
DNA te je brz i jednostavan nacdin za dobivanje veéih koli¢ina DNA. Za PCR potrebno je
pripraviti smjesu koja se sastoji od kalupa DNA, pocetnica, nukleotida (adenina, timina,
citozina 1 gvanina) 1 enzima DNA polimeraze. Pocetnice su kra¢i oligonukleotidi
komplementarni odredenim sljedovima u kalupu i odreduju veli¢inu fragmenta koji ¢e se
umnoziti. PCR se sastoji od tri glavna koraka. U fazi denaturacije dolazi do razdvajanja
dvolan¢ane uzvojnice DNA zbog povisene temperature. Snizavanjem temperature omogucéeno
je vezanje pocetnica na kalup u procesu hibridizacije, a u zadnjem se koraku temperatura
podize kako bi se omogucila ekstenzija i funkcioniranje DNA polimeraze. Zbog vezanih
pocetnica, polimeraza nastavlja komplementarni lanac dodatkom slobodnih nukleotida, a time
dovodi do umnazanja Zeljenih fragmenata. U ovoj se metodi koriste posebni uredaji za PCR
kako bi se regulirala temperatura reakcije u zadanim vremenskim intervalima koji odgovaraju
duljini i sloZenosti fragmenata. Opetovanim ponavljanjem ciklusa u uredajima za PCR moguce

je dobiti velike koli¢ine umnoZenih molekula (Garibyan i Avashia, 2013).
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3.2.3.1.  Sinteza RNA vodilja

3.2.3.1.1. Cas9 gRNA

Za izradu svake gRNA koristila sam tri pocetnice: Cas9-gDNA-1, Cas9-gDNA-2 i
Cas9-gDNA-3 (u Tablici 4, prema Modzelewski i sur., 2018) te naru¢enu sekvencu za pojedinu
gDNA (sekvenca gRNA u DNA obliku). Navedene pocetnice vezu se na specifi¢ne dijelove
plazmida (Tablica 2) u kojem se nalazi gDNA kako bi se umnozila samo ciljana sekvenca, a
oc¢ekivana veli¢ina produkta iznosila je 127 bp. Smjesu za PCR ukupnog volumena od 50 pl
napravila prema Tablici 5, a uredaj za PCR namjestila prema Tablici 6. Protokol za sintezu
gDNA prilagoden je prema Modzelewski i sur. (2018). Nakon PCR-a, napravila sam agaroznu

gel elektroforezu za potvrdu prisutnosti fragmenata zeljene veli¢ine.

Tablica 5. Popis sastojaka smjese za Phusion PCR za sintezu Cas9 gDNA.

Sastojci smjese Volumen (ul)
H20 35.5

5x pufer Phusion HF 10

Smjesa dNTP-ova (10 mM) 1

Pocetnica Cas9-gDNA-1 (1 uM) 1
Pocetnica Cas9-gDNA-2 (1 uM) 1
Pocetnica Cas9-gDNA-3 (100 uM) 0.5
Plazmid A/B/C (100 pM) 0.5
Polimeraza Phusion HF (2 U/ul) 0.5

Ukupan volumen 50

Tablica 6. Postavke uredaja za Phusion PCR za sintezu Cas9 gDNA.

Broj ciklusa Denaturacija Vezanje poCetnica  Ekstenzija

1 95 °C, 2 min
2-31 95°C,10s 57 °C,10s 72°C,10s
32 72 °C, 2 min

3.2.3.1.2. Casl2a gRNA
Za izradu svake Casl2a gDNA (sekvenca gRNA u DNA obliku) koristila sam jednu

univerzalnu pocetnicu Casl2a-gDNA-4 (u Tablici 4, prema Fernandez i sur., 2018) i narucenu
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sekvencu koja je ubacena u plazmid (plazmidi D i E u Tablici 2). Navedena pocetnica veze se
na specifi¢an dio plazmida u kojem se nalazi gDNA kako bi se umnozila samo ciljana sekvenca,
a oCekivana veli¢ina produkta iznosila je 80 bp. Smjesu za PCR ukupnog volumena 20 pl
napravila sam prema Tablici 7, a uredaj za PCR namjestila prema Tablici 8. Protokol za sintezu
gDNA prilagoden je prema Fernandez i sur. (2018). Nakon PCR-a, napravila sam agaroznu gel

elektroforezu za potvrdu prisutnosti fragmenata zeljene veliCine.

Tablica 7. Popis sastojaka smjese za Phusion PCR za sintezu Cas12a gDNA.

Sastojci smjese Volumen (ul)
H-20 12.6

5x pufer Phusion HF 4

Smijesa dNTP-ova (10 mM) 0.4

Pocetnica Casl2a-gDNA-4 (10 uM) 1

Plazmid D/E (10 puM) 1
Polimeraza Phusion 1
Ukupan volumen 20

Tablica 8. Postavke uredaja za Phusion PCR za sintezu Cas12a gDNA.

Broj ciklusa Denaturacija Vezanje poCetnica  Ekstenzija

1 98 °C, 3 min
2-31 98 °C, 30s 52 °C,30s 72°C,10s
32 72 °C, 5 min

3.2.3.2. TaqPCR liziranih embrija

Kako bih umnozila fragmente veli¢ine 400 — 600 bp oko sekvence koristene Cas9
gRNA, provela sam Taqg PCR na liziranim uzorcima embrija (izvor genomske DNA). Za svaku
konstruiranu gRNA koristila sam specifiéne uzvodne i nizvodne pocetnice prema Tablici 3 te
po deset lizata injektiranih embrija (CRISPR/Cas9 + gRNA) i pet embrija divljeg tipa. Kako
bih ove uzorke kasnije koristila za T7 endonukleazni test i detekciju potencijalnih mutacija,
takoder sam istim postupkom umnozila i dva kontrolna uzorka (T7 (+) kao pozitivnu i T7 (-)

kao negativnu kontrolu). Smjesu za PCR ukupnog volumena 57.5 pl napravila prema Tablici
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9, a uredaj za PCR namjestila prema Tablici 10. Nakon PCR-a, provela sam agaroznu gel

elektroforezu za potvrdu prisutnosti fragmenata zeljene veli¢ine.

Tablica 9. Popis sastojaka smjese za Taq PCR liziranih embrija zebrice (Danio rerio) nakon
mikroinjektiranja CRISPR/Cas9 i Cas9 gRNA.

Sastojci smjese Volumen (ul)

Genomska DNA (lizat embrija) 7.5
10x PCR pufer 5
MgCl; (50 mM) 3
Uzvodna poéetnica (10 uM) 15
Nizvodna pocetnica (10 pM) 15
Polimeraza Taq 0.35
Smjesa ANTP-ova (10 mM) 1.25
H20 374

Ukupan volumen 57.5

Uzvodne i nizvodne pocetnice za sintezu pripadaju¢e gRNA odabrane su prema Tablici 3.

Tablica 10. Postavke uredaja za Taq PCR liziranih embrija zebrice (Danio rerio) nakon
mikroinjektiranja CRISPR/Cas9 i Cas9 gRNA.

Broj ciklusa Denaturacija Vezanje pocetnica  Ekstenzija

1 95 °C, 1 min
2-31 95°C, 155 *°C,15s 72°C,10s
32 72 °C, 5 min

*Temperatura vezanja za pojedine parove pocetnica izraCunata je pomocu mrezne stranice Tm
Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main).

3.2.3.3.  Phusion PCR liziranih embrija

Kako bih umnozila fragmente veli¢ine 400 — 600 bp oko sekvence koriStene Casl2a
gRNA, provela sam Phusion PCR na liziranim uzorcima embrija (izvor genomske DNA). Za
svaku konstruiranu gRNA koristila sam specifiéne uzvodne i nizvodne pocetnice prema Tablici
3 te po deset lizata injektiranih embrija (CRISPR/Cas12a + gRNA) i pet embrija divljeg tipa.
Kako bih ove uzorke kasnije koristila za T7 endonukleazni test i detekciju potencijalnih

mutacija, takoder sam istim postupkom umnozila i dva kontrolna uzorka (T7 (+) kao pozitivnu
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i T7 (-) kao negativnu kontrolu). Smjesu za PCR ukupnog volumena 57.5 pl napravila sam
prema Tablici 11, a uredaj za PCR namjestila prema Tablici 12. Nakon PCR-a, napravila sam

agaroznu gel elektroforezu za potvrdu prisutnosti fragmenata zeljene velicine.

Tablica 11. Popis sastojaka smjese za Phusion PCR liziranih embrija zebrice (Danio rerio) nakon
mikroinjektiranja CRISPR/Casl12a i Cas12a gRNA.

Sastojci smjese Volumen (ul)

Genomska DNA (lizat embrija) 7.5
5x Phusion HF pufer 10
Uzvodna pocetnica (10 pM) 25
Nizvodna pocetnica (10 pM) 25

Polimeraza Phusion 5
Smjesa dNTP-ova (10 mM) 1
H-20 29
Ukupan volumen 57.5

Uzvodne i nizvodne pocetnice za sintezu pripadaju¢e gRNA odabrane su prema Tablici 3.

Tablica 12. Postavke uredaja za Phusion PCR liziranih embrija zebrice (Danio rerio) nakon
mikroinjektiranja CRISPR/Cas9 i Cas9 gRNA.

Broj ciklusa Denaturacija Vezanje pocetnica Ekstenzija

1 98 °C, 30s
2-31 98 °C, 10 *°C,30s 72°C, 155
32 72 °C, 10 min

*Temperatura vezanja za pojedine parove pocetnica izraCunata je pomocu mrezne stranice Tm
Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/main).

3.2.3.4.  Ciljana mutageneza s mutagenim pocetnicama

Nakon pronalaska efikasnog sustava za uvodenje dvolan¢anog loma u ciljanoj regiji
gena sprtn, potrebno je dizajnirati i izraditi kalup za popravak (RT). Glavni cilj koriStenja
sustava CRISPR/Cas9 i CRISPR/Casl2a za mutagenezu gena sprtn bio je uvesti mutaciju na
poziciji 147 (leucin u alanin), aminokiseline bitne za njegovu kataliti€¢ku aktivnost. Cas9 i
Casl2a uvode dvolancani lom pokraj pozicije PAM koja je karakteristi¢na za koriSteni enzim

i gRNA, a nakon toga dolazi do unutarstani¢nih procesa za popravak lomova. Kako bi se
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osiguralo uvodenje zeljenih mutacija, potrebno je u stanicu mikroinjektirati i kalup za popravak
koji stanica moze koristiti za homolognu rekombinaciju. Zbog toga se RT dizajnira kao veliki
fragment DNA Kkoji u sredini nosi promjene u slijedu nukleotida, odnosno ciljane mutacije, a
oko njih nalaze se dugacki segmenti homologni genomu organizma u kojem se mutageneza

izvodi.

Zaizradu RT-a koristila sam plazmid koji ve¢ sadrzi veliki segment (2 kb, 3453 —5452)
gena sprtn ribe zebrice divljeg tipa. Ovaj je fragment ubacen u plazmid pKHR5 (kompleks je
nazvan plazmid-wt-RT, u Tablici 2) na restrikcijskim mjestima Notl i BamHI. To je plazmid
koji sadrzi kompleks a-kristalin::mVenus (engl. alpha-crystallin::Venus), a on daje zeleni
fluorescentni signal i u kasnijim se koracima koristi za odabir jedinki s ugradenim kalupom

nakon mikroinjektiranja (Hoshijima i sur., 2016).

Za ugradnju zeljenih mutacija (C4541G i T4542C) u plazmid s RT-om Kkoristila sam
komercijalni komplet za ciljanu mutagenezu QuikChange Lightning Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) i pripadajuci protokol. Osim uvodenja mutacija u
kataliticku regiju sprtn, takoder je bilo potrebno uvesti mutacije u regiju PAM (A4118G i
A4119G) za odabranu gRNA. U protivnom bi enzim sustava CRISPR uveo dvolancani lom i
na kalupu za popravak, a uvodenjem ovih mutacija on vise ne moze prepoznati promijenjeni
PAM. Ovim je kompletom moguée uvodenje mutacija na ukupno pet razli¢itih mjesta, no za
potrebe eksperimenta koristene su samo dvije mutagene pocetnice (pocetnica-M-K-F i
pocetnica-M-P-F, u Tablici 3). Za ovu se metodu koriste pocetnice koje se vezu na isti lanac
plazmida te polimeraza umnaza kalup uvodeéi mutacije koje se nalaze u sredini pocetnica.
Nakon PCR-a, originalni se kalup degradira pomoc¢u enzima Dpnl Koji cijepa samo metiliranu

DNA. Na taj na¢in nastaje plazmid s ugradenim RT-om koji sadrzi Zeljene mutacije.

Smjesu za ciljanu mutagenezu ukupnog volumena 25 pl napravila sam prema Tablici
13, a uredaj za PCR namjestila prema Tablici 14. Za izracun potrebnog volumena pocetnica

koristila sam formulu:

100 ng pocCetnice

¥ . . — 1000
pM pocetnice = 3357, broj baza pocCetnice )

Prema preporukama proizvodaca, u smjesu je bilo potrebno staviti 100 ng svake
pocetnice. Obje koriStene pocetnice imale su 42 nukleotida te sam zbog toga svake dodala 0.7
pl (10 uM). Nakon provedenog PCR-a, uzorak sam ohladila na 37 °C te u epruvetu dodala 1

pl restrikcijskog enzima Dpnl. Nakon inkubacije od pet minuta na 37 °C, u epruveti je
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nepocijepan ostao samo novosintetizirani plazmid koji sadrzi mutacije. Ovaj sam uzorak zatim

koristila za transformaciju bakterija, sto je opisano u poglavlju 3.2.15.

Tablica 13. Popis sastojaka smjese za PCR za ciljanu mutagenezu na plazmidu koji sadrzi kalup za
popravak.

Sastojci smjese Volumen (ul)
Plazmid-wt-RT 0.18

Pufer (10x QuikChange Lightning) 2.5
QuikSolution 0.4
Pocetnica-M-K-F (10 uM) 0.7
Pocetnica-M-P-F (10 uM) 0.7

Smjesa enzima (QuikChange Lightning Multi) 1

Smijesa dNTP-ova (10 mM) 1
H-20 18.52
Ukupan volumen 25

Tablica 14. Postavke uredaja za PCR za ciljanu mutagenezu na plazmidu koji sadrzi kalup za popravak.

Broj ciklusa Denaturacija Vezanje pocetnica Ekstenzija

1 95 °C, 2 min
2-31 95°C, 20s 55°C, 30s 65 °C, 3.5 min
32 65 °C, 5 min

3.2.4. Agarozna gel elektroforeza nukleinskih kiselina

Agarozna gel elektroforeza predstavlja jednostavnu i efikasnu metodu za razdvajanje,
identifikaciju 1 prociS¢avanje nukleinskih kiselina (DNA i RNA). KoriStenjem elektri¢nog
polja, negativno nabijene nukleinske kiseline putuju prema pozitivno nabijenoj elektrodi kroz
agarozni matriks. Manje molekule brze prolaze kroz gel koji djeluje kao porozno sito, Sto
omogucava razdvajanje DNA ili RNA s obzirom na njihovu veli¢inu. Ovisno o tome kakvi se
fragmenti zele analizirati, mogu se koristiti gelovi s razli¢itim udjelom agaroze. Manji udjeli
agaroze (0.8 — 1 %) sluze za razdvajanje ve¢ih molekula (0.5 — 7 kb), a gusci gelovi (2 %) bolji
su za razlu¢ivanje molekula manjih od 1.5 kb (Mesapogu i sur., 2013). Kako bi se vizualizirali

fragmenti razdvojeni gel elektroforezom, koriste se razlicite interkaliraju¢e boje poput etidij
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bromida ili novijih alternativa GelRed i SYBR Green. Vezanje boja na nukleinske kiseline

dovodi do vidljivih vrpci na gelu prilikom gledanja pod ultraljubicastim svjetlom.

Za provedbu reakcije agarozne gel elektroforeze, pripremila sam agarozne gelove
otapajuci odredene koli¢inu agaroze u volumenu pufera TAE za elektroforezu (c (Tris) = 40
mM, ¢ (EDTA) = 1 mM, pH = 8.0). Za razlicite pokuse koristila sam gelove razli¢ite gustoce.
1 — 2 g agaroze otopila sam u 100 ml pufera TAE za elektroforezu koriste¢i mikrovalnu
pecnicu, uz povremeno zaustavljanje 1 lagano mijesanje otopine, dok se agaroza nije potpuno
otopila 1 otopina postala bistra. Nakon otapanja agaroze, tikvicu sa smjesom pazljivo sam
ohladila u posudi s hladnom vodom, ali nedovoljno da dode do polimerizacije. U takvu sam
smjesu dodala 0.5 pl boje Gel-Star Nucleic Acid Gel Stain (Lonza) za vizualizaciju nukleinskih
kiselina. Nakon izlijevanja u aparaturu za elektroforezu koju sam prethodno o¢istila 70 %-tnim
etanolom 1 destiliranom vodom, mjehuri¢e zraka uklonila sam pomocu plasticnog nastavka za

mikropipete i stavila odgovarajuci ¢eslji¢ s jazicama.

Nakon polimerizacije od 30 minuta, izvadila sam ceslji¢ 1 aparaturu napunila s 400 ml
pufera TAE. U uzorke sam dodala boju za nanoSenje (engl. loading dye) DNA Gel Loading
Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific) kako bih ju razrijedila Sest puta, a po potrebi sam uzorke
razrijedila i vodom kako bih $to manji volumen uzorka koristila za gel elektroforezu. U jazice
sam nanijela 1 ul DNA markera veli¢ina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo
Fisher Scientific) te 10 — 50 pl uzorka, ovisno o eksperimentu. Nakon 30 — 60 minuta reakcije
elektroforeze na 100 V, spremila sam fotografiju vizualiziranog rezultata na gelu pomocu

uredaja za snimanje gelova ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad) i racunala.

3.2.5. ProciS¢avanje nukleinskih kiselina

3.2.5.1.  Procis¢avanje DNA

Nakon PCR-a, potrebno je napraviti postupak prociséavanja DNA kako bi se u daljnjim
koracima eksperimenata radilo samo sa zeljenim fragmentima, bez ostalih komponenata
smjese PCR-a poput proteina i koristenih pufera. Zbog toga sam nakon svakog provedenog
PCR-a napravila pro¢is¢avanje DNA i odredivanje koncentracije uzorka. Za postupak
purifikacije DNA koristila sam komercijalni komplet Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit
(NEB) i tijekom cijelog postupka centrifugu namjestenu na 13000 RPM.
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Uzorke sam razrijedila u omjeru 5:1 (za linearnu dvolanc¢anu DNA) ili 7:1 (za plazmide)
vezuju¢im puferom (engl. binding buffer). Kolonu za purifikaciju namjestila sam u
odgovarajucu epruvetu za skupljanje uzorka (engl. collection tube), na nju nanijela promijesani
uzorak i centrifugirala jednu minutu. Nakon $to sam odbacila propustenu otopinu (engl. flow-
through), vratila sam kolonu u epruvetu, dodala 200 ul pufera za ispiranje (engl. wash buffer),
centrifugirala jednu minutu i odbacila propustenu otopinu. Zatim sam opet dodala 200 pl pufera
za ispiranje i1 ponovila postupak iz prethodnog koraka. Nakon centrifugiranja, kolonu sam
premjestila u novu epruvetu i mikropipetom na matriks kolone pazljivo dodala 10 pl vode
zagrijane na 50 °C (prema uputama proizvodaca za pobolj$anje prinosa). Nakon inkubacije od
jedne minute na sobnoj temperaturi, epruvete sam centrifugirala jednu minutu. Ukoliko uzorci

nisu koristeni isti dan, pospremila sam ih na -20 °C.

3.25.2.  lzolacija DNA iz agaroznog gela

Nakon provedene agarozne gel elektroforeze, fragmenti Zeljene veli¢ine mogu se
izrezati iz gela i procistiti pomocu razli¢itih komercijalnih kompleta poput MinElute PCR
Purification Kit (QIAGEN) i Monarch® DNA Gel Extraction Kit (NEB). Za izolaciju RT-a,
smjesu od 250 pl razdijelila sam na pet jednakih alikvota i njima napunila jazice agaroznog
gela. Nakon §to su se fragmenti dovoljno odvojili, pod UV-om sam skalpelom oznacila ureze
oko zeljenih fragmenata. Fragmente sam prebacila u epruvete i izvagala ih Koriste¢i praznu
epruvetu kao taru. Na svaki sam uzorak dodala odredeni volumen pufera QG (100 pl na svakih
100 mg gela), prema uputama proizvodaca QIAGEN. Epruvete sam stavila na termoblok

zagrijan na 50 °C na 15 minuta, uz povremeno mijesanje, do potpunog otapanja gela u puferu.

Na svaki uzorak dodala sam 100 pl 100 %-tnog izopropanola na svakih 100 mg te sam
sadrzaj promijeSala okre¢uci epruvetu nekoliko puta. Kolonu za eluaciju (MinElute) namjestila
sam u epruvetu za skupljanje uzoraka te na kolonu nanijela jedan uzorak. Nakon centrifugiranja
od jedne minute na 11000 RPM, odbacila sam propustenu otopinu i na istu kolonu nanijela
sljedeci uzorak. Ovaj sam postupak ponovila sa svim uzorcima kako bih na kraju svu koli¢inu
RT-a odjednom eluirala u jednu epruvetu. Zatim sam na kolonu dodala 200 pl pufera za
ispiranje (engl. wash buffer) koriste¢i drugi kit (NEB). Nakon centrifugiranja na 13000 RPM,
ponovno sam dodala 200 pl pufera za ispiranje i centrifugirala uzorak. Zatim sam kolonu
premjestila u novu epruvetu i na matriks kolone dodala 10 ul vode zagrijane na 50 °C. Nakon

izmjerene koncentracije, uzorak RT-a pohranila sam na -20 °C.
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3.2.5.3.  ProciS¢avanje RNA

Potrebno je napraviti postupak proc¢is¢avanja RNA kako bi se u daljnjim koracima
eksperimenata koristili samo zeljeni fragmenti, bez ostalih komponenata smjese poput proteina
koji zaostaju od prijasnjih postupaka. Za postupak purifikacije RNA koristila sam komercijalni
komplet Monarch® RNA Cleanup Kit (NEB) i centrifugu namjeStenu na 13000 RPM. Prema
preporuci proizvodaca, uzorke dobivene transkripcijom in vitro razrijedila sam vodom kako
bih povecala pocetni volumen otopine. U uzorke s 500 ng kalupa (JRNA-A, -B i -C) dodala
sam 35 pl (do ukupnog volumena od 50 pl), a one s 300 ng kalupa (QRNA-D i -E) 15 ul vode
(do volumena od 30 pl).

Na razrijedene uzorke dodala sam 100 pl (za 500 ng kalupa) ili 60 pl (za 300 ng kalupa)
vezujuceg pufera, a zatim 150 pl 95 %-tnog etanola. Uzorke sam promijesala resuspendirajuci
ih mikropipetom. Kolonu za purifikaciju namjestila sam u odgovarajucu epruvetu za skupljanje
uzoraka, na nju nanijela cijeli uzorak i centrifugirala jednu minutu. Nakon $to sam odbacila
propustenu otopinu, vratila sam kolonu u epruvetu, dodala 500 pl pufera za ispiranje,
centrifugirala jednu minutu i odbacila propustenu otopinu. Zatim sam opet dodala 200 pl pufera
za ispiranje i ponovila postupak iz prethodnog koraka. Nakon centrifugiranja, kolonu sam
premjestila u novu epruvetu i mikropipetom na sredinu matriksa kolone pazljivo dodala 30 pl
vode, a zatim sam epruvete centrifugirala jednu minutu. Uzorke sam do koristenja pohranila
na -80 °C.

3.2.6. Odredivanje masene koncentracije nukleinskih kiselina

Nakon provedene purifikacije nukleinskih kiselina, bilo je potrebno odrediti
koncentracije i ¢isto¢u dobivenih produkata. U ovu sam svrhu koristila uredaj BioSpec-nano
(Shimadzu) koji spektrofotometrijski mjeri apsorbanciju malog volumena otopina (1 pl)
nukleinskih kiselina ili proteina. Za odredivanje koncentracija DNA i RNA, apsorbanciju sam
mjerila na 260 nm, a uredaj spojen na raunalo odreduje i omjere Azeo/280 I A2e0/230 KOji daju
informaciju o moguc¢im oneci$¢enjima uzorka proteinima, odnosno organskim spojevima i
solima. Prije pocetka mjerenja koncentracije uzoraka, izmjerila sam apsorbanciju vode u kojoj
su uzorci bili eluirani za nuliranje uredaja. Zatim sam pojedina¢no izmjerila masene

koncentracije i provjerila ¢isto¢u uzorka.
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3.2.7. Transkripcija in vitro

Transkripcija in vitro jednostavan je postupak za sintezu RNA koriste¢i kalup koji
sadrzi promotorsku sekvencu bakteriofaga (poput T7) uzvodno od zZeljene sekvence. Za
reakciju je potrebno Koristiti smjesu nukleotida i polimerazu koja prepoznaje odgovarajucu
promotorsku sekvencu, kao $to je RNA polimeraza T7 (Beckert i Masquida, 2011). Promotor
T7 u kalup gDNA ugraden je prilikom PCR-a koriStenjem odgovarajuc¢ih pocetnica. Umnozene
sekvence gDNA dobivene PCR-om potrebno je prevesti u RNA oblik kako bi gRNA i sustav
CRISPR bili funkcionalni.

Smjesu ukupnog volumena 15 pl za transkripciju in vitro napravila sam prema Tablici
15, koristeci pojedine gDNA dobivene PCR-om kao kalup. Pritom sam Kkoristila komercijalni
komplet Standard RNA Synthesis (NEB). Reakcijske smjese inkubirala sam Cetiri sata (za 500
ng kalupa, gRNA-A, -B i -C) ili Sest sati (za 300 ng kalupa, gRNA-D i -E) na 37 °C. Nakon
toga u svaku sam reakcijsku smjesu dodala 1 pl enzima DNaze kako bih uklonila DNA kalup
i provela sam inkubaciju od 30 (500 ng kalupa) ili 60 minuta (300 ng kalupa) na 37 °C.
Inkubacije sam provela pomoc¢u PCR uredaja, a cijeli je proces raden u sterilnim uvjetima uz

koriStenje otopine koja unistava RNaze.

Tablica 15. Popis sastojaka smjese za transkripciju in vitro i sintezu gRNA.

Sastojci smjese Volumen (ul)

H.0 Do 15 pl
Smijesa dNTP-ova (10 mM) 5

300 ili 500 ng kalupa *
Polimeraza T7 1
Ukupan volumen 15

*Volumen dodanog kalupa ovisio je o koncentraciji pro¢is¢ene gDNA.

3.2.8. Reakcija enzimatske restrikcije

Nakon provedenog PCR-a mutagenim pocetnicama za uvodenje zeljenih mutacija u
plazmid-RT, bilo je potrebno izrezati i izolirati RT od ostatka plazmida. U tu sam svrhu
koristila restrikcijsku endonukleazu I-Scel, enzim koji prepoznaje i cijepa specificnu sekvencu
5" TAGGGATAACAGGGTAAT 3'. Koristeni plazmid sadrzi dva restrikcijska mjesta za I-
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Scel, a cijepanjem Ce nastati dva fragmenta veli¢ine 3941 bp (RT) i 3042 bp (ostatak plazmida).
Plazmid za restrikcijsku reakciju dobila sam postupkom izolacije plazmida iz transformiranih
bakterija, $to je opisano u poglavlju 3.2.15. Smjesu ukupnog volumena 250 pl pripremila sam
prema Tablici 16, koriste¢i pufer CutSmart (NEB) i enzim Scel (NEB). Uzorak sam inkubirala

tri sata na 37 °C te preko noc¢i na 14 °C, koriste¢i uredaj za PCR.

Tablica 16. Popis sastojaka smjese za enzimatsku restrikciju i izrezivanje kalupa za popravak iz
plazmida.

Sastojci smjese Volumen (ul)

Pufer CutSmart (NEB) 25

Enzim Scel 5
Plazmid-RT 18.46
H20 201.54
Ukupan volumen 250

3.2.9. Mikroinjektiranje

Mikroinjektiranje je proces unoSenja egzogenih tvari (poput DNA, RNA i proteina) u
stanicu pomoc¢u posebne igle s tankim vr§kom. Koristi se za proucavanje razliitih procesa u
Zivim stanicama poput prijenosa signala, ali takoder predstavlja jednu od jednostavnijih metoda
za stvaranje genetski modificiranih organizama u kombinaciji sa sustavom CRISPR/Cas9 ili
CRISPR/Casl2a (Zhao i sur., 2019). Alternativne metode poput koristenja kalcijeva fosfata ili
virusnih vektora za unos molekula u stanicu dovode do citotoksi¢nosti, a elektroporacija ima
manju efikasnost 1 zahtjeva velike koli€ine pripremljenog proteina za svaku transdukciju
(Teruel i sur.,, 1999; Colosimo i sur., 2000; Tompers i Labosky, 2004). Nedostatci
mikroinjektiranja ukljucuju dugotrajnost postupka jer je u svaku odabranu stanicu potrebno
zasebno injektirati Zeljenu smjesu molekula te je za ovu metodu potrebno koristiti posebnu

opremu poput mikroinjektora (Modzelewski i sur., 2018).

Dan prije planiranog mikroinjektiranja, potrebno je odvojiti Zeljeni broj odraslih riba
zebrica u posebne akvarije za mrijest koji imaju poroznu plasti¢nu pregradu u obliku slova S.
Zebrice se mrijeste u gornjem dijelu akvarija s nizom razinom vode, a njihovi embriji prolaze
kroz pore pregrade i skupljaju se na dnu posude. Do sljedeceg dana u akvarij se stavlja 1

prozirna pregrada izmedu Zenki i muzjaka kako bi se kontroliralo vrijeme pocetka mrijesta. Za
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mrijest su koriStene zebrice divljeg tipa, po dvije Zenke 1 tri muzjaka za svaki proces
mikroinjektiranja. Na dan provedbe mikroinjektiranja, uklonjena je pregrada izmedu muzjaka
i Zzenki. Nakon mrijesta, pomocu sita su skupljeni oplodeni embriji zebrica i izvrSeno je
mikroinjektiranje pomoc¢u mikroskopske lupe SMZ-171-TLED (Motic) i mikroinjektora
FemtoJet® 4x series (Eppendorf). Sve koriStene zebrice pripadaju certificiranom soju AB
prema Europskom referentnom centru za zebrice (Karlsruhe, Njemacka) i uzgajane su prema
svim pravilima Priru¢nika za uzgoj i brigu o laboratorijskim Zivotinjama Europske Unije

(86/609/EEC) 1 Zakona o zastiti zivotinja Republike Hrvatske (NN 135/2006).

3.2.10. Testiranje efikasnosti sustava CRISPR/Cas9 i CRISPR/Cas12a
Prilikom skupljanja embrija i postavljanja uredaja za mikroinjektiranje, pripremila sam
smjesu proteina CRISPR (Cas9 ili Casl2a) i odgovaraju¢e gRNA. Smjesu za injektiranje
sustava s proteinom Cas9 napravila sam prema Tablici 17. U epruvetu sam dodala Cas9, gRNA
(kona¢ne koncentracije 215 ng/ul) i KCI, smjesu inkubirala pet minuta na 37 °C pomoéu
uredaja za PCR, a zatim sam dodala vodu i Phenol Red koji sluzi laksoj vizualizaciji otopine
prilikom mikroinjektiranja. Smjesu za injektiranje sustava s proteinom Cas12a napravila sam
prema Tablici 18. U epruvetu sam dodala Cas12a, gRNA (kona¢ne koncentracije 182 ng/ul) i
KCl, smjesu inkubirala deset minuta na 37 °C pomocu uredaja za PCR, a zatim sam dodala
vodu i Phenol Red. Sve otopine za injektiranje Cuvane su na ledu do koriStenja. Ovaj je

postupak ponovljen za svaku od dizajniranih molekula gRNA.

Prilikom mikroinjektiranja, u svaki je embrij ubacen oko 1 nl smjese, a igla je bila
usmjerena u Zumanj¢anu vrecicu. Kako bi §to viSe stanica primilo protein i gRNA, smjesa je
injektirana u embrije koji su bili u jednostani¢nom stadiju, a kasnijim ¢e diobama nove stanice
takoder sadrzavati injektirane molekule. Nakon toga su embriji stavljeni u petrijeve zdjelice s
medijem E3 1x (oko 50 embrija po posudi) i ¢uvani u inkubatoru na 37 °C. Nakon 24 sata,

uklonjeni su nevijabilni embriji i izracunat je postotak prezivjelih embrija prema formuli:

broj vijabilnih embrija nakon 24 h

Viiabilnost embriia =
abrnost emorya ukupan broj embrija
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Tablica 17. Popis sastojaka smjese sustava CRISPR/Cas9 za mikroinjektiranje u jednostani¢ne
embrije ribe zebrice (Danio rerio).

Sastojci smjese Volumen (pl)
Cas9 gRNA (A, BiliC) =

Cas9 (20 uM) 0.37

KCI (2 M) 0.3

H20 Do 2 pl
Phenol Red (0.2 g/l) 0.4

Ukupan volumen 2

*Volumen dodane gRNA ovisio je o koncentraciji procis¢ene gRNA.

Tablica 18. Popis sastojaka smjese sustava CRISPR/Cas12a za mikroinjektiranje u jednostanic¢ne
embrije ribe zebrice (Danio rerio).

Sastojci smjese Volumen (pl)
Casl2zagRNA(DiliE) *

Cas12a (100 uM) 0.79

KCI (2 M) 0.3

H.0 Do 2 pl
Phenol Red (0.2 g/l) 04

Ukupan volumen 2

*Volumen dodane gRNA ovisio je o koncentraciji procis¢ene gRNA.

3.2.11.
Za uvodenje zeljenih mutacija (C4541G i T4542C) u gen sprtn ribe zebrice, bilo je

Ciljana mutageneza u genu sprtn

potrebno u njihove embrije mikroinjektirati smjesu odabranog proteina i gRNA (Casl2a i
gRNA-E) te izradeni kalup za popravak (RT). Postupak stavljanja riba na mrijest i skupljanja
embrija isti je kao u poglavlju 3.2.9. Prilikom skupljanja oplodenih embrija i postavljanja
uredaja za mikroinjektiranje, pripremila sam smjese prema Tablicama 19 i 20. Napravila sam
dvije smjese za injektiranje kako bih odredila koji omjeri gRNA i Casl12a naspram RT-a daju
najbolje rezultate. Smjesa B sadrzavala je dva puta vise RT-a na istu koli¢inu proteina i gRNA
kao u smjesi A. U epruvete sam dodala Cas12a, gRNA (pocetne koncentracije 1442.30 ng/ul)
i KCI, smjese inkubirala deset minuta na 37 °C pomoc¢u uredaja za PCR, a zatim dodala RT

(pocetne koncentracije 143.07 ng/ul), vodu i Phenol Red. Sve otopine za injektiranje ¢uvane
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su na ledu do koristenja. Postupak mikroinjektiranja i uzgoja embrija isti je kao u poglavlju
3.2.10.

Mikroinjektirani embriji stari cetiri dana pregledani su pod mikroskopskom lupom.
Ukoliko je doslo do integracije RT-a u genom zebrice, do¢i ¢e do ekspresije zeleno-
fluorescirajuc¢eg markera mVenus koji se nalazio u RT-u. Ova se fluorescentna oznaka moze
uociti u le¢i embrija ako se oni osvijetle plavim svjetlom (ekscitacija na valnim duljinama 440
— 460 nm) za §to je KkoriSten nastavak za mikroskop Model SFA Stereo Microscope
Fluorescence Adapter Royal Blue (NIGHTSEA). Pomoc¢u ovog sustava odreden je broj embrija
s integriranim RT-om te su oni izdvojeni od mVenus negativnih embrija i uzgajani do odraslog

stadija.

Tablica 19. Popis sastojaka smjese A za mikroinjektiranje sustava CRISPR/Cas12a i kalupa za popravak
(RT) u jednostani¢ne embrije ribe zebrice (Danio rerio) za ciljanu mutagenezu u genu sprtn.

Sastojci smjese Volumen (ul)

gRNA-E 0.19
Casl2a (100 uM) 0.6
KCI (2 M) 0.23
Phenol Red (0.2 g/l) 0.4
RT 0.53

Ukupan volumen 1.95

Tablica 20. Popis sastojaka smjese B za mikroinjektiranje sustava CRISPR/Casl2a i vece koli¢ine
kalupa za popravak (RT) u jednostani¢ne embrije ribe zebrice (Danio rerio) za ciljanu mutagenezu u
genu sprtn.

Sastojci smjese Volumen (ul)

gRNA-E 0.19
Cas12a (100 pM) 0.6
KCI (2 M) 0.45
H.0 0.31
Phenol Red (0.2 g/l) 0.4
RT 1.05

Ukupan volumen 3
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3.2.12. Digestija embrija zebrice

Ispitivanje efikasnosti sustava CRISPR/Cas9 ili CRISPR/Cas12a te metoda HRM za
pronalazak potencijalnih riba utemeljitelja zahtijeva rad s genomskim materijalom embrija
zebrice. Zbog toga je embrije potrebno lizirati kako bi se genomska DNA oslobodila iz stanica
I bila dostupna za daljnje analize. Postupak odabira riba za mrijest i skupljanja embrija za

injektiranje sustava za ciljanu mutagenezu gena sprtn opisan je u poglavlju 3.2.9.

Za pronalazak riba utemeljitelja za animalni model s mutacijom u tdp2a (tirozil-DNA
fosfodiesteraza 2a), koriStene su ribe zebrice koje su injektirane sustavom CRISPR/Cas9 i
gRNA bez dodanog kalupa za popravak. Na taj je nacin u zebrici doslo do cijepanja genomske
DNA u ciljanoj regiji tdp2a i popravka pomocu kojeg moze doé¢i do uvodenja mutacija. Kako
Su zebrice viSestani¢ni organizmi, moguce je da razlicite stanice sadrZe razlicite tipove mutacija
u ciljanoj regiji te je potrebno odrediti postoje li mutacije u stanicama germinativne linije od
kojih nastaje novo potomstvo i odgovaraju li takve mutacije za uzgoj linije s nefunkcionalnim
proteinom (prerani STOP kodon ili pomak u okviru ¢itanja). Kako bi se odredile jedinke koje
mutacije prenose na potomstvo, pojedinac¢ne Zenke i muZzjaci krizani su sa zebricama divljeg

tipa. Zatim su njihovi embriji skupljeni za digestiju i kasniju analizu metodom HRM.

Embriji zebrice lizirani su 48 h nakon fertilizacije te je za svaki ciklus eksperimenata
lizirano po deset injektiranih embrija, odnosno embrija potencijalnih utemeljitelja, te pet
kontrolnih embrija divljeg tipa iste starosti. Pojedinacne sam embrije premjestila u zasebne
epruvete i mikropipetom uklonila visak medija. Epruvete sam premjestila na ledeni stalak za
provedbu smrzavanja suhih uzoraka (engl. dry-freeze) te u svaku dodala 50 pl pufera za
digestiju embrija. Epruvete s embrijima inkubirala sam deset minuta na 98 °C pomo¢u uredaja
za PCR, ohladila ih i svakoj smjesi dodala 5 pl proteinaze K (20 mg/ml). Nakon toga sam
epruvete inkubirala tri sata na 55 °C, uz povremeno okretanje epruveta kako bi se smjesa
promijesala. Kako bih inaktivirala proteinazu K, uzorke sam inkubirala deset minuta na 98 °C.
Na ohladene sam uzorke dodala 100 pl vode i centrifugirala ih na 11000 RPM u trajanju od 30

minuta na 4 °C, a zatim supernatante premjestila u nove epruvete i uzorke pohranila na -20 °C.

3.2.13. Metoda meksanja DNA visoke rezolucije (HRM)

Metoda meksSanja DNA visoke rezolucije (HRM) omoguduje izradu profila krivulje

meksanja DNA molekula kako bi se detektirale moguce varijacije u sekvencama analiziranih
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uzoraka. Pri poviSenim temperaturama dolazi do denaturacije (odvajanja) DNA lanaca, a
temperatura taljenja (Tm) oznacava temperaturu pri kojoj se pola DNA nalazi u jednolan¢anom
obliku. Tm ovisi o duljini i udjelu baza GC analizirane molekule jer su gvanin i citozin povezani
s tri vodikove veze $to ih €ini stabilnijima te ¢e se teze razdvojiti od adenina i timina s dvije
vodikove veze. Za izradu profila krivulje taljenja DNA potrebno je umnazanje Zeljenih
fragmenata u prisutnosti interkaliraju¢e fluorescentne boje SYBR Green. Ona se veze za mali
utor dvolanc¢ane DNA neovisno o sekvenci molekule te time emitira jak fluorescencijski signal
koji se zabiljezi pomoc¢u uredaja za HRM analizu. Tijekom HRM-e temperatura se postepeno
povisuje nakon zadnjeg ciklusa PCR-a, §to dovodi do denaturacije lanaca umnozenih molekula,
otpustanja boje SYBR Green i smanjenja fluorescentnog signala. Analizom dobivenih podataka
pomocu rac¢unalnih se programa mogu utvrditi potencijalne razlike u Tm pojedinih molekula
(Druml i Cichna-Markl, 2014). HRM analiza moze se Koristiti za genotipizaciju i prouc¢avanje
varijacija u sljedovima nukleotida, poput mutacija ili poznatih alelnih varijacija (Stomka i sur.,
2017).

Uzorke za HRM analizu pripremila sam u laminaru s kontroliranim protokom zraka i
sterilnim uvjetima. Smjesu za HRM-u pipetirala sam u opticke stripove (engl. strips)
MicroAmp Optical 8-Cap Strips (Applied Biosystems) u mraku zbog osjetljivosti fluorescentnih
molekula boje SYBR Green na svjetlost. Kao izvor genomske DNA koristila sam otopine
digestiranih embrija starosti 48 h, a komercijalni komplet MeltDoctor™ HRM Master Mix
(Applied Biosystems) sadrzavao je smjesu potrebnog enzima, pufera i nukleotida. Smjese
pojedinih reakcija ukupnih volumena 10 pl napravila sam prema Tablici 21. Nakon pripreme
uzoraka, stripove sam centrifugirala na podlozi za mikrotitarske plocice, pet minuta na 500 g.
Protokol na uredaju StepOnePlus (ThermoFischer Scientific) namjesten je prema uputama
proizvodaca, a rezultate sam obradila pomoc¢u racunalnog programskog paketa High
Resolution Melt Software verzije 3.2. Ovu sam metodu koristila za pronalazak riba utemeljitelja
za animalni model s mutacijom u tdp2a i za testiranje efikasnosti sustava CRISPR/Casl12a s
gRNA-D.
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Tablica 21. Popis sastojaka smjese za metodu meksanja DNA visoke rezolucije (HRM).

Sastojci smjese Volumen (ul)

Genomska DNA (lizat) 0.5
MeltDoctor™ HRM Master Mix 5

Uzvodna pocetnica (5 uM) 0.6
Nizvodna pocetnica (5 uM) 0.6
H20O 33
Ukupan volumen 10

Uzvodne i nizvodne pocetnice za pripadajuc¢u gRNA odabrane su prema Tablicama 3 i 4.

3.2.14. T7 endonukleazni test

T7 endonukleazni test vrsta je metode enzimatskog rezanja krivo sparenih baza koja
koristi bakteriofagne enzime rezolvaze poput endonukleaza T4, T4 V11 i T7 | (Babon i sur.,
2003). Ovi enzimi prepoznaju i rezu heteroduplekse koji nastaju zbog krivo sparenih baza u
molekulama DNA, a primarna im je uloga razrje$avanje Holidayevih struktura koje nastaju
prilikom replikacije bakteriofaga (Dickie i sur., 1987). Nakon koriStenja sustava za uvodenje
mutacija poput CRISPR/Cas9, uzorci DNA zagrijavaju se kako bi do§lo do razdvajanja lanaca,
a zatim postupno ohladuju dok ne dode do ponovnog komplementarnog spajanja. Ukoliko je
mutageneza bila uspjeSna, postojat ¢e odredeni udio molekula DNA s mutacijama te ¢e se ovim
postupkom dio mutiranih lanaca spojiti s DNA divljeg tipa (Babon i sur., 2003). Enzim
endonukleaza T7 | prepoznaje sve vrste krivo sparenih baza heterodupleksa i male petlje koje

nastaju zbog insercijskih ili delecijskih mutacija (Kleff i Kemper, 1988; Solaro i sur., 1993).

Kako bi se odredila efikasnost sustava enzima Cas9 ili Casl2a 1 pripadajue gRNA,
potrebno ih je mikroinjektirati u Zeljene stanice te provjeriti je li doslo do uvodenja mutacija u
regiji od interesa. U svrhu detekcije mutacija u genu sprtn, provela sam T7 endonukleazni test
na mikroinjektiranim embrijima nakon digestije. Ukoliko je doslo do rezanja heterodupleksa,
nakon agarozne gel elektroforeze vidjet ¢e se fragmenti razlicitih veli¢ina (zbog asimetri¢nog
dizajna pocetnica oko gRNA), a njihov ¢e zbroj odgovarati ukupnoj veli¢ini umnoZenih
fragmenata nakon PCR-a. U uzorcima gdje sustav za mutagenezu nije efikasan, bit ¢e prisutni

samo nepocijepani fragmenti veli¢ine 400 — 600 pb.

Za T7 endonukleazni test dodala sam 200 ng umnozenih fragmenata genomske DNA
liziranih embrija nakon PCR-a, 2 pl pufera 2 10x (NEB) i vode do 19 pl. Po dvije takve smjese
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napravila sam za svaki analizirani uzorak kako bih nakon provedene metode vidjela razliku
izmedu kontrolnih uzoraka i onih na koje je djelovala endonukleaza T7. Nakon pripreme
uzoraka, inkubirala sam ih pet minuta na 95 °C pomoc¢u uredaja za PCR kako bi doslo do
razdvajanja lanaca. Zatim sam uredaj namjestila da smanjuje temperaturu uzoraka za 2 °C
svake sekunde do postizanja temperature od 85 °C, a nakon toga za 0.1 °C svake sekunde do
temperature od 25 °C, kako bi doslo do ponovnog spajanja lanaca. Nakon provedenog
programa u kontrolne sam uzorke dodala 1 pl vode, a u drugu skupinu 1 pl endonukleaze T7
(NEB), te provela inkubaciju od 30 minuta na 37 °C. Kako bih detektirala veli¢inu dobivenih
fragmenata i rezultate T7 endonukleaznog testa, provela sam agaroznu gel elektroforezu i cijeli

volumen uzorka nanijela u jazice gela.

3.2.15. Analiza nukleotidnih sekvenci

3.2.15.1. Kloniranje

Kako bih analizirala sekvence od interesa, provela sam postupak kloniranja fragmenata
DNA u vektor pJET1.2/blunt. pJET1.2/blunt linearizirani je vektor za kloniranje u koji se mogu
ubaciti inserti od Sest do deset kb, a sadrzi letalni gen koji je inaktiviran nakon uspjes$ne
integracije DNA u mjesto za kloniranje. Na taj se na¢in omogucava prezivljavanje samo onim
stanicama koje su primile rekombinantni plazmid. Koristenjem polimeraze Phusion umnozeni
fragmenti imaju tupe krajeve (engl. blunt-ends) koji se mogu izravno ligirati u plazmid, a prije
ligacije fragmenata nastalih polimerazom Taq potrebno je ukloniti 3’-dA ljepljive krajeve
(engl. sticky-ends). Za kloniranje sam koristila komercijalni komplet CloneJET™ PCR Cloning

Kit (Thermo Fisher Scientific) i odgovarajuci priru¢nik.

Kloniranje sam provodila u vise dijelova eksperimenata. U prvom sam dijelu klonirala
fragmente liziranith embrija zebrice koji su nakon T7 endonukleaznog testa upucivali na
nastanak mutacija i efikasan sustav CRISPR/Cas9 ili CRISPR/Cas12a. U tom je slu¢aju bilo
potrebno potvrditi prisutnost mutacija i analizirati sekvence ciljane regije kloniranjem
fragmenata u plazmid. Jedina iznimka ovog procesa odnosi se na potvrdu mutacija nakon T7
endonukleaznog testa za gRNA-E gdje je sekvencirana smjesa provedenog PCR-a. Nakon
pronalaska efikasnog sustava za mutagenezu u genu sprtn i izrade kalupa za popravak (RT),
provela sam kloniranje i analizu sekvenci za potvrdu pravilno ugradenih mutacija u RT kako
bih napravila ciljanu mutagenezu pomocu sustava CRISPR. Kloniranje sam takoder koristila

prilikom pronalaska riba utemeljitelja za animalni model s mutacijom u genu za Tdp2a. Nakon
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pronalaska muske i zenske jedinke koje na potomstvo prenose promjene u sekvenci tdp2a,

kloniranjem 1 analizom sekvenci utvrdila sam to¢ne mutacije.

Smjesu za ligaciju nakon Phusion PCR-a (blunt-ends) ukupnog volumena 10 pl
pripremila sam prema Tablici 22. Koli¢ina koriStenog purificiranog produkta iz PCR-a ovisila
je o duljini fragmenata. Za fragmente od oko 100 bp koristila sam 5 ng produkta, a za fragmente
400 — 600 bp 13 ng produkta. Ligacijsku sam smjesu postavila na 22 °C preko noéi. Smjesu za
ligaciju nakon Taq PCR-a (sticky-ends) ukupnog volumena 9 pl pripremila sam prema Tablici
23 kako bih uklonila 3’-dA ljepljive krajeve. Uzorke sam inkubirala pet minuta na 70 °C, a

zatim dodala 0.5 pl vektora za kloniranje pJET1.2/blunt (50 ng/ul) i 0.5 pul DNA ligaze T4.

Tablica 22. Popis sastojaka smjese za ligacijsku reakciju fragmenata s tupim krajevima u vektor za
kloniranje.

Sastojci smjese Volumen (ul)
Purificirani produkt PCR-a *
Reakcijski pufer 2x 5

Vektor za kloniranje pJET1.2/blunt (50 ng/ul) 0.5

DNA ligaza T4 0.5
H,O Do 10
Ukupan volumen 10

*Volumen purificiranog uzorka ovisio je o koncentraciji DNA (5 ng za fragmente do 100 bp, 13 ng za
fragmente 400 — 600 bp).

Tablica 23. Popis sastojaka smjese za uklanjanje str§e¢ih krajeva DNA prije kloniranja.

Sastojci smjese Volumen (ul)

Purificirani produkt PCR-a  *

Reakcijski pufer 2x 5
DNA Blunting enzim 0.5
H.0 Do 9
Ukupan volumen 9

*Volumen purificiranog uzorka ovisio je o koncentraciji DNA (5 ng za fragmente do 100 bp, 13 ng za
fragmente 400 — 600 bp).
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3.2.15.2. Transformacija bakterija

Za transformaciju su koriStene ve¢ pripravljene ultrakompetentne stanice E. coli XL10-
Gold, a postupak je prilagoden prema protokolu za 5-alpha kompetentne stanice E. coli (NEB).
Bakterije su do koriStenja bile pohranjene na -80 °C. Agarozne ploce pripremila sam pazljivim
otapanjem 150 ml agara u mikrovalnoj pe¢nici. Otopljenu sam smjesu ostavila da se ohladi oko
30 minuta te u laminaru s kontroliranim protokom zraka i sterilnim uvjetima dodala 150 pl
ampicilina (100 mg/ml u 70 %-tnom etanolu) u mraku zbog osjetljivosti antibiotika na svjetlost.
Zatim sam napravljenu smjesu izlila u petrijeve zdjelice tako da agar pokrije cijelo dno. Ploce

sam ostavila da se osuse u laminaru, a zatim ih do koriStenja pospremila na 4 °C.

Bakterijske stanice otopila sam na ledu, po 25 pl alikvotirala u zasebne epruvete te u
svaku dodala po 1 pl ligacijske smjese iz koraka 3.2.15.1. Uzorke sam inkubirala 30 minuta na
ledu, a zatim napravila postupak toplinskog Soka (engl. heat-shock) kako bi plazmid s
ubacenim fragmentom usao u stanice. Toplinski ok provela sam u trajanju od 40 sekundi na
42 °C koristeci termoblok, a zatim stanice premjestila na led. Nakon dvije minute, na svaku
reakcijsku smjesu dodala sam 475 pl teku¢eg medija LB zagrijanog na 37 °C u vodenoj kupelji.
Epruvete sam pomocu samoljepljive trake pri¢vrstila za dno inkubator-tresilice za inkubaciju
od 60 minuta na 37 °C i 220 RPM.

Nakon inkubacije, u laminaru sam 250 pl smjese izlila na agarozne ploc¢e s ampicilinom
za selekciju bakterija koje su primile rekombinantni plazmid. Ovakav je postupak proveden za
veéinu eksperimenata, osim prilikom postupka kloniranja nakon ciljane mutageneze na
plazmidu koji je sadrZzavao RT. U tom sam slucaju nakon inkubacije na tresilici provela
postupak centrifugiranja od pet minuta na 500 g na 37 °C, uklonila supernatant i dodala 200 pl
medija LB zagrijanog na 37 °C u vodenoj kupelji. Svih 200 pl izlila sam na plo¢e s
ampicilinom. Kako bih smjesu rasporedila po cijeloj plo€i, koristila sam sterilne staklene
kuglice. Ploe sam ostavila bez poklopca na nekoliko minuta kako bi se osuSile, a zatim ih

spremila u inkubator na 37 °C na otprilike 12 sati.

3.2.15.3. lzrada teku¢ih prekonoénih bakterijskih kultura

Nakon $to su transformirane bakterije rasle na 37 °C oko 12 sati, ploc¢e sam izvadila iz
inkubatora kako ne doSlo do spajanja zasebnih kolonija. Pomoc¢u vodene kupelji zagrijala sam
tekuc¢i medij LB do 37 °C i dodala antibiotik ampicilin (100 mg/ml u 70 %-tnom etanolu),

razrijeden 1000x, kako bi se osigurao rast samo bakterijama koje imaju rekombinantni plazmid.
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U sterilne epruvete ulila sam po pet ml LB-a s antibiotikom. Sterilnim plastiénim nastavkom
za mikropipete dotaknula sam pojedina¢nu koloniju te nastavak ubacila u epruvetu s medijem.
Nakon §to sam ovaj postupak ponovila za svaku koloniju, zacepljene sam epruvete stavila u
inkubator-tresilicu preko noé¢i na 37 °C i 220 RPM kako bi narasle tekuc¢e prekonoéne

bakterijske kulture.

3.2.15.4. lzolacija plazmida iz bakterija

Nakon $to su tekuce bakterijske kulture narasle, bilo je potrebno napraviti izolaciju
plazmida iz bakterija (tzv. miniprep). U tu sam svrhu Kkoristila komercijalni komplet Zyppy™
Plasmid Miniprep Kit i pripadajuci protokol. Po 600 ul bakterijskih suspenzija premjestila sam
u epruvete od 1.5 ml i dodala 100 pl pufera za lizu 7x (engl. 7X lysis buffer). Sadrzaj epruveta
promijesala sam okrecuci zatvorenu epruvetu 4 — 6 puta. Na svaki sam uzorak dodala 350 pl
hladnog (4 °C) pufera za neutralizaciju (engl. neutralization buffer) i epruvete okrenula 2 — 3
puta. Kada su uzorci u potpunosti poprimili Zutu boju, $to oznacava zavrSetak neutralizacijske
reakcije, centrifugirala sam ih Cetiri minute na 11000 RPM (kao i u daljnjim koracima). Kolone
(Zymo-Spin™ [IN) sam namjestila u epruvete za sakupljanje uzorka (engl. collection tube) i u
njih pipetirala po 700 pl supernatanta. Uzorke sam centrifugirala 15 sekundi, odbacila sam
propustene otopine (engl. flow-through) i dodala 200 pl pufera za ispiranje (engl. endo-wash
buffer). Nakon centrifugiranja 30 sekundi, na kolone sam dodala po 400 ul pufera za ispiranje
(engl. wash buffer) i centrifugirala jednu minutu. Zatim sam kolone premjestila u Ciste epruvete
I izravno na matriks kolone dodala 30 ul vode koju sam zagrijala na 50 °C pomoc¢u termobloka.
Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi od jedne minute, uzorke sam centrifugirala jednu
minutu kako bih eluirala plazmid. Odredila sam koncentraciju eluiranih plazmida prema
opisanom postupku u 3.2.6. te uzorke do koriStenja pohranila na -20 °C. Za analizu

nukleotidnih sekvenci plazmida, uzorci su poslani na sekvenciranje tvrtki Macrogen.

3.2.15.5. Utvrdivanje mutacija u analiziranim sekvencama
Dobivene sam nukleotidne sekvence analizirala pomocu racunalnog programskog
paketa BioEdit verzije 7.2. Sekvence gena sprtn i tdp2a ribe zebrice preuzela sam s mrezne

stranice  Ensembl  (https://www.ensembl.org/index.html). Poravnavanjem nukleotidnih

sekvenci odredila sam toc¢ne lokacije nastalih mutacija, a konverzijom u aminokiselinsku

sekvencu odredila sam promjene na proteinskoj razini.
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4. REZULTATI

4.1. Ciljana mutageneza u genu sprtn
4.1.1. Dizajn RNA vodilja

Za ciljanu mutagenezu u genu sprtn ribe zebrice pomocu sustava CRISPR dizajnirala
sam pet RNA vodilja. Sekvence gRNA odgovaraju podrucju oko kataliticke regije gena u koju
se uvodi mutacija L147A. Odabrala sam tri gRNA za CRISPR/Cas9, gRNA-A, -B i -C, i dvije
gRNA za CRISPR/Casl2a (gRNA-D i -E) te sam njihove efikasnosti ispitala T7
endonukleaznim testom ili metodom mekSanja DNA visoke rezolucije (HRM) nakon
mikroinjektiranja u embrije zebrice. Sekvence i nazivi dizajniranih gRNA prikazani su u
Tablici 1, a mjesto vezanja u genu sprtn i testirana efikasnost pojedine gRNA prikazani su u
Tablici 24. Odabrane sekvence narucene su od dobavljaca Macrogen u obliku plazmidne DNA,
¢iji su nazivi prikazani u Tablici 2. Shematski prikaz isje¢ka gena sprtn od 16670 bp i polozaj
odabranih gRNA vidljivi su na Slici 1.

Tablica 24. Popis dizajniranih RNA vodilja (JRNA) za ciljanu mutagenezu u genu sprtn ribe zebrice
(Danio rerio).

Naziv Mjesto vezanja  Efikasnost Nadin testiranja

gRNA-A 12, 3636 — 3654 0% T7
gRNA-B 13, 5450 — 5469 67 % T7
gRNA-C 13,4798 — 4817 0% T7
gRNA-D ES3, 4574 — 4595 0% HRM
gRNA-E 12,4094 — 4116 100 % T7

12 oznacava drugi intron, I3 treci intron, a E3 tre¢i egzon. Efikasnost sustava odredena je T7
endonukleaznim testom (T7) ili metodom meksanja DNA visoke rezolucije (HRM).

Kataliticke mutacije C4541G i 14542C)

4000/ 5000! 6000/

1 | | 1 1
gRNA-A (3635 - 3654) gRNA-E (4094 - 4116) | gRNA-C (4798 - 4817) gRNA-B (5450 - 5469)
gRNA-D (4574 - 4595)

2 =5 e e

_sprtn

Slika 1. Shematski prikaz isjecka gena sprtn ribe zebrice (Danio rerio) i polozaj odabranih RNA vodilja
(JRNA) za ciljanu mutagenezu (C4541G i T4542C). E oznacava egzon, a | intron. Shema je napravljena
pomocu ra¢unalnog programskog paketa SnapGene Viewer verzije 5.2.4.
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4.1.2. Dizajn pocetnica

Uzvodne 1 nizvodne pocetnice za lananu reakciju polimerazom (PCR) i T7
enonukleazni test odabrala sam za umnazanje fragmenata veli¢ine 400 — 600 bp koji sadrze
mjesto vezanja gRNA i oCekivane promjene u genu sprtn zbog djelovanja enzima Cas9 ili
Casl2a. Za HRM-u sam odabrala pocetnice za umnazanje fragmenata do 100 bp koji takoder
sadrze ocekivane promjene u genu Sprtn, a za izradu kalupa za popravak (RT) dvije pocetnice
za uvodenje mutacija u kataliticku regiju i sekvencu PAM-a na plazmidu s RT-om divljeg tipa.
Sekvence i nazivi dizajniranih pocetnica za testiranje efikasnosti sustava CRISPR i ciljanu
mutagenezu u genu sprtn ribe zebrice prikazani su u Tablici 3, a u Tablici 4 navedene su

sekvence koriStenih pocetnica koje nisam dizajnirala.

4.1.3. Sinteza gDNA

Sekvence dizajniranih gRNA narucene su u obliku plazmidne DNA (Tablica 2) te je za
njihovu sintezu potrebno umnoziti ciljani fragment plazmida (gDNA) i prevesti ga u RNA oblik
transkripcijom in vitro. Za umnaZanje gDNA provela sam Phusion PCR s odabranim
pocetnicama iz Tablice 4, a rezultati PCR-a nakon agarozne gel elektroforeze prikazani su na
Slici 2. Umnazanje zeljenog fragmenta rezultiralo je jednom vrpcom od o¢ekivanih 127 bp za
uzorke Cas9 (gDNA-A, -B i -C), odnosno od 80 bp za uzorke Cas12a (JDNA-D i -E). 1z ostatka
smjese nakon PCR-a napravila sam proci§¢avanje DNA i odredila masene koncentracije

dobivenih gDNA (Tablica 25).
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Slika 2. Umnazanje gDNA metodom PCR. Slike A — C prikazuju sintetizirane gDNA nakon Phusion
PCR-a. Slika A prikazuje gDNA-A i gDNA-B, Slika B gDNA-C, a Slika C gDNA-D i gDNA-E. M
oznacava marker veli¢ina nukleinskih kiselina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo
Fisher Scientific). Koristeni su 2 %-tni agarozni gelovi, a elektroforeza je provedena na 100 V, 30 min
zaAted5minzaBiC.
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Tablica 25. Masene koncentracije pro¢is¢enih gDNA (vodilja u DNA obliku) nakon Phusion PCR-a za
sintezu gRNA.

gDNA  Masena koncentracija

gDNA-A y = 120.68 ng/ul
gDNA-B y =196.14 ng/ul
gDNA-C y =102.07 ng/ul
gDNA-D y = 38.51 ng/ul
gDNA-E y = 34.39 ng/pl

Koncentracije su odredene spektrofotometrijski pomocu uredaja BioSpec-nano (Shimadzu).

4.1.4. Transkripcija in vitro

Nakon umnazanja dizajniranih sekvenci u DNA obliku (gDNA), provela sam postupak
transkripcije in vitro za dobivanje gRNA koje ¢e navoditi enzim Cas9 ili Cas12a do ciljanog
mjesta u genu sprtn ribe zebrice za uvodenje dvolan¢anog loma. Rezultati transkripcije in vitro
nakon tretmana DNazom i agarozne gel elektroforeze za gRNA A — E prikazani su na Slici 3.
Postupak sinteze RNA za uzorke gDNA-C, -D i -E rezultirao je jednom vrpcom na gelu od 127
bp za Cas9 RNA, odnosno 80 bp za Cas12a RNA. Na Slici 3A vidljiva je vrpca od o¢ekivanih
127 bp za gRNA-A i -B, ali i vise vrpci manje i vece veli¢ine. 1z ostatka smjese napravila sam

procis¢avanje RNA i odredila masene koncentracije dobivenih gRNA (Tablica 26).
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Slika 3. Sinteza gRNA in vitro. Slike A — C prikazuju sintetizirane gRNA nakon transkripcije in vitro i
DNaznog tretmnana. Slika A prikazuje gRNA-A i gRNA-B, Slika B gRNA-C, a Slika C gRNA-D i
gRNA-E. M ozna¢ava marker veli¢ina nukleinskih kiselina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use
(Thermo Fisher Scientific). Koristeni su 1.5 %-tni agarozni gelovi, a elektroforeza je provedena na 100
V,45 minza A i B te 30 min za C.
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Tablica 26. Masene koncentracije pro¢is¢enih RNA vodilja (JRNA) nakon transkripcije in vitro.

gRNA  Masena koncentracija

gRNA-A  y=2173.00 ng/pl
gRNA-B y =1690.29 ng/ul
gRNA-C y = 3399.42 ng/ul
gRNA-D y =1371.46 ng/ul
gRNA-E y =1165.21 ng/pl

Koncentracije su odredene spektrofotometrijski pomocu uredaja BioSpec-nano (Shimadzu).

4.1.5. Ispitivanje efikasnosti sustava Cas9/Casl12a i gRNA

4.1.5.1.  Vijabilnost injektiranih embrija

Nakon sinteze gRNA, pripremila sam smjesu s kompleksom gRNA i pripadajuceg
enzima (Cas9 ili Casl2a) za uvodenje mutacija u gen sprtn i testiranje efikasnosti navedenih
sustava. Priredena smjesa injektirana je u Zumanjc¢anu vrecicu jednosta¢nog stadija embrija
ribe zebrice (Danio rerio). Vijabilnost injektiranih embrija prikazana je u Tablici 27, a
odredena je 24 h nakon injektiranja. Vijabilnost kontrolnih (neinjektiranih) embrija iznosila je
85 % — 97 %. Vijabilnost embrija injektiranih smjesama A i B za utvrdivanje optimalnog
omjera gRNA i Casl2a naspram RT-a takoder je prikazana u Tablici 27. U prvom je
eksperimentu injektirano previse smjese 1 vijabilnost embrija iznosila je 27 %, a u ostalim su
eksperimentima vijabilnosti injektiranin embrija 63 % — 84 %. PreZivljavanje embrija
injektiranih smjesom B bilo je niZe od onog prilikom koriStenja smjese A (44 % naspram 68
%).
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Tablica 27. Vijabilnost embrija zebrice (Danio rerio) injektiranih smjesom Cas9/Cas12a i gRNA (A —
E). Smjese A i B odnose se na injektiranje Casl12a i gRNA-E za ciljanu mutagenezu u genu sprtn.
Vijabilnost je odredena kao omjer zivih embrija nakon 24 h i ukupnog broja embrija.

gRNA Broj injektiranih embrija  Vijabilnost (%)
gRNA-A* 59 27
gRNA-A 45 84
gRNA-B 49 71
gRNA-C 70 71
gRNA-D 46 63
gRNA-E 51 84
Smjesa A (JRNA-E) 87 68
Smjesa B (QRNA-E) 107 44

*U prvom je eksperimentu injektirano previse smjese.

4.15.2. Metoda meksanja DNA visoke rezolucije (HRM)

Metodu meksSanja DNA visoke rezolucije (HRM) koristila sam za testiranje efikasnosti
sustava CRISPR/Cas12a s gRNA-D. Rezultati za lizirane embrije zebrice nakon injektiranja
smjese Casl2a i gRNA-D prikazani su na Slici 4 u obliku derivacijske krivulje taljenja.
Injektirani i kontrolni embriji imaju vrlo sli€ne krivulje, §to je oc¢ito prema vrhovima krivulje
koji se preklapaju za sve uzorke. Takoder, koriSteni program za analizu rezultata High
Resolution Melt Software verzije 3.2 potencijalne razlike u temperaturi taljenja oznacava
krivuljama razli¢ite boje, a u ovom su slucaju sve crvene. Analizom podataka u navedenom
programu, potvrdila sam kako i injektirani i kontrolni uzorci imaju Tm u rasponu 79.0 — 79.1
°C. Na temelju ovih rezultata, zaklju¢ila sam da ovaj sustav nije efikasan za uvodenje mutacija

u gen sprtn.
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Slika 4. Rezultat metode meksanja DNA visoke rezolucije (HRM) liziranih embrija zebrice za testiranje
efikasnosti sustava Cas12a i gRNA-D u obliku derivacijske krivulje. Temperature taljenja injektiranih
i neinjektiranih uzoraka iznosile su 79.0 — 79.1 °C. Podaci su obradeni pomoc¢u ra¢unalnog programskog
paketa High Resolution Melt Software verzije 3.2.

4.1.5.3.  Priprema uzoraka za T7 endonukleazni test

Nakon mikroinjektiranja embrija zebrice smjesom proteina Cas9 i pojedine gRNA te
proteoliticke razgradnje embrija, provela sam Taq PCR za umnaZzanje fragmenata veli¢ine 400
— 600 bp za testiranje efikasnosti sustava T7 endonukleaznim testom. Rezultati PCR-a nakon
agarozne gel elektroforeze prikazani su na Slici 5. Umnazanje fragmenata oko dizajnirane
gRNA-A (Slika 5A) rezultiralo je izrazenijom vrpcom od 502 bp koja odgovara zeljenom
fragmentu, ali 1 viSe manjih vrpci u svakoj jazZici. Kontrolni uzorci za T7 endonukleazni test
imali su samo jedan signal od oc¢ekivanih 482 bp (Slika 5B). UmnaZanje fragmenata oko
dizajnirane gRNA-B (Slika 5C) rezultiralo je jaom vrpcom od 574 bp koja je veli¢ine Zeljenog
fragmenta, ali su vidljivi i slabiji fragmenti manje veli¢ine na oko 400 bp. Jazice s uzorcima
K3 za eksperiment s gRNA-A te uzorci 3 i K3 za gRNA-B nisu imale mjerljive vrpce s
umnozenom DNA. Ovim sam postupkom uspjesno umnozila fragmente Zeljene velicine iz
lizata embrija nakon mikroinjektiranja gRNA-A i gRNA-B, no fragmenti manjih veli¢ina sa

slika 5A i 5B mogli bi otezati interpretaciju rezultata T7 endonukleaznog testa.
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Slika 5. Umnazanje DNA za testiranje efikasnosti Cas9 i gRNA T7 endonukleaznim testom. Slika A
prikazuje umnozene fragmente embrija s gRNA-A od 502 bp. Slika B prikazuje kontrolne uzorke za T7
endonukleazni test od 482 bp. Slika C prikazuje umnoZene fragmente embrija s gRNA-B od 574 bp. M
oznatava marker veli¢ina nukleinskih kiselina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo
Fisher Scientific). Brojevi 1 — 10 oznacavaju pojedinacne lizate injektiranih embrija, a K1 — K5
kontrolne neinjektirane embrije. T7 (+) oznacava pozitivnu, a T7 (-) negativnu kontrolu. Koristeni su 1
%-tni agarozni gelovi, a elektroforeza je provedena na 100 V u trajanju od 45 min.

Nakon mikroinjektiranja embrija zebrice smjesom proteina Cas9/Casl2a i pojedine
gRNA te proteoliticke razgradnje embrija, provela sam Phusion PCR za umnaZanje fragmenata
veli¢ine 400 — 600 bp za testiranje efikasnosti sustava T7 endonukleaznim testom. Rezultati
PCR-a nakon agarozne gel elektroforeze prikazani su na Slici 6. Umnazanje fragmenata oko
dizajnirane gRNA-C (Slike 6A i 6B) rezultiralo je jednom vrpcom od 414 bp koja odgovara
zeljenom fragmentu. Kontrolni uzorci za T7 endonukleazni test (Slika 6B) imali su jedan signal
od oc¢ekivanih 482 bp te slabije signale na oko 100 bp. UmnaZanje fragmenata oko dizajnirane
gRNA-E (Slike 6C i 6D) rezultiralo je jednom vrpcom od 465 bp koja je veli¢ine Zeljenog
fragmenta. Kontrolni uzorci za T7 endonukleazni test (Slika 6D) imali su jedan signal od
ocekivanih 482 bp koji se nalazio nize na gelu od vrpce sa fragmentima od 465 bp, a takoder
su imali izraZenije fragmente na oko 100 bp. Ovim sam postupkom uspjeSno umnozila

fragmente zeljene veliCine iz lizata embrija nakon mikroinjektiranja gRNA-C i gRNA-E te
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nema fragmenata manjih veli¢ina koji bi oteZali interpretaciju rezultata T7 endonukleaznog

testa.
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Slika 6. Umnazanje DNA za testiranje efikasnosti Cas9/Cas12a i gRNA T7 endonukleaznim testom.
Slika A prikazuje umnozene fragmente injektiranih embrija s gRNA-C od 414 bp, a Slika B pripadajuce
neinjektirane embrije (414 bp) i kontrolne uzorke za T7 endonukleazni test od 482 bp. Slika C prikazuje
umnozene fragmente injektiranih embrija s gRNA-E od 465 bp, a Slika D pripadajuce neinjektirane
embrije (465 bp) i kontrolne uzorke za T7 endonukleazni test od 482 bp. M oznac¢ava marker veli¢ina
nukleinskih kiselina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific). Brojevi 1 —
10 oznacavaju pojedinacne lizate injektiranih embrija, a K1 — K5 kontrolne neinjektirane embrije. T7
(+) oznacava pozitivnu, a T7 (-) negativhu kontrolu. Koristeni su 1 %-tni agarozni gelovi, a
elektroforeza je provedena na 100 V, 45 minza AiBte 30 minza C i D.

4.1.5.4. T7 endonukleazni test

Za utvrdivanje efikasnosti sustava enzima Cas9 ili Cas12a i pripadaju¢e gRNA, provela
sam T7 endonukleazni test na umnoZenim fragmentima liziranih embrija zebrice. Ukoliko je
nakon mikroinjektiranja doSlo do uvodenja mutacija u regiji od interesa, T7 endonukleaza
porezat e takva mjesta zbog nastalih heterodupleksa, a nakon agarozne gel elektroforeze bit
¢e vidljivi fragmenti razli¢itih veli¢ina. Njihov ¢e zbroj odgovarati ukupnoj veli¢ini umnoZenih
fragmenata nakon PCR-a. Ako testirani sustav nije efikasan, na gelu ¢e biti vidljiv samo

nepocijepani fragment.

Na Slici 7A prikazani su kontrolni uzorci za T7 endonukleazni test. Kod pozitivne
kontrole T7 (+) vidljiva su dva fragmenta od 140 bp i 342 bp te cijeli fragment od 482 bp u
uzorku s dodanim enzimom T7, odnosno samo cijeli fragment od 482 bp bez enzima. U

jazicama s negativnom kontrolom T7 (-) bio je samo nepocijepani fragment od 482 bp. Za
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lizirane embrije s gRNA-A (Slike 7A i 7B) ocekivala sam fragmente od 141 bp i 361 bp nakon
dodatka T7 (ukoliko je doslo do uvodenja mutacija u promatranoj regiji), odnosno samo
fragment od 502 bp bez T7. Vrpce injektiranih (1 — 10) i neinjektiranih (K1 — K5) embrija bile
su sli¢ne: nepocijepani fragment od 502 bp i manji fragmenti 100 — 200 bp koji su bili vidljivi
i nakon PCR-a na Slici 5A. Fragment od 361 bp nije vidljiv ni u jednoj jazici. Kako nije bilo
vidljivih razlika izmedu injektiranih i kontrolnih uzoraka te uzoraka s i bez T7, odredila sam

da ovaj sustav nije efikasan za uvodenje mutacija u gen sprtn.

Za lizirane embrije s gRNA-B (Slika 7C i 7D) ocekivala sam fragmente od 167 bp i
407 bp nakon dodatka T7 (ukoliko je doslo do uvodenja mutacija u promatranoj regiji),
odnosno samo fragment od 574 bp bez T7. Fragment od 167 bp nije vidljiv ni u jednoj jazici,
ali fragment od 407 bp primijetila sam u Sest od devet analiziranih uzoraka (uzorak jednog
embrija nije koristen zbog slabog signala nakon PCR-a na Slici 5C). Fragment od 407 bp nije
vidljiv u jazicama bez dodanog enzima i u neinjektiranim embrijima. Signal fragmenta od 574
bp bio je slabiji u uzorcima s T7 gdje je doslo do cijepanja. Zbog toga sam odredila da je
efikasnost ovog sustava 67 % 1 odlucila pripremiti navedene uzorke za sekvenciranje i
utvrdivanje tocnih mutacija. Kod uzoraka tretiranih enzimom T7 takoder postoje i viSe vrpci
ispod 407 bp, no one su bile slabijeg intenziteta. Za uzorke 6 i 10 s enzimom T7 dobiven je

vrlo slab signal.
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Slika 7. Rezultati T7 endonukleaznog testa i utvrdivanje efikasnosti sustava Cas9 i gRNA. Slika A i B
prikazuju rezultate testa za gRNA-A, a Slike C i D gRNA-B. Na Slici A prikazani su kontrolni uzorci:
pozitivna kontrola T7 (+) s pocijepanim fragmentima (342 bp i 140 bp) i negativna kontrola T7 (-) s
nepocijepanim fragmentom (482 bp). Ocekivane veli¢ine fragmenata nakon cijepanja za gRNA-A
iznose 141 bp i 361 bp, a gRNA-B 167 bp i 407 bp (oznaen zvjezdicom). Nepocijepani fragmenti
iznose 502 bp (JRNA-A), odnosno 574 bp (JRNA-B). M ozna¢ava marker veli¢ina nukleinskih kiselina
GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific). Brojevi 1 — 10 oznaéavaju
pojedinacéne lizate injektiranih embrija, a K1 — K5 kontrolne neinjektirane embrije. *Oznacava uzorke
s enzimom T7, a u ostale je uzorke dodana voda. Koristeni su 2 %-tni agarozni gelovi, a elektroforeza
je provedena na 100 V u trajanju od 60 min.

Na Slici 8A prikazani su kontrolni uzorci za T7 endonukleazni test. Rezultati i veli¢ine
fragmenata bili su isti kao na Slici 7A. Za lizirane embrije s gRNA-C (Slike 8A, 8B i 8C)
ocekivala sam fragmente od 174 bp i 240 bp nakon dodatka T7 (ukoliko je doSlo do uvodenja
mutacija u promatranoj regiji), odnosno samo fragment od 414 bp bez T7. Zeljeni fragmenti
nisu vidljivi ni u jednoj jazici. Vrpce injektiranih (1 — 10) i neinjektiranih (K1 — K5) embrija
bile su sli¢ne: samo nepocijepani fragment od 414 bp u uzorcima bez enzima T7 te velik broj
slabih signala manjih od 414 bp za uzorke s T7 koji se ne mogu pojedina¢no razluciti. Kako
nije bilo vidljivih razlika izmedu injektiranih i kontrolnih uzoraka te uzoraka s i bez T7,

zakljucila sam da ovaj sustav nije efikasan za uvodenje mutacija u gen sprtn.
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Slika 8. Rezultati T7 endonukleaznog testa i utvrdivanje efikasnosti sustava Cas9 i gRNA-C. Na Slici
A prikazani su kontrolni uzorci: pozitivna kontrola T7 (+) s pocijepanim fragmentima (342 bp i 140 bp)
i negativna kontrola T7 (-) s nepocijepanim fragmentom (482 bp). Ocekivane veli¢ine fragmenata nakon
cijepanja za gRNA-C iznose 174 bp i 240 bp, a nepocijepani fragmenti iznose 414 bp. M oznacava
marker veli¢ina nukleinskih kiselina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Fisher
Scientific). Brojevi 1 — 10 oznacavaju pojedinacne lizate injektiranih embrija, a K1 — K5 kontrolne
neinjektirane embrije. *Oznacava uzorke s enzimom T7, a u ostale je uzorke dodana voda. Koristeni su
1.2 %-tni agarozni gelovi, a elektroforeza je provedena na 100 V u trajanju od 50 min.

Na Slici 9A prikazani su kontrolni uzorci za T7 endonukleazni test. Rezultati i veli¢ine
fragmenata bili su isti kao na Slici 7A, osim §to su vrpce vrlo slabe i primijeéen je jaci signal
ispod 100 bp. Za lizirane embrije s gRNA-E (Slike 9A, 9B i 9C) o¢ekivala sam fragmente od
82 bp i 383 bp nakon dodatka T7 (ukoliko je doslo do uvodenja mutacija u promatranoj regiji),
odnosno samo fragment od 465 bp bez T7. Jak signal za fragment od 383 bp vidljiv je u svakom
uzorku injektiranih embrija s enzimom T7 te sam ga zbog toga oznacdila zvjezdicom, a u svim
navedenim jaZicama prisutan je i manji fragment od 82 bp. Pocijepani fragmenti nisu vidljivi
u jazicama bez dodanog enzima i u neinjektiranim embrijima. Takoder, signal nepocijepanog
fragmenta od 465 bp puno je slabiji u jaZicama s dodanim enzimom T7 od kontrolnih uzoraka.
Na temelju ovih rezultata, zakljucila sam da je efikasnost ovog sustava 100 % i odlucila

pripremiti navedene uzorke za sekvenciranje i utvrdivanje to¢nih mutacija.
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Slika 9. Rezultati T7 endonukleaznog testa i utvrdivanje efikasnosti sustava Cas9 i gRNA-E. Na Slici
A prikazani su kontrolni uzorci: pozitivna kontrola T7 (+) s pocijepanim fragmentima (342 bp i 140 bp)
i negativna kontrola T7 (-) s nepocijepanim fragmentom (482 bp). Ocekivane veli¢ine fragmenata nakon
cijepanja za gRNA-E iznose 82 bp i 383 bp (oznacéen zvjezdicom), a nepocijepani fragmenti iznose 465
bp. M oznacava marker veli¢ina nukleinskih kiselina GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use
(Thermo Fisher Scientific). Brojevi 1 — 10 oznacavaju pojedinacne lizate injektiranih embrija, a K1 —
K5 kontrolne neinjektirane embrije. *Oznacava uzorke s enzimom T7, a u ostale je uzorke dodana voda.
Koristeni su 1.2 %-tni agarozni gelovi, a elektroforeza je provedena na 100 V u trajanju od 60 min.

4.1.5.5. Potvrda efikasnosti sustava Cas9/Cas12a i gRNA analizom nukleotidnih sekvenci
Nakon provedenog T7 endonukleaznog testa za odredivanje efikasnosti sustava Cas9 i
pripadaju¢e gRNA, odabrala sam uzorke koji su na gelu imali najjace signale za potvrdu
mutacija sekvenciranjem. Sekvence sam analizirala traZze¢i mutacije u o¢ekivanom podrucju
rezanja u genu sprtn ribe zebrice, uz sekvencu PAM slijeda CCA na antisense (-) lancu DNA.
Sekvenca gRNA-B odgovara slijedu nukleotida 5450 — 5469 u treCem intronu gena Sprtn
(Tablica 24). Za gRNA-B odabrala sam embrije 1 i 9 prema Slikama 7C i 7D te jedan kontrolni
embrij divljeg tipa (K1). Za injektirane embrije pripremila sam po cetiri klona, a od
neinjektiranog embrija dva klona za sekvenciranje. Poravnate sekvence klonova embrija 1 i
kontrolnog embrija prikazane su na Slici 10. Vidljivo je kako klon 1 ima deletiranu regiju od
23 bp u podrucju ocekivanih mutacija, a ostali su klonovi divljeg tipa. Sekvence ni jednog od

analiziranih klonova embrija 9 nisu sadrzavale mutacije te stoga nisu prikazane. Zbog samo
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jednog klona u kojem je pronadena mutacija, pripremila sam uzorke i ostalih embrija
injektiranih s gRNA-B za utvrdivanje ucestalosti uvodenja mutacija. Od ukupno 50
analiziranih klonova, samo je jedan klon embrija 1 imao vidljivu promjenu, a ostale su
sekvence bile divljeg tipa i stoga nisu prikazane. Na temelju ovih podataka odredila sam da

sustav Cas9 i gRNA-B nije dovoljno efikasan za uvodenje zeljene mutacije u gen sprtn.

Oc¢ekivane mutacije

PAM

Slika 10. Poravnate nukleotidne sekvence klonova 1 — 4 embrija 1 nakon pozitivhog rezultata na T7
endonukleaznom testu za ispitivanje efikasnosti sustava Cas9 i gRNA-B. PAM oznacava motiv uz
protorazmaknicu uz kojeg je podrucje ocekivanih mutacija. Prva prikazana sekvenca odgovara genu
sprtn ribe zebrice (Danio rerio), a zadnje dvije kontrolnim klonovima embrija divljeg tipa (K oznacava
kontrolu). Emb oznacava embrij. Analiza sekvenci izvrSena je pomocu racunalnog programskog paketa
BioEdit verzije 7.2, a uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.

Nakon provedenog T7 endonukleaznog testa za odredivanje efikasnosti sustava Cas12a
i pripadaju¢e gRNA, odabrala sam uzorke koji su na gelu imali najjace signale za potvrdu
mutacija sekvenciranjem. Sekvence sam analizirala traze¢i mutacije u o¢ekivanom podrucju
rezanja u gene sprtn ribe zebrice, uz sekvencu PAM slijeda GAAA na antisense (-) lancu DNA.
Sekvenca gRNA-E odgovara slijedu nukleotida 4094 — 4116 u drugom intronu gena sprtn
(Tablica 24). Za gRNA-E odabrala sam embrije 2, 4 i 10 prema Slici 9 te dva kontrolna embrija
divljeg tipa (K4 1 K5). Zbog jako izraZenih signala na gelu, odlucila sam sekvencirati smjese
nakon PCR-a za navedene uzorke jer postupak kloniranja traje duze. Takve bi smjese trebale
sadrzavati i sekvence divljeg tipa i mutirane sekvence. Poravnate sekvence odabranih embrija
prikazane su na Slici 11. Vidljivo je kako embriji 2 i 10 imaju deletiranu regiju od 18 pb u
podrucju ocekivanih mutacija, a analizirana sekvenca embrija 4 bila je divljeg tipa. Na temelju
ovih podataka odredila sam da je sustav Casl2a i gRNA-E dovoljno efikasan za uvodenje

zeljene mutacije u gen sprtn i dizajnirala sam pripadajuéi kalup za popravak.
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Oc¢ekivane mutacije
} PAM

Slika 11. Poravnate nukleotidne sekvence smjese PCR-a embrija 2, 4 i 10 nakon pozitivnog rezultata
na T7 endonukleaznom testu za ispitivanje efikasnosti sustava Cas12a i gRNA-E. PAM oznac¢ava motiv
uz protorazmaknicu uz kojeg je podrucje ocekivanih mutacija. Prva prikazana sekvenca odgovara genu
sprtn ribe zebrice (Danio rerio), a zadnje dvije kontrolnim klonovima embrija divljeg tipa (K oznac¢ava
kontrolu). Analiza sekvenci izvrSena je pomocu racunalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2, a
uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.

4.1.6. Izrada kalupa za popravak

4.1.6.1. Dizajn i uvodenje mutacija u kalup za popravak

Za izradu kalupa za popravak (RT) Kkoristila sam plazmid s kompleksom a-
kristalin::mVenus (engl. alpha-crystallin::Venus) i velikim segmentom (2 kb) gena sprn ribe
zebrice divljeg tipa koji odgovara podru¢ju unutar drugog i treceg introna te treceg egzona.
Koristenjem mutagenih pocetnica uvela sam dvije toCkaste mutacije u katalitiCku regiju
(C4541G i T4542C) za pretvaranje leucina u alanin na poziciji 147. Takoder sam uvela
mutacije u sekvencu PAM-a (A4118G i A4119G) kako Casl2a ne bi porezao RT. Shematski
prikaz gena sprtn i uvedenih mutacija prikazan je na Slici 12, a koristenog RT-a na Slici 13.
Lijevi ogranak RT-a (949 bp) u plazmid je ubacen na restrikcijskim mjestima Notl i BamHI, a
desni ogranak (1049 bp) na Sall i Xholl.

PAM Kataliticka mutacija
A4118G i A4119G C4541G i T4542C
gRNA-E
1-324 2800-2899 4514-4642 6198-6489 11533-16670

Kalup za popravak
3453-5452

Slika 12. Shematski prikaz gena sprtn ribe zebrice (Danio rerio) i uvedenih mutacija pomocu sustava
CRISPR/Casl2a i gRNA-E. Zelenom linijom oznaceno je mjesto vezanja gRNA-E, a strjelice
oznacavaju polozaje ciljanih mutacija u katalitickoj regiji i sekvenci PAM u kalupu za popravak. E
oznacava egzon. Shema je izradena pomocu programskog paketa Microsoft 365.
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Slika 13. Shematski prikaz dizajniranog kalupa za popravak za uvodenje mutacije L147A u gen sprtn
ribe zebrice (Danio rerio) sustavom CRISPR/Casl12a. Scel oznadava restrikcijska mjesta u plazmidu
pKHRS. Lijevi i desni ogranak kalupa odgovaraju genu sprtn divljeg tipa. mVenus predstavlja
reporterski gen pod promotorom za a-kristalin, uz ostatak plazmida nakon izrezivanja kompleksa.
Neoznaceni dijelovi predstavljaju ostatke plazmida pKHR5 nakon ubacivanja u restrikcijska mjesta.
Shema je izradena pomocu programskog paketa Microsoft 365.

4.1.6.2.  Potvrda uvodenja mutacija u kalup za popravak analizom nukleotidnih sekvenci
Za uvodenje ciljanih mutacija u gen sprtn ribe zebrice, dizajnirala sam kalup za
popravak s homolognim segmentom (2 kb) navedenog gena. Ovaj sustav funkcionira
mikroinjektiranjem smjese Casl2a i gRNA-E za uvodenje dvolan¢anog loma u ciljanoj regiji
gena te RT-a za popravak homolognom rekombinacijom. U RT sam pomo¢u mutagenih
pocetnica uvela mutacije u kataliticku regiju (C4541G 1 T4542C) 1 sekvencu PAM-a za gRNA-
E (A4118G 1 A4119G). Nakon transformacije bakterija, pripremila sam plazmide pojedina¢nih
klonova za sekvenciranje. Rezultati obrade nukleotidnih sekvenci prikazani su na Slici 14 za
kataliticku mutaciju i Slici 15 za PAM mutaciju. Homolognom rekombinacijom RT-a s ovim
mutacijama do¢i ¢e do promjene leucina u alanin na poziciji 147 u genu sprtn, Sto je prikazano
na Slici 16. Od ukupno Sest analiziranih klonova, tri su imala obje Zeljene mutacije. Procis¢ene
plazmide s uvedenim mutacijama koristila sam za izolaciju RT-a iz agaroznog gela nakon

enzimatske restrikcije.

Kataliticka
mutacija

sprtn
Rlon 1, divlji tip
Klon 2, kataliticka mutacija

Slika 14. Poravnate nukleotidne sekvence klonova nakon transformacije bakterija plazmidom koji
sadrzi kalup za popravak s uvedenim mutacijama u katalitickoj regiji (C4541G 1 T4542C). Klon 1 sadrzi
nepromijenjeni slijed u odnosu na sekvencu gena sprtn ribe zebrice (Danio rerio), a klon 2 mutirani
slijed. Analiza sekvenci izvrSena je pomocu ra¢unalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2, a
uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.
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mutacija

sprtn
Klon 1, PAM mutacija g
Klon 2, divlji tip

Slika 15. Poravnate nukleotidne sekvence klonova nakon transformacije bakterija plazmidom koji
sadrzi kalup za popravak s uvedenim mutacijama u regiji PAM (A4118G i A4119G). Klon 1 sadrzi
mutirani slijed, a klon 2 nepromijenjeni slijed u odnosu na sekvencu gena sprtn ribe zebrice (Danio
rerio). Analiza sekvenci izvr$ena je pomocu ra¢unalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2, a
uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.

Kataliticka
mutacija

g

sprtn protein
mutirani sprtn
Slika 16. Poravnate aminokiselinske sekvence gena sprtn ribe zebrice (Danio rerio) divljeg tipa i gena

s uvedenom mutacijom L147A. Analiza sekvenci izvrSena je pomoc¢u ra¢unalnog programskog paketa
BioEdit verzije 7.2, a uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.

4.1.6.3. lzolacija kalupa za popravak

Nakon uvodenja zeljenih mutacija, razgradnje kalupa divljeg tipa i koriStenja
restrikcijske endonukleaze 1-Scel za izrezivanje RT-a iz plazmida, provela sam agaroznu gel
elektroforezu (Slika 17). 1z gela sam izrezala i procistila gornji fragment od 3941 bp koji
odgovara veli¢ini izradenog RT-a (y = 143.07 ng/pl) i koristila ga za mikroinjektiranje. Donji

fragment (3042 bp) sadrZi ostatak plazmida.

kb

L mEEEsE

w &

Slika 17. Cijepanje plazmida restrikcijskom endonukleazom I-Scel za izolaciju kalupa za popravak za
ciljanu mutagenezu u genu sprtn ribe zebrice (Danio rerio). Kalup za popravak (RT) veli¢ine je 3941
bp, a ostatak plazmida 3042 bp. M ozna¢ava marker veli¢ina nukleinskih kiselina GeneRuler DNA
Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific). Koristen je 1 %-tni agarozni gel, a elektroforeza
je provedena na 100 V u trajanju od 60 min.
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4.1.7. Selekcija i uzgoj embrija s ugradenim kalupom za popravak

Nakon mikroinjektiranja smjese Cas12a, gRNA-E i RT-a u jednostani¢ni stadij embrija
ribe zebrice, embrije stare Cetiri dana pregledala sam pod mikroskopskom lupom. Ekspresijom
zeleno-fluoresciraju¢eg markera mVenus iz RT-a nakon homologne rekombinacije, le¢e oka
zebrice bit ¢e zuto-zelene boje prilikom ekscitacije plavim svjetlom. Broj injektiranih embrija
I vijabilnost nakon 24 h prikazani su u Tablici 25. Od 59 analiziranih embrija injektiranih
smjesom A, deset ih je bilo pozitivno na mVenus (17 %), a samo su Cetiri bila vijabilna u
trenutku selekcije. Od 47 analiziranih embrija injektiranih smjesom B (veca koli¢ina RT-a), 15
ih je bilo pozitivno na mVenus (32 %), a Sest je bilo vijabilno u trenutku selekcije. Prema ovim

podacima, smjesa s ve¢im koli¢inom RT-a imala je bolju efikasnost ugradnje kalupa.

Primjer mVenus pozitivnih i negativnih embrija prikazan je na Slici 18. Embriji
normalne fiziologije s gornjeg dijela Slike 18A izdvojeni su i uzgajani do odraslog stadija.
Primjer embrija s razvojnim poteSkocama prikazan je na Slici 18B. Takve su jedinke bile
mVenus pozitivne, ali nisu bile vijabilne na dan selekcije. Takoder su bile manje veli¢ine i sa
zakrivljenom kraljeznicom. Od deset uzgajanih jedinki, samo je pet ostalo vijabilno nakon
razdoblja od dva tjedna. Na temelju ovih podataka, odredila sam da je mikroinjektiranjem
Cas12a, gRNA-E i RT-a uspjesno doslo do ugradnje kalupa za popravak u genom ribe zebrice,
no samo je manji broj mVenus pozitivnih jedinki bio vijabilan tri dana nakon mikroinjektiranja.
Takoder, 50 % jedinki uginulo je u prva dva tjedna uzgoja, Sto znaci da je od ukupno 194

injektirane jedinke uspje$no uzgojeno samo pet zebrica s ugradenim kalupom za popravak.

Slika 18. Selekcija embrija ribe zebrice (Danio rerio) na mVenus nakon ugradnje kalupa za popravak
za ciljanu mutagenezu u genu sprtn. Na gornjim slikama koriStena je plava svjetlost (Model SFA
Stereo Microscope Fluorescence Adapter Royal Blue (NIGHTSEA)), a donje su slike pod prirodnim
svjetlom. Slika A pokazuje mVenus negativnog (lijevo) i mVenus pozitivnog embrija (desno)
normalne fiziologije. Slika B prikazuje mVenus pozitivne embrije s razvojnim poteskocama. Bijelom
strjelicom oznacena je le¢a oka embrija koja fluorescira zeleno nakon ugradnje kalupa. Za obradu
slika koristen je racunalni programski paket Motic Images Plus verzije 2.00.

60



4.2. Selekcijariba utemeljitelja za animalni model s mutacijom u genu
tdp2a
4.2.1. Primjena CRISPR/Cas9 za uvodenje mutacija u gen tdp2a

Za uvodenje promjena u gen tdp2a ribe zebrice koristen je sustav CRISPR/Cas9 i
odgovaraju¢a gRNA. Nakon mikroinjektiranja sustava u jednostani¢ni stadij, embriji zebrice
uzgajani su do spolne zrelosti od tri mjeseca. U stanicama injektiranih riba postoje razlicite
mutacije nastale nakon uvodenja dvolan¢anog loma i unutarstani¢nih procesa za popravak
oStecenja koji mogu uzrokovati preuranjeni STOP kodon i promjenu u proteinskoj sekvenci.
Takoder, samo pojedine jedinke imaju Zeljene mutacije u stanicama germinativne linije koje
prenose na potomstvo. Zbog toga ih je potrebno krizati sa zebricama divljeg tipa i utvrditi
prisutnost i tip mutacija u njihovom potomstvu. Opisani postupak mutageneze nije odraden u
sklopu diplomskog rada. Nakon krizanja injektiranih jedinki sa zebricama divljeg tipa,
analizirala sam njihovo potomstvo za identifikaciju riba utemeljitelja za animalni model s

mutacijom u genu tdp2a.

4.2.2. Metoda mekSanja DNA visoke rezolucije (HRM)

Metodu meksanja DNA visoke rezolucije (HRM) koristila sam za pronalazak riba
utemeljitelja za uzgoj F1 generacije sa Zeljenim mutacijama u genu tdp2a. Za HRM sam
koristila ve¢ sintetizirane pocetnice Cije su sekvence prikazane u Tablici 4. Proucavanjem
dobivenih rezultata, pronasla sam HRM-a pozitivhu Zenku zebrice (nazvanu Tdp2a-Z) &ije
potomstvo ima razli¢ite krivulje, $to je pomocu programa lako interpretirati prema razlikama
u boji. Embriji divljeg tipa imali su Tm u rasponu 77.6 — 77.8 °C, Sest potomaka analizirane
zenke 76.6 — 78.2 °C, a ostalih ¢etiri 77.6 — 77.8 °C. Podrobnijom analizom dobivenih
podataka, odlucila sam sekvenciranjem utvrditi to¢an nukleotidni slijed promatrane regije gena
tdp2a za dva embrija navedene Zzenke koji su imali najveca odstupanja u temperaturi taljenja.
Njihove su derivacijske krivulje taljenja prikazane na Slici 19 gdje je embrij-1 imao Tm = 76.6
°Ci Slici 20 zaembrij-2 s T, = 78.2 °C. Primjer embrija zenke kod kojeg nema znacajne razlike
u odnosu na kontrolne uzorke prikazan je na Slici 21. HRM rezultati ostale cetiri analizirane

zenke nisu prikazani jer su njihovi embriji imali krivulje divljeg tipa.
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Slika 19. Rezultat metode meksanja DNA visoke rezolucije (HRM) liziranog embrija-1 zebrice Tdp2a-
7 za pronalazak riba utemeljitelja s mutacijom u genu tdp2a. Krivulja embrija-1 oznagena je Zutom
bojom (T = 76.6 °C), a crvenom su prikazane krivulje embrija divljeg tipa (Tn = 77.6 — 77.8 °C).
Podaci su obradeni pomoc¢u rac¢unalnog programskog paketa High Resolution Melt Software verzije 3.2.
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Slika 20. Rezultat metode mekSanja DNA visoke rezolucije (HRM) liziranog embrija-2 zebrice Tdp2a-
7 za pronalazak riba utemeljitelja s mutacijom u genu tdp2a. Krivulja embrija-2 ozna¢ena je plavom
bojom (T = 78.2 °C), a crvenom su prikazane krivulje embrija divljeg tipa (Tm = 77.6 — 77.8 °C).
Podaci su obradeni pomoc¢u raéunalnog programskog paketa High Resolution Melt Software verzije 3.2.
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Slika 21. Rezultat metode meksanja DNA visoke rezolucije (HRM) liziranih embrija HRM-a negativne
zenke zebrice za pronalazak riba utemeljitelja s mutacijom u genu tdp2a. Krivulje embrija testirane
zenke (Tm =77.6 —77.8 °C) i embrija divljeg tipa (Tm = 77.6 — 77.8 °C) prikazane su crvenom bojom.
Podaci su obradeni pomoc¢u raéunalnog programskog paketa High Resolution Melt Software verzije 3.2.

Utvrdivanje muzjaka zebrice koji mutacije u genu tdp2a prenosi na potomstvo
napravila sam na isti nacin kao i za Zenku. Na Slici 22 prikazana je derivacijska krivulja taljenja
za HRM-a pozitivnog muzjaka zebrice (nazvanog Tdp2a-M) ¢ije potomstvo ima razliCite
krivulje, crvenu krivulju divljeg tipa i zelenu koja pokazuje promjenu u sekvenci. Embrij-3 s
promjenom u temperaturi taljenja imao je Tm = 76.8 °C, za razliku od kontrolne Tm u rasponu
77.6 —77.8 °C kakvu je imalo i ostalih devet embrija analiziranog muzjaka. Uzorak embrija-3
takoder sam pripremila za sekvenciranje i utvrdivanje to¢nih mutacija. HRM-a rezultati ostalih

Cetiri analiziranih muZzjaka nisu prikazani jer su njihovi embriji imali sekvence divljeg tipa.
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Slika 22. Rezultat metode meksanja DNA visoke rezolucije (HRM) liziranog embrija-3 zebrice Tdp2a-
M za pronalazak riba utemeljitelja s mutacijom u genu tdp2a. Krivulja embrija-3 oznacena je zelenom
bojom (T = 76.8 °C), a crvenom su prikazane krivulje embrija divljeg tipa (Tm = 77.8 — 77.9 °C).
Podaci su obradeni pomo¢u rac¢unalnog programskog paketa High Resolution Melt Software verzije 3.2.
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4.2.3. Analiza nukleotidnih sekvenci za utvrdivanje mutacija u genu tdp2a

Za uzgoj riba s mutacijama u genu tpd2a, potrebno je krizati muzjaka i Zenku koji u
germinativnim stanicama imaju definirane mutacije u Zeljenoj regiji (prerani STOP kodon ili
pomak okvira ¢itanja). Analizirane nukleotidne sekvence HRM-pozitivnog embrija-1 jedinke
Tdp2a-Z prikazane su na Slici 23. Od deset sekvenciranih klonova, dva su imala mutacije u
zeljenoj regiji: deleciju od dva nukleotida AG (3122 — 3123) i inserciju od 12 nukleotida
GGTACCTCCTTG (3135 — 3136). Ostali klonovi embrija-1 imali su sekvencu divljeg tipa,
kao i svi klonovi embrija-2, a zbog toga nisu prikazani. Analizom navedenih mutacija u
aminokiselinskom slijedu, odredila sam da dolazi do pomaka u okviru ¢itanja nakon glutamina
na poziciji 230 (Slika 24). Na temelju ovih podataka, odabrala sam Zenku Tdp2a-Z koja se

moze koristiti za uzgoj F1 generacije sa Zeljenom mutacijom u tdp2a.

PAM

Delecija AG Insercija

GGTACCTCCTTG

tdp2a GG
Embrij 2, klon 1 EN
Embrij 2, klon 2 [E8

Slika 23. Poravnate nukleotidne sekvence klonova HRM-a pozitivnog embrija-2 jedinke Tdp2a-Z. Prva
prikazana sekvenca odgovara genu tpd2a ribe zebrice (Danio rerio). Klonovi 1 i 2 imaju mutacije:
insercija AG (3122 — 3123) i delecija GGTACCTCCTTG (3135 — 3136). PAM oznacava motiv uz
protorazmaknicu uz kojeg je podrucje oCekivanih mutacija. Analiza sekvenci izvrSena je pomocu
ra¢unalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2, a uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.

I__ IH I HI
mutlranl tdp2a

Pomak okvira ¢itanja
nakon Q230

Slika 24. Poravnate aminokiselinske sekvence gena tdp2a ribe zebrice (Danio rerio) divljeg tipa i gena
s pomakom u okviru Citanja nakon glutamina na poziciji 230 (Q230). Analiza sekvenci izvrSena je
pomocu racunalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2, a uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.

Analizirane nukleotidne sekvence HRM-pozitivhog embrija-3 jedinke Tdp2a-M
prikazane su na Slici 25. Od Sest sekvenciranih klonova, Cetiri su imala mutaciju u zeljenoj
regiji: deleciju od osam nukleotida ACTGCAAG (3114 — 3121). Ostali klonovi embrija-1 imali
su sekvencu divljeg tipa i zbog toga nisu prikazani. Analizom navedene mutacije u
aminokiselinskom slijedu, odredila sam da dolazi do pomaka u okviru ¢itanja nakon leucina na
poziciji 228 (Slika 26). Na temelju ovih podataka, odabrala sam muzjaka Tdp2a-M koji se

moze koristiti za uzgoj F1 generacije sa zeljenom mutacijom u tdp2a.
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Slika 25. Poravnate nukleotidne sekvence klonova HRM-a pozitivnog embrija-3 jedinke Tdp2a.M. Prva
prikazana sekvenca odgovara genu tpd2a ribe zebrice (Danio rerio). Klon 1 ima deleciju ACTGCAAG
(3114 — 3121). PAM oznacava motiv uz protorazmaknicu uz kojeg je podruéje ocekivanih mutacija.
Analiza sekvenci izvrSena je pomocu rac¢unalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2, a uzorke je
sekvencirala tvrtka Macrogen.
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Slika 26. Poravnate aminokiselinske sekvence gena tdp2a ribe zebrice (Danio rerio) divljeg tipa i gena
s pomakom u okviru ¢itanja nakon leucina na poziciji 228 (L228). Analiza sekvenci izvrSena je pomocu
racunalnog programskog paketa BioEdit verzije 7.2, a uzorke je sekvencirala tvrtka Macrogen.

Nakon identifikacije zenke 1 muzjaka koji u germinativnim stanicama imaju mutacije u
genu tdp2a, jedinke su krizane kako bi se uzgojilo njihovo potomstvo. Obje jedinke imaju
germinativne stanice s genom divljeg tipa i varijantu s promjenom u okviru ¢itanja. O¢ekivana
genotipska raspodjela njihovog potomstva ukljucuje 25 % jedinki divljeg tipa, 50 %
heterozigota i 25 % homozigota. Homozigotne jedinke imaju dva razli¢ita alela s promjenom
u okviru Citanja, ali u oba slucaja eksprimirani protein ima promijenjenu strukturu. Na broj
homozigotnih jedinki F1 generacije takoder utjeCe i udio germinativnih stanica roditelja koje
sadrze Zeljene mutacije. Vijabilnost potomstva Tdp2a-Z i Tdp2a-M nakon 24 h iznosila je 51
% i uzgojene su 64 jedinke F1 generacije. Ovim je postupkom uspjesno dobivena F1 generacija

koja se moze koristiti da daljnje eksperimente i proucavanje uloge mutacija u tdp2a.
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5. RASPRAVA

Animalni modeli klju¢ni su za biomedicinska istrazivanja i razumijevanje bolesti te
uloge pojedinih proteina u sloZenim stani¢nim procesima. Razvoj tehnika genetickog
inZenjerstva omogucio je primjenu ciljane mutageneze za uvodenje mutacija u gen od interesa.
Na taj se nafin moze promijeniti razina ekspresije ili eksprimirati mutirani protein koji je
povezan s pojedinim fenotipskim obiljezjima bolesti ¢ovjeka. Mutacije transkripcijskih faktora
1 insercije reporterskih gena mogu pomo¢i u razumijevanju regulacije ekspresijskog profila
stanica (Yan i sur., 2009). Genom ribe zebrice sadrzi ortologne gene za sve eukariotske puteve
popravka ostecenja DNA te se zebrica Cesto koristi kao animalni model za proucavanje
njihovih uloga (Pei i Strauss, 2013). Zbog toga je uvodenjem mutacija u gene za Sprtn i Tdp2a,
klju¢ne faktore u popravku unakrsnih vezanja DNA-protein, moguce proucavati njihov utjecaj

na fenotip i razvoj bolesti.

U sklopu diplomskog rada dizajnirala sam i testirala pet gRNA u svrhu pronalaska
efikasnog sustava CRISPR/Cas9 ili CRISPR/Cas12a za uvodenje mutacije L147A u kataliticku
regiju gena sprtn ribe zebrice. Primjena sustava CRISPR za izradu animalnog modela omogucit
¢e proucavanje posljedica smanjene proteazne aktivnosti enzima Sprtn na popravak DPC i sam
fenotip organizma. Za odabir gRNA za sustav CRISPR/Cas9, program CRISPRScan
algoritamski predvida efikasnost sustava 1 mogucénost nespecificnog vezanja gRNA na druga
podru¢ja u genomu ribe zebrice, §to mi je olakSalo odabir gRNA za daljnja testiranja. Medutim,
s obzirom da se sustav CRISPR/Casl2a tek nedavno poceo koristiti u svrhu genomskog
inZenjerstva, jo§ nije dostupna dovoljna koli¢ina informacija za izracun efikasnosti pomocu
navedenog programa i bilo je teZe odabrati potencijalne gRNA za uvodenje Zeljenih mutacija
(Swarts i Jinek, 2018). Ispitivanja efikasnosti gRNA dizajniranih pomocu algoritamskih
izratuna pokazala su kako je samo 30 % testiranih gRNA imalo mjerljivu aktivnost in vivo
(Uusi-Makel i sur., 2018). Takoder, zebri¢in genom sadrzi brojne polimorfizme, a introni se
sastoje od 47 % repetitivnih sekvenci (Guryev i sur., 2006; Moss i sur., 2011). Zbog toga je
teze pronac¢i gRNA 1 pocetnice koje se specificno vezu samo na jedno podrucje u njihovom
genomu. Kako je egzon s katalitickom regijom gena sprtn dosta malen (128 bp), sve odabrane
gRNA (osim gRNA-D) dizajnirane su u podru¢ju okolnih introna (drugi i tre¢i intron).
Takoder, odabrala sam gRNA koje su medusobno udaljene minimalno 500 nukleotida za
razli¢ite sustave (Cas9 i Casl2) kako bih testirala efikasnost vezanja gRNA i navodenja

nukleaze u razli¢itim regijama gena.
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Za uno$enje kompleksa Cas9 ili Casl2a i odgovaraju¢e gRNA u zebrice proveden je
postupak mikroinjektiranja smjese u zumanjcanu vre¢icu jednostani¢nog stadija embrija.
Primijetila sam da je vijabilnost injektiranih embrija bila niza od vijabilnosti neinjektiranih
embrija nakon 24 h. Ovo je vjerojatno posljedica samog postupka mikroinjektiranja u kojem
se iglom ulazi u Zumanj¢anu vrec¢icu i pomoc¢u mikroinjektora izbacuje Zeljeni volumen smjese.
Primijeceno je kako injektiranje malog volumena vode istim postupkom dovodi do 20 % vece
smrtnosti embrija zebrice (Schubert i sur., 2014), s§to je u skladu s dobivenim izraCunima
vijabilnosti ovog eksperimenta. Mikroinjektiranje u samu zigotu dovelo bi do jo§ vece
smrtnosti embrija, a efikasnost sustava CRISPR nije znaCajno smanjena injektiranjem u
zumanjcanu vrecicu (Wu 1 sur., 2018). Takoder, mikroinjektiranje smjese volumena veceg od
1 nl dovelo je do mnogo nize vijabilnosti (27 %), za razliku od injektiranja iste smjese od 1 nl
(84 %). Ovi su rezultati u skladu s poznatim podacima o negativnom ucinku injektiranja vecih
smjesa koje dovodi do oticanja zumanjCane vrecice i izlijevanja njenog sadrzaja, a time je
smanjena vijabilnost embrija zebrice (Schubert i sur., 2014). Neka istrazivanja predlazu
elektroporaciju kao alternativni naéin ubacivanja smjese enzima Cas9/Casl2a i gRNA u
embrije, no i za ovaj je postupak potrebno optimizirati trajanje elektroporacije kako bi se

smanjila smrtnost embrija (Modzelewski i sur., 2018).

Pronasla sam dvije gRNA (gRNA-B za Cas9 i gRNA-E za Casl2a) koje su
ribonukleoproteinski kompleks dovele do ciljanog mjesta te su Cas9 ili Cas12a uveli mutacije
u regiju od interesa. Efikasnost uvodenja mutacija (insercija ili delecija) pomoc¢u gRNA-B i
Cas9 bila je vrlo niska te je u samo 2% analiziranih klonova injektiranih embrija pronadena
mutirana nukleotidna sekvenca. Kako je nakon T7 endonukleaznog testa bilo vidljivo da ve¢ina
jedinki (67 %) ima odredeni udio mutiranih sekvenci, pretpostavljam da je ovaj sustav doveo
do uvodenja mutacija, ali samo u malom postotku stanica. Primjena gRNA-B za uvodenje
knock-in mutacije vjerojatno bi rezultirala jedinkom koja u velikoj vecini stanica ima gen
divljeg tipa, Sto bi otezalo kasniji pronalazak zebrice koja Zeljenu mutaciju ima u stanicama
germinativne linije i prenosi ju na potomstvo. Kako bi §to veci broj stanica primio mutirani
oblik gena, pozeljno je da se mutageneza dogodi u prvih 40 minuta nakon fertilizacije, odnosno
prije prve embrionalne diobe. S druge strane, embrionalni genom nije transkripcijski aktivan u
prvih Sest sati nakon oplodnje, dok ne dode do razgradnje transkripata koji su porijeklom iz
majéine jajne stanice (Aanes i sur., 2011). Pretpostavlja se kako je transkripcijski inaktivan
kromatin nepogodan za mutagenezu jer je otezano spajanje gRNA s ciljanim mjestom u

genomu, $to smanjuje ucestalost uvodenja DSB-ova (Uusi-Mé&keld i sur., 2018). S druge strane,
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u embrionalnom razvoju dogadaju se konstantne promjene u konformaciji kromatina zbog
Cestih dioba i potrebe za replikacijom genoma, Sto bi moglo omoguciti pristup gRNA i
nukleazi. Zbog ovih sloZenih procesa tesko je predvidjeti efikasnost pojedinog sustava in vivo

koriste¢i samo algoritamske izracune.

Za razliku od gRNA-B, 100 %-tna efikasnost sustava Casl2a i gRNA-E nakon T7
endonukleaznog testa oznacavala je znacajno bolju vjerojatnost uvodenja mutacija u zeljenu
regiju gena sprtn. Izrazene vrpce na agaroznom gelu ukazivale su na uspje$nost uvodenja
mutacija u svim injektiranim jedinkama, a prema ja¢ini fragmenata pretpostavila sam kako je
znacajan udio stanica imao mutirani oblik gena i uvedene delecije potvrdila sekvenciranjem.
Istrazivanja su pokazala kako samo 5 — 15 % jedinki mutacije nakon ugradnje kalupa za
popravak prenosi na potomstvo (Hoshijima i sur., 2016). Zbog toga je bitno prilikom odabira
sustava za izradu knock-in mutanata odabrati vrlo efikasnu gRNA kako bi se povecala
vjerojatnost pronalaska riba utemeljitelja injektiranjem manjeg broja embrija (Hoshijima i sur.,
2016). S obzirom na najvecu efikasnost cijepanja, odabrala sam gRNA-E za provedbu ciljanu

mutageneze koristenjem sustava CRISPR/Cas12a i odgovarajuc¢eg RT-a.

Prilikom odredivanja efikasnosti sustava Cas9 s gRNA-A i gRNA-B, primijetila sam
nespecificne fragmente nakon umnazanja DNA za T7 endonukleazni test i agarozne gel
elektroforeze. Vrpce na gelu oznacavale su DNA veli¢ina 100 — 400 bp, Sto je manje od
ocekivanih 502 i 574 bp. Ovo je rezultat nespecifi¢nog vezanja pocetnica i umnazanja drugih
dijelova zebri¢inog genoma. Ti su fragmenti bili prisutni na gelovima 1 nakon provedbe T7
endonukleaznog testa i otezali interpretaciju rezultata jer je potrebno odrediti tocne veliine
fragmenta za utvrdivanje efikasnosti sustava. Kao $to je ve¢ spomenuto, ve¢ina dizajniranih
gRNA i pocetnica komplementarna je intronskim regijama gena sprtn koje su bogate
ponavljaju¢im sljedovima nukleotida te su se pocetnice vjerojatno vezale za introne drugih
gena. Ovaj bi se problem mogao rijesiti izrezivanjem 1 prociS¢avanjem Zeljenog fragmenta iz
gela nakon provedbe PCR-a kako bi se uklonili nespecifi¢ni fragmenti, ali prilikom purifikacije
doslo bi do gubitka odredene koli¢ine produkta. Zbog toga bi vrpce na gelu bile slabijeg

intenziteta i takoder otezale interpretaciju rezultata.

Nakon transkripcije in vitro i procis¢avanja RNA, primijetila sam dodatne vrpce na gelu
s uzorcima gRNA-A i gRNA-B. Slab signal ispod 100 bp vjerojatno je nastao zbog degradacije
RNA prilikom rukovanja uzorcima. Molekule RNA vrlo su osjetljive zbog jednolancane

strukture 1 podlozne razgradnji pri izlaganju RNazama koje se nalaze na kozi i
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mikroorganizmima u zraku (Fabre 1 sur., 2014). Takoder, oprema 1 uredaji koje sam koristila
upotrebljavaju se i za druge eksperimente i nisu predvideni samo za rad s RNA. Zbog tih je
razloga vjerojatno doslo do degradacije dijela uzoraka, no dobivene koncentracije nakon
procis¢avanja RNA bile su dovoljne za nastavak eksperimenata. Veée vrpce na gelovima za
iste gRNA vjerojatno su nastale zbog dimerizacije i stvaranja sekundarnih struktura molekula
RNA. Takve bi se strukture mogle ukloniti zagrijavanjem uzoraka pet minuta na 70 °C prije
nanosenja na gel kako bi doslo do denaturacije, ali ovaj postupak nisam provela jer takve vrpce

nisu bile prisutne za ostale uzorke (Modzelewski i sur., 2018).

Degradaciju uzoraka primijetila sam i nakon umnazanja kontrolnih uzoraka za T7
endonukleazni test. Pozitivnu i negativnu kontrolu Kkoristila sam prilikom svakog testiranja
kako bih potvrdila rezanje heterodupleksa i nastajanje dva manja fragmenta nakon dodatka
endonukleaze kod T7 (+), odnosno izostanak rezanja kod T7 (-) koji ne sadrzi heteroduplekse.
Kako sam iste uzorke koristila za sve eksperimente, epruvete s lizatom kontrolnih embrija
odmrznula sam i zamrznula viSe puta. Pretpostavljam da je opetovano formiranje kristalica
leda u blizini DNA dovelo do loma molekula i povecanog udjela fragmenta manjih od 100 bp
zbog smanjenja dostupnog kalupa za vezanje pocetnica prilikom PCR-a. Ta je pojava
primijecena istrazivanjem ucinaka odmrzavanja i zamrzavanja uzoraka nukleinskih kiselina
(Shao i sur., 2012). Lizati embrija za ispitivanje efikasnosti dizajniranin gRNA nisu imali
degradirane fragmente jer su koriSteni 1 odmrznuti samo jednom, Sto nije bilo dovoljno za

znacajno oStecenje genomske DNA.

Za stvaranje mutacije L147A u katalitickoj regiji gena sprtn koristila sam sustav
CRISPR/Cas12a, gRNA-E i kalup za popravak u koji sam uvela Zeljenu mutaciju. Istrazivanja
su pokazala kako postoje prednosti koristenja Casl2a umjesto Cas9 za mutagenezu: bolja
specificnost vezanja njihove gRNA 1 ostavljanje 5' ljepljivog kraja nakon dvolan¢anog loma
(Fernandez i sur., 2018). Zbog visoke efikasnosti gRNA-E u navodenju Casl2a koju sam
odredila T7 endonukleaznim testom, pretpostavila da ¢e u velikom broju slucajeva Casl2a
uspjesno uvesti dvolancani lom i nakon mikroinjektiranja smjese za ciljanu mutagenezu.
Poznato je kako sustav CRISPR/Casl2a ucinkovito uvodi insercijske i delecijske mutacije
zbog popravka nehomolognim spajanjem krajeva te da ima bolju ucinkovitost induciranja
popravka homolognom rekombinacijom u zebrica od Cas9 (Moreno-Mateos i sur., 2017).
Usprkos tome, ucestalost HR-a s kalupom za popravak i sustavom CRISPR/Casl12a u zebrica

iznosila je manje od 10 % (Moreno-Mateos i sur., 2017). Zbog toga sam pretpostavila da ¢e u
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znaCajnom broju sluc¢ajeva Casl2a inducirati DSB, ali ne ¢e do¢i do jednakog broja ugradnje

kalupa za popravak.

Kako bih testirala ovu hipotezu, koristila sam dvije smjese za injektiranje i ciljanu
mutagenezu. Smjesa B imala je dvostruko viSe RT-a na istu koli¢inu enzima Cas12a i gRNA-
E kako bih povecala dostupnost kalupa unutarstani¢nim proteinima za popravak osStec¢enja
DNA putem homologne rekombinacije. Proucavanjem embrija starih cCetiri dana pod
mikroskopskom lupom i plavim svjetlom, odredila sam broj embrija s ugradenim RT-om prema
prisutnosti fluoresciraju¢eg markera mVenus u le¢i oka zebrice. Udio mVenus-pozitivnih
embrija nakon injektiranja smjese B bio je gotovo dva puta veéi, odnosno koristenje vece
koli¢ine kalupa za popravak rezultiralo je boljom efikasno$¢u ugradnje kalupa i mutageneze

na embrijima zebrice.

Prilikom selekcije embrija zebrice za daljnji uzgoj sprtn mutanata, primijetila sam kako
ve¢ina embrija pozitivnin na mVenus (60 %) nije bila vijabilna tre¢i dan nakon
mikroinjektiranja, a imali su i izrazene razvojne poteskoce. Takoder, od deset vijabilnih jedinki
pozitivnih na mVenus, samo ih je pet dozivjelo starost od dva tjedna. Ovi bi rezultati mogli
upucivati na u¢inak uvedene mutacije L147A u genu sprtn na razvoj i prezivljavanje zebrica
ukoliko mutirani protein ne moze formirati pravilnu konformaciju aktivnog mjesta (Vaz i sur.,
2016). Mutacija kataliti¢ke regije gena SPRTN (Tyr117Cys, koja odgovara mutaciji Leul47Ala
iz diplomskog rada) u ljudi uzrokuje sindrom Rujis-Aalfs kojeg karakteriziraju preuranjeno
starenje i razvoj hepatocelularnog karcinoma u mladoj dobi (Lessel i sur., 2014). SPRTN s
mutacijom Tyr117Cys ima samo oko 25 % sposobnosti proteina divljeg tipa da proteoliticki
reze vlastitu domenu na C-Kraju te skoro u potpunosti gubi sposobnost razgradnje histona H3
te topoizomeraze | i Il, proteina koji kovalentnim vezanjem na DNA uzrokuju DPC (Vaz i sur.,
2016).

Poznato je kako miSevi bez ekspresije gena sprtn nisu vijabilni, a jedinke s mutiranim
proteinom (Glul12Ala) ubrzano stare i pokazuju kromosomsku nestabilnost (Maskey i sur.,
2014). Takoder, blokiranje translacije mMRNA za sprtn pomo¢u metode morfolino u embrijima
zebrice dovelo je do usporenog rasta i povec¢ane smrtnosti embrija (Lessel i sur., 2014). Prema
ovim podacima, pretpostavljam da bi uocene fenotipske karakteristike i niske stope vijabilnosti
mogle biti uzrokovane uvedenom mutacijom u katalitickoj regiji gena sprtn. Kako je poznato
da Sprtn ima vaznu ulogu u uklanjanju DPC tijekom sinteze DNA (Vaz i sur., 2016; Li 1 sur.,

2019), vjerojatno je doSlo do akumulacije oSteCenja DNA 1 genomske nestabilnosti.
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Nakupljanje DPC topoizomeraze | i aneuploidije primijeceni su u jetri miSeva s mutiranim
Sprtn-om (Glull2Ala) (Maskey i sur., 2014). Kako bi se potvrdila ova hipoteza, trebalo bi
uzgojiti veci broj jedinki s mutiranim proteinom i odrediti imaju li vecu stopu nastajanja DPC
od zebrica divljeg tipa. Takoder bi se mogli napraviti eksperimenti za utvrdivanje osjetljivosti

mutanata Sprtn na modelne induktore DPC poput formaldehida.

Koristenjem kalupa za popravak s reporterskim genom uspjesno sam selektirala jedinke
zebrice u kojima se dogodila homologna rekombinacija i ugradnja RT-a. S druge strane,
potrebno je potvrditi to¢nu lokaciju ugradnje kalupa jer je moguce da u manjem broju sluc¢ajeva
nije ugraden u ciljanu regiju gena sprtn. Naime, kao kalup je koriSten dugacak segment gena
sprtn od 2 kb jer je pokazano kako su RT-ovi takve veli¢ine vrlo efikasni za uvodenje ciljanih
mutacija (Beumer i sur., 2013), ali je takoder primijeceno da se linearni dvolan¢ani RT-ovi
mogu integrirati u druge dijelove genoma (Singh i sur., 2015). Za postupak utvrdivanja lokacije
ugradnje RT-a mogla bi se koristiti metoda PCR sa specifi¢nim pocetnicama. Jedna bi se
pocetnica vezala za dio RT-a koji nije iz zebri¢inog genoma (poput ostataka plazmida nakon
izrezivanja fragmenta), a druga na dio gena sprtn koji je izvan kalupa. Agaroznom gel
elektroforezom moglo bi se utvrditi jesu 1li dobiveni fragmenti ocekivane veliine, a
sekvenciranjem bi se utvrdio tocan slijed produkta. Takoder, potrebno je provjeriti je li do
ugradnje RT-a doslo samo na Zeljenom mjestu u genomu jer bi se u protivnom uvele nepozeljne
mutacije s nepoznatim utjecajem. Za ovaj postupak mogla bi se koristiti metoda Southern blot
s probama koje su specificne za dio koristenog kalupa za popravak (Guttikonda i sur., 2016).
Za uzgoj homozigota s mutiranim genom sprtn, potrebno je uzgojiti zebrice koje specificne
Zeljene mutacije imaju u stanicama germinativne linije. Krizanjem takvih jedinki 1 selekcije

potomstva, moze se uzgojiti linija s dva mutirana alela za daljnja istraZivanja.

Za proucavanje uloge Tdp2a u popravku DPC koristen je sustav CRISPR/Cas9 za
uvodenje mutacija u gen tdp2a ribe zebrice (Danio rerio). Uvodenje preuranjenog STOP
kodona ili pomaka u okviru ¢itanja rezultirat ¢e promjenom aminokiselinske sekvence
translatiranog proteina, a time se moze promijeniti efikasnost enzimatske aktivnosti ili ¢ak u
potpunosti sprijeciti sposobnost hidrolize fosfotirozinske veze izmedu topoizomeraze Il i
DNA. Nakon mikroinjektiranja kompleksa Cas9 i gRNA, uvedeni su DSB-ovi i stani¢ni
mehanizmi popravili su nastala oSteenja u DNA, a razliCite stanice jedne jedinke imale su
razli¢ite mutacije koje su pritom nastale. Ucestalost popravka NHEJ-om tri puta je veca od

ucestalosti HR-a u cikliraju¢im stanicama (Mao i sur., 2008), sto omogucava lakse dobivanje
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mutanata s insercijama i delecijama od knock-in mutanata ugradnjom kalupa za popravak. S
druge strane, ve¢ je spomenuto kako su embrionalne diobe zebrice vrlo brze i mutageneza je
ponekad uspjeSna u malom broju stanica (Aanes i sur., 2011; Uusi-Mé&keld i sur., 2018).
Takoder, u ovom je slucaju selekcija jedinki s mutiranim genom otezana jer nema ugradnje
reporterskog gena te je za utvrdivanje utemeljitelja za model s mutacijom u tdp2a bilo potrebno
krizati jedinke sa zebricama divljeg tipa i odrediti to¢an tip mutacije koju prenose. Metoda
mekSanja DNA visoke rezolucije pokazala se kao brz i jednostavan nacin za skeniranje veceg
broja potomstva razli¢itih jedinki u isto vrijeme, a bila je dovoljno osjetljiva za detekciju

uvedenih insercijskih i delecijskih mutacija.

Istrazivanje kataliticke aktivnosti misjeg Tdp2 pokazalo je kako su za procesiranje 5'
adukata vazne aminokiseline hidrofobnog dzepa oko Met214 (Schellenberg i sur., 2012).
Pretpostavlja se kako Asp272 aktivira molekulu vode za nukleofilni napad, a ion Mg?* i
aminokiseline His236, His359 i Ser239 interagiraju s 5'-PO4 te stabiliziraju prijelazno stanje
kompleksa. Mutacije konzervirane kataliticke baze Asp272 ili aminokiselina bitnih za
stabilizaciju kompleksa Ser239 i His359 naruSavaju kataliticku aktivnost Tdp2 (Schellenberg
i sur., 2012). Supstitucije aminokiselina Asn120, Glul52, Asp262 i His351 ljudskog Tdp2
takoder zna¢ajno smanjuju ili u potpunosti onemogucuju kataliticku aktivnost enzima (Gao 1
sur., 2012). Analizom nukleotidnih sekvenci potomstva injektiranih riba zebrica s detektiranim
mutacijama, zaklju¢ila sam kako jedinka Tdp2a-Z ima pomak u okviru ¢itanja nakon Glu230,
a Tdp2a-M nakon Leu228. Zbog insercijskih i delecijskih mutacija, aminokiselinski slijed
nakon Glu230 i Leu228 bit ¢e promijenjen. Zakljucila sam kako ¢e zbog ovog do¢i do promjene
konzerviranih aminokiselina koje su bitne za stabilizaciju prijelaznog stanja prilikom
kataliticke aktivnosti enzima Tdp2a. Homozigotno potomstvo za mutacije u tdp2a pronadenih
riba utemeljitelja imat ¢e narusenu aktivnost Tdp2a, a vjerojatno i sposobnost uklanjanja Top2
DPC.

Prilikom analize HRM krivulja potomstva, primijetila sam kako vecina testiranih
injektiranih jedinki (80 %) ne prenosi mutacije u tdp2a na potomstvo, §to je vjerojatno
posljedica niske efikasnosti koristene gRNA (20 %). Obje jedinke utemeljitelja imale su
potomstvo s mutiranim genom i genom divljeg tipa. Kao $to je ocekivano, mutageneza se nije
dogodila u prvih 40 minuta kada su embriji u jednostani¢nom stadiju i jedinke su bile mozaicne.
Pronadena Zzenka imala je ve¢i broj potomstva s mutiranim tdp2a od muzjaka te pretpostavljam

kako je muzjak imao manji broj spermalnih stanica koje su primile mutiranu kopiju gena. lako
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bi 25 % njihovog potomstva trebalo biti homozigotno za mutaciju u tdp2a, taj je broj vjerojatno
manji ako muzjak ima samo 10 % mutiranih germinativnih stanica. Za podrobnije analize
trebalo bi skupiti veci broj potomaka jer sam za potrebe diplomskog rada testirala samo po

deset embrija svake jedinke.

Prilikom analize vijabilnosti potomstva dva utemeljitelja Tdp2a-Z i Tdp2a-M, odredila
sam kako je samo 51 % jedinki bilo vijabilno nakon 24 h. Kako je Tdp2a bitan za ouvanje
integriteta genoma, moguce je da embriji s jednom ili dvije kopije mutiranog alela imaju manju
vjerojatnost prezivljavanja. Delecija prva tri egzona miSjeg tdp2 dovela je do smanjene
mogucénosti popravka Top2 DPC, ali miSevi nisu imali izrazene razvojne poteskoce (Gémez-
Herreros i sur., 2014). Takoder, zebrice imaju dva ortologa gena tdp2: tdp2a i tdp2b, tako da
je teZe usporedivati u¢inak mutacija s organizmima koji imaju samo jednu varijantu gena. Kako
je aktivnost topoizomeraza bitna za osnovne stanicne funkcije poput replikacije i transkripcije,
pretpostavlja se kako stvaranje Top2 DPC i nemogu¢nost njihova uklanjanja zbog nedostatka
funkcionalnog Tdp2 moze promijeniti ukupnu stani¢nu razinu transkripcije. Pokazano je kako
delecija prva tri egzona tdp2 smanjuje razinu ekspresije vise od 100 gena u mozgu miseva, $to
bi moglo utjecati na razvoj i prezivljavanje jedinki (Gomez-Herreros i sur., 2014).
Pretpostavljam kako ¢e F1 homozigotno potomstvo s mutiranim tdp2a biti osjetljivije na tvari
poput etoposida koji uzrokuju stvaranje kovalentno-vezanih Top2 na DNA, §to je primije¢eno

i na miSevima s deletiranim tdp2 (Gomez-Herreros i sur., 2013).

Uzgojene jedinke ribe zebrice (Danio rerio) s mutacijom Leul47Ala predstavljaju prvi
animalni model za prou¢avanje mutacije Tyr117Cys koja u ljudi uzrokuje sindrom Rujis-Aalfs.
Na konstruiranom modelu mo¢i ¢e se detaljno istraZiti utjecaj slabo efikasnog proteina Sprtn
na popravak DPC tijekom embrionalnog razvoja i u razli¢itim organskim sustavima odraslog
stadija zebrice. Kako su pokusaji uzgoja miseva s knock-out mutacijom bili neuspjesni (Maskey
i sur., 2014), uzgoj homozigotne linije zebrica s navedenom mutacijom po prvi bi put
omogucilo karakterizaciju proteazne funkcije Sprtn-a u sustavu in vivo. Za ovaj je sustav
potrebno utvrditi jesu li homozigotni potomci zebrica s mutacijom Tyrl17Cys vijabilni i
uzgojiti ih za daljnja istrazivanja. Uzgoj homozigotnog potomstva pronadenih utemeljitelja s
mutacijama u tdp2a poboljsat ¢e razumijevanje funkcije Tdp2a u popravku Top2 DPC, ali i
potencijalnih u¢inaka mutacija na druge vrste DPC poput onih s topoizomerazom 1. Takoder,
nakon uzgoja homozigotnog potomstva za navedene mutacije u genima sprtn i tdp2a, otvara

se mogucénost njihova krizanja i uzgoja dvostrukih mutanata. Na taj bi se na¢in konstruirao
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animalni model za proucavanje sprege djelovanja proteina Tdp2 i Sprtn u sustavu in vivo, §to

do sad nije bilo moguce proucavati.
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6. ZAKLJUCAK

U svrhu proucavanja popravka unakrsnih vezanja DNA-protein (engl. DNA-protein
crosslinks; DPCs) izradila sam animalne modele s mutiranim oblicima proteina Sprtn (engl.
SprT-like domain at the N-terminus, N-terminalna domena poput SprT) i Tdp2a (tirozil-DNA
fosfodiesteraze 2a) koji su bitni za uklanjanje $tetnih lezija na DNA i oCuvanje integriteta
genoma. Za provedbu ciljane mutageneze u genu sprtn ribe zebrice (Danio rerio) dizajnirala
sam i testirala razli¢ite RNA vodilje (gRNA) za sustave CRISPR/Cas9 i CRISPR/Casl2a.
Uspjesno sam pronasla vrlo efikasnu gRNA za sustav CRISPR/Cas12a te dizajnirala i izradila
kalup za popravak za uvodenje mutacije L147A u katalitiCku regiju gena sprtn. Nakon
mikroinjektiranja dizajniranog sustava, selektirala sam i uzgojila pet jedinki s ugradenim

kalupom za popravak.

Za uzgoj homozigotne linije ribe zebrice s mutiranim oblikom proteina Tdp2a, utvrdila
sam prisutnost mutacija u genu tdp2a nakon mikroinjektiranja sustava CRISPR/Cas9 za
uvodenje mutacija. Uspjesno sam pronasla musku i Zensku jedinku koje na potomstvo prenose
gen tdp2a s pomakom u okviru ¢itanja nakon aminokiselina na poziciji 230, odnosno 228.
Krizanjem ovih jedinki, uzgojila sam njihovo potomstvo koje se moze koristiti za selekciju
homozigotnih jedinki za mutirani tdp2a. Konstruirani animalni modeli mogu posluziti za bolje
razumijevanje kompleksnih puteva popravka DNA osteéenja na in vivo modelu kraljeZznjaka i
imati potencijalne primjene u lijecenju bolesti Covjeka uzrokovanih mutacijama u navedenim

genima.
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