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1. UVvOD
1.1. Sustav CRISPR-Cas

Sustav CRISPR-Cas (Slika 1) sastoji se od lokusa CRISPR (od engl. Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) koji zajedno s pridruZzenim genima cas (od engl.
CRISPR associated) omogucuje adaptivnu imunost mnogim bakterijama i vecini arheja protiv

stranih genetickih elemenata (npr. faga i plazmida) (Fagerlund i sur. 2017).

Lokus CRISPR sastoji se od brojnih ponavljajuc¢ih sekvenci DNA (engl. repeats) koje su
razdvojene kratkim razmaknicama (engl. spacers) porijeklom iz strane DNA (Sashital i sur.
2012). Ponavljajuce sekvence i razmaknice ne kodiraju proteine, ve¢ se prepisuju i procesiraju
u male CRISPR RNA (crRNA), kojima se prepoznaje komplementarna DNA
(protorazmaknica) sto je temelj otpornosti na bilo koju stranu DNA (primjerice fag) (Haft i sur.
2005).

o

~a

™

geni cas %  lokus CRISPR

Slika 1. Sustav CRISPR-Cas. Sustav CRISPR-Cas sastoji se od lokusa CRISPR i pridruzenih gena cas.
Lokus CRISPR ¢ine ponavljajuce sekvence DNA (engl. repeats; prikazane crnim rombovima) koje su
razdvojene kratkim razmaknicama (engl. spacers; oznaéene ruziastim, narancastim, zutim i zelenim
kvadratima). Ruzicasta linija odnosi se na razmaknicu (podrijetlom iz bakteriofaga prikazanog u lijevom

dijelu slike) koja se ugraduje u lokus CRISPR. Preuzeto i prilagodeno prema Kummer 2021.

Za stjecanje nove razmaknice potrebna je i vodeca sekvenca (engl. leader) koja se nalazi
uzvodno od lokusa CRISPR (Barrangou i sur. 2007). Vodeca sekvenca je duga sekvenca bogata
parovima baza adenina i timina (Jansen i sur. 2002) koja sadrzi promotor koji usmjerava
transkripciju lokusa CRISPR u pre-crRNA te pomaze pri pravilnoj orijentaciji nove razmaknice

(Pougach i sur. 2010; Pul i sur. 2010). Kako bi bakterijska stanica razlikovala stranu od vlastite

1



DNA, u neposrednoj blizini protorazmaknice mora se nalaziti kratki niz o¢uvanih nukleotida
(Mojica i sur. 2009; Sashital i sur. 2012) nazvanih PAM (od engl. protospacer adjacent motif)
(Bolotin i sur. 2005). Ono po ¢emu bakterijska stanica razlikuje stranu DNA od vlastite je ta da

pokraj vlastite DNA nema sekvence PAM (Mojica i sur. 2009).

1.2.  Povijesni pregled sustava CRISPR-Cas

Prvi opis CRISPR elemenata dao je 1987. godine japanski znanstvenik Yoshizumi Ishino koji
je tijekom analize gena iap (od engl. isozyme of alkaline phosphatase) u bakteriji Escherichia
coli K-12 zamijetio neobi¢nu ponavljajucu sekvencu DNA nizvodno od gena iap. Ponavljajuca
sekvenca (29 pb) ponovila se pet puta, a pokraj svakog ponavljanja nalazio se jedinstveni slijed
uvijek iste duljine (32 pb) (Slika 2) (Ishino i sur. 1987). U to vrijeme nije bilo drugih zapisa o
tim sekvencama u bazama podataka, no poslije se pokazalo kako je to bio prvi nalaz sekvence
CRISPR (Ishino i sur. 2018).

stop kodon gena iap

= @ATGGGAG GGAGTTCTACCGCAGAGGCGGGGGAACTC GTGATATCCATCATCGCATCCAGTGCGCC
CGGTTTATCCCCGCTGATGCGGGGAACACOAGCGTCAGGCGTGAAATCFCACCGTCGTTGC
CGGTTTATCCCTGCTGGCGCGGGGAACTCTICGGTTCAGGCGTTGCAAACCTGGCTACCGGG
CGGTTTATCCCCGCTAACGCGGGGAACTCEIAGTCCATCATTCCACCTATGTCTGAACTCC
CGGTTTATCCCCGCTGGCGCGGGGAACTCC* B R

1 2 3 4 5. 7 8 9 10 1 12 13 14

. oo
— | ]
iap le—s
100 pb

Slika 2. Sekvence CRISPR-a koje je 1987. godine otkrio znanstvenik Yoshizumi Ishino kad je analizirao
gene iap. Pronasao je sekvence prvih pet ponavljajucih sljedova duljine 29 pb (u crvenom pravokutniku),
a pokraj svakog ponavljanja nalazio se jedinstveni slijed duljine 32 pb (u plavom pravokutniku). U
zelenom kvadratu nalazi se stop kodon gena iap (5'-TGA-3"), a njegova udaljenost od lokusa CRISPR
prikazana je na donjem dijelu slike. Crvene strelice odnose se na ponavljajuce sljedove. Preuzeto i

prilagodeno prema Ishino i sur. 2018.

Slican slijed sekvenci je nakon toga primijecen i u nizu drugih bakterija, a velik
napredak je postignut kad su ponavljajuce sekvence pronadene i u jednoj vrsti arheja Haloferax
mediterranei (Slika 3) (Mojica i sur. 1993). Sve te ponavljajuce sekvence su 2000. godine
upisane u DNA bazu podataka pod nazivom SRSR (od engl. short regularly spaced repeats)

kao novi identificirani tip prokariotskih kratkih ponavljaju¢ih sekvenci. Bioinformaticke



analize pokazale su kako se elementi SRSR pojavljuju u skupinama, djelomi¢no su
palindromski i izmedu njih se nalaze jedinstvene sekvence uvijek istih duljina. Sve to sugeriralo
je da SRSR imaju vaznu, ali jo$ nepoznatu biolosku funkciju (Mojica i sur. 2000). Istrazujuci
lokus SRSR u mnogim arhejama i bakterijama, 2002. godine Jansen i suradnici otkrili su niz
od cetiri konzervirana gena stalno prisutna u njegovoj blizini (geni casl — cas4) koji kodiraju
proteine koji su vjerojatno povezani sa skupinom ponavljaju¢ih sekvenci (Jansen i sur. 2002).
U gotovo isto vrijeme, Kira Makarova je sa svojim suradnicima analizirala kontekst o¢uvanih
gena koji su se nalazili u prokariotskim genomima i pronasla je nekoliko skupina gena Kkoji

odgovaraju genima cas (Makarova i sur. 2006).

Osim naziva SRSR, te sekvence bile su opisane 1 drugim imenima razli¢itih autora kao
npr. SPIDR (od engl. spacers interspaced direct repeats; Jansen i sur. 2002) i LCTR (od engl.
large cluster of 20-nt tandem repeat sequences; She i sur. 2001). Danas su te sekvence opisane
kao CRISPR (od engl. clustered regularly interspaced palindromic repeats; Jansen i sur. 2002),
a taj akronim predlozili su Jansen i suradnici u dogovoru s istrazivatkom grupom Francisa
Mojice. Novi pojam sprije¢io je daljnju zabunu uzrokovanu raznim imenima srodnih
ponavljajuéih sekvenci i vrlo brzo postao je popularan i prihvacen na znanstvenom polju (Ishino
i sur. 2018). Sve do 2005. godine nije bilo jasnih dokaza o bioloSkoj funkciji ili mehanizmu
koji je u pozadini sustava CRISPR-Cas (Ishino i sur. 2018).
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Slika 3. Strukturalni dijelovi lokusa CRISPR kod bakterije E. coli i arheje H. mediterranei. Ponavljajuce
sekvence prikazane su ruzi¢astom bojom, duljine 21 — 40 pb, imaju dijadnu simetriju, odnosno
palindromske su strukture (to je pokazano crnim vodoravnim strelicama). Izmedu ponavljajucih
sekvenci nalaze se jedinstveni sljedovi (razmaknice) koji su na slici prikazani sivom, zelenom i plavom

bojom, a njihova duljina iznosi 20 — 58 pb. Preuzeto i prilagodeno prema Ishino i sur. 2018.

Tijekom 2003. godine Francis Mojica odlucio je maknuti fokus s ponavljajucih sekvenci
1 usmjeriti svoju paznju na jedinstvene sljedove (razmaknice) koji se nalaze izmedu
ponavljajucih sljedova. Mojica je izolirao razmaknice iz preko 4000 sojeva 1 doSao do otkrica
da su neke razmaknice homologne sekvencama DNA iz bakteriofaga ili plazmida (Mojica i sur.
2005). Do identi¢nog otkri¢a dosla je i Christine Pourcel u svom laboratoriju, kao i Alexander
Bolotin sa svojim suradnicima (Ishino i sur. 2018). Prvi put je predloZeno 2005. godine da bi
sustav CRISPR-Cas mogao imati ulogu imunoloskog sustava kod prokariota (Mojica i sur.
2005; Pourcel i sur. 2005; Bolotin i sur. 2005). Takoder, sugerirali su da proteini Cas kodirani
genima cas moraju biti ukljuceni u funkcioniranje ovog novog pretpostavljenog prokariotskog
imunoloskog sustava (Pourcel i sur. 2005; Bolotin i sur. 2005). U svom istrazivanju, Bolotin je
zamijetio da se pokraj sekvence DNA u bakteriofagima i ostalim stranim geneti¢kim
elementima nalazi kratki dio o€uvane DNA (Bolotin 1 sur. 2005) koja je kasnije nazvana PAM

(od engl. protospacer adjacent motif) (Mojica i sur. 2009; Deveau i sur. 2009).



Rodolphe Barrangou i suradnici su 2005. godine odluc¢ili provjeriti ima li sustav
CRISPR-Cas zaista ulogu u adaptivnoj imunosti. Koristili su dobro karakterizirani soj bakterije
Streptococcus thermophilus i dva bakteriofaga. Proveli su geneti¢ku selekciju kako bi izolirali
bakterije otporne na fage i kad su to napravili otkrili su kako su otporni sojevi ugradili sekvence
iz faga u svoj lokus CRISPR. To je bio prvi eksperimentalni dokaz funkcije sustava CRISPR-

Cas kao prokariotskog steCenog imunoloskog sustava (Barrangou i sur. 2007).

Nakon toga je 2008. godine istrazivacka grupa John van der Oosta rekonstruirala
imunoloski sustav CRISPR-Cas koriste¢i elemente iz bakterije E. coli. Dokazali su kako je za
normalnu funkciju sustava potrebno prepisivanje i procesiranje molekula RNA nastalih iz
lokusa CRISPR (crRNA) te da su proteini Cas potrebni za fazu interferencije. Takoder,
biokemijski su okarakterizirali proteinski kompleks od pet proteina Cas koji su nazvali
kompleks Cascade (od engl. CRISPR-associated complex for antiviral defense) (Brouns i sur.
2008). Tijekom sljede¢ih godina, ova temeljna otkriéa omoguéila su daljnju detaljnu

karakterizaciju mehanizma djelovanja sustava CRISPR-Cas (Mojica i Montoliu 2016).

1.3. Klasifikacija sustava CRISPR-Cas

Bazirano na CRISPR bazi podataka (http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr, pristupljeno 13.8.2022.)
lokus CRISPR je do 2017. godine identificiran u 87% genoma arheja (202/232) i 45% genoma
bakterija (3059/6782) (Ishino i sur. 2018). Svi sustavi CRISPR-Cas temeljito su istrazeni kako

bi se $to bolje razumio mehanizam CRISPR-Cas imunosti. Velika koli¢ina informacija o

sustavima CRISPR-Cas dovela je do klasifikacije sustava na temelju vise kriterija, ukljucujuci

evolucijske odnose o¢uvanih proteina i organizacije operona Cas (Bhaya i sur. 2011).

Sustavi CRISPR-Cas klasificirani su u dvije klase (klasa 1 i klasa 2; Slika 4), Sest tipova
(I IL 111, IV, V 1 VI) i 33 podtipova, iako taj broj nije konacan te istrazivanja traju i dalje. Klasa
1 siroko je rasprostranjena u arhejama i bakterijama, sadrzavaju¢i ~90% svih identificiranih
sustava CRISPR-Cas, dok ostalih ~10% sustava CRISPR-Cas pripada u klasu 2 i pojavljuju se
samo u bakterijama. Klasa 1 ukljucuje tipove I, II1 i IV, dok klasa 2 ukljucuje tipove II, Vi VI
(Slika 4B) (Makarova i sur. 2015). Svaki tip klasificiran je u vise podtipova: | —Ado Fi Uil
—Ado D, odnosno Il —AdoC,V—-AdoEiUteVI-AdoC (Shmakov i sur. 2017; Koonin
i Makarova 2013).

Dvije klase razlikuju se po organizaciji efektorskog kompleksa (Slika 4). Efektorski

kompleks klase 1 sastoji se od 4 do 7 proteinskih podjedinica Cas (npr. kompleks Cascade u


http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/

tipu I i kompleks Csm-Cmr u tipu I11). Za razliku od klase 1, sustavi klase 2 zahtijevaju samo
jedan protein Cas (npr. Cas9) za prepoznavanje ciljne DNA i njeno cijepanje (Makarova i sur.
2015). Sustavi klase 2 manje su istrazeni od sustava klase 1, vjerojatno zato jer su manje
uc¢inkoviti u uniStavanju faga od sustava klase 1, no zbog svoje jednostavnije grade efektorskog

kompleksa sve se vise pocinju koristiti u novoj generaciji uredivanja genoma (Jinek i sur. 2012;

Cong i sur. 2013; Gasiunas i sur. 2012).
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Slika 4. Najnovija klasifikacija adaptivnog imunoloskog sustava CRISPR-Cas. A — sustavi CRISPR-
Cas su na temelju detaljne analize sekvenci i organizacije proteina Cas klasificirani u dvije glavne klase
(Klasa 1 i 2) ovisno o tome imaju li vise razli¢itih proteina za pronalazak DNA (ozna¢eno crvenom
bojom) i cijepanje (oznafeno zutom bojom) (Klasa 1) ili imaju samo jedan protein (Klasa 2). B — U
klasu 1 pripadaju tipovi I, 111 i IV i imaju efektorski kompeks sastavljen od vise proteina. U klasu 2
pripadaju tipovi Il, V i nedavno dodan VI i imaju samo jedan protein u efektorskom modulu. U sustavu
tipa Il nalazi se enzim RNAza Il koja sudjeluje u sazrijevanju molekula crRNA. SS/LS = mala/velika
podijedinica (od engl. small/large subunit). Zvjezdica (*) ozna¢ava da je velika podjedinica (SS) spojena
s malom podjedinicom (LS). Oznake cas3" i cas3' oznacavaju da je helikazna i nukleazna domena

proteina Cas3 kodirana posebnim genima (cas3" i cas3’). Preuzeto i prilagodeno prema Koonin i
Makarova, 2019.



1.4.  Mehanizam obrane adaptivnim imunosnim sustavom CRISPR-Cas

Zastita sustavom CRISPR-Cas podijeljena je u tri glavne faze — adaptacija, ekspresija i

sazrijevanje te interferencija (Xue i Sashital, 2019) sto je i prikazano Slikom 5.

U fazi adaptacije (Slika 5.1) kratki fragmenti DNA (protorazmaknice) se iz stranih
organizama ugraduju kao razmaknice u lokus CRISPR (Levy i sur. 2015; Yosef i sur. 2012).
Glavnu ulogu u fazi adaptacije imaju proteini — Casl i Cas2 koji pokazuju aktivnosti
endonukleaze i integraze koje su vazne za ugradnju DNA u lokus CRISPR (Yosef i sur. 2012).
Osim proteina Casl i Cas2 za efikasnu adaptaciju potrebna je replikacija DNA i dodatni enzimi
domacina poput RecBCD 1 drugih jednolancanih egzonukleaza (Levy i sur. 2015; Radov¢€i€ 1

sur. 2018).

U fazi ekspresije i sazrijevanja (Slika 5.2), primarni se transkript (prekursor crRNA,
pre-crRNA) prepisuje s lokusa CRISPR i procesira u male, zrele CRISPR RNA (crRNA).
CrRNA sadrzava jednu razmaknicu i dio ponavljajué¢e sekvence te formira tzv. strukturu
ukosnice (engl. hairpin) (Brouns i sur. 2008). Zrela crRNA i proteini Cas zajedno tvore
CRISPR ribonukleoproteinski (crRNP) kompleks (u klasi 1 radi se o kompleksu sastavljenom
od viSe proteina, npr. proteinski kompleks Cascade, a u klasi 2 radi se o jednom proteinu, npr.
Cas9 ili Cas12) (Mohanraju i sur. 2022).

U fazi interferencije (Slika 5.3), crRNA, koja se nalazi unutar kompleksa crRNP,
detektira komplementarnu sekvencu i sekvencu PAM u ciljnoj nukleinskoj kiselini. Po principu
komplementarnog sparivanja baza, baze se spoje i formira se R-om¢a (engl. R-loop) (Sternberg
i sur. 2014; Wiedenheft i sur. 2011). To uzrokuje aktivaciju nukleaznog proteina (u klasi 1:
Cas3 ili Cas10) ili nukleazne domene (u klasi 2: RuvC ili HNH) te dovodi do cijepanja ciljne
sekvence. Cijepanje DNA ometa replikaciju virusa ili plazmida te daje imunitet bakterijskoj
stanici. Ako sekvence nisu u potpunosti komplementarne ili postoje mutacije unutar sekvence
PAM tada ne dolazi do cijepanja. U tom sluc¢aju, strana DNA nije uhvacena, replikacija virusa
ili plazmida se nastavlja, a bakterijska stanica nije stekla imunitet. Kako bi sustav CRISPR-Cas

djelovao kao sustav za obranu, sve tri faze moraju biti funkcionalne (Bhaya i sur. 2011).
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Slika 5. Tri glavne faze adaptivnog sustava CRISPR-Cas. 1 — Adaptacija je prva faza obrane sustava
CRISPR-Cas. U toj fazi se kratki fragmenti DNA (protorazmaknice) iz stranih organizama ugraduju kao
razmaknice u lokus CRISPR. 2 — Ekspresija i sazrijevanje druga je faza obrane sustava CRISPR-Cas. U
toj fazi se primarni transkript (pre-crRNA) prepisuje s lokusa CRISPR i procesira u kratke zrele crRNA.
CrRNA sastoji se od jedne razmaknice i dijela ponavljajuce sekvence (struktura ukosnice). crRNA i
proteini Cas zajedno tvore kompleks crRNP. 3 — Interferencija je tre¢a faza obrane sustava CRISPR-
Cas. U toj fazi kompleks crRNP detektira komplementarnu sekvencu u ciljnoj nukleinskoj kiselini te po
principu komplementarnosti spari baze i formira se R-om¢a. To uzrokuje aktivaciju nukleaznog proteina
te dovodi do cijepanja ciljne sekvence (oznac¢eno $karama na slici). Interferencija se moze odvijati
neovisno o druge dvije faze i to je pokazano bijelom crtom. Kako bi sustav CRISPR-Cas djelovao kao
sustav za obranu, sve tri faze moraju biti funkcionalne. Zelenim i plavim pravokutnikom u virusnom i
plazmidnom genomu prikazana je protorazmaknica, a crvenim kvadratom sekvenca PAM. Crnim
rombovima prikazane su ponavljajuée sekvence, a Sarenim pravokutnicima razmaknice u lokusu
CRISPR. Oznaka L (od engl. leader) predstavlja vode¢u sekvencu koja se nalazi uzvodno od lokusa
CRISPR. Crne savinute strelice pokazuju mjesto gdje zapo€inje transkripcija. Preuzeto i prilagodeno

prema Bhaya i sur. 2011.



1.5. Sustav CRISPR-Cas u bakteriji Escherichia coli

Sustav CRISPR-Cas bakterije Escherichia coli K-12 pripada u podtip I-E sustava CRISPR-Cas.
Sustav se sastoji od dva lokusa CRISPR (CRISPR1 i CRISPR2) te 8 pripadnih gena cas (Haft
I sur. 2005) koji se nalaze uzvodno od lokusa CRISPR (Slika 6). Najudaljeniji od lokusa je gen
cas3 koji ima ulogu endonukleaze koja cijepa ciljnu nukleinsku kiselinu (Babu i sur. 2011).
Zatim slijedi 5 gena cas (casABCDE) koji ¢ine crRNP kompleks Cascade (od engl. CRISPR-
associated complex for anviral defence) pomocu koje sustav prepoznaje stranu invazivnu DNA.
Kompleks Cascade se u bakteriji E. coli sastoji od jedne molekule crRNA i 11 podjedinica
proteina Cas s ukupnom masom od 405 kDa (Jore i sur. 2011; Brouns i sur. 2008). Kako bi
kompleks Cascade razlikovao vlastitu od strane DNA, pokraj protorazmaknice u stranoj
sekvenci DNA nalazi se kratka sekvenca PAM dok je u genomu bakterije nema (Mojica i sur.
2009). Najoc¢uvaniji geni koji se nalaze najblize lokusu CRISPR i imaju klju¢nu ulogu u fazi
adaptacije su geni casl i cas2 (Brouns i sur. 2008). Lokus CRISPR sastoji se od ponavljajucih
sekvenci izmedu kojih se nalaze ugradene razmaknice porijeklom iz strane DNA. Uzvodno od
lokusa CRISPR nalazi se vodeca regija koja je zasluzna za transkripciju lokusa CRISPR u
crRNA (Ishino i sur. 1987).

razmaknice
| \\
cas3 casA casB casC casD casE cas1 cas2
e ® lokus CRISPR
Cascade

Slika 6. Shematski dijagram sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli K-12 podtipa I-E. Sustav CRISPR-
Cas sastoji se od 8 gena cas (cas3 (prikazan tamno sivom strelicom), casABCDE = kompleks Cascade
(prikazani sivim strelicama) te geni casl i cas2 (prikazani bijelim strelicama)). Desno je prikazan lokus
CRISPR-1. Oznaka L (od engl. leader) oznacava vode¢u sekvencu. Crni rombovi u lokusu CRISPR
odnose se na ponavljajuce sekvence, a bijeli pravokutnici na razmaknice. Preuzeto i prilagodeno prema

Jore i sur. 2011.
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1.5.1. Adaptacija

Adaptacija je prva faza obrambenog imunoloskog sustava CRISPR-Cas. Razlikujemo dvije

vrste adaptacije — naivnu (od engl. naive) i pripremljenu (od engl. primed).

Naivna adaptacija odnosi se na stjecanje i ugradnju razmaknice iz virusa ili plazmida s kojim
se stanica prije nije susrela. U slucaju kad postoji prekomjerna ekspresija gena casl i cas2, a
nedostatak ekspresije ostalih gena cas, dolazi do uspje$ne ugradnje razmaknice u lokus

CRISPR. Za naivnu adaptaciju dovoljan je samo jedan ponavljajuci slijed u lokusu CRISPR.

Kod pripremljene adaptacije, u bakterijskom genomu se ve¢ nalazi ugradena razmaknica

porijeklom iz iste strane DNA i stanica se moze odmah obraniti od napada.

Za naivnu adaptaciju potrebni su samo proteini Casl i Cas2, dok su za pripremljenu adaptaciju

potrebni jos i dodatni proteini Cas (npr. Cas3) te kompleks Cascade (Monsterd i sur. 2020).

1.5.1.1. Mehanizam naivne adaptacije

Naivna adaptacija odvija se u cetiri faze — generiranje fragmenata molekula DNA koji ¢ine
protorazmaknice, hvatanje protorazmaknice, ugradnja razmaknice u lokus CRISPR te popravak
DNA (Long i sur. 2021).

Generiranje protorazmaknice

Kako bi se potaknula adaptacija potrebno je prepoznati stranu DNA i stvoriti protorazmaknice.
U tom procesu bitan je kompleks RecBCD koji prepoznaje dvolan¢ane lomove DNA. Glavni
izvor dvolan¢anih lomova DNA su zaustavljene replikacijske raslje (vilice). RecBCD se veze
na tupe krajeve DNA te ih pocinje razmatati i razgradivati tako dugo dok ne dode do najblizeg
ispravno orijentiranog Chi (od engl. crossover hotspot instigator) mjesta. Chi mjesto je
oktamerna sekvenca slijeda 5-GCTGGTGG-3' koja mijenja aktivnost kompleksa RecBCD i
zaustavlja daljnju razgradnju DNA. Produkti razgradnje su protorazmaknice, odnosno velika
koli¢ina malih DNA, ukljucujuéi kratke i duge fragmente jIDNA i razgradene dIDNA (Levy i
sur. 2015).

U usporedbi s virusnom i plazmidnom DNA, bakterijski genom bogat je Chi mjestima
(Slika 6) (u bakteriji E. coli Chi mjesto pojavljuje se svakih ~ 5 kB) i stoga je neizravno zasti¢en
od stjecanja razmaknice. U slucaju da bakterijski genom ugradi razmaknicu, koja je porijeklom
iz vlastite DNA, doslo bi do autoimunosti i stani¢ne smrti. To objasnjava zaSto sustav CRISPR-

Cas ima ve¢i afinitet za stjecanje razmaknica iz strane DNA nego iz vlastite (Yosef i sur. 2011).
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Takoder, poznato je da se DNA virusa i plazmida replicira ¢eS¢e od bakterijskog, Sto
rezultira vecoj vjerojatnosti za zaustavljene replikacijske raslje, odnosno vise mjesta s puno
dvolan¢anih lomova. Osim toga, Chi mjesta su relativno rijetka u stranoj DNA (Slika 6) sto
rezultira kontinuiranom razgradnjom pomoc¢u kompleksa RecBCD (Levy i sur. 2015).
Pokazano je kako se adaptacija moze dogoditi i u nedostatku kompleksa RecBCD, iako manje
ucinkovito, §to nam pokazuje kako i neki drugi dogadaji mogu potaknuti naivnu adaptaciju

(Fagerlund i sur. 2017).

mjesto pogodno za
generiranje razmaknice

( A kompleks
Chi RecB

strana DNA _— &

mjesto pogodno za
generiranje razmaknice

kompleks

Chi i i hi Chi
DNA i Chi Chi Chi i RecB

domacina

Slika 6. Genom strane DNA i genom stanice domacina, E. coli. Viticastom zagradom oznacena su
mjesta pogodna za generiranje razmaknice. Crvenim pravokutnicima oznacena su mjesta Chi (od engl.
crossover hotspot instigator). Crvenom, Zzutom i bez elipsom prikazane su podjedinice (B, C i D)

kompleksa RecBCD. Preuzeto i prilagodeno prema Levy i sur. 2015.

Hvatanje protorazmaknice

Adaptacija se oslanja na dva proteina Cas — Casl i Cas2. Casl je integraza, a Cas2 je strukturni
protein koji veze i stabilizira protorazmaknicu DNA (Wang i sur. 2015). Strukturalne i
biokemijske analize pokazale su kako ta dva proteina formiraju heteroheksamerni kompleks
Casls-Cas2, (Wang i sur. 2015; Nudez i sur. 2015; Xiao i sur. 2017). Kompleks sadrzi dimer
Cas2 koji se nalazi u ,,sendvi¢u” izmedu dva dimera Casl. Unutar kompleksa nalaze se dva
aktivna mjesta Casla i Caslb (Nufiez i sur. 2014). Kako bi kompleks Cas1-Cas2 prepoznao
svoj supstrat vazno je da se jednolancani supstrat (npr. jIDNA) rekombinira tako da nastane
dvolan€ani supstrat (npr. dIDNA) kojeg kompleks moZe prepoznati. Razgradnjom pomocu
kompleksa RecBCD nastaju jednolan¢ane DNA (Dillingham i sur. 2008), §to postavlja pitanje
kako onda kompleks Cas1-Cas2 hvata dvolancane supstrate (Lee i Sashital 2022). Kompleks
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Casl-Cas2 prepoznaje sekvencu PAM slijeda 5'-AAG-3', koja se nalazi uzvodno od
jednolancane DNA protorazmaknice. Detektira ju po principu komplementarnosti s PAM
komplementarnom sekvencom, skra¢eno PAMc (od engl. protospacer adjacent motif
complementary sequence) slijeda 5'-CTT-3' koja se nalazi u aktivnom mjestu dimera Casla.
Nakon sparivanja, Casla pomoc¢u nukleazne aktivnosti cijepa Sekvencu PAM izmedu
nukleotida G i A te nastaje razmaknica duljine 33 pb ¢iji 3' kraj zavrSava hidroksilnom
skupinom gvanina (G), tj. nukleotidom porijeklom iz PAM-a (Wang i sur. 2015; Levy i sur.
2015). Nakon povezanosti DNA protorazmaknice i 3' strSeCeg kraja PAMc, moze doéi do
cijepanja sekvence PAMc na jednom aktivhom mjestu zbog visoke specifi¢nosti reakcije. Do
cijepanja dolazi izmedu nukleotida citozina (C) i timina (T), a nukleotid C ostaje s razmaknicom
koja ¢e se kasnije ugraditi u lokus CRISPR. Na taj nacin stvara se supstrat koji sadrzi 3' strSece
krajeve koji su izlozeni okolini (Lee i Sashital 2022). Duljina sredi$njeg dvolancanog dijela
DNA regulirana je fiksnim udaljenostima izmedu dva aktivna mjesta Casl. Optimalni supstrat
za kompleks Cas1-Cas2 je protorazmaknica duljine 33 pb (Slika 7). Jedan dio protorazmaknice
je u obliku dupleksa duljine 23 pb i nalazi se na povrsini dimera Cas2 koji ju stabilizira. Ostatak
protorazmaknice ¢ine 5 nt strseéi krajevi izlozeni okolini, dok su 3' jdDNA krajevi smjesteni u
simetriénim aktivnim mjestima kompleksa Casl (Nudez i sur. 2015; Wang i sur. 2015). 5'-
JIDNA krajevi ne stupaju u interakciju s kompleksom, ve¢ su izlozeni okolini, $to sugerira da
bi potencijalno mogli biti razgradeni drugim nukleazama (Lee i Sashital 2022). Utvrdeno je da
Cas2 moze cijepati jIDNA i dIDNA, ali nije prikazana nikakva kataliticka aktivnost Cas2 u

stjecanju protorazmaknica (Long i sur. 2021).

Nije poznato kako kompleks Casl-Cas2 s uhvacenom protorazmaknicom, koja je
spremna za ugradnju, dolazi do lokusa CRISPR, no jednom kad je tamo, ostali faktori pomazu

da se osigura ugradnja (Lau i sur. 2019).
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Slika 7. Kristalna struktura kompleksa Casl1-Cas2 bakterije E. coli s vezanom protorazmaknicom.
Heteroheksamerni kompleks Casl-Cas2 sastoji se od dimera Cas2 (oznacen crvenom bojom) koji se
nalazi u ,,sendvi¢u® izmedu dva Casl dimera (oznaceni Zutom bojom). Aktivno mjesto dimera Casl
(Casla) prepoznaje sekvencu PAM (crveni dio lanca) uzvodno od protorazmaknice DNA te po principu
komplementarnosti sparuje Svoje baze i na taj nain veze protorazmaknicu za kompleks.
Protorazmaknica je duljine 33 pb, od ¢ega je jedan dio protorazmaknice u obliku dupleksa duljine 23 pb
(nalazi se na povrsini Cas2 dimera), a ostatak ¢ine strSeci krajevi duljine 5 nt na svakoj strani koji su
izlozeni okolini. 3' jIDNA krajevi smjeSteni SU u simetri¢nim aktivnim mjestima Casl kompleksa.

Preuzeto i prilagodeno prema Lee i Sashital 2022.

Ugradnja razmaknice u lokus CRISPR

Kako bi se razmaknica mogla ugraditi u lokus CRISPR potreban je faktor IHF (od engl.
integration host factor). IHF je heterodimerni faktor iz porodice gradevnih histonskih proteina
koji je satuvan samo u Gram-negativnim bakterijama. IHF prepoznaje regije bogate A-T
parovima baza koje sadrze sekvencu 5'-WATCAANNNNTTR-3' (W =AiliT,R=AiliGiN
= bilo koji nukleotid). Ta sekvenca nalazi se unutar 60 pb vodece regije uzvodno od lokusa
CRISPR. IHF veze se za vodecu regiju i inducira oStro savijanje DNA za ~180° (Slika 8A)
(Xue i Sashital 2019). Ovo savijanje usmjerava uzvodni motiv prepoznavanja, koji se nalazi
unutar vodece regije, na drugu provjeru specifi¢nosti prije ugradnje razmaknice (Wright i sur.
2017). IHF i uzvodni motiv prepoznavanja omogucuju integrazi Cas1-Cas2 da napravi urez na

granici vodece regije i prvog ponavljajuceg slijeda (Nufiez i sur. 2016).

14



Kako bi se razmaknica uspjes$no ugradila u lokus CRISPR potrebna su dva nukleofilna
napada, odnosno dvije transesterifikacijske reakcije pomoc¢u kompleksa Cas1-Cas2 (Nufez i
sur. 2015; Wang i sur. 2015; Wright i sur. 2017). Prvi nukleofilni napad zapo¢inje napadom 3'
kraja hidroksilne skupine citozina (koji potjece iz slijeda PAMc) na 5' kraj vodece regije,
odnosno na granicu vodece regije i prvog ponavljajuceg slijeda u lokusu CRISPR (Slika 8B)
(Yosef i sur. 2012). Nakon toga dolazi do drugog nukleofilnog napada (Slika 8D) koji se odvija
28 pb nizvodno izmedu ponavljajuceg slijeda i prve razmaknice (Ramachadran i sur. 2019).
Nakon drugog nukleofilnog napada, razmaknica je uspje$no ugradena u lokus CRISPR (Slika
8E) (Nunez i sur. 2015).

Klju¢nu ulogu kod ugradnje razmaknice ima i sekvenca PAM. Ona osigurava pravilnu
orijentaciju prilikom ugradnje nove razmaknice u lokus CRISPR i veoma je vazno da se izreze
iz razmaknice prije ugradnje u lokus CRISPR kako kasnije ne bi doslo do cijepanja lokusa
CRISPR u fazi interferencije (Datsenko i sur. 2012).

Popravak DNA

Nakon uspjesne ugradnje razmaknice u lokus CRISPR potreban je jos$ jedan korak kako bi
adaptacija bila obavljena u cijelosti. Izmedu sekvenci u lokusu CRISPR stvorile su se
jednolancane praznine (engl. gaps) koje je potrebno popuniti. Praznine popunjava DNA-
polimeraza | i DNA-ligaza domacina. To rezultira u potpunosti popravljenom DNA s

dupliciranim ponavljaju¢im sljedovima (Slika 8F) (Ivanci¢-Bace i sur. 2015).
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Slika 8. Ugradnja razmaknice u lokus CRISPR u bakteriji E. coli. A — Faktor IHF (od engl. integration
host factor) sastavljen je od podjedinice a (sivo obojeno) i podjedinice B (naran¢asto obojeno). THF
prepoznaje regije bogate A-T parovima baza unutar vodece regije (plavo obojano) uzvodno od lokusa
CRISPR te se veZze za vodeéu regiju i inducira savijanje DNA. B — Prvi nukleofilni napad nove
razmaknice na granicu vodece regije i prvog ponavljajuceg slijeda u lokusu CRISPR. C — Meduprodukt
izmedu dva nukleofilna napada. D — Drugi nukleofilni napad na granicu ponavljajuce regije i
razmaknice. E — Potpuno ugradena razmaknica u lokus CRISPR. F — Popravljena DNA s dupliciranim
ponavljaju¢im sekvencama (¥). Za uspjesnu ugradnju nove razmaknice u lokus CRISPR potrebna je i

sekvenca PAM (oznacena crvenim kvadratom). Preuzeto i prilagodeno prema Nuiiez i sur. 2016.
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1.6. Regulacija ekspresije gena kod prokariota

Genom bakterija sastoji se od viSe susjednih gena organiziranih u operone. Gene koji ¢ine jedan
operon mozemo podijeliti na strukturalne (geni koji kodiraju proteinske produkte) i regulatorne
gene (strukturni geni koji kodiraju proteine koji su ukljuceni u regulaciju ekspresije drugih
gena). Operoni se nalaze pod zajednic¢kom transkripcijskom kontrolom istog promotora i
operatora. Promotor je sekvenca DNA na koju se veze enzim RNA-polimeraza koja je
odgovorna za zapodinjanje transkripcije. Operator je sekvenca DNA na koju se vezu
regulatorni proteini (represori, represorski proteini). Gen regulator (represor) kodira protein
koji kontrolira transkripciju na nacin da se veze na operatorsko mjesto u DNA, a inaktivira se
vezanjem induktora (npr. laktoza) za represor. Ukoliko je na operatorskom mjestu vezan
represor, RNA-polimeraza se ne moze vezati na promotor i Ne moze zapoceti transkripciju, N0
ako je operator slobodan, transkripcija moze zapoceti. Regulacija moze biti pozitivna ili

negativna (Pe¢ina-Slaus i sur. 2003).

Lac-operon jedan je od najbolje istraZzenih primjera negativne regulacije ekspresije
gena kod prokariota (Slika 9). Kao izvor energije, bakterija E. coli koristi laktozu zahvaljujuéi
genima Lac-operona (lacZ, lacY i lacA) koji se nalaze jedan iza drugoga na bakterijskome
kromosomu te imaju zajedni¢ku regulaciju ekspresije. Ako je u stanici prisutna laktoza
(induktor), tad ¢e stanica poceti proizvoditi enzime za razgradnju Secera laktoze (lac) (Slika

9B) (Pavlica 2022).
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RNA _*’
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Represor
‘ laktoza

Slika 9. Lac-operon. Lac-operon ¢ine tri strukturna gena: lacZ, lacY i lacA (prikazana tamno zelenim
pravokutnicima). Oni se nalaze jedan iza drugog na bakterijskom kromosomu i imaju zajednicku
regulaciju ekspresije. Ti geni zajedno ¢ine operon koji se nalazi pod zajednickom transkripcijskom
kontrolom istog promotora i operatora (oznaceni svjetlo zelenom bojom). Na promotor veZe se enzim
RNA-polimeraza (oznacena plavom elipsom) koja je odgovorna za pocinjanje transkripcije. Laktoza je
disaharid te ima funkciju induktora, a na slici je prikazana zutim krugom. A — Kada nema laktoze u
sustavu, lac represor je vezan za operator i transkripcija je blokirana. B — Kad se laktoza vezZe za represor,

lac represor se mice s operatora i zapocinje transkripcija. Preuzeto i prilagodeno prema Pavlica 2022.

Arabinozni operon (ara ili araBAD operon) je operon potreban za razgradnju L-
arabinoze u bakteriji E. coli. Operon se sastoji od tri strukturna gena: araB, araA, araD
(araBAD) i regulatornih regija. Takoder sadrzi i kontrolno mjesto aral i regulatorni gen araC i
arak. Gen araC sluzi kao pozitivna kontrola ekspresije strukturalnih gena u sustavu, dok je
uloga gena araE aktivni transport L — arabinoze. Operon araBAD aktivira se u prisutnosti L-
arabinoze (Engleshberg i sur. 1965).

1.7. Regulacija sustava CRISPR-Cas podtipa I-E
Razli¢iti faktori utjeCu na aktivnost sustava CRISPR-Cas u podtipu I-E bakterije E. coli K-12.

Jedna od glavnih strategija koju koriste bakterije, kako bi modificirale ekspresiju svog
genoma, je da koriste alternativne sigma (o) podjedinice RNA-polimeraze, usmjeravajuci
inicijaciju transkripcije na razliCite klase promotora. Sve bakterije imaju jedan domacinski
sigma faktor koji je potreban za transkripciju vecine stani¢nih gena tijekom rasta i jedan ili vise
alternativnih sigma faktora koji omogucuju transkripciju specifi¢nih skupova gena kao odgovor
na okoli$ne uvjete. Bakterijski sigma faktori podijeljeni su u dvije strukturalne i funkcionalno

odvojene grupe, 6’° i 6°*. Alternativni sigma faktor ¢°, usko je povezan sa ¢’ i kodiran genom

18



rposS, koji je glavni regulator opce reakcije na stres kod bakterije E. coli i kod mnogih drugih
Gram-negativnih bakterija (Cavaliere i sur. 2016).

1.7.1. rpoS
rpoS (od engl. alternative sigma factor of RNA polymerase) je alternativni sigma faktor RNA-
polimeraze koji ima glavnu ulogu u prilagodbi stanica na razne stresne uvjete na nacin da

kontrolira ekspresiju brojnih gena koji stite stanicu od stresa i pomaze stanici prikupiti hranjive

tvari (Schellhorn 2020).

Stacionarna faza je regulirana raznim kompleksnim mehanizmima, no njezin glavni
regulator je protein RpoS, produkt gena rpoS, koji je ujedno i glavni regulator opéeg odgovora
na stres (Shimizu 2014). Protein RpoS eksprimira se ulaskom stanice u stacionarnu fazu rasta
ili pod utjecajem nekog vanjskog stresa.

Mutacija u genu rpoS rezultira oslabljenom ekspresijom gena odgovornih na stres i

virulenciju (Dong i Schellhorn 2010).

1.7.2. crl

Protein RpoS suraduje s malim proteinom Crl te mijenja ekspresiju regulona (skup operona
smjestenih u genomu bez nekog odredenog reda, ali reguliranih istim proteinom) RpoS. Protein
Crl moze funkcionirati ili kao negativni ili kao pozitivni kofaktor za promjenu ekspresije
razli¢itih podjedinica regulona RpoS i posebno je jak efektor kad su razine proteina RpoS u

stanicama niske (Typas i sur. 2007).

U pocetku se smatralo da gen crl kodira protein koji tvori kovréava vlakna na povrsini
stanice bakterije E. coli stoga je i po tome dobio naziv (od engl. curli) (Cavaliere i sur. 2016).
Kasnije je otkriveno da ima ulogu regulatora gena csg koji kodiraju prethodno spomenute
kovrcave proteinske podjedinice (Provence i Curtiss 1992; Taylor i Matthews 2015).
Transkripcija gena csg ovisi o faktoru RpoS u stacionarnoj fazi rasta (Cavaliere i sur. 2016).

Mutacija u genu crl smanjuje ekspresiju gena, koji su regulirani putem gena rposS, no ne
smanjuje ekspresiju gena rpoS, ve¢ stimulira njegovu aktivnost tijekom stacionarne faze (Pratt
i Silhavy 1998).
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1.8. Krivulja rasta bakterijskih stanica

Rast bakterijskih stanica u laboratorijskim uvjetima moze se podijeliti u nekoliko faza 1 moze

se prikazati krivuljom rasta (Slika 10).

Prva faza je lag faza (faza prilagodbe, adaptacije, suzdrzanog rasta) i ona zapocinje
odmah nakon S$to se bakterijska kultura inokulira u hranjivu podlogu. Tu fazu karakterizira
povecanje volumena stanica, sinteza enzima i1 makromolekula te priprema za razmnozavanje.
U ovoj fazi ne dolazi do znacajnog rasta stanica zato jer inokulirane stanice trebaju odredeno

vrijeme da se prilagode novoj okolini (Rolfe i sur. 2012).

Druga faza je eksponencijalna faza (logaritamska faza, log faza) u kojoj dolazi do
kontinuiranog razmnoZzavanja bakterijskih stanica. Na pocetku te faze dolazi do povecéanja
stani¢ne mase, stanice proizvode aminokiseline i nukleotide. Ona traje tako dugo dok se ne

potrose svi izvori hranjivih tvari ili u rjedim slu¢ajevima kada se nakupi previse toksina.

Treca faza je stacionarna faza u kojoj dolazi do nakupljanja toksina $to je znak da
uvjeti viSe nisu optimalni te to dovodi do faze odumiranja stanica. U fazi odumiranja stanica
se broj Zivih stanica jako naglo krene smanjivati 1 jedan dio tih stanica ugiba. Stanice koje
prezive ne mogu se ponovno uzgajati ni izolirati, no mogu iskoristiti nutrijente koji su se
oslobodili iz mrtvih stanica te se mogu odrzati u produljenoj stacionarnoj fazi. U produljenoj
stacionarnoj fazi bakterijske stanice mogu prezivjeti mjesecima ili ¢ak godinama (Shimizu
2014).

Cetvrta faza je faza smrti (faza odumiranja) te u njoj dolazi do potpunog odumiranja
bakterijskih stanica. Brzina kojom dolazi do smrti bakterijskih stanica ovisi o relativnoj

otpornosti pojedine vrste i toksi¢nosti uvjeta (Durakovi¢ 1991).
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Slika 10. Krivulja rasta bakterijskih stanica. Prikazane su Cetiri faze rasta bakterijskih stanica — lag faza,
eksponencijalna (log) faza, stacionarna faza i faza smrti (odumiranja). Preuzeto i prilagodeno prema

Molecular devices 2017.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Iako je adaptacija detaljno istraZena, nije poznata faza rasta u kojoj dolazi do ugradnje nove

razmaknice, kolike su koli¢ine proteina Casl i Cas2 potrebne za ugradnju te je 1i adaptacija ista

u razli¢itim genetickim pozadinama tri poznata bakterijska soja Escherichia coli (BW25113,

AB1157 i MG1655) koji se medusobno razlikuju u nekoliko gena. Stoga su ciljevi ovog

istrazivanja:

1.

Istraziti utjecaj ekspresije gena casl i cas2 na brzinu rasta i odrediti fazu rasta kad dolazi
do ugradnje nove razmaknice.

Istraziti efikasnost adaptacije u tri razlicita bakterijska soja E. coli (geneticke pozadine).
Izolirati proteine iz razli¢itih bakterijskih sojeva i analizirati koli¢ine proteina Casl i Cas2
pomocu elektroforeze SDS-PAGE te povezanost koli¢ine ovih proteina s adaptacijom.

Istraziti efikasnost ugradnje razmaknica u mutantima za gene crl i rposS.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI
3.1.1. Bakterijski sojevi

U Tablici 1 navedeni su sojevi bakterije Escherichia coli K-12, njihovi genotipovi te izvor,

referenca ili metoda dobivanja soja koje sam koristila u istrazivanju.

Tablica 1. Popis koristenih sojeva bakterije Escherichia coli K-12.

Izvor, referenca ili

Bat i S metoda dobivanja soja
_ B. L. Wanner (Keio
F, A(araD-araB)567, AlacZz4787(::rrnB-3), S .
BW25113 4, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 koIekcuaESOéeO\I/{a) bakterije
Oznaka soja
dobivenog Razlika u genotipu u odnosu na soj Izvor, referenca ili
od BW25113 metoda dobivanja soja
BW25113
11B1165 +Acas3::apra A(casC-casl)::FRT Radov¢i¢ i sur. 2018.
11B1410 +Acas3::apra A(casC-casl)Tc" rpoS::Tnl0 ovaj rad

11B1425 +Acas3::apra A(casC-casl)KmR Acrl::kan P1.11B1424 x 11B1165

. . Izvor, referenca ili
O EEE ez metoda dobivanja soja
F-, thr-1, araC14, leuB6(Am), A(gpt-
proA)62, lacYl, tsx-33, gsr'-0, ginX44(AS),
AB1157 galK2(Oc), 47, Rac-0, hisG4(Oc), rfbC1, E.A. Adelberg
mgl-51, rpoS396(Am), rpsL31(strR),
kdgK51, xylA5, mtl-1, arge3(Oc), thiE1
Oznaka soja

dobivenog Razlika u genotipu u odnosu na soj Izvor, referenca ili
od AB1157 AB1157 metoda dobivanja soja
11B1404 +Acas3::apra A(casC-casl)::FRT ovaj rad
. . Izvor, referenca ili
O EEE ez metoda dobivanja soja
MG1655 F, A7, rph-1 M.S. Guyer
Ozna_ka soja Razlika u genotipu u odnosu na soj Izvor, referenca ili
SO MG1655 metoda dobivanja soja
od MG1655 Jasoj
11B1414 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT ovaj rad
11B1421 + 1poS:Tni0, Acass::apra A(casC- P1.11B1165 x 11B1416
casl)::FRT
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3.1.2. Plazmidi

U Tablici 2 navedena su dva plazmida koja sam koristila u istrazivanju. Plazmid pBad-HisA
sluzi kao negativna kontrola, ima gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin, a transkripcija
njegovog promotora aktivira se pri povisenoj koncentraciji L-arabinoze (arabinozni promaotor).
Plazmid pEB628 je derivat plazmida pBad-HisA koji je dobiven umetanjem gena casl i cas2 u
plazmid pBad-HisA.

Tablica 2. Popis koristenih plazmida u istraZivanju.
Plazmid Opis Izvor ili referenca

negativna kontrola, vektor

pBad-HisA bez gena casl i cas2 Invitrogen
uklonirani geni casl i cas2 u
PEB628 plazmid pBad-HisA Ed L. Bolt
3.1.3. Pocetnice za PCR
Tablica 3. Popis koristenih pocetnica za lan¢anu reakciju polimerazom (PCR).
Ime ..
B EeE Slijed Uloga
provjera
ugradnje nove
CRISPR-R 5-GAGATGCAGGCCATCGGA-3 razmaknice u

lokus CRISPR,
veze se ispred
lokusa CRISPR

provjera
ugradnje nove
razmaknice u
lokus CRISPR,
veze se unutar
lokusa CRISPR

Spacer-4 5'-GCGACCGCTCAGAAATTCCAGACCCGATCCAAA-3
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3.1.4. Hranidbene podloge i mediji

Tekuéi LB-medij za uzgoj bakterijskih stanica

Tablica 4. Sastav teku¢eg LB-medija za uzgoj bakterijskih stanica.

Sastojak Koncentracija/g dm=
ekstrakt kvasca 5
bakto-tripton 10
NaCl 10

Tekuéi LB-medij napravljen je tako da su se navedeni sastojci iz Tablice 4 otopili u 1 dm?
deionizirane vode (dH20) te se dodala ona koli¢ina natrijeve luzine ¢(NaOH) = 5 mol dm~ koja

je bila potrebna da pH vrijednost otopine iznosi 7,0. Priredena otopina je autoklavirana.

Kruta LB podloga

Tablica 5. Sastav krute LB podloge.

Sastojak Koncentracija /g dm3
ekstrakt kvasca 5
bakto-tripton 10
NaCl 10
agar 15

Krute LB podloge sli¢nog su sastava kao i teku¢i LB-medij, jedina razlika je u tome $to je kod

krutih LB podloga u smjesu dodano jo$ 15 g dm™ agara za skruéivanje u gel.

25



3.1.5. Antibiotici i induktori
U Tablici 6 nalazi se antibiotik i induktor koji su bili potrebni za uzgoj bakterijskih stanica u

teku¢em mediju i selekciju transformanata na krutim podlogama.

Tablica 6. Koristeni antibiotik i induktor u uzgoju bakterijskih sojeva.
Konacna koncentracija
Antibiotik ampilicin 100 pg cm3

Induktor L-arabinoza 0,2%-tna otopina

3.1.6. Otopine, puferi i boje

20%-tna otopina L-arabinoze (kona¢ne koncentracije 0,2%) — otopina L-arabinoze u Milli-Q

vodi

0,05 mol dm™2 otopina kalcijeva klorida — otopina CaClz u Milli-Q vodi

Adgarozni 2% qgel za elektroforezu:

Tablica 7. Smjesa za mali 2% gel za agaroznu elektroforezu (15 mL).

Sastojak Masa / g Volumen / pL
agaroza 0,3
pufer TAE (1x) 15 - 10°
SYBR Safe boja 1,1
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Tablica 8. Smjesa za veliki 2% gel za agaroznu elektroforezu (30 mL).

Sastojak Masa /g Volumen / pL

agaroza 0,6

pufer TAE (1x)

SYBR Safe boja

Pufer za lizu (1 mL):

Tablica 9. Upute za pripremu 1 mL *pufera za lizu stanica.

Stock otopina/

Sastojak Volumen / pL
mol dm-3
Tris-HCI pH=8,0 1 25
NaCl 5 60

PMSF (inhibitor

proteaza)

0,05 20

reH20 895,1

*Pufer se drzi cijelo vrijeme na ledu.

30 - 10°

1,4

Kona¢na
koncentracija /

mmol dm3

25

300

Stock PMSF (od engl. phenylmethylsulfonyl fluoride) (50 mmol dm—3):

0,00879 g PMSF

1 mL 96% etanola
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Bradford mati¢na otopina: Bradford radna otopina:

0,01% Coomassie Brilliant Blue (CBB) G- 6% Bradford mati¢na otopina

250 2,85% etanol

0,
31,35% etanol 5,28% H3POq4

58,6% H3PO,4

Elektrodni pufer (SDS-PAGE):

Tris (y = 3,0 g dm3)
Glicin (y = 14,4 g dm™)
SDS (y=1,0 g dm™®)

Titrira se s 6 mol dm= HCI do pH = 8,3.

Pufer za denaturaciju (Laemmli sample buffer):

Tris-HCI (¢ = 125 mmol dm=, pH = 6,8)
4% SDS

10% B-merkaptoetanol

32% glicerol

kap otopine boje bromfenol plave

SYBR™ Safe DNA Gel Stain:

Invitrogen by Thermo Fischer Scientific
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Coomassie Brilliant Blue otopina (CBB):

2,59 dm= CBB G-250
10% ledena octena kiselina

45% metanol

Otopina za bojanje (SDS-PAGE):

0,1% CBB R-250
45% metanol

10% ledene octene kiseline

Otopina za odbojavanje (SDS-PAGE):

10% octena kiselina

10% etanol

Bromfenol plava — otopina bromfenol plave u 20%-tnom etanolu

TAE (50x) pufer za agaroznu gel elektroforezu:

Tablica 10. Smjesa za TAE (50x) pufer.

Sastojak Koncentracija Volumen / mL
Tris 4,85gdm=
EDTA 1 mmol dm™3 14,3

ledena octena
o 20 mmol dm= 25,0
kiselina

Masa /g

60,5
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Navedeni sastojci iz Tablice 10 otopljeni su u destiliranoj vodi tako da se dobio konacni
volumen otopine 250 mL. Zatim je otopina autoklavirana. U istrazivanju koristila sam pufer
TAE (1x) koji se dobije tako da se navedenu $tok otopinu pufera TAE (50x) razrijedi potrebnom

koli¢inom destilirane vode (Tablica 11).

Tablica 11. Upute za pripremu 10 L pufera TAE (1x).

Sastojak Volumen / mL
pufer TAE (50x) 200
dH20 9800

Gel za SDS-Page:

Tablica 12. Uputa za pripremu smjese za 5 mL 10%-tnog donjeg gela te 2,5 mL 4%-tnog gornjeg gela.

Donji gel Gornji gel
Sastojak Volumen / mL Sastojak Volumen / mL
dH.0 2,025 dH20 1,525
1,5M Tris HCI 0,5 M Tris HCI
1,25 0,625
(pH =8,8) (pH =6,8)

A/Bis (30%) 1,65 A/Bis (30%) 0,3325
10% SDS 0,05 10% SDS 0,025
10% APS 0,025 10% APS 0,0175
TEMED 0,0025 TEMED 0,004
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1,5 M Tris-HCI (pH = 8,8): 0,5 Tris-HCI (pH = 6,8):

18,2 g Tris-HCI 6 g Tris-HCI

6 mol dm= HCI (do pH = 8,8) 6 M HCI (do pH = 6,8)

Doda se dH.O tako da je ukupni volumen Doda se dH20O tako da je ukupni volumen
100 mL. 100 mL.

30% A/Bis — 30% otopina akrilamid/bisakrilamid (Rottiphorese)

10% amonijev persulfat (APS):

500 mg APS

5 mL dH20

N,N,N' N'-tetrametiletilendiamin (TEMED):

99% otopina N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma Aldrich)

3.1.7. Markeri veli¢ina

Tablica 13. Kori$teni proteinski markeri u istrazivanju.

Proteinski markeri Uloga Proizvodad

GeneRuler™ 1 kB DNA agarozna gel- _ o
Thermo Fischer Scientific
Ladder elektroforeza

Precision Plus Protein™ All .
) ] poliakrilamidna gel- )
Blue Prestained Protein Bio-Rad
elektroforeza
Standards

3.1.8. Programi
Za obradu podataka koristila sam Kodak 1D Image Analysis Software v. 3.6.0. i MS Excell 2016.
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3.1.9. Uredaji

Tablica 14. Popis koristenih uredaja, njihovih proizvodaca i uloga u istrazivanju.

Uredaj

Ultraspec 10 Cell Density
Meter

T100 Thermal Cycler
MiniAmp™ Thermal Cycler
MO-230 DW
OneRun Electrophoresis Cell

Thermomixer comfort
Laboratory Centrifuges 3K30
Centrifuge 5415D
Vibracell 72446

Mini-PROTEAN 3 Cell

G25 Incubator Shaker

Specord 50 Plus
Transilluminators UV

Enduro™
MaxQ 420 HP

Vortex V-1 plus
FVL-2400N Combi-Spin

Proizvodac

Amersham Biosciences

Bio-Rad
Thermo Fischer
Scientific

Gorenje

Embi Tec

Eppendorf
SIGMA
Eppendorf

Bioblock Scientific
Bio-Rad
New Brunswick

Scientific

Analytic Jena
Corning

Thermo Fischer
Scientific
BioSan

BioSan

Uloga

spektrofotometar za odredivanje

opticke gustoce stanica

PCR uredaj

PCR uredaj

mikrovalna pe¢nica

sustav za agaroznu

elektroforezu
termoblok
centrifuga
centrifuga

sonikator za lizu stanica

sustav za SDS-Page

elektroforezu

termostatirana tresilica

spektrofotometar

transiluminator

tresilica

mijesalica

mijesalica i centrifuga
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3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje brzine rasta i ugradnje razmaknice

Brzinu rasta bakterija odredila sam mjerenjem opticke gustoce pri ODeoo pomocu
spektrofotometra Ultraspec 10 Cell Density Meter (Amersham Biosciences). Bakterije
transformirane s plazmidom pBad-HisA/pEB628 (pCasl-Cas2) inokulirala sam u 3 mL tekucéeg
LB-medija bez antibiotika uz dodatak 30 pL 20%-tne otopine L-arabinoze (konacéne
koncentracije 0,2%) koja je sluzila kao induktor (kako bi se potaknula ekspresija gena s
plazmida). Zatim sam sve stavila u inkubator G25 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific)
na 37°C uz tresnju. Uzorke sam uzimala svakih pola sata kroz iduc¢ih 240 minuta, odredila sam
ODeoo te potom ostavila da rastu preko noci. Iduci dan sam iz prekonoéne kulture (prva pasaza)
pripremila drugu pasazu na nacin da sam ju razrijedila 300 puta u svjezem LB-mediju i dodala
30 uL L-arabinoze. Ponovno sam mjerila ODeoo kroz 240 minuta i isto ponovila za tre¢u pasazu.
Nakon 4 sata, iz prekono¢ne kulture uzela sam 10 uL uzorka za analizu ugradnje razmaknice

metodom PCR. Ovu analizu napravila sam na stanicama razli¢itih geneti¢kih pozadina

(AB1157, BW25113 i MG1655) i mutantima (za gene rpoS i crl).

3.2.2. Transformacija plazmidnom DNA

Prije transformacije bakterijskih stanica plazmidom potrebno je pripremiti kemijski
kompetentne stanice kako bi se povecala efikasnost ulaska DNA u bakterijske stanice. To sam
napravila tako da sam otpipetirala 40 uL prethodno pripremljene prekonoéne kulture u 3 mL
tekuceg LB-medija, bez dodatka antibiotika, i uzgojila bakterijske stanice do logaritamske faze
(ODsoo = 0,4 —0,6) u inkubatoru G25 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific) na 37°C uz
tre$nju. Zatim sam otpipetirala 1,5 mL bakterijskih stanica i centrifugirala ih na 8600 okretaja
po minuti (rpm) pri 4°C dvije minute u Centrifugi 5415D (Eppendorf). Nakon centrifugiranja
odlila sam supernatant i talog resuspendirala pomocu pipete u 200 pL hladnog 50 mmol dm
CaClz. Ponovno sam centrifugirala uzorke na 8600 okretaja po minuti pri 4°C dvije minute,
nakon centrifugiranja odlila sam supernatant i ovaj put talog resuspendirala pomocu pipete u
50 pL hladnog 50 mmol dm= CaCl.. Uzorke sam inkubirala na ledu 20 minuta, nakon toga
dodala 1 pL plazmida (pBad-HisA/pCas1-Cas2) i sve pazljivo promijesala. Inkubirala sam
uzorke 20 minuta na ledu, a nakon toga sam stanice izlozila toplinskome Soku tako $to sam
inkubirala uzorke jednu minutu na 42°C u termobloku Thermomixer comfort (Eppendorf), a
zatim jednu minutu na ledu. Izlaganje stanica toplinskome Soku uzrokovalo je unos DNA u

stanice. Kako bi se stanice oporavile, uzorcima sam dodala 500 pL teku¢eg LB-medija i stavila
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ih na 30 minuta u inkubator G25 Incubator Shaker (New Brunswick Scientific) na 37°C uz
treSnju. Nakon oporavka, 100 uL bakterijskih stanica sam nasadila na kruti medij kojem sam
prethodno dodala ampicilin kako bi narasle samo one bakterije koje su transformirane s

plazmidom. Podloge sam inkubirala preko no¢i na 37°C u inkubatoru.

3.2.3. Odredivanje efikasnosti naivne adaptacije (ugradnje novih

razmaknica)
Efikasnost naivne adaptacije (ugradnje novih razmaknica) provjerila sam metodom lancane
reakcije polimerazom (od engl. polymerase chain reaction, PCR) i elektroforezom DNA u 2%
agaroznom gelu koristenjem pocetnica koje se vezu ispred i unutar lokusa CRISPR navedene u
Tablici 3.

3.23.1. Lizastanica

Za PCR reakciju potreban je DNA kalup, odnosno oslobodena bakterijska DNA. Kako bih dosla
do genomske DNA najprije sam bakterijske stanice, izdvojene iz svake pasaze, lizirala. Prije
nego Sto sam uzorak otpipetirala, epruvetu s prekonoénom kulturom stavila sam nekoliko
sekundi u mijesalicu FVL-2400N Combi-Spin (BioSan) kako bi se sadrzaj epruvete dobro
promijesao. Potom sam otpipetirala 10 pL prekonoéne kulture u 50 puL dH2O (volumen
prekono¢ne kulture ovisi o gusto¢i bakterijske kulture) te dobila kona¢an volumen od 60 plL.

Na uredaju za PCR T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) stanice sam lizirala 3 minute na 98°C.

3.2.3.2.  PCR reakcija za umnaZanje linearne DNA
Kako bih umnozila DNA provela sam metodu PCR. Za provedbu PCR-a potrebno je 1 uL DNA
kalupa, koji sam dobila lizom bakterijskih stanica, i 9 uL PCR reakcijske smjese koju sam

pripremila prema uputama iz Tablice 16.

Tablica 16. Sastav reakcijske smjese za PCR s enzimom PhireGreen Master Mix (10 uL).

Sastojak Volumen / uL
2x PhireGreen Master Mix* 5
CRISPR-R 0,5
Spacer-4 0,5
dH20 3
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*2x PhireGreen Master Mix sadrzi DNA polimerazu, dNTP nukleotide, boju za nanoSenje na

gel te odgovarajuci pufer.

Za reakciju PCR koristila sam uredaje T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) te MiniAmp™ Thermall
Cycler (Thermo Fischer Scientific), a program umnazanja DNA nalazi se u Tablici 17.

Tablica 17. PCR program umnazanja.

Korak Temperatura/°C  Vrijeme/s Dogadanje Broj ciklusa
1. 98 30 pocetna denaturacija 1
2. 98 5 denaturacija
3. 54 5 vezanje pocetnica 30
4. 72 15 produljivanje lanca DNA
c - 60 zavr$no produljivanje
lanca 1
6. 12 0 hladenje

3.2.3.3.  Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Priprema 2% agaroznoq gela

Kako bih provjerila uspjeSnost umnaZanja DNA metodom PCR provela sam elektroforezu u
2% agaroznom gelu. Odvagala sam potrebnu koli¢inu agaroze i prebacila ju u Erlenmayerovu
tikvicu te na to ulila potrebnu koli¢inu TAE (1x) pufera. Tako pripremljenu otopinu zagrijavala
sam u mikrovalnoj pe¢nici MO-230 DW (Gorenje) pri snazi P 50 ~ 1 — 2 minute (odnosno dok
otopina nije postala bistrija). Erlenmayerovu tikvicu sam ohladila pod mlazom hladne vode,
dodala potrebnu koli¢inu inkalirajuée (fluorescentne) boje SYBR™ Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen), promijesala otopinu i izlila ju u prethodno pripremljen kalup s dodanim ¢esljicem
kako bih dobila jaZice za nanos uzoraka. Sve sam prekrila aluminijskom folijom kako bi boja
zadrzala $to vise fluorescencije i ostavila stajati na sobnoj temperaturi 20 minuta. Ovisno o

broju uzoraka, pripremila sam mali (15 mL) ili veliki gel (30 mL) (Tablica 7 i 8).

Elektroforeza

Nakon $to se agarozni gel polimerizirao prebacila sam ga u kadicu za elektroforezu i prekrila
TAE (1 x) puferom. U prvu jazicu sam nanijela 2 uL GeneRuler™ 1 kB DNA Ladder (Thermo
Scientific) proteinskog markera za provjeru veli¢ine fragmenata DNA, a u ostale jazice po 4 puL
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dobivenog PCR uzorka. Elektroforezu sam provela u OneRun Electrophoresis Cell (Embi Tec)
sustavu za elektroforezu pri naponu 50 V u trajanju od ~45 minuta (odnosno do trenutka kad je

zuta boja iz PCR reakcijske smjese dosla do kraja gela).

Analiza gelova

Gelove sam fotografirala na UV lampi i analizirala ih programom Kodak 1D Image Analysis
Software v.3.6.0. Ukoliko je doslo do ugradnje razmaknice u sojevima, uz pocetnu vrpcu

CRISPR bila je vidljiva i dodatna vrpca 60tak parova baza iznad.

3.2.4. 1zolacija proteina i SDS-PAGE elektroforeza

3.24.1. lzolacija proteina

Kako bih istrazila koli¢ine proteina Casl i Cas2 i njihov utjecaj na adaptaciju izolirala sam
ukupne proteine iz prekonoéne kulture (druge pasaze) te im odredila koncentraciju. Otpipetirala
sam 1,5 mL prekono¢ne kulture i centrifugirala 5 minuta na 14000 okretaja po minuti na 4°C u
centrifugi Laboratory Centrifuges 3K30 (SIGMA). Nakon centrifugiranja odlila sam
supernatant, a pelet inkubirala na ledu. Potom sam pripremila pufer za lizu prema uputama

(Tablica 10) te pelet resuspendirala u 400 pL pripremljenog pufera.

Sonikacija uzoraka

Pripremljene uzorke sam sonicirala kako bih unistila stani¢nu stijenku bakterija i dosla do
proteina. Koristila sam najmanju sondu sonikatora Vibracell 72446 (Bioblock Scientific) koju
sam pocistila etanolom prije i nakon uranjanja u uzorak. Sonikaciju sam provodila tako da sam
sondu uronila do pola tekucine uzorka i tako ju drzala dvije sekunde, a nakon toga izvadila
sondu na Cetiri sekunde (odmor) i zatim ponovila postupak jo§ pet puta (odnosno dok otopina
nije postala bistrija). Sonicirane uzorke centrifugirala sam 10 minuta pri 14000 okretaja po
minuti na 4°C, a zatim sam supernatant prebacila u nove epruvete pipetom. Tijekom cijelog
postupka uzorke sam drzala na ledu kako ne bi doslo do denaturacije proteina zbog otpustanja

velikih koli¢ina topline.

Qdredivanje koncentracije proteina

Ukupnu koncentraciju proteina odredila sam spektrofotometrijski po metodi prema Bradfordu.
Za Bradfodovu reakciju pomijesala sam 1000 uL Bradfordovog reagensa i 20 L pripremljenog
uzorka, odnosno 20 uL pufera za lizu za pripremu slijepe probe. Pripremljene uzorke sam
vorteksirala na Vortex V-1 plus (Bio-San) dok cijela otopina nije poprimila plavu boju (plava
boja Coomassie Brilliant Blue G-250 se vezala za proteine). Uzorke sam inkubirala u mraku 5
minuta na sobnoj temperaturi. Potom sam uzorke prebacila u kivete te sam pomocu
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spektrofotometra Specord 50 Plus (Analytic Jena) izmjerila apsorbanciju pri valnoj duljini od
595 nm. Koncentraciju ukupnih proteina dobila sam tako da sam vrijednost apsorbancije
uvrstila u jednadzbu bazdarnog pravca. Bazdarni pravac pripremljen je prije mjerenja

koncentracije proteina u uzorcima.

3.24.2. Denaturirajuca elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (od engl. sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)

Kako bih razdvojila proteine, provela sam elektroforezu u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti

natrijeva dodecil sulfata u sustavu Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad).

Denaturacija proteina

Kako bi se mogla provesti SDS-PAGE elektroforeza potrebno je denaturirati proteine. To sam
napravila tako da sam otpipetirala 100 puL uzorka i resuspendirala u njemu 25 uL pufera za
denaturaciju Laemmli sample buffer (omjer 4:1). Pripremljene uzorke sam denaturirala tako da
sam ih izlozila toplinskome Soku u termobloku Thermomixer Comfort (Eppendorf) 5 minuta na
95°C.

Priprema gelova

Kako bi se mogla provesti SDS-PAGE elektroforeza potrebno je pripremiti dva gela — gel za
razdvajanje i gel za sabijanje. Najprije sam pripremila 10% gel za razdvajanje (donji gel) prema
uputama (Tablica 12) te sam ga prebacila uz pomo¢ pipete u prethodno slozen ,,sendvi¢* koji
se sastojao od dva stakla izmedu kojih su se nalazile razmaknice. Na donji gel pipetom sam
dodala tanki sloj otopine boje bromfenol plave u etanolu kako gel ne bi bio u dodiru sa zrakom
(kisik iz zraka moze uzrokovati prekid polimerizacije) te sve ostavila ~45 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon $to se gel stisnuo, izlila sam sloj otopine bromfenol plave s gela. Potom sam
pripremila 4% gel za sabijanje (gornji gel) prema uputama (Tablica 12) i dodala pripremljenu
smjesu pipetom izmedu stakalca na donji gel. Kad sam dopunila gel za sabijanje do vrha,
pazljivo sam uronila ¢eslji¢ kako bih dobila jaZice za unos uzoraka. Gel sam ostavila stajati na

sobnoj temperaturi ~2 sata. Nakon $to se gel stisnuo, oprezno sam izvadila ¢esljice.

Elektroforeza SDS-PAGE

Stalak s gelovima ucvrstila sam na nosac i sve zajedno prebacila u kadicu za elektroforezu koju
sam potom napunila elektrodnim puferom. U prvu jazicu nanijela sam 2 plL proteinskog
markera Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards (Thermo Fisher
Scientific). U ostale jaZice nanijela sam prethodno pripremljene uzorke tako da je svaka jaZica

sadrzavala 4,5 pg ukupnih proteina. Gelove s nanesenim uzorcima prebacila sam u vecu kadicu
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koja je prethodno napunjena s elektrodnim puferom. Na kadicu stavila sam poklopac, elektrode
spojila s izvorom struje te pokrenula elektroforezu najprije na 15 minuta na napon od 100 V, a
zatim na 45 minuta na napon od 180 V. Nakon provedene elektroforeze, rastavila sam
aparaturu, odvojila gelove od stakalca te odvojila gel za sabijanje (s jazicama). Gel sam
prebacila u veliku petrijevku i prelila ga bojom Coomassie brilliant blue CBB R-250 kako bi se
obojali proteini. Gel sam tako ostavila stajati sat vremena da se inkubira na tresilici MaxQ 420
HP (Thermo Fischer Scientific) pri sobnoj temperaturi. Nakon sat vremena, pipetom sam
maknula boju za bojanje te ju zamijenila bojom za odbojavanje kako bih maknula boju koja se
nije vezala za proteine. Gel sam ostavila 45 minuta da se inkubira na tresilici pri sobnoj
temperaturi. Kako postupak odbojavanja ne bi trajao predugo, u petrijevku sam stavila
smotuljak papira kako bi papir upio dio boje. Nakon §to se maknuo viSak boje, gel sam skenirala
na UV transiluminatoru Transilluminators UV Enduro™ (Corning) te sam analizirala

ekspresiju proteina Casl i Cas2 u razli¢itim sojevima.
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4. REZULTATI

4.1. QOdredivanje krivulje rasta bakterijskih sojeva

Kako bih utvrdila utjecaj ekspresije gena casl i cas2 na brzinu rasta bakterija, rast sam pratila
mjere¢i opticku gustocu pri valnoj duljini ODesoo svakih pola sata. Koristila sam bakterijske
sojeve s inaktiviranim genima cas kako ne bi doSlo do autoimunosti uslijed ugradnje
razmaknice s kromosoma (geni za kompleks Cascade i protein Cas3). Kako bih potaknula
ekspresiju samo gena casl i cas2, koji su neophodni za ugradnju razmaknica, u bakterijske
sojeve morala sam ubaciti odgovaraju¢i plazmid. Bakterijske sojeve transformirala sam s
plazmidom pEB628 (pCasl-Cas2) sto je omogucilo prekomjernu ekspresiju proteina Casl i
Cas2. Negativnu kontrolu sam pripremila tako da sam iste bakterijske sojeve transformirala s
»praznim* plazmidom pBad-HisA. Ekspresiju proteina Casl i Cas2 s plazmida sam inducirala
dodatkom 0,2%-tne otopine L-arabinoze. Bakterijske sojeve uzgajala sam tri dana kroz tri
uzastopne pasaze i svakih pola sata mjerila opti¢ku gustocu bakterijskih stanica kroz 240

minuta.

Najprije sam usporedila tri bakterijska soja E. coli (I11B1165, 11B1404 i 11B1414) koja
imaju tri razli¢ite geneticke pozadine (BW25113, AB1157 i MG1655). Geneticka pozadina
znaci da svaki soj ima svoje karakteristicne mutacije koje se ne nalaze u ostalim pozadinama,
a svi sojevi su K-12. U sva tri soja dodane su iste mutacije u genima cas i trebali bi se isto
ponasati ukoliko nema utjecaja od pozadine. Primijetila sam da se brzina rasta bakterijskih
stanica u sojevima s ,,praznim‘ plazmidom pBad-HisA povecala kroz pasaze (u prvoj pasazi je
najmanja brzina rasta stanica, dok je u tre¢oj najveca). S druge strane, brzina rasta bakterijskih
stanica koje su transformirane s plazmidom pCasl-Cas2 razlikovala se ovisno o0 geneti¢koj
pozadini (Slika 11).

Kod bakterijskih sojeva 11B1414 (u genetickoj pozadini MG1655) i 11B1404 (u
genetickoj pozadini AB1157) brzina rasta bakterijskih stanica se povecavala kroz pasaze
(najmanja brzina rasta stanica u prvoj pasazi, a najveca u tre¢oj) i dosla do ODego ~ 2, na isti
nacin kao i kad se koristio ,,prazni plazmid (Slika 11B i C). Jedino je u slucaju bakterijskog
soja 11B1165 (u geneti¢koj pozadini BW25113) doslo je do suprotne pojave. Najveca brzina
rasta uocena je u prvoj pasazi, dok se u drugoj i tre¢oj pasazi brzina rasta stanica smanjila (Slika
11A) i dosegnula je samo ODeoo ~ 1, za razliku od ,,praznog*“ plazmida gdje je iznosila ~ 1,4.
Moze se uociti da u bakterijskim sojevima 11B1404 (geneticka pozadina AB1157) i 11B1414
(geneticka pozadina MG1655) ekspresija proteina Casl i Cas2 s plazmida pEB628 ne utjece na
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brzinu rasta, dok u soju 11B1165 (geneticka pozadina BW25113) dolazi do usporavanja rasta

Sto bi mogla biti posljedica djelovanja proteina Casl i Cas2 na ugradnju novih razmaknica.
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Slika 11. Utjecaj ekspresije proteina Casl i Cas2 na brzinu rasta bakterijskih stanica razliitih genetickih
pozadina. Krivulje rasta bakterijskih sojeva sa i bez ekspresije gena casl i cas2. A — Bakterijski soj
[1B1165 u genetickoj pozadini BW25113 (srednja vrijednost za Cetiri mjerenja). B — Bakterijski soj
[1B1404 u genetickoj pozadini AB1157 (srednja vrijednost za Cetiri mjerenja). C — Bakterijski soj
[1B1414 u genetickoj pozadini MG1655 (srednja vrijednost za tri mjerenja).
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Takoder, zeljela sam istraziti utje¢u li geni rpoS i crl na adaptaciju. Ovi geni inace Su
mutirani u soju AB1157 pa sam zeljela istraziti njihov utjecaj u druge dvije geneticke pozadine,
odnosno bakterijska soja. Napravljeni su bakterijski sojevi u kojima su ovi geni mutirani. Radi
se 0 bakterijskim sojevima 11B1410 i 11B1421 (mutacija za gen rpoS u dvije razlicite pozadine)
te o bakterijskom soju 11B1425 (mutacija za gen crl). Krivulje rasta bakterijskih sojeva
prikazane su na Slici 12. Primijetila sam da se brzina rasta bakterijskih stanica opet usporila u
sojevima s plazmidom pEB628, a naroCito u slucaju soja s mutacijom rpoS u pozadini
BW25113 gdje je ODsoo u drugoj i tre¢oj pasazi iznosila samo 0,2. Mutacija crl u genetickoj
pozadini BW25113 je podsjec¢ala na soj [IB1165, dok do usporavanja nije doslo u soju [IB1421
gdje se mutacija rpoS nalazi u pozadini MG1655 (Slika 12B).

Svaku krivulju rasta (Slika 11 i 12) dobila sam tako da sam uzela srednju vrijednost svih
mjerenja koja sam provela. U slu¢aju bakterijskih sojeva 11B1404 i 1IB1165 mjerenje sam
ponovila cetiri puta, kod bakterijskih sojeva 1IB1414, 1IB1421 i 1IB1425 tri puta, a kod
bakterijskog soja 11B1410 pet puta.
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Slika 12. Utjecaj mutacija gena rpoS i crl i ekspresije proteina Casl i Cas2 na brzinu rasta bakterijskih
stanica razli¢itih geneti¢kih pozadina. Krivulje rasta bakterijskih sojeva sa i bez ekspresije gena casl i
cas2. A — Bakterijski soj 11B1410 u genetickoj pozadini BW25113, mutant za gen rpoS (srednja
vrijednost za pet mjerenja). B — Bakterijski soj 11B1421 u genetickoj pozadini MG1655, mutant za gen
rpoS (srednja vrijednost za tri mjerenja). C — Bakterijski soj 11B1425 u geneti¢koj pozadini BW25113,

mutant za gen crl (srednja vrijednost za tri mjerenja).
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4.2. Efikasnost naivne adaptacije (ugradnja novih razmaknica)

Sporiji rast stanica tijekom druge i tre€e pasaze prilikom ekspresije proteina Casl i Cas2 mogao
bi se objasniti ugradnjom novih razmaknica. Metodom lancane reakcije polimerazom (PCR)
provjerila sam efikasnost naivne adaptacije, odnosno provjerila sam je li doslo do ugradnje nove
razmaknice u lokus CRISPR. Stanice sam lizirala nakon rasta preko no¢i i stani¢ni ekstrakt
koristila kao kalup za reakciju PCR. Nakon umnazanja DNA metodom PCR, provela sam
elektroforezu u 2% agaroznom gelu. Nakon toga gelove sam fotografirala i analizirala kako bih

istrazila efikasnost adaptacije.

Najprije sam istrazila efikasnost adaptacije (ugradnje razmaknice) u prva tri razlicita bakterijska
soja E. coli: 11B1404 (geneticka pozadina AB1157), 11B1165 (geneticka pozadina BW25113) i
11B1414 (geneticka pozadina MG1655).

Na Slici 13A nalazi se rezultat reakcije PCR u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1,
p2 i p3) u bakterijskom soju 11B1404 (geneti¢ka pozadina AB1157). Vidljiva je samo pocetna
vrpca od 662 pb §to nam govori da nije doslo do ugradnje nove razmaknice i u slucaju
transformacije bakterijskih plazmidom pEB628 (pCasl-Cas2) u odnosu na kontrolu (pBad-
HisA). Uzgoj bakterijskih stanica i provjera ugradnje razmaknice ponovljen je Cetiri puta, a

ovdje su prikazani reprezentativni rezultati.

Na Slici 13B nalazi se rezultat reakcije PCR u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (pl1,
p2 i p3) u bakterijskom soju 11B1165 (geneticka pozadina BW25113). Ovdje se u pasazi 2 i 3
pojavila jo$ jedna vrpca koja je dulja za priblizno 60 pb od pocetne vrpce (662 pb) u Stanicama
transformiranih s plazmidom pCasl-Cas2. To nam govori kako je u tim sojevima doslo do
ugradnje nove razmaknice, za razliku od stanica transformiranih s plazmidom pBad-HisA.
Uzgoj bakterijskih stanica ovog soja 1 provjera ugradnje razmaknice ponovljen je Cetiri puta, a

ovdje su prikazani reprezentativni rezultati.

Na Slici 13C nalazi se rezultat reakcije PCR u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (pl1,
p2 i p3) u bakterijskom soju 11B1414 (geneticka pozadina MG1655). Ponovo se vidi samo
pocetna vrpca od 662 pb Sto nam govori da nije doslo do ugradnje nove razmaknice ni u slucaju
transformacije bakterijskih stanica s praznim plazmidom (pBad-HisA) ni u sluéaju
transformacije s plazmidom pEB628 (pCasl-Cas2). Uzgoj bakterijskih stanica ovog soja i
provjera ugradnje razmaknice ponovljen je tri puta, a ovdje su prikazani reprezentativni

rezultati.
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Slika 13. Efikasnost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR. Produkti reakcije PCR analizirani su
u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1, p2 i p3). Bakterijski soj transformiran je plazmidom pBad-
HisA (negativna kontrola) i plazmidom pEB628 (eksprimira proteine Casl i Cas2 s plazmida). U prvoj
jazici nalazi se marker veli¢ina (M) DNA Gene Ruler 1 kb DNA Ladder. A — Efikasnost ugradnje novih
razmaknica u lokus CRISPR bakterijskog soja 11B1404 koji se nalazi u genetickoj pozadini AB1157.
Pokus je ponovljen Eetiri puta. B — Efikasnost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR bakterijskog
soja 11B1165 koji se nalazi u genetickoj pozadini BW25113. Bijele strelice ozna¢avaju novu vrpcu koja
je dulja ~60 pb od pocetne vrpce (662 pb). Pokus je ponovljen ¢etiri puta. C — Efikasnost ugradnje novih
razmaknica u lokus CRISPR bakterijskog soja 11B1414 koji se nalazi u genetickoj pozadini MG1655.
Pokus je ponovljen tri puta.

Na isti nacin istrazila sam efikasnost adaptacije (ugradnje razmaknice) u mutantima za
gene rpoS i crl. Radi se o bakterijskim sojevima 11B1410 i 11B1421 (mutanti za gen rpoS) te
11B1425 (mutant za gen crl).

Na Slici 14A nalazi se rezultat reakcije PCR u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1,

p2 i p3) u bakterijskom soju 11B1410 (mutant za gen rpoS). Moze se uociti da se u pasazi 2 i3
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pojavila jo$ jedna vrpca koja je dulja za priblizno 60 pb od pocetne vrpce (662 pb). To nam
govori kako je u tim sojevima doslo do ugradnje nove razmaknice. U bakterijskim stanicama
koje su bile transformirane plazmidom pBad-HisA te u bakterijskim stanicama transformiranih
s plazmidom pEB628 (prva pasaza), nije doSlo do ugradnje nove razmaknice — postoji samo
pocetna vrpca od 662 pb. Uzgoj bakterijskih stanica ovog soja i provjera ugradnje razmaknice

ponovljen je pet puta, a ovdje su prikazani reprezentativni rezultati.

Na Slici 14B nalazi se rezultat reakcije PCR u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1,
p2 i p3) u bakterijskom soju 11B1421 (mutant za gen rpoS). Vidljiva je samo pocetna vrpca od
662 pb sto nam govori da nije doSlo do ugradnje nove razmaknice u slucaju transformacije
bakterijskih stanica s praznim plazmidom (pBad-HisA), a ni u slu¢aju transformacije s
plazmidom pEB628 (pCasl-Cas2). Uzgoj bakterijskih stanica ovog soja i provjera ugradnje

razmaknice ponovljena je tri puta, a ovdje su prikazani reprezentativni rezultati.

Na Slici 14C nalazi se rezultat reakcije PCR u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1,
p2 i p3) u bakterijskom soju 11B1425 (mutant za gen crl). Vidljivo je kako se u nekim sojevima
(bakterijski sojevi transformirani plazmidom pEB628, pasaza 2 i 3) pojavila jo$ jedna vrpca
koja je dulja za priblizno 60 pb od pocetne vrpce (662 pb). To nam govori kako je i u tim
sojevima doslo do ugradnje nove razmaknice. Uzgoj bakterijskih stanica ovog soja i provjera

ugradnje razmaknice ponovljena je tri puta, a ovdje su prikazani reprezentativni rezultati.
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Slika 14. Efikasnost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR. Produkti reakcije PCR analizirani su
u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1, p2 i p3). Bakterijski soj transformiran je plazmidom pBad-
HisA (negativna kontrola) i plazmidom pEB628 (eksprimira proteine Casl i Cas2 s plazmida). U prvoj
jazici nalazi se marker veli¢ina (M) DNA Gene Ruler 1 kb DNA Ladder. A — Efikasnost ugradnje novih
razmaknica u lokus CRISPR bakterijskog soja 11B1410 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini BW25113
te je mutant za gen rpoS. Bijela strelica ozna¢ava novu vrpcu koja je dulja ~60 pb od pocetne vrpce (662
pb). Pokus je ponovljen pet puta. B — Efikasnost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR
bakterijskog soja 11B1421 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini MG1655 te je mutant za gen rpoS. Pokus
je ponovljen tri puta. C — Efikasnost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR bakterijskog soja
11B1425 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini BW25113. Bijele strelice ozna¢avaju novu vrpcu koja je

dulja ~60 pb od pocetne vrpce (662 pb). Pokus je ponovljen tri puta.
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4.3. Ovisnost ugradnje razmaknica o fazi rasta

Kako sam primijetila da su stanice 11B1165 (divlji tip, wt) u prisutnosti plazmida pCas1-
Cas2 rasle sporije u usporedbi sa stanicama s ,,praznim* plazmidom pBad-HisA (Slika 11A) i
kako su ugradile nove razmaknice (Slika 13), zeljela sam istraziti u kojoj fazi rasta se ona
dogada. Uzela sam uzorke bakterijskih stanica nakon 4 sata inkubacije i nakon rasta preko no¢i,
no samo za drugu i treCu pasazu jer se ugradnja nije dogadala u prvoj pasazi. Ugradnju
razmaknica analizirala sam na isti na¢in kako je opisano ranije. Uzorke stanica koje su rasle 4
sata oznacila sam oznakom log. Slika 15 pokazuje kako je ugradnja razmaknica u lokus
CRISPR nastupila nakon 4 sata u drugoj pasazi (p210g) i da je ostala slicnog intenziteta i nakon
rasta preko noci (p2). Isto se dogodilo i u tre¢oj pasazi (p3log ~ p3). To nam govori da se
ugradnja razmaknice dogada tijekom rane log faze rasta i da se poslije ne ugraduju nove
razmaknice. Uzgoj bakterijskih stanica ovog soja i provjera ugradnje razmaknice ponovljena je

tri puta, a ovdje su prikazani reprezentativni rezultati.

M pl p2 p3 pl p2, p2 p3 P3

pBad-HisA (-) pEB628
(pCasl1-Cas2)

Slika 15. Efikasnost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR. Produkti reakcije PCR analizirani su
u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1, p2 i p3). Uzorci su uzeti nakon 4 sata (p2ieg, P3iog) | Nakon
rasta preko no¢i u drugoj i tre¢oj pasazi. Bakterijski soj transformiran je plazmidom pBad-HisA
(negativna kontrola) i plazmidom pEB628 (eksprimira proteine Casl i Cas2 s plazmida). U prvoj jaZici
nalazi se marker veli¢ina (M) DNA Gene Ruler 1 kb DNA Ladder. Ugradnja razmaknica u lokus CRISPR
nastupila je nakon 4 sata i ostala je sli¢nog intenziteta i nakon rasta preko noci. Pokus je ponovljen tri

puta.
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4.4. Utjecaj geneticke pozadine na ekspresiju proteina Casl i Cas2

Kako bih potvrdila postoji li povezanost izmedu koli¢ine proteina Casl i Cas2, brzine rasta i
efikasnosti adaptacije, izolirala sam ukupne proteine iz prekono¢ne kulture (druge pasaze jer se
tada uoCava ugradnja nove razmaknice). Nakon toga izmjerila sam koncentraciju ukupnih
proteina u bakterijskim sojevima E. coli koriste¢i metodu po Bradfordu. Vrijednosti

koncentracija ukupnih proteina prikazane su u Tablici 18.

Tablica 18. Srednje izmjerene vrijednosti koncentracije proteina za sojeve 11B1165, 11B1410, 11B1425,
11B1404, 11B1414 i 11B1421 prije nanoSenja na gel SDS-PAGE.

Koncentracija proteina / mg mL™?

plazmid
Bakterijski soj pBad-HisA pEB628 (pCasl-Cas2)
11B1165 0,58 0,71
11B1410 0,88 0,92
11B1425 0,37 0,54
11B1404 1,14 1,15
11B1414 141 1,29
11B1421 0,96 0,93

Kako bih razdvojila proteine, provela sam elektroforezu u poliakrilamidnom gelu u
prisutnosti natrijeva dodecil sulfata (SDS-PAGE). Nakon toga skenirala sam gelove te

analizirala ekspresiju proteina Casl i Cas2 u bakterijskim sojevima.

Rezultati prikazani na Slici 16A prikazuju vrpce ukupnih proteina iz bakterijskih sojeva
[IB1165 (geneticka pozadina BW25113), [IB1414 (geneticka pozadina MG1655) 1 11B1404
(geneticka pozadina AB1157) transformiranih ,,praznim* plazmidom pBad-HisA i plazmidom
pEB628 koji sadrzi gene za proteine Casl i Cas2. U prvoj jazici nalazi se 2 pL. markera veli¢ina
Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-Rad), dok se u ostalih Sest jazica nalaze uzorci
koji su pripremljeni tako da se u svakoj jazici nalazi 4,5 pug ukupnih proteina iz prethodno

spomenutih bakterijskih sojeva E. coli. U jazicama ozna¢enim brojevima 1, 3 i 5 nalaze se
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bakterijski sojevi (redom 11B1165, 11B1414 i 11B1404) transformirani praznim plazmidom
pBad-HisA. U jaZzicama oznacenim brojevima 2, 4 i 6 nalaze se bakterijski sojevi (redom
1IB1165, 1IB1414 i 1IB1404) transformirani plazmidom pEB628 koji sadrzi gene za proteine
Casl i Cas2.

Vizualnom analizom gela nakon provedbe SDS-PAGE elektroforeze, moze se uociti da
su proteini ravnomjerne koncentracije u svim ispitivanim sojevima, ali da se uo¢avaju odredene
razlike u intenzitetima pojedinih vrpca $to je posljedica razli¢itih pozadina (Slika 16A). Jaca
vrpca koja po veli¢ini odgovara molekulskoj masi proteina Casl (33,2 kDa), moze se uociti u
jazici 2 na Slici 16A s§to odgovara soju I1IB1165 + pCas1-Cas2. Veli¢ina kompleksa Cas1 i Cas2
ocekuje se oko 72 kDa (Nuifiez i sur. 2014), Sto odgovara veli€ini trimera, medutim ne uocava

se u niti jednom soju.

Na isti nacin su analizirane vrpce ukupnih proteina iz bakterijskih sojeva 11B1410 i
11B1421 (mutanti za gen rpoS) i 11B1425 (mutant za gen crl) transformiranih ,,praznim*
plazmidom pBad-HisA i plazmidom pEB628 koji sadrzi gene za proteine Casl i Cas2 (Slika
16B). U jazicama oznacenim brojevima 1, 3 i 5 nalaze se bakterijski sojevi (redom 11B1410,
11B1421 i 11B1425) transformirani ,,praznim* plazmidom pBad-HisA. U jazicama ozna¢enim
brojevima 2, 4 i 6 nalaze se bakterijski sojevi (redom 11B1410, 11B1421 i 11B1425)
transformirani plazmidom pEB628 koji sadrzi gene za proteine Casl i Cas2. Na Slici 16B se u
jazicama 2 1 3 moZze uocCiti jedna jaca vrpca na ~33,2 kDa Sto odgovara molekulskoj masi

proteina Casl. Protein Cas2 je veoma malen (10, 5 kDa) te on nije vidljiv na gelu.
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Slika 16. Analiza uzoraka ukupnih proteina bakterijskih sojeva E. coli SDS-PAGE elektroforezom. U

prvoj jazici nalazi se marker veli¢ina (M) Precision Plus Protein All Blue Standards. U ostalih Sest
jazica nalaze se ukupni proteini razli¢itih bakterijskih sojeva E. coli. Zutim strelicama oznacen je protein
Casl (33,2 kDa) (A) — U jazicama se nalaze redom sojevi: 1 — 11B1165 + pBad-HisA, 2 — 1I1B1165 +
PEB628, 3 - 11B1414 + pBad-HisA, 4 — 11B1414 + pEB628, 5 — 11B1404 + pBad-HisA, 6 — 11B1404 +
PEB628. (B) — U jazicama se nalaze redom sojevi: 1 — 11B1410 + pBad-HisA, 2 — 11B1410 + pEB628,
3-11B1421 + pBad-HisA, 4 — 11B1421 + pEB628, 5 — 11B1425 + pBad-HisA, 6 — 11B1425 + pEB628.
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Kako bih bolje razumjela razlog manje u¢inkovite ugradnje razmaknice u prvoj pasazi (Slika
17A), pratila sam koli¢ine proteina Casl i Cas2 u stanicama bakterijskog soja 11B1165 (u
geneti¢koj pozadini BW25113). Provela sam SDS-PAGE elektroforezu, metodu PCR i agaroznu
elektroforezu na istim bakterijskim stanicama. Protein Cas2 vrlo je mali te nije prisutan u gelu,
ali je protein Casl lako uocljiv i prisutan je u velikoj koli¢ini u svim pasazama, no ne$to manje
u prvoj pasazi unato¢ dodanoj arabinozi (Slika 17B). To ukazuje da je za ugradnju razmaknica

ocito potrebna velika koli¢ina proteina Cas1 i1 Cas2, a koja se ne mozZe posti¢i unutar 4 sata rasta

kad se dogada ugradnja.
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Slika 17. Ekspresija proteina Casl i Cas2 tijekom faze adaptacije bakterijskog soja 11B1165 (wt) koji se
nalazi u bakterijskom soju BW25113. A — Efikasnost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR.
Produkti reakcije PCR analizirani su u 2% agaroznom gelu nakon tri pasaze (p1, p2 i p3). Bakterijski
soj transformiran je plazmidom pBad-HisA (negativna kontrola) i plazmidom pEB628 (eksprimira
proteine Casl i Cas2 s plazmida). U prvoj jazici nalazi se marker veli¢ina (M) DNA Gene Ruler 1 kb
DNA Ladder. B — Analiza uzoraka ukupnih proteina SDS-PAGE elektroforezom. U prvoj jazici nalazi
se marker veli¢ina (M) Precision Plus Protein All Blue Standards, dok u iducih $est jazica: 1 — 11B1165
+ pBad-HisA (pl) 2 - 11B1165 + pCasl-Cas2 (pl) 3 — 11B1165 + pBad-HisA (p2) 4 — 1I1B1165 + pCas
1,2 (p2) 5—11B1165 + pBad-HisA (p3) 6 — 11B1165 + pCas1-Cas2 (p3). Zute strelice oznadavaju protein
Casl (33 kDa). Protein Cas2 vrlo je malen (10,5 kDa) i nije vidljiv u gelu.

51



5. RASPRAVA

5.1. Naivna adaptacija

Tijekom naivne adaptacije, prve faze obrambenog imunoloSkog sustava CRISPR-Cas,
bakterijska stanica stjeCe i ugraduje novu razmaknicu u lokus CRISPR. Razmaknice su
porijeklom iz virusa ili plazmida s kojim se stanica prije nije susrela. Za uspje$nu ugradnju
razmaknica potrebni su samo proteini Casl i Cas2, odnosno njihova prekomjerna ekspresija, a
ostali geni cas nisu potrebni (Monsterd i sur. 2020). Kako bih omogucila prekomjernu
ekspresiju gena casl i cas2, bakterijske sojeve transformirala sam s plazmidom pEB628
(pCasl-Cas2). Kao negativnu kontrolu koristila sam bakterijske sojeve transformirane s
,praznim“ plazmidom pBad-HisA. Svi bakterijski sojevi koje sam Koristila imali su
inaktivirane gene cas (genotipa: Acas3::apraA(casC-casl)::FRT) kako ne bi doslo do
autoimunosti uslijed ugradnje razmaknice s kromosoma. Dodatkom 0,2%-tne otopine L-

arabinoze potaknula sam ekspresiju proteina Casl i Cas2 s plazmida.

5.1.1. Utjecaj geneti¢ke pozadine na naivnu adaptaciju

Jedan od ciljeva ovog istraZivanja bio je istraziti utjece li geneticka pozadina na efikasnost
adaptacije u bakteriji E. coli. Koristila sam razli¢ite genetic¢ke pozadine (razlika u nekoliko
gena) tri poznata bakterijska soja E. coli — BW25113, MG1655 i AB1157. Za sva tri soja
odredila sam krivulje rasta mjere¢i ODsgo, ugradnju razmaknica metodom PCR i koli¢ine

eksprimiranih proteina elektroforezom SDS-PAGE.

Geneticka pozadina BW25113

Najprije sam istraZila kakva je efikasnost adaptacije u bakterijskom soju divljeg tipa [IB1165
geneticke pozadine BW25113. Bakterijski sojevi ove geneticke pozadine imaju deletirane gene
za operone lac, ara i rha te su idealni za geneticka istraZivanja u slucaju kada se trebaju

inducirati geni s plazmida (Grenier i sur. 2014).

Na temelju analize krivulja rasta primijetila sam kako se brzina rasta bakterijskih stanica
transformiranih s plazmidom pCas1-Cas2 usporila u usporedbi s kontrolnim vektorom pBad-
HisA tijekom druge i tree pasaze (Slika 11A). Analizom lokusa CRISPR (Slika 13B)
primijetila sam kako je doSlo do ugradnje razmaknice u lokus CRISPR samo tijekom druge i
tre¢e pasaze. Navedeni rezultati su u skladu s istrazivanjem Marina Radov¢ica (2021) koji je u
svojoj doktorskoj disertaciji takoder uocio istu pojavu kod soja IIB1165. On je zamijetio da

dolazi do ugradnje nove razmaknice u stanicama koje su bile transformirane plazmidom pCasl-
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Cas2, dok do ugradnje razmaknice nije doSlo u soju s kontrolnim vektorom pBad-HisA.
Takoder, zamijetio je kako se intenzitet ugradnje nove razmaknice pojacava s brojem pasaza te
je unjegovom istrazivanju intenzitet ugradnje razmaknice bio najveci u tre¢oj pasazi (Radovcic¢
2021). Slicno su pokazala istrazivanja Ida Yosefa (2012) koji je u bakterijskom soju IYB5101
takoder primijetio kako inducirana ekspresija proteina Casl i Cas2 u bakteriji E. coli rezultira
stjecanjem razmaknica u lokus CRISPR (Yosef i sur. 2012). Stoga sam pretpostavila da bi
razlog smanjenja brzine rasta mogla biti ugradnja razmaknice u lokus CRISPR pomocu
eksprimiranih proteina Casl i Cas2. Kako bih to detaljnije istrazila, izolirala sam ukupne
proteine iz bakterija nakon tri pasaze te ih analizirala SDS-PAGE elektroforezom (Slika 16A).
Protein Casl se mogao uociti kao jac¢a vrpca veli¢ine oko 33 kDa koja nije vidljiva u soju s
kontrolnim vektorom, dok je protein Cas2 premali i nije se vidio na gelu (Slika 17A i B). Protein
Cas2 mogla bih vidjeti ukoliko bih koristila ve¢u koncentraciju gela za razdvajanje prilikom
SDS-PAGE elektroforeze. Povecanjem koncentracije poliakrilamidnog gela mogu se
vizualizirati manji proteini, no u tom slucaju i samo trajanje elektroforeze moralo bi biti dulje

kako bi se svi proteini uspjesno razdvojili.

Uocila sam da je koli¢ina proteina Cas1 povecana u sve tri pasaze, a narocito je izraZzena
u drugoj i trecoj pasazi. Manja koli¢ina proteina Cas1 u prvoj pasazi ukazivala je da mozda nije
dovoljna za efikasnu ugradnju. Kako bih doznala u kojoj se fazi rasta dogada ugradnja
razmaknice, analizirala sam ugradnju razmaknica nakon 4 sata inkubacije i nakon rasta preko
noci. Uocila sam da do ugradnje razmaknice dolazi tijekom rane log faze rasta, odnosno tijekom
prva 4 sata jer se tad pojavila nova vrpca na gelu sli¢nog intenziteta kao nakon rasta preko no¢i
(Slika 15). Na temelju svega navedenog, zakljucila sam da je smanjena koli¢ina proteina Cas1
i Cas2 u prvoj pasaZi i ¢injenica da se ugradnja razmaknice dogada u ranoj log fazi rasta

vjerojatni razlog zaSto se u prvoj pasazi ugradnja razmaknica ne dogada.

Geneticka pozadina MG1655

Zatim sam istraZivala efikasnost adaptacije u bakterijskom soju 1IB1414 koji se nalazi u
genetickoj pozadini MG1655. Bakterijski sojevi ove genetiCke pozadine imaju aktivne sve
gene, ukljucujuéi i gene za arabinozni operon. To moze dovesti do problema s indukcijom gena
koji su pod kontrolom pBAD promotora jer ¢e aktivni arabinozni operon dovesti do konverzije
L-arabinoze u D-ksiluloza-5-fosfat koji potom ulazi u put pentoza fosfata (Gross i Englesberg

1959) i ponistava indukciju.
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Analizom krivulja rasta, agaroznih gelova i gelova SDS-PAGE elektroforeze uocila sam
kako ovaj soj raste puno brze u odnosu na soj I1B1165 (Slika 11C), nije zamijeé¢ena ugradnja
razmaknice u lokus CRISPR (Slika 13C), a takoder nije doslo ni do ekspresije proteina Casl i
Cas2 (Slika 16A). Ovi rezultati ukazuju da je razlog neuspjele adaptacije vjerojatno nedostatak

L-arabinoze koja se razgradila i nije inducirala dovoljne koli¢ine proteina Casl i Cas2.

Da bih omoguc¢ila ekspresiju proteina Casl 1 Cas2 u ovoj soju, trebala bih koristiti
drugaciji induktor. Jedan Cesti nacin kako se to moze posti¢i bio bi koristiti promotore koje
prepoznaje T7-RNA-polimeraza (Yosef i sur. 2012). Da bi se to napravilo, geni casl i cas2 na
plazmidu trebali bi se staviti pod kontrolu T7 promotora, a u genom bi se trebao dodati gen za
T7-RNA polimerazu (RNA polimeraza iz faga T7) koja bi trebala biti pod nekim induktorom,
recimo promotorom od lac operona koji moze aktivirati induktor IPTG (izopropil-1-tio-p-D-
galaktopiranozid). Ovaj induktor bi inducirao ekspresiju T7-RNA polimeraze, ne bi se
razgradio jer nije supstrat za [ galaktozidazu, i doveo bi do ekspresije proteina Casl i Cas2
(Chao i sur. 1995). Kako smo ovaj soj koristili kao kontrolu da bi pokazali kako adaptacija ovisi

o velikoj koli¢ini proteina Casl i Cas2, ove pokuse nisam radila, ali César Diez-Villasefior

(2013) je pokazao da je ovakav pristup moguc i uspjesan, ali i mnogi drugi (Yosef i sur. 2012).

Geneticka pozadina AB1157

| na kraju istrazivala sam efikasnost adaptacije u bakterijskom soju 11B1404 koji se nalazi u
genetickoj pozadini AB1157. Bakterijski sojevi ove geneticke pozadine imaju jako puno
mutacija koje su opisane u Tablici 1. Imaju | mutacije u genima rpoS i crl, koje nismo trebali
unositi u drugom dijelu istrazivanja kada samo ispitivali utjecaj tih gena na efikasnost

adaptacije.

Na temelju krivulje rasta (Slika 11B), agarozne gel elektroforeze (Slika 13A) i SDS-
PAGE gela (Slika 16A) mogu zakljuciti kako su rezultati identi¢ni kao i u slucaju bakterijskog
soja 11B1414. U ovom soju nije doslo do ugradnje razmaknice u lokus CRISPR vjerojatno zato
jer je prisutno jo§ puno drugih mutacija koje nisu opisane u ovoj geneti¢koj pozadini te je
vjerojatno jedna od tih nepoznatih mutacija utjecala na rezultat. lako ovaj soj ima mutacije u

genima araC i lac, ¢ini se da ipak nije idealan za indukciju gena casl i cas2 s plazmida.

5.1.2. Utjecaj gena rpoS i crl na naivnu adaptaciju

U drugom dijelu ovog istrazivanja htjela sam vidjeti utjecu li geni rpoS i crl na efikasnost
adaptacije u bakteriji E. coli. Koristila sam dva razli¢ita soja u kojima je mutiran gen rpoS —
1IB1410 (geneticka pozadina BW25113) i 1IB1421 (geneticka pozadina MG1655) te soj
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[IB1425 (geneticka pozadina BW25113) u kojem je mutiran gen crl. U genetickoj pozadini
AB1157 ve¢ postoji mutacija gena rpoS i crl stoga ih nisam morala uvoditi u toj geneti¢koj

pozadini (htjela sam provjeriti jesu li odgovorni za neefikasnu adaptaciju).

Na temelju agarozne gel elektroforeze i analize SDS-PAGE gela primijetila sam kako u
slu¢aju bakterijskih sojeva I1IB1410 (mutant za gen rpoS) i 11B1425 (mutant za gen crl) dolazi
do ugradnje razmaknice u lokus CRISPR (Slika 13A i C) te da je doslo do povecane ekspresije
proteina Casl i Cas2 (Slika 16B). Na temelju njihovih krivulja rasta (Slika 12A i C) primijetila
sam kako se brzina rasta bakterijskih stanica s plazmidom pCas1-Cas2 usporila, vjerojatno
upravo zbog ugradnje razmaknice u lokus CRISPR. Na temelju toga mogu zakljuciti kako ti
geni ne utjeCu na efikasnost naivne adaptacije u bakteriji E. coli zato jer su isti rezultati dobiveni
i usoju I1B1165 (Slika 11A, 13B i 16A) u kojem ti geni nisu mutirani. Jedino je neobi¢no
koliko je mutacija rpoS smanjila brzinu rasta stanica iako nije utjecala na ugradnju razmaknica
(Slika 12). Brzina se smanjila i u soju s kontrolnim vektorom §to ukazuje da postoji problem u
rastu rpoS stanica transformiranih s plazmidom. Op¢enito sam primijetila da je ovog mutanta

bilo teze transformirati, §to je takoder primijeceno u istrazivanju Zhang i sur. (2012).

Na kraju, analizirala sam bakterijski soj [IB1421 (geneticka pozadina MG1655) koji u
sebi nosi mutaciju za gen rpoS. Na temelju agarozne gel elektroforeze i analize SDS-PAGE
gela zamijetila sam kako nije doslo do ugradnje razmaknice u lokus CRISPR (Slika 14B) te isto
tako nije doslo ni do ekspresije proteina Casl i Cas2 (Slika 16B). Primijetila sam kako nije
doslo ni do usporavanja rasta (Slika 12B), §to je i o¢ekivano s obzirom da u ovom soju ne dolazi
do ugradnje razmaknice u lokus CRISPR (Slika 14B). Ovi rezultati suprotni su od rezultata
dobivenih za soj 11B1410 (Slika 14A i 16B) u kojem je takoder gen rpoS bio mutiran. No taj
rezultat nije neobican, jer ni u soju [IB1414 u kojem je gen rpoS bio aktivan nije doslo do
ugradnje razmaknice (Slika 13C) kao ni do ekspresije proteina Casl i Cas2 (Slika 16A). Stoga
mogu zakljuciti kako je geneticka pozadina MG1655 imala utjecaj na rezultat te se utjecaj

mutacije rpoS nije mogao istraziti.

Do sad nisu provodena istrazivanja u kojima bi se ispitivao ucinak gena rpoS i crl na
stvaranje imunosti sustavom CRISPR-Cas. RpoS je alternativni sigma faktor koji prepoznaje
promotore odredenih gena, $to kod bakterije E. coli iznosi ¢ak oko 10% svih gena. Za gen rpoS
pokazano je da sudjeluje u odgovoru stanice na stres (toplina, pH, UV zracenje, oksidativni
stres, gladovanje), gene koje regulira pomazu stanici adaptaciju na ulazak u stacionarnu fazu

rasta, a smatra se da ima veliku ulogu na fiziologiju stanica i tijekom eksponencijalnog rasta
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(Dong i sur. 2008). Kako je protein RpoS uklju¢en u mnoge stani¢ne procese i regulira veliki
broj gena, u slucaju da gen rpoS utjece na adaptaciju tada bi istrazivanja trebalo prosiriti i na
gene koje on regulira te provjeriti njihovu ulogu. To bi bilo jako zahtjevno, kompleksno i
dugotrajno istrazivanje. lako mutacija rpoS nije utjecala na ugradnju razmaknica, svakako je
utjecala na rast stanica S$to ukazuje na mogucu interakciju s genima sustava CRISPR-Cas na
razini fiziologije stanice. U istrazivanju nisam mijenjala pH, izlagala stanice oksidativhom
stresu ili izgladnjivala, ali postoji moguénost da bi u takvim uvjetima protein RpoS imao u¢inak

na stvaranje imunosti sustavom CRISPR koji bi bilo zanimljivo istraziti u buduénosti.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju analize dobivenih rezultata i usporedbe s literaturnim podacima do$la sam do

sljede¢ih zakljucaka:

o Bakterijski sojevi koji su brzo rasli nisu eksprimirali proteine Casl i Cas2. Oni koji jesu,

rasli su sporije $to je posljedica ugradnje razmaknice u lokus CRISPR.

e Ugradnja razmaknica u lokus CRISPR dogada se u ranoj log fazi, unutar 4 sata rasta od

presadivanja u svjezi tekuc¢i medij.

e Usporeni rast stanica i ugradnja razmaknica uocena je samo u geneti¢koj pozadini
BW25113.

e U genetickoj pozadini AB1157 ne dolazi do ugradnje razmaknice u lokus CRISPR jer je to

s0j s puno mutacija od kojih jedna (ili vi$e) inhibiraju ugradnju.

e U genetickoj pozadini MG1165 ne dolazi do ugradnje razmaknice u lokus CRISPR jer su u

tom soju aktivni svi inducibilni operoni koji ometaju indukciju gena s plazmida.

e Geni rpoS i crl nemaju ulogu u izgradnji CRISPR imunosti procesom naivne adaptacije.
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 28. svibnja 1998. godine u Cakovcu. Zavrsila sam Osnovnu §kolu Strigova 2013.
godine, a te iste godine upisala opéu gimnaziju u Gimnaziji Josipa Slavenskog Cakovec.
Srednju $kolu zavr$ila sam 2017. godine te sam nakon toga, te iste godine, upisala Integrirani
preddiplomski i diplomski studij Biologije i kemije — smjer nastavni¢ki na Prirodoslovno-

matemati¢kom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Tijekom zadnje godine studija odradila sam metodicku praksu iz biologije u V. gimnaziji i
metodicku praksu iz kemije u Osnovnoj §koli Rudes. Nakon odradenih praksi stekla sam puno
novog i zivotnog iskustva, stekla socijalne vjestine i iskusila kako je to raditi s ucenicima.
Diplomski rad radila sam na Zavodu za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka pod
vodstvom izv. prof. dr. sc. Ivane Ivanci¢ Bace i mag. biol. mol. Damjana Miti¢a na temu
,Utjecaj brzine rasta na efikasnost adaptacije sustavom CRISPR-Cas u bakterija Escherichia

coli razli¢itih geneti¢kih pozadina®.

U sklopu provedbe projekta Mobilni ZEZ centar Udruge Profesor Baltazar iz Zagreba prosla
sam edukaciju na Institutu Ruder Boskovi¢ pod nazivom ,Kako provoditi radionice
popularizacije znanosti“. U sklopu tog istog projekta volontirala sam kao edukator u osnovnim
Skolama diljem Republike Hrvatske. Moje volontiranje sastojalo se od pripreme materijala i
lokacije na kojoj sam provodila radionice te provedba samih radionica iz podrucja kemije i
biologije. Volontirala sam i na projektu STEM edukatori Instituta za popularizaciju znanosti
kao volonter edukator u sklopu ¢ega sam takoder posjecivala osnovne Skole 1 pokuSala uc¢enike
zainteresirati za STEM podruc¢je. U sklopu fakulteta prikljucila sam se studentskoj sekciji
Hrvatskog kemijskog drustva — Znanstvene carolije. One su mi omogucile da djeli¢ svog
kemijskog znanja prenesem najmladima te ih potaknem da zavole kemiju od malih nogu.
Posjetila sam brojne vrtice 1 Skole u Zagrebu te djeci kroz jednostavne kemijske pokuse
prenosila brojna kemijska znanja. Takoder, sudjelovala sam u izvedbi popularno-znanstvene
manifestacije Otvoreni dan Kemije (koji je dio cjelodnevnog dogadanja Dan i no¢ na PMF-u)
gdje smo na zanimljiv naCin prezentirali uenicima srednjih Skola sve sadrzaje koje fakultet
nudi te ih pokusali §to vise zainteresirati da postanu buduéi studenti PMF-a. Sudjelovala sam u
projektu Geoekoloska studija Parka Maksimir i Znacajnog krajobraza Savica u kojem sam
anketirala ljude na podru¢ju Parka Maksimir te na taj nain razvijala svoje vjeStine
komuniciranja, a naucila i ponesto o ekosustavu. Takoder bila sam i dio projekta u sklopu
fakulteta — Sustav mentorstva, u kojem sam imala ulogu mentorice — pomagala sam
studentima nizih godina da se Sto lakSe snadu na fakultetu, predavanjima, s profesorima,
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literaturom i ostalim aspektima studiranja. U lipnju 2022. godine sudjelovala sam u
regionalnom ljetnom kampu u Ivanovim Koritima (Crna Gora) u sklopu Horizont 2020
projekta TeRRIFICA. Ljetni kamp bavio se temom klimatskih promjena, a na$ zadatak bio je
osmisliti klimatski svjestan grad 2030. godine. U listopadu 2022. godine sudjelovala sam kao

pasivni sudionik na 7. Simpoziju studenata kemicara.
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9. PRILOZI

Ovaj rad sastoji se od 6 priloga. Svaki od priloga sadrzi tablicu i graficki prikaz srednjih
vrijednosti opticke gustoce jednog od Sest razli¢itih bakterijskih sojeva E. coli koji se nalazi u
jednoj od tri razli¢ite geneticke pozadine (BW25113, MG1655 1 AB1157).

Popis priloga:

Prilog 1. Soj IIB1404 (geneticka pozadina AB1157).
Prilog 2. Soj IIB1165 (geneticka pozadina BW25113).
Prilog 3. Soj 1IB1410 (geneti¢ka pozadina BW25113).
Prilog 4. Soj [1B1425 (geneticka pozadina BW25113).
Prilog 5. Soj 1IB1414 (geneticka pozadina MG1655).

Prilog 6. Soj IIB1421 (geneticka pozadina MG1655).



Prilog 1.

Tablica P1. Srednje vrijednosti (za Cetiri mjerenja) opticke gustoce soja 11B1404 koji se nalazi u
geneti¢koj pozadini AB1157. Izmjerene su vrijednosti opti¢ke gusto¢e (ODsggo) kroz 240 minuta u tri
uzastopne pasaze (1., 2., 3.). U jedan soj dodan je plazmid pBad-HisA, a u drugi plazmid pEB628
(pCasl-Cas2).

11B1404
ODesoo  pBad-HisA pEB628  pBad-HisA PEB628 pBad-HisA pPEB628
t/ min 1) 1. (2.) (2) (3.) (3.)
30 0,06 0,055 0,045 0,05 0,06 0,0275
60 0,08 0,075 0,09 0,055 0,065 0,0825
90 0,105 0,075 0,2025 0,1925 0,1875 0,1775
120 0,205 0,1525 0,37 0,3275 0,3275 0,3625
150 0,39 0,2675 0,735 0,63 0,623333 0,82
180 0,64 0,4575 1,1975 1,0975 1,093333 1,4
210 0,8675 0,75 1,64 1,5775 1,5325 1,685
240 1,0525 1,015 1,97 1,92 1,8575 1,9475
11B1404
<18
C s
1.4
1.2
1
0.8
0.6
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——pCasl-Cas2 (1.) —e—pCas1-Cas2 (2.) —e—pCas1-Cas2 (3.)

Slika P1. Srednje vrijednosti opti¢ke gustoée soja IIB1404 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini AB1157

transformiran ,,praznim* plazmidom pBad-HisA i plazmidom pCas1-Cas2.



Prilog 2.

Tablica P2. Srednje vrijednosti (za Cetiri mjerenja) opti¢ke gustoce soja IIB1165 koji se nalazi u
geneti¢koj pozadini BW25113. Izmjerene su vrijednosti opticke gustoce (ODsoo) Kroz 240 minuta u tri
uzastopne pasaze (1., 2., 3.). U jedan soj dodan je plazmid pBad-HisA, a u drugi plazmid pEB628
(pCasl-Cas2).

11B1165
ODsoo  pBad-HisA pEB628  pBad-HisA PEB628 pBad-HisA pPEB628
t/ min (1) (1) (2.) (2) (3) (3.
30 0,02 0,0425 0,015 0,01 0,045 0,035
60 0,035 0,0575 0,065 0,0475 0,025 0,025
90 0,06 0,0625 0,0675 0,035 0,065 0,035
120 0,1125 0,14 0,16 0,06 0,1375 0,065
150 0,1 0,233333 0,31 0,1325 0,335 0,155
180 0,25 0,43 0,575 0,255 0,645 0,3425
210 0,51 0,705 0,9 0,4725 0,945 0,6125
240 0,8375 0,965 1,19 0,8025 1,2625 0,91
I1IB1165
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Slika P2. Srednje vrijednosti opti¢ke gustoce soja IIB1165 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini
BW25113 transformiran ,,praznim® plazmidom pBad-HisA i plazmidom pCas1-Cas2.



Prilog 3.

Tablica P3. Srednje vrijednosti (za pet mjerenja) opticke gustoé¢e soja IIB1410 Kkoji se nalazi u
geneti¢koj pozadini BW25113. Izmjerene su vrijednosti opticke gustoce (ODsoo) Kroz 240 minuta u tri
uzastopne pasaze (1., 2., 3.). U jedan soj dodan je plazmid pBad-HisA, a u drugi plazmid pEB628
(pCasl-Cas2).

11B1410
ODesoo  pBad-HisA pEB628  pBad-HisA PEB628 pBad-HisA pPEB628
t/ min (1) (1) 2) 2) (3) (3)
30 0,026667 0,01 0,026 0,026 0,038 0,05
60 0,023333 0,03 0,04 0,036 0,034 0,028
90 0,076667 0,07 0,03 0,058 0,02 0,028
120 0,156667  0,156667 0,042 0,046 0,022 0,048
150 0,25 0,1 0,058 0,06 0,058 0,04
180 0,42 0,14 0,076 0,076 0,092 0,058
210 0,836667  0,596667 0,138 0,092 0,232 0,118
240 1,136667 = 0,783333 0,318 0,17 0,424 0,196
11B1410
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Slika P3. Srednje vrijednosti opticke gustoce soja IIB1410 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini

BW25113 transformiran ,,praznim® plazmidom pBad-HisA i plazmidom pCas1-Cas2.



Prilog 4.

Tablica P4. Srednje vrijednosti (za tri mjerenja) opti¢ke gustoce soja [IB1425 koji se nalazi u geneti¢koj

pozadini BW25113. Izmjerene su vrijednosti opticke gustoée (ODegoo) kroz 240 minuta u dvije uzastopne

pasaze (2. i 3.). U jedan soj dodan je plazmid pBad-HisA, a u drugi plazmid pEB628 (pCasl-Cas2). Za

ovaj bakterijski soj mjerila sam samo drugu i treCu pasazu zato jer sam primijetila da je prva jako varirala

i zbog toga sam ju prestala mjeriti.

ODsoo
t/ min
30
60
90
120
150
180
210
240
1.4
%8 1.2
1
0.8
0,6
0.4
0.2

11B1425
pBad-HisA pPEB628 pBad-HisA pPEB628
(2) (2) @3) 3)
0,013333 0,03 0,06 0,023333
0,043333 0,02 0,043333 0,046667
0,076667 0,046667 0,06 0,03
0,226667 0,076667 0,08 0,063333
0,423333 0,203333 0,166667 0,076667
0,723333 0,403333 0,343333 0,21
1,006667 0,656667 0,616667 0,396667
1,293333 0,923333 0,883333 0,63
11B1425
30 60 90 120 150 180 210 240
t/ min

pBad-HisA (2.)

pBad-HisA (3))

pCasl-Cas2 (2.) —e—pCasl-Cas2 (3.)

Slika P4. Srednje vrijednosti opticke gustoce soja 1IB1425 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini

BW25113 transformiran ,,praznim® plazmidom pBad-HisA i plazmidom pCas1-Cas2.
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Prilog 5.

Tablica P5. Srednje vrijednosti (za tri mjerenja) opti¢ke gustoce soja [IB1414 koji se nalazi u geneti¢koj
pozadini MG1655. Izmjerene su vrijednosti opticke gustoce (ODsoo) kroz 240 minuta u tri uzastopne
pasaze (1., 2., 3.). U jedan soj dodan je plazmid pBad-HisA, a u drugi plazmid pEB628 (pCas1-Cas2).

11B1414
ODsoo  pBad-HisA pEB628  pBad-HisA PEB628 pBad-HisA pEB628
t/ min (1. (1) (2.) (2) (3.) €D
30 0 0,033333  0,056667 0,046667 0,046667 0,063333
60 0,023333 0,09 0,093333 0,096667 0,093333 0,11
90 0,033333 0,166667  0,186667 0,17 0,156667 0,226667
120 0,03 0,276667  0,346667 0,423333 0,28 0,446667
150 0,043333 0,526667  0,576667 0,666667 0,453333 0,803333
180 0,053333 0,73 0,996667 1,093333 0,813333 1,15
210 0,1 1,126667 1,346667 1,423333 1,17 1,543333
240 0,146667 1,45 1,603333 1,69 1,526667 1,806667
11B1414
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Slika P5. Srednje vrijednosti opticke gustoce soja [IB1414 koji se nalazi u geneti¢koj pozadini MG1655
transformiran ,,praznim* plazmidom pBad-HisA i plazmidom pCas1-Cas2.
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Prilog 6.

Tablica P6. Srednje vrijednosti (za tri mjerenja) opti¢ke gustoce soja [IB1421 koji se nalazi u geneti¢koj
pozadini MG1655. Izmjerene su vrijednosti opti¢ke gustoce (ODsoo) kroz 240 minuta u dvije uzastopne
pasaze (2. i 3.). U jedan soj dodan je plazmid pBad-HisA, a u drugi plazmid pEB628 (pCasl-Cas2). Za
ovaj bakterijski soj mjerila sam samo drugu i treu pasazu zato jer sam primijetila da je prva jako varirala

i zbog toga sam ju prestala mjeriti.

11B1421
ODs0o pBad-HisA pEB628 pBad-HisA pEB628
t/ min (2. 2.) (3.) (3.)
30 0,06 0,083333 0,05 0,046667
60 0,086667 0,083333 0,036667 0,036667
90 0,173333 0,19 0,08 0,076667
120 0,363333 0,413333 0,1 0,066667
150 0,71 0,796667 0,226667 0,156667
180 1,036667 1,14 0,453333 0,29
210 1,453333 1,536667 0,71 0,55
240 1,733333 1,736667 0,983333 0,78
1IB1421
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Slika P6. Srednje vrijednosti (za tri mjerenja) opticke gustoce soja IIB1421 koji se nalazi u genetickoj

pozadini MG1655 transformiran ,,praznim® plazmidom pBad-HisA i plazmidom pCas1-Cas2.
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