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1. UvOD

Prokarioti su razvili razli¢ite mehanizme za obranu od stranih genetickih elemenata,
poput bakteriofaga ili plazmida. Jedan od njih je adaptivni imunosni sustav CRISPR-Cas (engl.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; CRISPR-associated) koji je
prisutan u mnogim bakterijama i veéini arheja [1-3]. Sustavi CRISPR-Cas gradeni su od lokusa
CRISPR i pridruzenih gena cas, a medusobno se razlikuju u organizaciji gena cas i efektorskih
proteina, te su podijeljeni u dvije klase, Sest tipova i 33 podtipova [4-6]. Sustav CRISPR-Cas
iz bakterije Escherichia coli spada u klasu 1, tip I-E, a sastoji se od 8 gena cas (casl, cas2, cas3
i casABCDE ili csel, cse2, cas7, cas5 i cas6e) i dva lokusa CRISPR [4,7]. Lokusi CRISPR
sadrze vodecu regiju bogatu AT parovima baza u kojoj se nalazi promotor, te niz ponavljajucih
sljedova nukleotida odvojenih razmaknicama (engl. spacers) porijeklom iz strane molekule
DNA [8]. Umetanje novih razmaknica osigurava imunitet u slu¢aju ponovne infekcije istom
stranom molekulom DNA [1,3]. Stjecanje imuniteta i obrana od stranih genetickih elemenata
putem sustava CRISPR-Cas moze se podijeliti u tri faze: adaptacija, ekspresija i sazrijevanje,
te interferencija [9,10]. U fazi adaptacije, koja je posredovana proteinima Casl i Cas2, mali
fragmenti strane molekule DNA, zvani protorazmaknice, ugraduju se u lokus CRISPR ¢ime
postaju nove razmaknice [11-13]. Razlikujemo dva razli¢ita oblika adaptacije, naivnu (engl.
naive) i pripremljenu (engl. primed) adaptaciju [13-15]. Za stjecanje novih razmaknica
pripremljenom adaptacijom potrebni su proteini Casl, Cas2 i Cas3, kompleks Cascade (engl.
CRISPR associated complex for antiviral defence) i ve¢ prisutna razmaknica u lokusu CRISPR
porijeklom iz te strane DNA [15]. U iducoj fazi, lokus CRISPR prepisuje se u dugu, nezrelu
molekulu pre-CRISPR RNA (pre-crRNA) koju proteini Cas obraduju u kratke, zrele molekule
CRISPR RNA (crRNA) koje predstavljaju pojedinacne razmaknice (omedene dijelovima
ponavljaju¢e DNA) [2,16]. Svaka se crRNA zatim povezuje s kompleksom Cascade i sluzi kao
vodi¢ za identifikaciju strane molekule DNA iz koje je razmaknica potekla na principu
komplementarnosti [2,17]. Komplementarnim sparivanjem nukleotida RNA i dvolan¢ane DNA
formira se R-omca u kojoj se ciljni lanac protorazmaknice spaja s crRNA, a nekomplementarni
lanac se istiskuje [18-20]. U zadnjoj fazi, interferenciji, promjena u konformaciji kompleksa
Cascade vezanog na stabilnu R-om¢u privlaci protein Cas3, sastavljen od HD-nukleazne i ATP-

ovisne helikazne domene, koji cijepa i unistava ciljnu molekulu DNA [21-24].

Tri promotora kontroliraju ekspresiju komponenata sustava CRISPR-Cas: Pcas3
kontrolira ekspresiju samostalnog gena cas3, Pcas8e kontrolira ekspresiju operona od 7 gena

casABCDE12 i promotor Pcrispr smjesten u vodecoj regiji kontrolira ekspresiju lokusa CRISPR

1



[8,25]. Uloga ¢etvrtog promotora, anti-Pcas, trenutno je nepoznata, ali pretpostavlja se da ima
ulogu u terminaciji transkripcije ili prevenciji translacije cas3 mRNA [25]. Ekspresija
komponenata sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli snazno je utiSana aktivno$cu proteina H-
NS (engl. histone-like nucleoid-structuring protein), globalnog regulatora transkripcije kod
mnogih Gram-negativnih bakterija [8,25]. Protein H-NS se veZe za intergensko podrudje
izmedu gena cas3 i casA poznato kao regija IGLB (engl. intergenic region ygcL-ygcB), koja
sadrzi dva divergentno orijentirana promotora, Pcas8e i anti-Pcas [25,26]. Osim proteina H-
NS, afinitet vezanja na regiju IGLB ima i paralog proteina H-NS, protein StpA (engl.
suppressor of td phenotype A) [27]. Proteini H-NS i StpA inhibiraju transkripciju jedan drugom
[28,29], pa je gen stpA slabo eksprimiran u stanicama divljeg tipa, a transkripcija mu je
inducirana tek u mutantu Ahns [27]. Uloga proteina StpA u regulaciji sustava CRISPR-Cas u
bakteriji E. coli nije poznata, ali postoji mogu¢nost da bi se mogao ponasati kao represor i vezati
za promotore Pcas8e i anti-Pcas u odsustvu proteina H-NS i inhibirati ekspresiju operona i
transkripta antiCas. Na ekspresiju gena cas mogle bi indirektno utjecati i proteaze razgradnjom
transkripcijskih faktora, represora ili drugih proteina. Na aktivnost proteina sustava CRISPR-
Cas mogu djelovati Saperoni na na¢in da mogu utjecati na koli¢ine ili aktivnost proteina. Osim
toga, temperatura inkubacije utjeCe na aktivnost proteina Cas3 trenutno nepoznatim
mehanizmom. Jedna zanimljiva moguénost je da dolazi do promjene konformacije proteina
Cas3 zbog koje se ponaSa kao prekida¢ u ovisnosti o temperaturi ¢ime se mijenja ili vezanje

supstrata, ili enzimska aktivnost ili interakcija s kompleksom Cascade.

Cilj ovog istraZivanja bio je detaljno istraziti mehanizme regulacije aktivnosti sustava
CRISPR-Cas u bakteriji E. coli na razini transkripcije i post-translacije. Za mehanizme
regulacije na razini transkripcije hipoteza je bila da se protein StpA ponasa kao dodatni represor
operona casABCDE12 i promotora anti-Pcas. U skladu s postavljenom hipotezom, na post-
translacijskoj razini istrazio sam utjecaj i) Saperona HtpG na koli¢ine proteina Cas3, ii)
proteaze Lon na infekciju fagom Avir i ekspresiju operona casABCDE12, iii) transkripta
antiCas na infekciju fagom Avir, ekspresiju gena cas3, koli¢ine proteina Cas3 i efikasnost
pripremljene adaptacije, te iv) temperature na promjenu konformacije i aktivnost proteina Cas3

primjenom biokemijske, raCunalne, biofizi¢ke i in vivo analize.

U prvom dijelu istrazivanja analizirao sam mehanizme regulacije ekspresije gena cas na
razini transkripcije. Utjecaj proteina StpA na ekspresiju operona casABCDE12 i promotor anti-
Pcas istrazio sam pra¢enjem otpornosti bakterijskih sojeva na infekciju fagom Avir koristenjem

mutanata bakterije E. coli sa i bez gena hns i stpA i plazmida s kloniranim genom stpA.
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Otpornost navedenih sojeva na infekciju fagom Avir sam izmjerio odredivanjem broja virusnih
Cestica (engl. plaque forming units, PFU) faga Avir na dvije temperature inkubacije, 30 °C i 37
°C. Istrazio sam i koli¢ine transkripata casA, antiCas i cas3 metodom kvantitativne lancane
reakcije polimerazom (engl. guantitative polymerase chain reaction, RT-gPCR) iz izolirane

ukupne RNA istih mutanata u razli¢itim fazama rasta i temperaturama inkubacije.

Na sli¢an nacin istrazio sam i utjecaj transkripta antiCas na infekciju fagom Avir i
ekspresiju gena cas3, kao i na efikasnost pripremljene adaptacije. Pripremljenu adaptaciju sam
odredio u soju bakterije E. coli s inducibilnim genima cas i anti-lambda razmaknicom u lokusu
CRISPR. Kao izvor novih razmaknica mi je posluzio plazmid pTK43, a transkript antiCas sam
eksprimirao s plazmida pDM16. Prekonoéne kulture sam lizirao te u njima lokus CRISPR
analizirao metodom PCR i elektroforezom u agaroznom gelu. Usporedbom intenziteta signala
umnozenog lokusa CRISPR kvantificirao sam efikasnost adaptacije ovisno o indukciji

ekspresije proteina Cas3 i transkripta antiCas.

Utjecaj proteaze Lon na infekciju fagom Avir i ekspresiju operona casABCDE12 istrazio
sam koriStenjem mutanata bakterije E. coli sa i bez gena hns i lon i plazmida s kloniranim
genom lon. U istim sojevima sam usporedio i koli¢ine transkripata casA metodom RT-qPCR.
Osim toga, utjecaj delecije gena lon na aktivnost sustava CRISPR-Cas sam istrazio i pratenjem
efikasnosti transformacije s ciljnim plazmidom pTK43. Stanice sam nakon elektroporacije i
oporavka nasadio na selektivne podloge i usporedio efikasnost transformacije ovisno o

genotipu.

Mehanizme regulacije na razini post-translacije istrazio sam odredivanjem koli¢ina
proteina Cas3 u prisustvu Saperona HtpG eksprimiranog s plazmida. Ukupne proteine sam
izolirao iz razli¢itih mutanata bakterije E. coli uzgojenih do stacionarne faze rasta na dvije
temperature inkubacije, 30 °C 1 37 °C. Uspjesnost izolacije proteina sam provjerio metodom
elektroforeze u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecil sulfata (SDS-PAGE).
Utjecaj Saperona HtpG na koli¢inu proteina Cas3 sam odredio usporedbom intenziteta vrpci
dobivenih metodom Western blot. Kao kontrolu nanosenja uzorka (engl. loading control) i za
normalizaciju intenziteta vrpci, koristio sam protein GAPDH. Istrazio sam i utjecaj tockastih
mutacija u Saperonu HtpG na aktivnost proteina Cas3 prac¢enjem otpornosti na infekciju fagom
Avir. Utjecaj transkripta antiCas na koli¢inu proteina Cas3 sam istrazio u istim sojevima i na

isti nacin kao 1 utjecaj Saperona HtpG.



Kako bih istrazio utjecaj temperature na aktivnost i konformaciju proteina Cas3, prvo
sam napravio tockaste mutante u genu cas3 (Cas3W4% Cas3Wi2A Cas3W20A j Cas3W40%A)
ciljanom mutagenezom gena cas3 u plazmidu pAH4 i odredio utjecaj tih mutacija na aktivnost
proteina Cas3 in vivo pracenjem otpornosti na infekciju fagom Avir. Osim na plazmidu,
metodom zamjene gena sam gen cas3 na kromosomu zamijenio s mutiranim genom, te i u tako
dobivenim sojevima odredio otpornost na infekciju. U suradnji s prof. dr. sc. Boltom
(Sveuciliste u Nottinghamu, Ujedinjeno Kraljevstvo), prof. dr. sc. BertoSom (PMF, Sveuciliste
u Zagrebu, Hrvatska) i dr. sc. Marijom Matkovi¢ s Instituta Ruder Boskovi¢ napravljena je

biokemijska, ra¢unalna i biofizi¢ka analiza proteina Cas3.

Utjecaj delecije gena hns na ekspresiju drugih gena u genomu E. coli istrazena je na
razini transkriptoma odabranih sojeva. Za ovu analizu izolirao sam ukupnu RNA iz divljeg tipa
bakterije E. coli i soja s deletiranim genom hns, uzgajanih do stacionarne faze rasta na 30 °C i
37 °C. Uzorci izolirane ukupne RNA sekvencirani su u servisu Macrogen (Juzna Koreja), gdje

su dobiveni podaci i bioinformaticki obradeni.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Otkriée i povijest sustava CRISPR-Cas

Pokusavajuéi identificirati protein odgovoran za stvaranje izoenzima alkalne fosfataze,
japanski znanstvenik Yoshizumi Ishino je sredinom 80-ih godina 20. stolje¢a sekvencirao
fragment genoma bakterije Escherichia coli (E. coli) K-12 koji je obuhvacao podrucje oko gena
iap (engl. isozyme of alkaline phosphatase) [30]. Tijekom sekvenciranja tog fragmenta otkrio
je neobi¢ne, ponavljajuce palindromske sljedove nizvodno od stop kodona gena iap, koji nisu
imali sli¢nosti s do tada poznatim ponavljaju¢im sljedovima (Slika 1). Ubrzo nakon toga, sli¢ni
ponavljajuéi sljedovi otkriveni su u jo§ dva soja bakterije E. coli (C600 i Ymel), te u drugim
bakterijama [31-33]. Poc¢etkom 90-ih godina 20. stoljeca, sli¢ni ponavljajuci sljedovi su prvi
put otkriveni u arhejama [34]. Kroz idu¢ih nekoliko godina, posebice razvojem metoda
sekvenciranja cijelog genoma, takvi ponavljajuci sljedovi su, pod raznim imenima, otkriveni i

u sve ve¢em broju drugih arheja i bakterija [35,36].

iap
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Slika 1. Ponavljajuéi palindromski sljedovi u genomu E. coli K-12, nizvodno od stop kodona gena iap.

Prikazana je sekvenca prvih pet ponavljajucih sljedova od 29 parova baza (pb), izmedu kojih se nalaze
varijabilni sljedovi od 32 pb. Crnim strelicama u crvenom okviru oznaceni su palindromski nukleotidi
u ponavljaju¢im sljedovima. Ispod sekvence je shematski prikazano ukupno 14 ponavljajuéih sljedova
(ponavljajuci sljedovi su prikazani crvenim strelicama, dok su prazna mjesta izmedu njih varijabilni

sljedovi). Preuzeto i prilagodeno iz [37].

Medutim, tek su 2000. godine Francisco Mojica i suradnici prvi shvatili da su svi ti
bakterijski i arhealni ponavljajuéi sljedovi funkcionalno povezani [38]. Kako bi se izbjeglo

daljnju zabunu, uzrokovanu mnogim razli¢itim nazivima za medusobno srodne ponavljajuce



sljedove, Ruud Jansen i suradnici su 2002. godine za njih predlozili danas opcéeprihvaceni
termin lokus CRISPR (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) [39].
Daljnjim genomskim analizama, lokusi CRISPR pronadeni su u gotovo svim genomima arheja,
te u otprilike polovici bakterijskih genoma, Sto ih Cini najrasprostranjenijom skupinom
ponavljajuéih sljedova u prokariotima [40]. Do danas, lokus CRISPR nije pronaden ni u jednom
eukariotskom genomu [37]. Pocetkom 21. stoljeca, sve veca dostupnost genomskih sekvenci
mnogih bakterija i arheja, dovela je do otkri¢a Cetiri evolucijski oCuvana gena redovito prisutna

uz lokus CRISPR, koji su zbog toga nazvani geni casl — cas4 (engl. CRISPR-associated) [39].

Unato¢ ovim brojnim otkri¢ima, uloga lokusa CRISPR i s njim povezanih gena cas jo$
uvijek nije bila poznata. Prva su opazanja smatrala da bi lokus CRISPR, zbog ¢es¢e prisutnosti
u termofilnim bakterijama i arhejama, mogao imati ulogu u prilagodbi organizama na visoke
temperature [39]. Medutim, kako je broj sekvenciranih genoma rastao, tako se pokazalo da i
mnogi mezofilni organizmi takoder sadrze lokus CRISPR, pa je ova pretpostavka ubrzo
odbacena. Prvo znacajno otkri¢e uloge lokusa CRISPR nastupilo je 2005. godine kada su,
neovisno jedna o drugoj, istrazivac¢ke skupine Francisca Mojice i Christine Pourcel primijetile
da razmaknice (engl. spacers, varijabilni sljedovi) izmedu ponavljajucih sljedova odgovaraju
sekvencama bakteriofaga, profaga i plazmida [41,42]. Pregledom literature su ustanovili da fagi
1 plazmidi ne inficiraju sojeve domacina koji sadrze homologne razmaknice u lokusu CRISPR.
1z ovih zapaZanja, obje su grupe predloZile da lokus CRISPR funkcionira u okviru bioloskog
obrambenog sustava sli¢nog eukariotskoj RNA interferenciji (RNA1), te da na neki nacin potice
hvatanje dijelova strane DNA kako bi se stvorila genetska memorija prijasnjih infekcija [41,42].
U tre¢cem znaCajnom radu iz iste godine, Alexander Bolotin 1 suradnici potvrdili su ova
zapazanja, dalje uoc€avajuci korelaciju izmedu broja razmaknica porijeklom iz faga i razine
otpornosti na infekciju tim fagom, te sugeriraju¢i da bi i produkti gena cas takoder trebali imati
ulogu u ovom obrambenom sustavu [43]. Godinu dana kasnije, Kira Makarova i suradnici su
detaljnom analizom sekvenci proteina Cas pokusSali predvidjeti njihovu ulogu kao efektora ovog

prokariotskog imunosnog sustava [44].

Ulogu sustava CRISPR-Cas kao prokariotskog imunosnog sustava prvi su put
eksperimentalno dokazali Rodolphe Barrangou i suradnici 2007. godine [1]. Oni su pokazali da
je soj bakterije Streptococcus thermophilus otporan na infekciju fagom, ako u lokusu CRISPR
sadrzi razmaknicu porijeklom iz tog faga. S druge strane, kada je iz genoma faga uklonjena
sekvenca homologna toj razmaknici, ova otpornost bakterija na infekciju fagom je nestala [1].

Nadalje, Luciano Marraffini i Erik Sontheimer su eksperimentalno dokazali da sustav CRISPR-
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Cas sprjecava transformaciju bakterije Staphylococcus epidermidis onim plazmidima Koji
sadrze sekvence homologne razmaknicama u lokusu CRISPR [3]. Nedugo nakon toga, John
van der Oost i suradnici su na sustavu CRISPR-Cas iz bakterije E. coli pokazali da proteini Cas
prvo obraduju molekule RNA dobivene transkripcijom lokusa CRISPR, te se one potom vezu
na proteine Cas i sluze im kao vodi¢ do komplementarne molekule DNA, ¢ime zajedno
omogucuju zastitu od strane DNA [2]. Kroz idu¢ih nekoliko godina, kako su se redali novi
eksperimentalni dokazi, funkcija sustava CRISPR-Cas viSe nije bila upitna, te je naSiroko
prihvacen kao adaptivni imunosni sustav koji sluzi za obranu od stranih genetickih elemenata

[45,46].

2.2. Klasifikacija i primjena sustava CRISPR-Cas

Svi sustavi CRISPR-Cas gradeni su od lokusa CRISPR i pridruzenih gena cas, ali sli¢no
drugim bioloskim obrambenim mehanizmima, oni takoder pokazuju izuzetnu raznolikost, pa ih
tako medusobno dijelimo prema organizaciji efektorskih proteina i gena cas (Slika 2) [4,47].
Prema trenutnoj klasifikaciji, sustavi CRISPR-Cas podijeljeni su u dvije klase, Sest tipova i 33
podtipova [4-6]. Sustavi klase 1 (tipovi I, IIT i IV) imaju efektorske komplekse gradene od vise
razli¢itih proteina Cas 1 Siroko su rasprostranjeni u bakterijama i arhejama, te u njih spada oko
90 % svih trenutno otkrivenih sustava CRISPR-Cas [4,48]. Preostali sustavi pripadaju klasi 2
(tipovi II, V 1 VI) koja koristi jedan efektorski protein s viSe domena 1 njih nalazimo gotovo

isklju¢ivo u bakterijama [4,49,50].
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Slika 2. Klasifikacija sustava CRISPR—Cas u dvije klase i Sest tipova. a) Tipi¢na organizacija lokusa
CRISPR za sustave klase 1 koji imaju efektorski kompleks sastavljen od viSe podjedinica, i sustave
klase 2 koji imaju jedan efektorski protein. b) Sustavi CRISPR-Cas su unutar klasa podijeljeni na tipove,
ovisno o sastavu i funkciji proteina Cas. Sivi pravokutnici s tamnoplavim rombovima oznacavaju lokus
CRISPR s umetnutim razmaknicama, prisutan u svim sustavima. Svijetloplavo su obojeni proteini Cas
koji sudjeluju u fazi adaptacije, ljubicasto oni koji sudjeluju u ekspresiji i sazrijevanju CRISPR-RNA
(crRNA), crveno oni koji sudjeluju u prepoznavanju strane DNA, Zuto proteini s nukleaznom funkcijom,
te zeleno i smede pomoéni proteini. Zvjezdica oznacava predlozenu malu podjedinicu (engl. small
subunit, SS) koja bi se mogla spojiti s velikom podjedinicom (engl. large subunit, LS) u nekoliko
podtipova tipa I. Komponente koje nedostaju u nekim podtipovima oznacene su isprekidanim obrisima.
Trobojni prikaz za proteine Cas9, Casl0, Cas12 i Casl3 odrazava Cinjenicu da ti proteini doprinose

razli¢itim fazama djelovanja sustava CRISPR-Cas. Preuzeto i prilagodeno iz [4].

Cinjenica da sustav CRISPR-Cas omogucuje prepoznavanje specifi¢nih sekvenci DNA
1 njihovo cijepanje pomocu efektorskih proteina Cas, ¢inilo je ovaj sustav potencijalnim novim
alatom za uredivanje genoma (engl. gene editing) uvodenjem ciljanih lomova u molekuli DNA.
Sustavi klase 2 bili su logican izbor za razvoj ove tehnologije zbog prisutnosti samo jednog
efektorskog proteina. Pocetak koriStenja sustava CRISPR-Cas kao biotehnoloskog alata bilo je
otkri¢e da se protein Cas9, koji spada u klasu 2 1 tip II, moze reprogramirati tako da cilja i cijepa
zeljenu sekvencu DNA u bakterijama [51,52]. Ubrzo nakon toga je pokazano da se sustav

CRISPR-Cas9 moze prilagoditi i za in vivo uredivanje genoma u eukariotskim stanicama, ¢ime



je stvoren iznimno fleksibilan alat koji se lako mogao usmjeriti do gotovo bilo kojeg mjesta u
eukariotskom genomu [53-55]. lako i dalje postoje tehnicki izazovi u njenom koristenju u
klini¢koj terapiji, posebice kako dopremiti sve komponente sustava u ciljno tkivo i kako
smanjiti nespecificne ucinke (engl. off-target effects), danas su u tijeku brojna klinicka
ispitivanja ucinkovitosti tehnologije CRISPR-Cas9 za lijeCenje mnogih bolesti, od razlicitih
tipova karcinoma, sve do nasljednih bolesti kao $to su B-talasemija ili bolest srpastih stanica
[56,57]. Mogucée posljedice sve rasirenije uporabe tehnologije CRISPR-Cas9 za uredivanje
genoma ¢ovjeka otvaraju brojna moralna i eticka pitanja oko primjene i regulacije metode [58].
Osim za uredivanje genoma, sustav CRISPR-Cas9 je pokazao potencijal kao antimikrobno
sredstvo s novim mehanizmom djelovanja, tako §to cijepa genom patogenih bakterija otpornih
na antibiotike [59,60]. Razvijen je i mutant proteina Cas9 bez nukleazne aktivnosti (dCas9),
koji se moze vezati na ciljnu sekvencu DNA, ali je ne moze pocijepati. Takav sustav se koristi
za precizno obiljezavanje (engl. site-specific labelling) pomocu signalnih molekula vezanih na
protein dCas9 ili za regulaciju ekspresije gena vezanjem proteina dCas9 na promotorsku regiju
ili otvoreni okvir Citanja gena (engl. open reading frame) [61-64]. Takoder, koriStenje sustava
u kojem je protein dCas9 fuzioniran s nukleazom Fokl moze povecati preciznost i smanjiti
nespecifi¢no cijepanje genoma [65-67]. Osim proteina Cas9, i drugi efektori iz sustava
CRISPR-Cas klase 2 se koriste za uredivanje genoma, primjerice protein Cas12 u terapiji AIDS-
a ili za uredivanje biljnih genoma [68,69], te protein Casl3 za ciljanje biljnih RNA virusa ili
detekciju i lije¢enje karcinoma [70-72], a u posljednjih nekoliko godina pojavili su se i alati
koji koriste komponente sustava klase 1 [73-75]. Za svoj rad na sustavu CRISPR-Cas9 kao
alatu za jednostavno i precizno uredivanje genoma, znanstvenice Emmanuelle Charpentier i

Jennifer Doudna dobile su Nobelovu nagradu za kemiju 2020. godine.

Za razliku od eukariota, koriStenje sustava CRISPR-Cas za uredivanje genoma nije bilo
toliko revolucionarno u bakterijama, vjerojatno zato §to su ve¢ postojale druge metode
temeljene na homolognoj rekombinaciji, koje su omogucavale ucinkovitu manipulaciju
njihovim genomima [37]. Unato¢ tome, postupno se pojavljuje sve vise alata temeljenih na
sustavu CRISPR-Cas koji sluze za uredivanje genoma, utiSavanje gena i probir esencijalnih
gena u genomima bakterija i arheja [76—78]. Medutim, u bakterijama i arhejama lokusi CRISPR
su se koristili kao genetski markeri za identifikaciju vrsta 1 tipizaciju u dijagnosticke 1

epidemioloske svrhe, ¢ak i prije razjasnjenja stvarne funkcije sustava CRISPR-Cas [33,79-83].



2.3. Grada i ekspresija sustava CRISPR-Cas u bakteriji Escherichia coli K-12

Sustav CRISPR-Cas u bakteriji E. coli K-12 spada u klasu 1 i tip I-E, a sastoji se od 8
gena cas (casl, cas2, cas3 i casABCDE ili csel, cse2, cas7, cas5 i cas6e) i dva lokusa CRISPR
(CRISPR-1 i CRISPR-2) (Slika 3) [7,8]. Geni cas se u odnosu na smjer prepisivanja nalaze
uzvodno od lokusa CRISPR-1, a prvi po redu je gen cas3, zatim slijedi kratka intergenska regija,
pa operon sastavljen od gena casABCDE12. Nakon operona, a prije samog lokusa CRISPR,
nalazi se vodeca regija (engl. leader) bogata AT parovima baza s promotorom. Lokus CRISPR
¢ini niz ponavljaju¢ih sljedova nukleotida odvojenih razmaknicama porijeklom iz strane
molekule DNA. Lokus CRISPR-2 ne sadrzi pridruzene gene cas [8,84,85]. Svi geni cas
kodiraju proteine bitne za funkcioniranje sustava CRISPR-Cas, pa tako geni casl i cas2
kodiraju za proteinski kompleks Casl-Cas2, gen cas3 za nukleazu/helikazu Cas3, a geni
casABCDE za proteinski kompleks Cascade (engl. CRISPR-associated complex for antiviral
defense) [10]. Budu¢i da postoje razlike u sustavu CRISPR-Cas izmedu razli¢itih sojeva
bakterije E. coli [84], a primarni modelni organizam ove doktorske disertacije je soj bakterije
E. coli K-12, daljnji opisi sustava CRISPR-Cas u tekstu se odnose upravo na ovaj soj, osim ako

nije drukcije naznaceno.

CRISPR-2 CRISPR-1

casA casB  casC casD casE casl cas2

Slika 3. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas tipa I-E iz bakterije E. coli K-12. Geni cas su
prikazani obojanim strelicama, promotori odgovorni za prepisivanje gena cas i lokusa CRISPR
prelomljenim crnim strelicama, a slovom L je oznaCena vodecéa regija (engl. leader). U lokusima
CRISPR crni rombovi ozna¢avaju ponavljajuce sljedove, a bijeli pravokutnici razmaknice. Dvostruke
kose crte (//) oznacavaju da je stvarna udaljenost u genomu veca od prikazane. Lokus CRISPR-2 ne

sadrzi pridruzene gene cas. Preuzeto i prilagodeno iz [10].

Regulacija sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli vrlo je slozena i jos nije u potpunosti
razjasnjena. Medutim, poznato je da u standardnim laboratorijskim uvjetima uzgoja, sustav
CRISPR-Cas u divljem tipu bakterije E. coli nije aktivan [8,25,86]. Komponente sustava
CRISPR-Cas u bakteriji E. coli reguliraju tri neovisna promotora Pcas3, Pcas8e i Pcrispr, dok
uloga Cetvrtog promotora anti-Pcas nije poznata (Slika 4). Promotor Pcas3 kontrolira ekspresiju

gena cas3, promotor Pcas8e kontrolira ekspresiju policistronskog operona casABCDE12, a
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slabi promotor Pcrispr iz porodice promotora 6'°, koji se nalazi u vodecoj regiji, kontrolira

ekspresiju lokusa CRISPR-1 [8,25].

@ i CRP-cCAMP
“Pcas3 Pcasgé/ PCRISPR

kompleks Cascade CRISPR

-

casB casC casD casE casl cas2 L
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Slika 4. Regulacija sustava CRISPR-Cas tipa I-E iz bakterije E. coli K-12. Geni cas su prikazani
obojanim strelicama, a promotori prelomljenim crnim strelicama. Intergenska regija izmedu gena cas3
i casA sadrzi dva divergentno orijentirana promotora (Pcas8e i anti-Pcas). Crvenom bojom su prikazani
represori, a zelenom aktivatori za svaki promotor (isprekidana crta oznaava djelomi¢nu regulaciju).
Slovom L je oznadena vodeca regija (engl. leader). U lokusu CRISPR plavi rombovi oznafavaju

ponavljajuce sljedove, a obojani pravokutnici razmaknice. Preuzeto i prilagodeno iz [87].

Ekspresija komponenti sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli snazno je utiSana
represivnom aktivnoséu proteina H-NS (engl. histone-like nucleoid structuring protein) [8,25].
Protein H-NS je globalni transkripcijski regulator u mnogim Gram-negativnim bakterijama, u
kojima utisava mnoge gene ukljucene u odgovor na stres ili promjene u okoli$nim uvjetima,
kao $to su temperatura, osmolarnost, promjene u pH ili razini kisika [88]. Utisavanje
transkripcije se u veéini slucajeva postize rasprostiranjem proteina H-NS duz regije DNA
bogate AT parovima baza, ¢ime se molekula DNA kondenzira i nastaju DNA-proteinski
mostovi, §to sprjeCava vezanje RNA polimeraze [89,90], ali protein H-NS takoder moze
regulirati ekspresiju odredenih gena i nakon transkripcije [88]. Pokazalo se da protein H-NS
ima afinitet vezanja za intergensku regiju IGLB (engl. intergenic region ygcL-ygcB), koja se
nalazi izmedu gena cas3 i casA [25,26], ¢ime inhibira ekspresiju s promotora Pcas8e [25]. U
intergenskoj regiji IGLB se nalazi i divergentno orijentirani promotor anti-Pcas, koji je aktivan
in vivo i kodira kratki transkript od 373 nukleotida koji se preklapa sa zadnjih 205 nukleotida
gena cas3, i takoder je pod kontrolom proteina H-NS. Kako se ovaj transkript moze smotati u
slozenu sekundarnu strukturu, predlozeno je da mozZe potencijalno stupiti u interakciju s

proteinom Cas3 kako bi inhibirao njegovu aktivnost, ili se vezati na RNA transkript gena cas3
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i time inhibirati njegovu terminaciju transkripcije i/ili translaciju [25]. Za razliku od snazno
utiSanog promotora Pcas8e, transkripcija lokusa CRISPR i gena cas3 samo djelomi¢no ovisi o
proteinu H-NS [25,91]. Uz protein H-NS, transkripciju s promotora Pcas8e negativno regulira
i CAMP receptorski protein CRP (engl. cAMP receptor protein), zbog ¢ega transkripcija s ovog
promotora ovisi i 0 razinama glukoze u stanici [92]. Za razliku od operona casABCDE12, gen
cas3 je pozitivno koreguliran proteinom CRP i sustavom cijepanja glicina (engl. glycine
cleavage system), sto je primijeceno u stanicama kasne logaritamske faze rasta inkubiranim s

glicinom u minimalnom mediju ili u LB mediju s povi$enim razinama molekule cAMP [93].

Zbog navedenog represivnog djelovanja proteina H-NS na transkripciju gena cas, sustav
CRISPR-Cas ne pruza zastitu od infekcije fagima u divljem tipu bakterije E. coli [8,25,86]. Kao
jedan od nacina za ublaZzavanje represije gena cas uzrokovane proteinom H-NS, Kkoristi se
tetramerni protein koji se veze za DNA, protein LeuO (engl. transcriptional activator for
leuABCD operon), transkripcijski faktor iz obitelji LysR i poznati antagonist represora H-NS
[86,94]. Osim aktivatora LeuO, in vivo istrazivanja sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli se
jos$ oslanjaju ili na ekspresiju gena cas s plazmida u soju BL21-Al [2], na sojeve bakterije E.
coli K-12 s deletiranim genom hns ili sojeve kod kojih su nativni promotori za gene cas
zamijenjeni inducibilnim promotorima [10]. Protein LeuQ je pleiotropni, pozitivni regulator
raznih lokusa u Gram-negativnim bakterijama, te se preklapa s proteinom H-NS u koregulaciji
mnogih gena (78 % u bakteriji E. coli i 40 % u bakteriji Salmonella enterica), kod kojih protein

LeuO djeluje kao anti-represor [94,95].

2.4. Mehanizam djelovanja sustava CRISPR-Cas u bakteriji Escherichia coli

Stjecanje imuniteta i obrana od stranih genetickih elemenata putem sustava CRISPR-
Cas moze se podijeliti u tri faze: adaptacija, ekspresija i sazrijevanje, te interferencija (Slika 5).
U prvoj fazi, adaptaciji, proteinski kompleks Casl-Cas2 hvata kratke fragmente strane
molekule DNA, zvane protorazmaknice (engl. protospacers), i ugraduje te fragmente kao nove
razmaknice u lokus CRISPR [11-13]. U svim sustavima CRISPR-Cas tipa I, pa tako i kod
bakterije E. coli, razlikujemo dva razliCita oblika adaptacije, naivnu (engl. naive) i pripremljenu
(engl. primed) adaptaciju [13—-15]. Naivna adaptacija se odvija prilikom ulaska u stanicu strane
molekule DNA s kojom se stanica dotad nije susrela. To je proces ugradnje prve razmaknice u
lokus CRISPR porijeklom iz te strane molekule DNA, a za njega je od proteina Cas potreban

samo proteinski kompleks Cas1-Cas2 [11,13]. Pripremljena adaptacija se odvija kada u stanicu
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ulazi strana molekula DNA za koju ve¢ postoji odgovarajuc¢a razmaknica u lokusu CRISPR, $to
onda pospjesuje ugradnju nove razmaknice porijeklom iz te iste molekule DNA [14,15,96].
Kako je u ovom obliku adaptacije potrebno i prepoznati stranu molekulu DNA prema veé
ugradenoj razmaknici, za 0vaj su proces, uz proteinski kompleks Cas1-Cas2, potrebni i protein
Cas3 i kompleks Cascade [15,97].

casB casC casD casE casl cas2 L CRISPR

——

1. ADAPTACIA Casl-Cas2

adaptacijski kompleks

ugradnja
nove razmaknice

hvatanje fragmenta
s protorazmaknicom procesiranje
protorazmaknice CRISPR
1

strane DNA

L
Ly

) L casA casB casC casD  casE J] casl cas2

v v ¢ prepisivanje
‘l r) P T e NNONANA

¢ procesiranje pre-crRNA
3. INTERFERENCUA
f
& - I 2. EKSPRESIJA | SAZRIJEVANIE
kompleks

vezanje i cijepanje crRNA-Cascade
ciljne DNA

Slika 5. Tri faze djelovanja adaptivnog imunosnog sustava CRISPR-Cas tipa I-E u bakteriji E. coli K-
12. Obojane strelice oznacavaju gene cas, slovom L je oznacena vodeca regija (engl. leader), dok su u
lokusu CRISPR crnim rombovima oznaceni ponavljajuci sljedovi, a obojanim kvadratima razmaknice.
Slika prikazuje tri faze obrane od stranih genetickih elemenata putem sustava CRISPR-Cas koje su

detaljno opisane u tekstu. Preuzeto i prilagodeno iz [10].

Tijekom faze ekspresije i sazrijevanja, lokus CRISPR se prepisuje u dugu molekulu pre-
CRISPR RNA (pre-crRNA), koja se dalje obraduje pomocu podjedinice CasE (Cas6e)
proteinskog kompleksa Cascade u kratke, zrele molekule CRISPR RNA (crRNA), od kojih
svaka sadrzi sekvencu jedne razmaknice [2,16,98,99]. Nakon procesiranja, zrela molekula
crRNA ostaje ¢vrsto vezana za podjedinicu CasE (Cas6e), Cime se potie vezanje ostalih
podjedinica duz molekule crRNA i formiranje kompleksa Cascade [16,18,100-103]. Kako bi
pruzio pravovremenu zastitu od strane DNA, nukleoproteinski kompleks crRNA-Cascade mora
biti u stanju u¢inkovito pronalaziti ciljeve (stranu DNA) medu ogromnom koli¢inom DNA u

stanici, dok u isto vrijeme mora izbjegavati ciljanje komplementarnih sekvenci u bakterijskom
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genomu (lokus CRISPR) [10]. Zbog toga kompleks crRNA-Cascade prvo pretrazuje molekulu
DNA za motive PAM (engl. protospacer adjacent motif), te tek nakon $to podjedinica CasA
(Csel) prepozna motiv PAM, zapocinje odmatanje molekule DNA, §to zna¢ajno smanjuje broj
mjesta na koja ¢e se kompleks vezati prilikom potrage za sekvencom komplementarnom
razmaknici crRNA [19,104,105]. Motiv PAM takoder omogucuje razlikovanje strane molekule
DNA od vlastite jer ga nema u lokusu CRISPR, pa se kompleks crRNA-Cascade ne moze vezati
na lanac DNA lokusa CRISPR koji je komplementaran razmaknici crRNA [104,106,107]. lako
kompleks Cascade iz bakterije E. coli ima Siroku specifi¢nost za motive PAM, ne moze
prepoznati motiv 5’-CCG-3’ koji se nalazi na kraju svakog ponavljaju¢eg slijeda u lokusu
CRISPR, sto bakteriju $titi od autoimunosti tijekom faza interferencije i pripremljene adaptacije
[108,109].

Nakon prepoznavanja motiva PAM, kompleks Cascade zapo€inje odmatanje molekule
DNA, te dolazi do komplementarnog sparivanja ciljnog lanca molekule DNA s molekulom
crRNA, ¢ime se nekomplementarni lanac molekule DNA istiskuje i stvara se struktura R-omce
[19,20,110]. Struktura R-omce se stabilizira potpunim komplementarnim sparivanjem baza
izmedu crRNA 1 ciljnog lanca molekule DNA, $to dovodi do konformacijskih promjena u
kompleksu Cascade, koje sluze kao signali za privla¢enje nukleaze/helikaze Cas3 [110-113].
Nakon §to se regrutira na ciljno mjesto, protein Cas3 procesivno odmata molekulu DNA svojom
helikaznom aktivno$¢u, te na kraju cijepa tako dobivenu jednolan¢anu DNA (ssDNA) svojom

nukleaznom aktivno$c¢u [21-24,114,115].

2.5. Grada i uloga proteina Cas3

Protein Cas3 je bitna komponenta adaptivnog imunoloskog sustava CRISPR-Cas i
karakteristiCan je za sustave tipa I [4,9]. Prvi je put primijecen 2002. godine tijekom in silico
analiza prokariotskih genoma koje su identificirale motive iz obitelji helikaza SF-2 (engl.
superfamily-2) i povezale ih s drugim predloZzenim enzimima za procesiranje nukleinskih
kiselina koji se nalaze uz lokus CRISPR [39,116]. Protein Cas3 se sastoji od HD-nukleazne
domene spojene s dvije domene slicne RecA (engl. RecA-like), karakteristicne za obitel;
helikaza SF-2, te pomo¢ne domene smjestene na C-terminalnom kraju proteina (Slika 6)
[21,24,117]. Za nukleaznu aktivnost proteina Cas3 nije potreban ATP, ali ovisi o prisutnosti
iona magnezija, dok je helikazna aktivnost ovisna i o prisutnosti ATP-a i iona magnezija [21].

Kristalne strukture proteina Cas3 su pokazale da bi nukleazna aktivna mjesta mogla vezati i
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atome Zeljeza i mangana [22,23], dok je u istrazivanjima in vitro nukleazna aktivnost potaknuta
dodatkom iona mangana i kobalta, a inhibirana dodatkom iona zeljeza [20,118]. Takoder,
pokazalo se da su ioni kobalta neophodni za ostvarivanje stabilne interakcije izmedu proteina

Cas3 i kompleksa Cascade [105,119].

HD RecA1 RecA2 CTD
N-=_1 e 1 =C

| n |
His-Asp ACH DEVH ARC

Slika 6. Predvidena kristalna struktura proteina Cas3 iz bakterije E. coli u dvije orijentacije pomoc¢u
programa Phyre2 prema modelima rijeSenih struktura proteina Cas3 iz bakterija Thermobaculum
terrenum (PDB: 4Q2C) i Thermobifida fusca (PDB: 4QQW, 4QQX i 4QQY). Ljubi¢astom bojom je
prikazana N-terminalna HD-nukleazna domena, zelenom i naranéastom bojom domene RecAl i RecA2,
a svijetloplavom bojom C-terminalna domena (CTD). Crvenim kuglicama su prikazani aktivno mjesto
HD-nukleazne domene (His-Asp) i aminokiselinski ostaci domene RecAl (DEVH) koji sudjeluju u
hidrolizi ATP-a, dok su plavom bojom prikazani hidrofilna a-zavojnica (ACH) i regija bogata argininom

(engl. arginine rich channel, ARC). Preuzeto i prilagodeno iz [117].

Da bi protein Cas3 mogao razgraditi stranu molekulu DNA u bakteriji E. coli, nuzno je
da se prvo proteinski kompleks Cascade veze na ciljnu molekulu DNA i da se zatim formira
struktura R-omce [2,17,101]. Nakon stvaranja R-omce, podjedinica CasA ili Csel kompleksa
Cascade privlaci 1 veze protein Cas3, koji prvo cijepa istisnuti lanac molekule DNA u R-omc¢i
[24,104,120]. Prema jednom prijedlogu baziranom na krio-elektronskoj mikroskopiji, po¢etno
zarezivanje istisnutog lanca HD-nukleaznom aktivnos¢u dovodi do pozicioniranja ssDNA blize
domenama RecA, koje onda "hvataju" ssDNA i zapocinju translokaciju proteina Cas3 duz
sSDNA ovisnu o ATP [20]. Mikroskopijom atomskih sila visoke brzine (engl. high-speed

atomic force microscopy, hs-AFM) je pokazano da protein Cas3 ostaje ¢vrsto vezan za
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kompleks Cascade te razgraduje ciljnu molekulu dvolanéane DNA (dsDNA) kombiniranim
cijepanjem cis i trans [115]. Za stabilno "hvatanje" ssDNA mogla bi pomo¢i regija bogata
argininom (engl. arginine rich channel, ARC), koja je evolucijski oCuvana u brojnim vrstama
[117]. Nakon cijepanja istisnutog lanca, protein Cas3 putuje duz molekule DNA u 3'—5'
smjeru, prilikom c¢ega odmata dvolancanu DNA helikaznom aktivno$¢u, dok nukleaznom
aktivno$cu kontinuirano cijepa ssDNA na kratke fragmente [21,105,121]. Nekoliko evolucijski
oCuvanih elemenata proteina Cas3, poput hidrofilne a-zavojnice (ACH) ili tirozinskih i
triptofanskih bo¢nih ogranaka smjestenih na granici RecA i HD-nukleazne domene, moglo bi
biti uklju¢eno u pozicioniranje ssDNA iz domena RecA u aktivno mjesto HD-nukleazne
domene [117]. Analize pojedinacnih molekula (engl. single-molecule experiments) su pokazale
da protein Cas3 moze translocirati nekoliko tisu¢a nukleotida duz molekule DNA u odnosu na
pocetno mjesto vezanja [105,122]. Velikoj raznolikosti u gradi proteina Cas3 medu sustavima
tipa | doprinose brojni fuzijski oblici proteina Cas3 prisutni u drugim bakterijama. Primjerice,
u bakterijama iz rodova Pseudomonas i Yersinia fuzijski protein Cas3 je spojen s adaptacijskim
proteinom Cas2 [117]. S druge strane, u nekim su arhejama nukleazna i helikazna aktivnost
proteina Cas3 podijeljene na dva proteina (Cas3” i Cas3’) koje kodiraju razli¢iti geni [123,124],

a u nekim cijanobakterijama je podjedinica Cas3” spojena s proteinom Cas10d [125].

Kako je ve¢ spomenuto, u bakteriji E. coli gen cas3 je djelomi¢no negativno reguliran
proteinom H-NS, pa je tako povecana transkripcija primijecena u stacionarnim stanicama Ahns
[91]. Unato¢ povecanoj transkripciji s promotora Pcas3 u mutantu Ahns s uvedenim anti-
lambda razmaknicama, stanice su otporne na infekciju fagom Avir samo na 30 °C, dok su ostale
osjetljive na infekciju na 37 °C, osim ako je protein Cas3 bio prekomjerno eksprimiran s
plazmida ili pomoc¢u inducibilnih kromosomskih promotora [91]. Takoder, protein Cas3 moze
potaknuti nekontroliranu (engl. runaway) replikaciju plazmida ColE1 neovisno o prisutnosti
ostalih komponenti sustava CRISPR-Cas, ali samo na 37 °C [126]. Ovi rezultati sugeriraju kako
aktivnost proteina Cas3 ovisi 0 temperaturi okoliSa, §to ¢u pokuSati razjasniti u svojoj

doktorskoj disertaciji.

2.6. Ostali regulatori sustava CRISPR-Cas u bakteriji Escherichia coli

U ovoj doktorskoj disertaciji sam detaljnije istraZio utjecaj proteina StpA, proteaze Lon
i Saperona HtpG na ekspresiju i aktivnost sustava CRISPR-Cas. Pretpostavio sam kako bi

protein StpA mogao djelovati na razini transkripcije, proteaza Lon na razini post-translacije i
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Saperon HtpG odrzavajudi stabilne koli¢ine proteina Cas3. Kroz iduca tri poglavlja navedene

su znacajke ova tri proteina i njihova povezanost sa sustavom CRISPR-Cas.

2.6.1. Protein StpA

Protein StpA (engl. suppressor of td phenotype A) je sli¢ne veli¢ine i aminokiselinskog
sastava kao protein H-NS, s kojim se preklapa u regijama vezanja na molekulu DNA [27,127].
Protein StpA moze djelovati kao transkripcijski represor, ali i kao RNA Saperon [128,129].
Proteini H-NS i StpA si medusobno inhibiraju transkripciju pa je gen stpA slabo eksprimiran u
divljem tipu bakterije E. coli, dok mu je transkripcija inducirana samo u stanicama bez represora
H-NS [27-29]. U takvom slucaju je pokazano da protein StpA moze utiSavati ¢ak tre¢inu gena
koje utiSava i protein H-NS te tako djelomi¢no zamjenjuje nedostatak proteina H-NS u stanici
[29,130,131]. Inaktivacija oba gena stpA i hns negativno utjece na brzinu rasta i diobu stanica
[29]. U bakterijama E. coli i S. enterica, proteini H-NS i StpA takoder inhibiraju ekspresiju
aktivatora LeuO [28,132,133]. Ekspresija proteina StpA se moze prirodno inducirati rastom u
minimalnom mediju, koji ovisi o proteinu Lrp (engl. leucine responsive regulatory protein), te
povecanjem osmolarnosti hranidbenog medija i temperature, dok mu nedostatak ugljika (engl.
carbon starvation) utisava ekspresiju [134]. Zanimljivo je da protein Lrp utiSava ekspresiju
sustava CRISPR-Cas u bakteriji Salmonella Typhi, ali nema uc¢inka u bakteriji E. coli [25,135].
U bakteriji E. coli prekomjerna ekspresija aktivatora LeuO s plazmida moZze ublaziti represiju
transkripcije gena cas uzrokovanu proteinom H-NS, tako §to protein LeuO sprjecava vezanje
proteina H-NS duz promotorske regije. Medutim, u stanicama s prekomjernom ekspresijom
proteina LeuO, koli¢ina transkripata caSABCDE bila je vec¢a nego u mutantu Ahns, $to je dovelo
do prijedloga da protein StpA moze utiSati transkripciju gena cas u odsutnosti proteina H-NS
[86]. Pokazalo se da in vitro protein StpA ima veci afinitet vezanja za promotor Pcas8e i vodecu
regiju lokusa CRISPR od proteina H-NS, ali in vivo njegova inaktivacija nije inducirala
transkripciju gena cas, suprotno inaktivaciji proteina H-NS [25,131]. Jo$ jedna zanimljivost je

§to se u odsutnosti proteina H-NS, protein StpA brzo razgraduje pomocu proteaze Lon [136].

2.6.2. Proteaza Lon

Proteaza Lon je ATP-ovisna proteaza koja je ime dobila po fenotipu mutanata u genu

lon bakterije E. coli koji nakon UV zracenja stvaraju duge, nepodijeljene filamente [137-139].
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Evolucijski je veoma o¢uvana u arhejama i bakterijama, te ¢ak i u eukariotskim organizmima,
gdje ju nalazimo u mitohondrijima i peroksisomima [138,140-142]. Proteaza Lon je oligomer
graden od identi¢nih podjedinica, od kojih svaka ima i ATP-aznu i proteoliticku aktivnost [143].
Svaka podjedinica se sastoji od cetiri domene, N-terminalne domene koja veze proteinske
supstrate, ATP-azne domene zaduzene za vezanje i hidrolizu ATP-a, senzorne domene koja
razlikuje ATP i ADP, te C-terminalne domene u kojoj se nalazi proteoliticko aktivno mjesto
[144]. Proteaza Lon spada u obitelj proteina AAA™ (engl. ATPases Associated with a variety of
cellular Activities), odnosno ATP-aza povezanih sa stani¢nim aktivnostima, koje sudjeluju u
raznolikim stani¢nim procesima, kao $to su replikacija DNA, transkripcija 1 proteoliza
[145,146]. Pokazala se neophodnom za odrzavanje stani¢ne homeostaze posredovanjem u
razgradnji abnormalnih i oStecenih polipeptida, ali i kratkozivuéih regulatornih proteina
[147,148]. Supstrati proteaze Lon u bakteriji E. coli uklju¢uju regulator stani¢ne diobe SulA,
regulator sinteze bakterijske kapsule RcsA i regulatore SOS odgovora [149-151], dok u
bakteriji Caulobacter crescentus proteaza Lon regulira metilaciju kromosomske DNA i
stani¢nu diferencijaciju [152]. Takoder, proteaza Lon moze u bakteriji E. coli regulirati
transkripciju operona bgl i gena za rezistenciju na kisele uvjete (engl. acid resistance genes)
razgradnjom njihovih transkripcijskih regulatora [153,154]. U patogenim bakterijama proteaza
Lon moze kontrolirati pravovremenu ekspresiju gena za virulenciju ili pomo¢i u rezistenciji na
antibiotike [142,155]. U bakteriji Pseudomonas aeruginosa, proteaza Lon bi mogla zapocinjati
regulatornu kaskadu razgradnjom RNA-vezujuéeg proteina Hfq ¢ime utjece na koli¢ine malih,
nekodiraju¢ih RNA koje reguliraju translaciju, a ovakav model povezao bi dva mehanizma
post-transkripcijske regulacije gdje se proteolizom regulira translacija preko malih,
regulatornih RNA [156]. Proteoliticka i ATP-azna aktivnost proteaze Lon moze se pojacati
vezanjem sSDNA i dsDNA [157,158], a jedno objasnjenje kako pronalazi i cilja regulatorne
proteine moglo bi biti §to ima ve¢i afinitet vezanja za promotorske regije DNA [159]. Osim
proteolitiCke uloge, proteaza Lon moze djelovati i kao Saperon [160]. S obzirom na brojne
regulatorne uloge u razli¢itim bakterijama, ukljucujuci bakteriju E. coli, pretpostavio sam kako
bi proteaza Lon mogla imati ulogu i u regulaciji sustava CRISPR-Cas bilo razgradnjom proteina

StpA [136], nekog drugog transkripcijskog regulatora ili komponente sustava CRISPR-Cas.

2.6.3. Saperon HtpG

Protein HtpG (engl. high-temperature protein G) iz bakterije E. coli pripada obitelji
evolucijski ocuvanih, molekularnih Saperona Hsp90 ovisnih o ATP, a njegova se koli¢ina
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poveéava pri poviSenoj temperaturi, infekciji fagom ili u prisustvu toksi¢nih tvari [161].
Proteini Hsp90 sudjeluju u smatanju i preoblikovanju proteina, a takoder djeluju i kao
"holdaze", odnosno proteini koji se vezu na druge proteine i time sprecavaju njihovu agregaciju
[162,163]. Proteini iz obitelji Hsp90 su dimeri, a svaka podjedinica se sastoji od tri domene, N-
terminalne domene, srediSnje domene MD i C-terminalne domene [162]. N-terminalna domena
veze ATP, i zajedno sa sredisnjom domenom MD sudjeluje u hidrolizi ATP-a, dok je u C-
terminalnoj domeni dimerizacijska regija [164]. Za veéinu interakcija sa supstratima zaduzeni
su bo¢ni ogranci u sredi$njoj i C-terminalnoj domeni, medutim kod nekih specifi¢nih supstrata
sudjeluje i N-terminalna domena [165]. Mutacije u N-terminalnoj domeni koje onemoguc¢uju
hidrolizu ATP-a mogu inaktivirati Saperonsku ulogu proteina HtpG [166], dok mutacije u
sredi$njoj ili C-terminalnoj domeni mogu, neovisno o hidrolizi ATP-a, inaktivirati ulogu
"holdaze", tako $to onemogucuju interakciju i vezanje proteinskih supstrata [167]. Iako Saperon
HtpG nije esencijalan u bakteriji E. coli, mutanti AhtpG pokazuju sporiji rast i smanjenu
vijabilnost pri visokim temperaturama [168,169], a bitan je i za stvaranje biofilma i
pokretljivost [170,171]. U drugim bakterijama, Saperoni klase Hsp90 sudjeluju u brojnim
procesima poput adaptacije na visoke i niske temperature, oksidativni stres ili fotosintezu u
cijanobakteriji Synechococcus elongatus, sazrijevanja molekula tRNA u bakteriji Shewanella
oneidensis ili odrzavanja virulencije u bakterijama Salmonella typhimurium, Edwardsiella
tarda i P. aeruginosa [172-178]. Pocetna istrazivanja interakcije izmedu proteina HtpG i Cas3
u bakteriji E. coli otkrila su da mutant AhtpG gubi suicidalnu aktivnost protiv profaga lambda
i imunitet od lizogenizacije na 32 °C, koje inafe pruza sustav CRISPR-Cas. Prekomjerna
ekspresija bilo kojeg od ta dva proteina (HtpG ili Cas3) obnovila je aktivnost sustava CRISPR-
Cas u zadtiti od lizogenizacije na 32 °C [179]. Osim toga, pokazalo se da Saperon HtpG
povecava stabilnost i funkcionalne razine proteina Cas3, potrebne za ucinkovitu interferenciju
putem sustava CRISPR-Cas [179]. Takoder, prekomjerna ekspresija samo proteina Cas3 u
dvostrukom mutantu AhtpG Ahns s anti-lambda razmaknicama, omogudila je otpornost na
infekciju fagom Avir na 30 °C, ali ne na 37 °C, gdje je otpornost na infekciju moguca samo
prekomjernom ekspresijom proteina Cas3 u mutantima Ahns htpG* [91]. Ovi rezultati
sugeriraju da je Saperon HtpG nuZan za funkcioniranje proteina Cas3 na 37 °C, ali njegova
to¢na uloga u ovom procesu trenutno nije poznata [91], a zanimljivo je da je ova potreba za
proteinom HtpG u odrzavanju funkcionalne koli¢ine proteina Cas3 uocena samo u bakteriji E.
coli [162].
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Bakterijski sojevi i plazmidi

Tablica 1. Popis sojeva bakterije E. coli koristenih u radu.

Acasl::kan

Oznaka soja Relevantni genotip Izvor ili metoda dobivanja soja
E. coli B F ompT gal decm lon hsdSg(rs'ms’) i
BL21-Al Invitrogen
[malB*]k-12(15) araB:: T7TRNAP-tetA
BL21-AI+ AT3 + Ac cas3*csel-cas6”
11B1266 P1.11B1040 x BL21-Al

NKO001 F-, 47, rph-1 Aanticas::kan

E. L. Bolt

BW25113 F A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrmB-3) A,
(11B854) rph-1 A(rhaD-rhaB)568 hsdR514

B. L. Wanner (Keio kolekcija

sojeva bakterije E. coli)

Oznaka soja ) ) .
) Razlika u genotipu u odnosu na soj
dobivenog od

Izvor ili metoda dobivanja soja

BW25113
BW25113
BW39651
+AT3 K. Pougach
(11B840)
BW39121
+ Ahns::kan E. Semenova
(11B855)
JW0429-1 . .
+ Alon725::kan E. coli Genetic Stock Center
(MR023)
JW0462 + AhtpG::kan Q. Udi
JW2644-3 + AstpA750::kan E. coli Genetic Stock Center
ENO004 + His6x-cas3::kan E. L. Bolt
BSN22 .
+ Ahns::cat B. E. Uhlin
(11B1023)
11B969 + XT3 lacUV5-cas3 cat::araBp8-casA ref. [180]
11B1039 + AT3 + Ac Acasl::kan ref. [91]
11B1040 + AT3 + Ac Acasl::kan Ahns::cat ref. [91]

11B1042 + AT3 + Ac lacUV5-cas3 cat::araBp8-casA

Prirodna ugradnja razmaknice u
soj 1IB969 nakon infekcije s Avir
[181]

11B1043 + AT3 + Ac Acasl::FRT

ref. [91]
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Tablica 1. - nastavak

11B1065 + AT3 + Ac Acasl::FRT AhtpG::kan P1.JW0462 x 11B1043
11B1066 + AT3 + Ac Acasl::FRT AhtpG::kan Ahns::cat P1.11B1023 x 11B1065
11B1088 + Hisbx-cas3::kan araBp8-cas3 P1.ENOO4 x 11B854
11B1092 + AhtpG::kan Ahns::cat P1.11B1023 x JW0462
Uklanjanje kazete za otpornost
11B1101 + AhtpG::FRT na kanamicin plazmidom
pCP20 iz soja JW0462
Uklanjanje kazete za otpornost
11B1102 + AhtpG::FRT Ahns::cat na kanamicin plazmidom
pCP20 iz soja 11B1092
11B1103 + Hisbx-cas3::kan araBp8-cas3 Ahns::cat P1.11B1023 x 11B1088
11B1104 + Hisbx-cas3::kan araBp8-cas3 AhtpG::FRT P1.ENO0O4 x 11B1101
+ His6x-cas3::kan araBp8-cas3 AhtpG::FRT
11B1105 P1.ENO0O4 x 11B1102
Ahns::cat
Uklanjanje kazete za otpornost
11B1297 + XT3 + Ac Acasl::FRT Ahns::cat na kanamicin plazmidom
pCP20 iz soja 11B1040 [181]
11B1301 +AT3 + Ac Acasl::FRT Ahns::cat Alon725::kan P1. JW0429-1 x 11B1297
11B1309 + AT3 + Ac Acasl::FRT Ahns::kan P1.11B855 x 11B1043
+ AT3 + Ac Acasl::FRT Ahns::cat
11B1325 P1.JW2644-3 x 11B1297
AstpA750::kan
11B1330 + AT3 + Ac Acasl::FRT Alon725::kan P1. JW0429-1 x 11B1043
Zamjena gena cas3 U soju
+ AT3 + Ac Acasl::FRT Ahns::kan
11B1342 11B1309 s alelom cas3W40eA
cas3-W406A
plazmidom pKOV [182]
Zamjena gena cas3 u soju
+ AT3 + Ac Acasl::FRT Ahns::kan
11B1345 11B1309 s alelom cas3W20A
cas3-W230A
plazmidom pKOV [182]
11B1388 + AT3 Alon725::kan P1.JW0429-1 x 11B840
11B1389 + XT3 Alon725::kan Ahns::cat P1.11B1023 x 11B1388
11B1396 + Alon725::kan Ahns::cat P1.11B1023 x JW0429-1
11B1434 + AT3 + Ac Acasl::FRT Ahns::cat Aanticas::kan P1.NKOO1 x 11B1297
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Tablica 2. Popis plazmida kori$tenih u radu.

Naziv plazmida

Svrha

Izvor ili referenca

pBad-HisA

Prazni vektor, negativna kontrola za pAH4,
pMR5, pMR9, plIB37, plIB39, pTK43 i
pDM13; Amp'

Invitrogen

pPMR18

Prazni vektor, negativna kontrola za pDM11
i pPDM16; Str’

M. Radov¢ié

pBAD18

Prazni vektor, negativna kontrola za
pBAD18-HtpG, pDM9 i pDM10; Amp'

L. M. Guzman

pACYC-Duet

Prazni vektor; Chl"

Novagen

pCP20

Uklanjanje kazete za otpornost na antibiotik
kanamicin iz kromosoma bakterije E. coli,
AmpR ChiIR

ref. [183]

pKOV

Zamjena divljeg tipa gena cas3 u kromosomu

E. coli to¢kastim mutantima, ChIR

G. Church [184]

pKEDR13

Ekspresija proteina LeuO pod kontrolom
promotora lacl® tac u vektorskoj okosnici
pACYC-neo; Km'

ref. [185]

PBAD18-HtpG

Ekspresija proteina HtpG pod kontrolom
promotora araBAD u vektorskoj okosnici
pBAD18; Amp'

Q. Udi

pAH4

Ekspresija proteina Cas3 pod kontrolom
promotora araBAD u vektorskoj okosnici
pBad-HisA; Amp’

E. L. Bolt

PEB549

Ekspresija proteinskog kompleksa Cascade
pod kontrolom promotora T7lac u vektorskoj
okosnici pACYC-Duet; Chl"

E. L. Bolt

pTK43

Ekspresija gena R iz faga lambda pod
kontrolom promotora araBAD u vektorskoj
okosnici pBad-HisA, izvor strane molekule

DNA za pripremljenu adaptaciju; Amp’

T. Killelea

pPMR5

Ekspresija proteina StpA pod kontrolom
promotora araBAD u vektorskoj okosnici
pBad-HisA; Amp’

M. Radov¢i¢
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Tablica 2. - nastavak

PMRY

Ekspresija proteaze Lon pod kontrolom
promotora araBAD u vektorskoj okosnici
pBad-HisA; Amp’

M. Radov¢i¢

PW149A

Ekspresija tockastog mutanta W149A proteina
Cas3 pod kontrolom promotora araBAD u

vektorskoj okosnici pBad-HisA; Amp’

E. L. Bolt

PW152A

Ekspresija tockastog mutanta W152A proteina
Cas3 pod kontrolom promotora araBAD u

vektorskoj okosnici pBad-HisA; Amp’

E. L. Bolt

plIB37

Ekspresija tockastog mutanta W230A proteina
Cas3 pod kontrolom promotora araBAD u
vektorskoj okosnici pBad-HisA; Amp’

Ovaj rad

plIB39

Ekspresija tockastog mutanta W406A proteina
Cas3 pod kontrolom promotora araBAD u
vektorskoj okosnici pBad-HisA; Amp’

Ovaj rad

pDM9

Ekspresija tockastog mutanta E34A proteina
HtpG pod kontrolom promotora araBAD u
vektorskoj okosnici pPBAD18; Amp'

Ovaj rad

pDM10

Ekspresija toCkastog mutanta W467R proteina
HtpG pod kontrolom promotora araBAD u
vektorskoj okosnici pPBAD18; Amp’

Ovaj rad

pDM11

Ekspresija proteina HtpG pod kontrolom
promotora araBAD u vektorskoj okosnici
pMR18; Str'

Ovaj rad

pDM13

Ekspresija transkripta antiCas pod kontrolom
promotora araBAD u vektorskoj okosnici
pBad-HisA; Amp’

Ovaj rad

pDM16

Ekspresija transkripta antiCas pod kontrolom
promotora araBAD u vektorskoj okosnici
pPMR18; Str'

Ovaj rad
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3.2. Pocetnice za PCR i RT-qPCR

Tablica 3. Popis pocetnica za lan¢anu reakciju polimerazom (PCR) i kvantitativnu lancanu reakciju

polimerazom (RT-qPCR) koriStenih u radu.

Oznaka pocetnice Sekvenca Svrha
pBAD-F 5-ATGCCATAGCATTTTTATCC-3' | Provjera rekombinantnih plazmida
pBAD-R 5-GATTTAATCTGTATCAGG-3' Provjera rekombinantnih plazmida

5-GAGAGACCATGGTAGTTA

antiCas_Ncol_F
TAATAA TTACCATG-3'

Kloniranje sekvence antiCas u
pBad-HisA i pMR18

5-GGGGTACCAGTATGAGGCGC
TTGCACT TAAT-3'

anticas-2

Kloniranje sekvence antiCas u
pBad-HisA i pMR18

5-GAGAGACCATGGGGATGAA

htpG_pMR18_F
AGGACAAGAAACTCG-3'

Kloniranje gena htpG u pMR18

5-GTGTGTGAATTCTCAGGAA

htpG_pMR18_R
ACCAGCTGG-3'

Kloniranje gena htpG u pMR18

HtpG_E34A F 5-TGCGTGCyctTATCTCTAACG-3'

Uvodenje tockaste mutacije E34A u
protein HtpG

5-GGAAGATTTCTTTATTGGA

HtpG_E34A_R
ATAG-3'

Uvodenje tockaste mutacije E34A u

protein HtpG

5-CGCATCGATGAGCYJAGATG

HtpG_W467R_F
AACTATCTG-3'

Uvodenje toc¢kaste mutacije

WA467R u protein HtpG

5-GTCGGAAAGCAGCAGAACT
HtpG_W467R_R

Uvodenje tockaste mutacije

TC-3' W467R u protein HtpG

5-GCTTGCTGACYCctTTAGGCTCC Uvodenje tockaste mutacije
W230A_Forward .

TGG-3' W230A u protein Cas3

W230A_Reverse | 5-GAGCAAAAACCTGCTAAC-3'

Uvodenje tockaste mutacije

W230A u protein Cas3

5-GTGTTGTCAGQCtTTGTCACAAA

WA406A _Forward
GCAATAAGAAAG-3'

Uvodenje toc¢kaste mutacije

W406A u protein Cas3

W406A_Reverse | 5-TGAACCCACGCTTCTTCT-3'

Uvodenje toc¢kaste mutacije

W406A u protein Cas3

5-TAAAAAAACAGGGAGGCTATT

Ugradnja gena cas3 s plazmida

GATG-3'

FP-cas
AGAATTAACCATGGGGGGTTC-3' | plIB37 i plIB39 u plazmid pKOV
5-ATCACTGAGATCATGTTGTAG ) )
Ugradnja gena cas3 s plazmida
RP-vector CGCCCTTATTTGGGATTTGCAGG

plIB37 i plIB39 u plazmid pKOV
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Tablica 3. - nastavak

FP-promoter

5-CTATTGCTGGTTTANTCGGTAC
CCCAAGACATGTGTATATCACTG
-3

Ugradnja gena cas3 s plazmida
pl1B37 i plIB39 u plazmid pKOV

RP-promoter

5-GAACCCCCCATGGTTAATTCT
AATAGCCTCCCTGTTTTTTTAG-3'

Ugradnja gena cas3 s plazmida
plIB37 i plIB39 u plazmid pKOV

Provjera uspjesnosti ugradnje gena

pKOV-F 5-GCAAATTCGACCCGGTCGTC-3' )
cas3 u plazmid pKOV
KOV-R 5-GTTCCTGACCGATAACATCAC | Provjera uspjesnosti ugradnje gena
p - .
AGA-3' cas3 u plazmid pKOV
Umnazanje kromosomskog gena
Upcas3 5-CGATATTTATGAGCAGCATC-3' o
cas3 za sekvenciranje
Umnazanje kromosomskog gena
Downcas3 5-GATGTACATTGTGCACCTTC-3' o
cas3 za sekvenciranje
5-GGTTAGGCTCCTGGACTAC o
Cas3_700 Sekvenciranje gena cas3
AAC-3'
5-GGAGTTGAGTGGACTTGT Umnazanje sredine gena cas3 za
gCas3_NTD_F
ATC-3' RT-gPCR
5-CTGGAAGAGCATCAACTA Umnazanje sredine gena cas3 za
gCas3 NTD_R
ACA-3' RT-gPCR
gCasA _F_2 5-TCCTCACATTACCTCGTCTT-3' | Umnazanje gena casA za RT-gPCR
5-GAATAGACCACGGACAA
gCasA R 2 Umnazanje gena casA za RT-gPCR
ACC-3'
gCas3-F 5-ATCGCGTCAATGTACCCTTC-3" | Umnazanje gena cas3 za RT-qPCR
gCas3-R 5-TCCAGCCAAAGTAACCCATC-3" | Umnazanje gena cas3 za RT-qPCR
5-CTGGATCGTCAAGCGTA Umnazanje gena groES za RT-
ggroES-F
AAG-3' gPCR
Umnazanje gena groES za RT-
ggroES-R 5-CAAGGATACGGCCATTGC-3'
gPCR
Provjera ugradnje nove razmaknice
CRISPR-R 5-GAGATGCAGGCCATCGGA-3'
u lokus CRISPR
5'-GCGACCGCTCAGAAATTCC Provjera ugradnje nove razmaknice
CRISPR-Sp4

AGACCCGATCCAAA-3'

u lokus CRISPR
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3.3. Hranjivi mediji

Tekuci LB medij za uzgoj bakterijskih stanica:

10 ¢g/L BD Bacto Tryptone

5 g/L BD Bacto Yeast extract

10 g/L NaCl

Smijesu otopiti u dH-0, podesiti pH na 7,0 i autoklavirati.

Dodaci u teku¢i LB medij po potrebi:

BD Bacto Agar — 15 g/L za ¢vrsti medij, 1 6 g/L za meki medij
1 mMIPTG

0,2 % (w/v) L-arabinoza

5 % (w/v) saharoza

0,2 % (w/v) maltoza

Antibiotici za selekciju (koncentracija u hranjivom mediju):

Ampicilin — 100 pg/mL (mati¢na otopina u vodi)
Kanamicin — 40 pg/mL (mati¢na otopina u vodi)
Kloramfenikol — 15 pg/mL (mati¢na otopina u 96 % EtOH)
Streptomicin — 50 pg/mL (mati¢na otopina u vodi)

Tetraciklin — 10 pg/mL (mati¢na otopina u 70 % EtOH)

3.4, Puferi

MC pufer za transdukciju:

5 mM CacCl,
100 mM MgSOq4
Sterilna dH20

50 x TAE pufer za elektroforezu u agaroznom gelu:

2M Tris baza

5,71 % (v/v) octena kiselina
50 MM EDTA pH 8,0
dH.0
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Fosfatni pufer za decimalna razrjedenja bakterija:

33 mM Na;HPO4 x 2H20
33 mM KH2PO4
Smjesu otopiti u dH20, podesiti pH na 7,0 s otopinom NaOH i autoklavirati.

Pufer za lizu bakterijskih stanica:

25 mM Tris-HCI, pH 8,0

300 mM NacCl

1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF)
dH20

Pufer za denaturaciju (Laemmli sample buffer):

187,5 mM Tris-HCI, pH 6,8

6 % (w/v) SDS

5 % (v/v) B-merkaptoetanol

20 % (v/v) glicerol

0,1 % (v/v) bromfenol plava (engl. Bromphenol blue, BFB)
dH>0

10 x elektrodni pufer za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu:

250 mM Tris

1,92 M Glicin

10 % (w/v) SDS

Smijesu otopiti u dH20 i podesiti pH na 8,3.

Otopina za bojanje poliakrilamidnih gelova:

0,1 % (w/v) Coomasie Brilliant Blue (CBB) R-250
45 % (v/v) etanol

10 % (v/v) Ledena octena kiselina

dH>0

Otopina za odbojavanje poliakrilamidnih gelova:

10 % (v/v) octena kiselina
20 % (v/v) metanol

27



Bradford mati¢na otopina:

- 0,01 % (w/v) CBB G-250
- 31,35 % (v/v) etanol
- 58,6 % (v/v) fosforna kiselina (HsPQa)

Bradford radna otopina:

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

Pufer za prijenos:
- 29 mM Tris
- 192 mM glicin

- 10 % (v/v) metanol
- Nadopuniti s dH20 i podesiti pH na 8,3.

1 x puferirana otopina fosfatnih soli (engl. phosphate buffer saline, PBS):

- 10 mM NazHPO,

- 1,7 mM KH2PO4

- 2,7mM KCI

- 130 mM NaCl

- Smjesu otopiti u dH20 i podesiti pH na 7,4.

Pufer za blokiranje:

- 5% (w/v) bezmasno mlijeko u prahu
- Otopiti u 1 x PBS puferu.

Pufer za ispiranje:

- 0,05 % (v/v) Tween 20
- 1xPBS pufer
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3.5. Metode rada s bakterijama
3.5.1. Uzgoj i pohrana bakterijskih sojeva

Bakterijski sojevi se ¢uvaju na temperaturi od -20 °C ili -80 °C u teku¢em LB (Lysogeny
broth) mediju kojem je dodano 50 % glicerola [186]. Na ovaj nacin se bakterijski sojevi mogu
Cuvati viSe godina bez gubitka vijabilnosti. Za eksperimentalni rad, ploCe s bakterijskim
kolonijama naraslim na 37 °C preko no¢i se kratkoro¢no ¢uvaju na +4 °C. Za svaki pokus uzima
se pojedinacna kolonija koja se dodaje u tekué¢i LB medij i uzgaja oko 18 hna 37 °C (stacionarna
kultura bakterija) u inkubatoru tresilici G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) pri 300 rpm.
Kad se koriste bakterije u eksponencijalnoj fazi rasta, stacionarna kultura se razrijedi oko 50 X
u teku¢em LB mediju i uzgaja do ODeoo = 0,5 - 0,6 $to se odredi pomocu spektrofotometrijskog
uredaja Ultrospec 10 Classic (Amersham Biosciences). U tekuc¢i ili kruti LB medij se po potrebi

dodaju antibiotici i induktori u finalnim koncentracijama navedenim u poglavlju 3.3.

Sve pokuse in vivo kojima sam istrazivao mehanizme regulacije sustava CRISPR-Cas,
radio sam sa sojevima bakterije E. coli K-12 BW25113 (Keio kolekcija sojeva bakterije E. coli)
i E. coli BL21-Al (Invitrogen). Za konstrukciju novih bakterijskih sojeva koristio sam metodu
transdukcije pomocu bakteriofaga P1vir (laboratorijska kolekcija prof. Ivan¢i¢ Bace) kojim sam
unosio zeljene mutacije obiljezene kazetom za otpornost na neki antibiotik, koja je ujedno

sluzila za selekciju mutanata.
3.5.2. Konstrukcija sojeva P1 transdukcijom

Lizate faga P1lvir sam prethodno pripremio na odgovaraju¢im donorskim sojevima.
Donorske stanice sam uzgojio u 10 mL teku¢eg LB medija do rane eksponencijalne faze ODegoo
~ 0,3. Dodao sam 60 pL. 1 M CaClz i 50 uL mati¢ne otopine bakteriofaga P1vir, te uzorak
inkubirao dok se ne primijeti liza bakterijskih stanica (oko 3 do 5 sati). Zatim sam dodao 500
pL kloroforma i lagano ga promijeSao 5 min da se u potpunosti liziraju stanice donorskog soja.
Ostatke stani¢nog lizata sam zatim centrifugirao u centrifugi SIGMA 3K30 (Sigma-Aldrich),
12 min na maksimalnoj brzini (> 12 000 rcf) uz hladenje (+4 °C). Virusne Cestice prisutne u
supernatantu sam odvojio od liziranih bakterijskih stanica zaostalih u talogu dekantiranjem u
sterilnu epruvetu. Novoj mati¢noj otopini bakteriofaga P1vir sam dodao kloroform u koli¢ini

koja odgovara 1/100 ukupnog volumena i pohranio ga na +4 °C.

Prvo sam uzgojio svjezu prekono¢nu kulturu recipijentnog soja u 3 mL tekuceg LB

medija do stacionarne faze rasta na 37 °C. Istalozio sam po 1,5 mL stanica centrifugiranjem 2,5
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minute pri 10 000 rcf u centrifugi 5415D (Eppendorf), supernatant odlio, a talog resuspendirao
u 200 L. MC pufera. Za infekciju sam stanicama dodao pripremljeni lizat bakteriofaga P1vir u
dvije koncentracije (100 ili 200 pL) i smjesu inkubirao 30 minuta na 37 °C bez protresanja.
Nakon toga sam dodao 200 pL 1 M natrij citrata kako bih sprijecio novu infekciju i posljedicno
lizu bakterijskih stanica, te sve prebacio u epruvetu s 3 mL mekog LB medija. Nakon mijesanja,
smjesu mekog LB medija i stanica prelio sam na krutu selektivnu LB podlogu i pustio da se
skrutne. Podloge sam inkubirao 24 do 48 sati na 37 °C. Narasle transduktante sam procistio na
novu krutu LB podlogu s istim antibiotikom, kako bih bakterijske stanice procistio od

neadsorbiranih bakteriofaga i potvrdio otpornost na antibiotik.
3.5.3. Konstrukcija sojeva uklanjanjem antibiotske kazete

Bakterijski sojevi iz kolekcije Keio imaju uklonjene gene zamijenjene kanamicinskom
kazetom gdje je gen za otpornost na kanamicin omeden mjestima FRT (engl. flippase
recognition target). Kako bih mogao u isti soj ubaciti drugu mutaciju obiljezenu otporno$éu na
kanamicin, morao sam prvo ukloniti prvu kanamicinsku kazetu, odnosno napraviti
neobiljezenog (engl. markerless) mutanta. Za to sluzi plazmid pCP20 koji eksprimira enzim
FLP-rekombinazu koja prepoznaje mjesta FRT, i mjesno-specificnom rekombinacijom izrezuje
DNA izmedu njih [183]. Plazmid pCP20 nosi gen za otpornost na ampicilin, ima temperaturno
osjetljivo izvoriste replikacije (engl. origin of replication, ori) i ne moze se replicirati na 37 °C.
Prvo sam unio plazmid pCP20 u Zeljeni soj kemijskom transformacijom (vidi poglavlje 3.5.6)
uz par izmjena. Stanice sam nakon temperaturnog Soka oporavljao na 30 °C te inkubirao dva
dana na 30 °C na krutim LB podlogama s ampicilinom. Gubitak plazmida sam potaknuo
uzgajanjem transformanata u teku¢em LB mediju bez antibiotika preko no¢i na 37 °C uz treSnju.
Mali uzorak sam sterilnom ezom nanio na krutu LB podlogu bez antibiotika da bih dobio
pojedinacne kolonije. Gubitak plazmida i kanamicinske kazete sam provjerio za dvadesetak
pojedinacnih kolonija metodom replica plating nanose¢i ih na podlogu s dodatkom ampicilina
i podlogu s dodatkom kanamicina. One kolonije koje nisu narasle ni na podlozi s ampicilinom

ni kanamicinom (osjetljive na oba antibiotika) sam sacuvao kao nove mutante.
3.5.4. Konstrukcija sojeva zamjenom gena

Zamjenu divljeg tipa gena cas3 s tockastim alelima (engl. gene replacement) napravio
sam koriStenjem plazmida pKOV koji ima temperaturno osjetljivo ishodiste replikacije (ori),
gen za otpornost na antibiotik kloramfenikol i gen sacB [184]. Prvo sam napravio Zeljeni

tockasti mutant u poc¢etnom plazmidu (pAH4, Tablica 2) ciljanom mutagenezom (poglavlje
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3.6.5.) i zatim mutirani gen ugradio u plazmid pKOV. U tu svrhu koriStene su pocetnice
navedene u Tablici 3 i komercijalni komplet NEBuilder HiFi DNA Assembly kit (New England
BioLabs) prema uputama proizvodaca. Dobivena povezana smjesa fragmenata DNA
transformirana je u kemijski kompetentne stanice NEB 5-a iz komercijalnog kompleta prema
uputama proizvodaca i stanice su uzgajane na 30 “C kroz dva dana. Pojedinacne transformante
sam testirao metodom lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR)
koristeé¢i pocetnice navedene u Tablici 3 (vidi poglavlje 3.6.3.) kako bih pronasao onaj vektor
koji sadrzi insert. Takav plazmid sam izolirao pomoc¢u komercijalnog kompleta Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System (Promega) prema uputama proizvodaca te ga
elektroporacijom (vidi poglavlje 3.5.7.) unio u soj bakterije E. coli s dvije anti-lambda
razmaknice i deletiranim genom hns (soj 11B1309, Tablica 1). Nakon oporavka, transformante
sam prvo inkubirao preko no¢i na sobnoj temperaturi, pa tek onda nasadio na selektivne krute
LB podloge i uzgajao na 42 °C preko no¢i. Pri poviSenoj temperaturi plazmid pKOV se ne moze
replicirati, i samo one bakterije koje su ugradile plazmid u genom mogu prezivjeti u prisutnosti
antibiotika. Idu¢i dan sam nekoliko naraslih pojedinacnih kolonija nacijepio na krutu LB
podlogu s 5 % saharoze bez antibiotika kako bih potaknuo izrezivanje plazmida iz genoma.
Podloge sam inkubirao preko no¢i na 37 °C. Naime, stanice koje zadrze plazmid pKOV ne
mogu prezivjeti na podlozi sa saharozom jer enzim kodiran genom sacB pretvara saharozu u
toksi¢ni metabolit. Dobivene pojedinacne bakterijske kolonije potom sam testirao na gubitak
otpornosti na antibiotik kloramfenikol (poglavlje 3.5.5.) i infekciju fagom Avir (poglavlje
3.5.8.). Onu koloniju koja je bila osjetljiva na kloramfenikol i infekciju fagom Avir na 30 °C

sam sacuvao i potvrdio mutaciju sekvenciranjem u servisu Macrogen (Nizozemska).
3.5.5. Provjera genotipa kromosomskih mutanata bakterije E. coli

Novim bakterijskim mutantima provjerio sam genotip testom razmaza (engl. streak
test). U tu svrhu sam prvo nasadio pojedina¢ne kolonije u 3 mL teku¢eg LB medija s dodatkom
odgovarajuceg antibiotika i inkubirao preko no¢i na 37 °C uz tresnju. Pripremio sam nekoliko
krutih podloga s dodatkom jednog antibiotika i bez antibiotika za kontrolu. Na poledini svake
podloge nacrtao sam polja koja sam oznacio imenima sojeva koji ¢e se testirati. Na svaku
podlogu sam nakapao nekoliko kapi prekonoéne bakterijske kulture i razmazao sterilnom ezom
unutar oznac¢enog polja. Pustio sam podloge da se posusSe i inkubirao na 37 °C preko no¢i.
Genotip sojeva je bio ispravan ako su bakterijske stanice nakon inkubacije narasle samo na
podlozi bez antibiotika i na podlozi s antibiotikom koji je odgovarao ubacenoj antibiotskoj

kazeti. Testom razmaza sam dodatno provjerio genotip sojeva koriste¢i podloge bez antibiotika
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koje bih ozra¢io ultraljubi¢astim (UV) svjetlom (obi¢no u dozama od 30 J/m? i 60 J/m?).
Ultraljubic¢asto zrac¢enje uzrokuje oSte¢enja u molekuli DNA, pa je ovo dobra dodatna kontrola
kako bih provjerio da nije doSlo do mutacija u genima ukljuenim u procese homologne

rekombinacije i popravka DNA.

Tockaste mutante sam provjerio na na¢in da sam prvo gen cas3 umnozio metodom PCR
koristeci pocetnice navedene u Tablici 3 1 potvrdio prisutnost mutacije sekvenciranjem u servisu

Macrogen (Nizozemska).
Sojevima s ispravnim genotipom sam dao broj i pohranio ih na -80 °C.
3.5.6. Kemijska transformacija bakterijskih sojeva

Bakterijske stanice uzgojio sam do logaritamske faze rasta (ODgoo = 0,5 - 0,6)
dodavanjem 40 pL prekono¢ne kulture u 3 mL svjezeg teku¢eg LB medija i inkubirao u tresilici
na 37 °C. Istalozio sam 1,5 mL stanica centrifugiranjem 2,5 minute pri 10 000 rcf na sobnoj
temperaturi u centrifugi 5415D (Eppendorf). Uklonio sam supernatant, a talog sam
resuspendirao u 200 puL hladne otopine 50 mM CaCl,. Stanice sam ponovo istalozio i talog
resuspendirao u 50 pL hladne otopine 50 mM CacCl; i inkubirao na ledu 5 minuta. Potom sam
dodao 1 pL plazmidne DNA i inkubirao jo§ 10 minuta. Smjesu sam zatim izloZio
temperaturnom Soku u trajanju od 30 sekundi na 42 °C u termobloku Thermomixer comfort
(Eppendorf), i 2 minute na ledu. Dodao sam 500 pL teku¢eg LB medija i inkubirao Stanice sat
vremena na 37 °C uz treSnju. Nakon oporavka stanice sam nasadio na krute selektivne LB

podloge, koje sam inkubirao preko no¢i u inkubatoru na 37 °C.
3.5.7. Priprema elektrokompetentnih stanica i elektroporacija

Elektrokompetentne stanice sam pripremio uzgajanjem 20 mL bakterijske kulture do
srednje logaritamske faze rasta (ODsoo ~ 0.6). Stanice sam istalozio centrifugiranjem 6 minuta
pri 4 000 rcf na 4 °C. Supernatant sam bacio, a talog stanica resuspendirao u 10 mL sterilnog,
hladnog 10 %-tnog glicerola. Postupak talozenja i ispiranja stanica sam ponovio u S mL i 3 mL
hladnog 10 %-tnog glicerola. Nakon zadnjeg talozenja, stanice sam otopio u 1 mL hladnog 10
%-tnog glicerola i alikvotirao u uzorke po 50 pL. Alikvotu stanica sam zatim dodao 24 ng
plazmida pTK43 u kiveti za elektroporaciju koja je prethodno ohladena drzanjem na ledu.
Ostatak alikvota sam pohranio na —80 °C za ponavljanje pokusa. Kivetu sam smjestio u nosac¢
elektroporatora MicroPulser (Bio-Rad), te izlozio udaru struje napona 1,8 kV koji stvara pore

u membrani bakterijskih stanica. Nakon elektroporacije, stanicama sam dodao 450 pL tekuceg
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LB medija i oporavljao ih 1 sat na 37 °C uz treSnju pri 300 rpm. Nakon oporavka, pripremio
sam seriju decimalnih razrjedenja od 10 do 10° u fosfatnom puferu i nakapao 10 mikrolitarske
alikvote u duplikatu na krute LB podloge s dodatkom ampicilina. Podloge sam inkubirao preko
noc¢i na 30 °C i 37 °C. Usporedbom broja naraslih kolonija u odnosu na divlji tip odredio sam
efikasnost transformacije ovisno o genotipu stanica. Broj transformanata odredio sam prema

sljede¢oj jednadzbi:
CFU/mL = broj kolonija X faktor razrjedenja x 100
3.5.8. Odredivanje efikasnosti infekcije fagom Avir

Geneticka analiza otpornosti bakterijskih sojeva na infekciju fagom Avir bila je kljucni
pokus kojim sam provjeravao uloge moguc¢ih regulatora i tockastih mutacija na aktivnost
sustava CRISPR-Cas. U tu svrhu sam uzgojio bakterijske stanice do stacionarne faze rasta u 3
mL tekuéeg LB medija uz dodatak odgovaraju¢ih antibiotika i induktora (konacna
koncentracija 0,2 % L-arabinoza ili 1 mM IPTG) u tresilici na 37 °C. Idu¢i dan sam u 3 mL
mekog LB medija dodao iste induktore i 200 uL prekonoéne kulture, te smjesu izlio na krute
LB podloge kako bih dobio bakterijsku livadu. Podloge su takoder sadrzavale odgovarajuce
induktore i antibiotike. Napravio sam decimalna razrjedenja faga Avir (laboratorijska kolekcija
prof. Ivan¢i¢ Baée) u otopini 10 mM MgSO4 u rasponu koncentracija od 10 do 10°. Na
skrutnuti meki agar nanio sam 10 mikrolitarske alikvote svakog decimalnog razrjedenja virusa
u dvije replike. Nakon §to su se kapljice upile, podloge sam inkubirao preko no¢i na 30 °C 137
°C. Idu¢i dan sam prebrojao nastale plakove (mjesta liziranih bakterija) i odredio efikasnost
infekcije raCunanjem broja nastalih virusnih Cestica (engl. plaque forming units, PFU) faga Avir

prema sljedecoj jednadzbi:

PFU/mL = broj plakova X faktor razrjedenja X 100

3.6. Metode rada s DNA
3.6.1. Priprema plazmida

Plazmide sam koristio s ciljem istraZivanja utjecaja prekomjerno eksprimiranih
proteina. Neke plazmide sam dobio, a konstruirao sam plazmide pliB37, plIB39, pDM9,
pDM10, pDM11, pDM13 i pDM16 (Tablica 2).
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3.6.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Za konstrukciju rekombinantnih vektora pDM11 (htpG), pDM13 i pDM16 (oba
antiCas) prvo sam metodom PCR umnozio ciljne gene s kromosoma bakterije E. coli koristec¢i
pocetnice specificne za svaki gen (Tablica 3). Koristio sam DNA polimerazu visoke to¢nosti s
lektoriraju¢om aktivnosti Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England BiolLabs), a
reakcijsku smjesu sam pripremio prema uputama proizvodaca. Koristio sam PCR programe

prilagodene svakom genu navedene u Tablici 4.

Tablica 4. PCR programi za umnazanje zeljenih gena iz kromosoma bakterije E. coli. Denaturacija,

sparivanje pocetnica i elongacija su provedeni u 30 ciklusa.

PCR korak htpG (1875 nt) antiCas (373 nt)
Pocetna denaturacija 98°C/30s 98 °C/30s
Denaturacija 98°C/10s 98°C/10s
Sparivanje pocetnica 55°C/30s 50°C/30s
Elongacija 72 °C/2min 72°C/30s
Zavrsna elongacija 72 °C/2 min 72 °C/2 min

3.6.3. Agarozna gel elektroforeza

Nakon PCR reakcije, uzorke sam provjerio elektroforezom u agaroznom gelu.
Pripremio sam 1 % agarozni gel u 15 mL 1 x TAE pufera, te sam u njega dodao 1,1 uL
interkalirajuce boje SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) radi kasnije vizualizacije vrpci na
transiluminatoru. Pomije$ao sam 4 uLL PCR uzorka s 1 pL boje 6X DNA Loading Dye (Thermo
Fisher Scientific) 1 nanio na gel, zajedno s 2 pL markera veli¢ina GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). Elektroforezu sam proveo u sustavu za elektroforezu OneRun
Electrophoresis Cell (Embi Tec) u 1 x TAE puferu u trajanju od 15 minuta pri naponu od 100
V. Fragmente DNA sam vizualizirao na transiluminatoru i analizirao programom Kodak 1D

Image Analysis Software v. 3.6.0.
3.6.4. Restrikcijska razgradnja, ligacija molekula DNA i provjera ugradnje

UmnoZeni fragment DNA sam procistio koriste¢i komercijalni komplet GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific). Po€etnice su na krajevima sadrzavale nukleotidne
sljedove koje prepoznaju specifine restrikcijske endonukleaze, te sam stoga istim
restrikcijskim enzimima pocijepao dobivene PCR produkte i vektore u koje sam te produkte

htio ugraditi. Kombinacije restrikcijskih enzima za svaki klonirani gen navedene su u Tablici
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5, a sastav restrikcijskih smjesa sam priredio prema uputama proizvodaca za enzime FastDigest
Restriction Enzymes (Thermo Fisher Scientific), koji su omogudili brzu i istovremenu digestiju
s oba enzima (engl. double digest). Uzorke sam inkubirao 15 minuta na 37 °C. Pocijepane
uzorke vektora sam zatim dodatno provjerio elektroforezom u 1 % agaroznom gelu, kako bih
bio siguran da je restrikcija vektora bila uspjesna. Na gel sam nanio 4 uL restrikcijske reakcije
pomijesane s 1 uL boje 6X DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific), zajedno s 2 uL
markera veli¢ina GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforezu sam
proveo kako je opisano u prethodnom odlomku. Cijepanje vektora je bilo potpuno i uspjes$no
ako je na gelu prisutna samo jedna vrpca na veli¢ini koja odgovara molekularnoj masi vektora.
Nakon toga sam sve uzorke ponovo procistio koriste¢i komercijalni komplet GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) i odredio koncentracije DNA inserta i vektora
spektrofotometrijski na uredaju NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare) mjerenjem

apsorbancije u 2 ul uzorka pri valnoj duljini od 260 nm.

Tablica 5. Pregled restrikcijskih enzima i vektora koristenih za pripravu rekombinantnih plazmida.

Rekombinantni Veli¢ina Uklonirani o
. Restrikcijski enzimi Vektor
plazmid (kb) gen
pDM11 55 htpG EcoRl i Ncol pPMR18
pDM13 4,5 antiCas Ncol i Kpnl pBad-HisA
pDM16 4 antiCas Ncol i Kpnl pMR18

Proc¢is¢ene PCR fragmente (inserte) povezao sam s pripadajuéim vektorima
djelovanjem enzima ligaze T4-DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific). Reakcijsku smjesu od
20 pL pripravio sam prema uputama proizvodaca, u molarnom omjeru vektor:insert od 1:3 do
1:5, kako bih povecao efikasnost dobivanja Zeljenog konstrukta. Uzorke sam inkubirao 20
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, transformirao sam 50 pL komercijalnih,
kemijski kompetentnih stanica NEB 5-a (New England BioLabs) s 2 pL ligacijske smjese
prema uputama proizvodaca. Bakterijskim stanicama sam dodao 1 ml SOC medija (New
England BioLabs) te ih inkubirao sat vremena u tresilici pri 250 rpm na 37 °C oko 60 minuta.
Stanice sam potom nasadio na krutu LB podlogu uz dodatak antibiotika ampicilina ili

streptomicina, ovisno o plazmidnom vektoru. Podloge sam inkubirao preko no¢i na 37 °C.

Idu¢i dan sam metodom PCR na bakterijskim kolonijama (engl. colony PCR) provjerio
koje su kolonije primile plazmid sa zeljenim insertom. Prvo sam lizirao stanice (u maloj

epruveti za PCR dodao sam 50 pL sterilne dH2O 1 sterilnom cackalicom resuspendirao malo
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uzorka pojedinacne kolonije), te ih u uredaju za PCR inkubirao 3 minute na 98 °C. Lizom
oslobodena DNA bila je kalup za PCR reakciju koju sam pripremio prema uputama proizvodaca
za Phire Green Hot Start Il PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Za provjeru svakog
rekombinantnog plazmida koristio sam par pocetnica pBAD-F/pBAD-R jer se veZzu u oba
ishodisna vektora, pBad-HisA i pMR18. Koristio sam PCR programe navedene u Tablici 6,
ovisno o veli¢ini umnazanog gena. Nakon PCR reakcije, uzorke sam provijerio elektroforezom

u 1 % agaroznom gelu, kako je opisano u poglavlju 3.6.3.

Tablica 6. PCR programi za provjeru transformanata metodom PCR na bakterijskim kolonijama.

Denaturacija, sparivanje pocetnica i elongacija su provedeni u 30 ciklusa.

PCR korak pDM11 pDM13 pDM16
Pocetna denaturacija 98 °C/30s 98 °C/30s 98 °C/30s
Denaturacija 98°C/5s 98°C/5s 98°C/5s
Sparivanje pocetnica 55°C/5s 55°C/5s 55°C/5s
Elongacija 72°C/30s 72°C/15s 72°C/15s
Zavr$na elongacija 72 °C/1min 72 °C /1 min 72 °C/1min

One kolonije u kojima sam potvrdio prisutnost rekombinantnog plazmida, uzgojio sam
u 3 mL teku¢eg LB medija preko noc¢i na 37 °C. Iz prekonoc¢nih kultura izolirao sam plazmidnu
DNA pomoc¢u komercijalnog kompleta Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega) prema uputama proizvodaca. Koncentraciju DNA plazmida sam izmjerio
spektrofotometrijski na uredaju NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare), kako je

opisano ranije u ovom poglavlju.

Rekombinantne plazmide sam dodatno provjerio cijepanjem izoliranih plazmida
jednom od restrikcijskih endonukleaza koristenih tijekom kloniranja (Tablica 5) i provjerom
veli¢ine lineariziranog plazmida elektroforezom u 1 % agaroznom gelu kao §to je ve¢ opisano.
Rekombinantne plazmide koji su zadovoljili i ovu provjeru, poslao sam na sekvenciranje u

servis Macrogen (Nizozemska).
3.6.5. Ciljana mutageneza plazmidne DNA

Ciljana mutageneza (engl. site-directed mutagenesis) koristena je za uvodenje tockastih
mutacija u plazmidne vektore s ciljem zamjene aminokiselina u aktivnom mjestu enzima.
Plazmidne vektore plIB37, plIB39, pDM9 i pDM10 konstruirao sam koriste¢i ovu metodu. Za
ciljanu mutagenezu sam koristio mutagene pocetnice koje sadrze Zzeljenu zamjenu u

nukleotidnom slijedu, a navedene su u Tablici 3. Koriste¢i komercijalni komplet Q5 Site-
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Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs), prema uputama proizvodaca sam pripremio
reakcijsku smjesu za mutageni PCR, PCR program i potom reakciju kinaza-ligaza-Dpnl (engl.
Kinase-Ligase-Dpnl, KLD), koja sluzi za cirkularizaciju PCR produkta i cijepanje DNA
kalupa. Nakon provedene reakcije KLD, tom smjesom sam transformirao komercijalne,
kemijski kompetentne stanice NEB 5-o. (New England BioLabs) prema uputama proizvodaca.
Nakon ovog koraka, plazmide sam izolirao iz transformanata i provjerio ispravnost
sekvenciranjem kako je opisano ranije u poglavlju 3.6.4. (nije bilo potrebno provjeravati

prisustvo inserta).
3.6.6. Odredivanje efikasnosti pripremljene adaptacije

Ugradnju novih razmaknica sam istrazivao metodom PCR (poglavlje 3.6.2.), 1
agaroznom gel elektroforezom (poglavlje 3.6.3.), te racunalnom obradom. Kalup molekule
DNA za PCR dobio sam lizom prekono¢no uzgojenih stanica na 37 °C, koje su bile
transformirane s plazmidom pTK43 i/ili pDM16 (i kontrolnim plazmidima), koji je bio meta i
izvor novih razmaknica. Za umnazanje sam koristio par pocetnica CRISPR-Sp4/CRISPR-R
koje se vezu unutar Cetvrte razmaknice lokusa CRISPR i na 3' kraj gena casl, pa se njima
umnaza dio lokusa CRISPR u kojeg se ugraduju nove razmaknice. Za PCR sam koristio enzim
Phire Green Hot Start Il PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Rekacijsku smjesu
enzima, pocetnica i vode sam napravio po uputama proizvodaca, od kojeg sam zatim podijelio
alikvote od 9 puL i njima dodao po 1 pL kalupa. Koristio sam PCR program naveden u Tablici
7. Nakon PCR reakcije, u jazice sam nanio 5 plL svakog uzorka, te sam ih provjerio gel
elektroforezom u 2 % agaroznom gelu u trajanju od 45 minuta pri 50 V. Kemikalije za pripravu
gela i uredaji koriSteni za elektroforezu i snimanje gela su isti kao u poglavlju 3.6.3. Sojevi u
kojima je doSlo do ugradnje razmaknice su uz pocetnu vrpcu, koja ve¢ ima jednu ugradenu

razmaknicu, imali dodatnu vrpcu iznad pocetne, produljenu za otprilike 60 pb.

Tablica 7. PCR program za umnazanje lokusa CRISPR. Denaturacija, sparivanje pocetnica i elongacija

su provedeni u 30 ciklusa.

PCR korak Temperatura/ Vrijeme
Pocetna denaturacija 98 °C/30s
Denaturacija 98°C/5s
Sparivanje pocetnica 53°C/5s
Elongacija 72°C/10s
Zavr$na elongacija 72 °C/ 1 min
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Kako bih odredio relativni intenzitet ugradnje razmaknica, koristio sam program Kodak
1D Image Analysis Software v. 3.6.0. Program je automatski pronaSao poc¢etne vrpce s jednom
ugradenom razmaknicom jer su jakog intenziteta, dok sam vrpce s drugom, novougradenom
razmaknicom ru¢no oznacio. Takoder sam ru¢no oznacio i prazni prostor iznad pocetnih vrpci
u uzorcima negativnih kontrola (prazni vektori), kako bih mogao oduzeti signal pozadine jer
vrpce nisu imale ostre, jasne rubove. Jednom kad sam oznacio sve vrpce i odgovarajuca prazna
polja u negativnim kontrolama, program je automatski odredio vrijednosti relativnih intenziteta
za sva oznacena mjesta na gelu. Kona¢nu vrijednost relativnog intenziteta novougradene
razmaknice sam dobio tako da sam od vrijednosti pripadajuceg relativnog intenziteta oduzeo

srednju vrijednost Suma svih negativnih kontrola.

3.7. Metode rada s RNA
3.7.1. lzolacija ukupne RNA

Ukupnu RNA sam izolirao iz bakterijskih stanica uzgojenih do logaritamske ili
stacionarne faze rasta na temperaturama od 30 °C i 37 °C. Istalozio sam 1,5 mL stanica
centrifugiranjem 5 minuta pri 6 000 rcf na 4 °C u centrifugi SIGMA 3K30 (Sigma-Aldrich).
Supernatant sam uklonio, a talog stanica otopio u 500 puL ledeno hladne otopine S0 mM natrij
acetata (pH 5,3) i 10 mM EDTA, te zatim dodao 50 puL 10 %-tnog SDS-a. Lizatu stanica sam
potom dodao 500 puL hladnog reagensa Trizol LS (Invitrogen), inkubirao 5 minuta na sobnoj
temperaturi, zatim dodao 200 pL hladnog kloroforma i inkubirao jo§ 3 minute na sobnoj
temperaturi. Lizat sam centrifugirao 15 minuta pri 12 000 rcf na 4 °C, kako bi se razdvojile
faze. Gornju vodenu fazu (koja sadrzi RNA) sam prebacio u novu mikroepruvetu i dodao 500
pL hladnog izopropanola, te inkubirao 10 minuta na sobnoj temperaturi. Izoliranu RNA sam
istaloZio centrifugiranjem 10 minuta pri 15 000 rcf na 4 °C. Pazljivo sam uklonio supernatant,
a talog otopio u 200 uL 75 %-tnog etanola 1 dodatno promijeSao na mijesalici, te uzorak ponovo
centrifugirao 5 minuta pri 7 500 rcf na 4 °C. Supernatant sam uklonio, a dobiveni talog
procis¢ene RNA sam ostavio susiti na zraku kako bih uklonio sve tragove etanola. Suhi talog
sam otopio u 50 pL sterilne DEPC dH20 bez RNAza. Koncentraciju RNA sam odredio
spektrofotometrijski pomocu uredaja NanoDrop TM 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific) nanoSenjem 2 pL uzorka na plo€icu i mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od
260 nm. Kvalitetu RNA sam dodatno provjerio elektroforezom u 1 % agaroznom gelu, koju

sam proveo na nacin opisan u poglavlju 3.6.3., te pohranio na -80 °C.
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3.7.2. Odredivanje koli¢ine transkripata metodom RT-qPCR

Za istrazivanje mehanizama regulacije ekspresije gena cas na razini transkripcije
koristio sam metodu kvantitativne lanc¢ane reakcije polimerazom (engl. quantitative polymerase
chain reaction, RT-gPCR). Zaostalu DNA sam uklonio enzimom DNaza |, RNase-free
(Thermo Fisher Scientific). Reakcijsku smjesu sam pripremio prema uputama proizvodaca i
inkubirao 30 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije, u uzorke sam dodao 50 mM EDTA i inkubirao
10 minuta na 65 “C kako bih inaktivirao DNazu. Pola volumena svake reakcijske smjese sam
provjerio elektroforezom u 1 % agaroznom gelu (poglavlje 3.6.3.). Drugu polovicu uzorka sam

razrijedio sterilnom DEPC dH.O bez RNA-za do koncentracije 1 ng/uL.

Za reakciju umnazanja u jednom koraku (engl. one step amplification reaction) pomocu
komercijalnog kompleta Luna Universal One-Step RT-gPCR Kit (New England Biolabs)
koristio sam 2 uL uzoraka RNA razrijedenih do koncentracije 1 ng/uL. Ostatak reakcijske
smjese sam pripremio prema uputama proizvodaca koriste¢i po€etnice navedene u Tablici 3.
PCR reakcije sam proveo na uredajima 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems)
I Mic Real Time PCR Cycler (Bio Molecular Systems) koriste¢i program naveden u Tablici 8.
Dobivene rezultate sam analizirao koriste¢i programe 7500 Software v.2.0.6. (Applied
Biosystems) i micPCR 2.10.1 (Bio Molecular Systems). Promjenu u transkripciji (engl. fold
change) izmedu istrazivanih gena izrac¢unao sam koriStenjem relativne kvantifikacije s genom
groES kao endogenom kontrolom i koli¢inom transkripata gena cas iz soja bakterije E. coli
BW25113 (divlji tip) kao kalibratorom. Gen groES sam koristio kao endogenu kontrolu jer je
konstitutivno eksprimiran u svim istrazivanim sojevima. Sve PCR reakcije su provedene u 6
replika, a kontrolne reakcije bez RNA su sluZzile za pra¢enje op¢ih razina kontaminacije.
Tablica 8. RT-gPCR program za mjerenje koli¢ine transkripata gena cas. Denaturacija i elongacija su

provedeni u 40 ciklusa.

Korak Temperatura/ Vrijeme
Reverzna transkripcija 55°C/ 10 min
Pocetna denaturacija 95°C/ 1 min
Denaturacija 95°C/10s
Elongacija 61 °C/ 1 min

3.7.3. Priprema RNA za sekvenciranje ukupne RNA

Ukupnu RNA izolirao sam iz divljeg tipa E. coli i soja s deletiranim genom hns
uzgojenih do stacionarne faze rasta u 3 mL teku¢eg LB medija na 30 °C i 37 °C. Pocetni koraci
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su isti kao u poglavlju 3.7.1. Ovdje sam gornju vodenu fazu nakon centrifugiranja izdvojio u
novu mikroepruvetu i pomijesao s jednakim volumenom 96 %-tnog etanola. Potom sam ukupnu
RNA procistio pomocu komercijalnog kompleta Direct-zol RNA Miniprep Plus Kits (Zymo
Research) prema uputama proizvodaca, ¢ime sam uklonio i zaostalu DNA iz uzorka. Uzorcima
sam izmjerio koncentraciju RNA spektrofotometrijski i provjerio kvalitetu elektroforezom u 1

% agaroznom gelu na nacin opisan U poglavlju 3.6.3.

Uzorke RNA sam poslao na sekvenciranje RNA (engl. RNA sequencing, RNAseq) u
servis Macrogen (Juzna Koreja). U servisu je prvo za svaki uzorak pripremljena biblioteka
predlozaka (engl. template library) za sekvenciranje. Kvaliteta podataka dobivenih
sekvenciranjem provjerena je pomocu programa FastQC v0.11.7 (Babraham Bioinformatics) te
su podaci zatim obradeni programima Trimmomatic 0.38 (THE USADEL LAB) i Bowtie 1.1.2
(Johns Hopkins University) kako bi se dobivena o€itanja/sekvence (engl. reads) mapirala na
referentni genom (kromosom bakterije E. coli). Ekspresija pojedinih gena odredena je
programom HTseq 0.10.0 [187], a razlika u ekspresiji gena izmedu uzoraka dobivena je
analizom diferencijalno eksprimiranih gena (engl. Differentially Expressed Genes analysis,

DEG) koriste¢i paket edgeR. Sve navedene raCunalne analize napravio je servis Macrogen.

3.8. Metode rada s proteinima
3.8.1. Liza stanica i izolacija ukupnih proteina

Prekonoénu kulturu stanica od 3 mL istalozio sam centrifugiranjem 5 minuta na 14 000
rcf pri temperaturi od 4 °C u centrifugi Sigma 3K30 (Sigma-Aldrich). Supernatant sam uklonio,
a talog stanica resuspendirao u 400 pL pufera za lizu. Stanice sam zatim lizirao sonikacijom
pomocu uredaja High Intensity Ultrasonic Processor 50-Watt Mode (Bioblock Scientific)
tijekom 6 ciklusa u trajanju od 2 sekunde, s 4 sekunde pauze na ledu izmedu pulseva. Nakon

sonikacije nisam odvajao supernatant od taloga, ve¢ sam u daljnjoj analizi koristio ukupni lizat.
3.8.2. Odredivanje koncentracije proteina

Ukupnu koncentraciju proteina u lizatu odredio sam spektrofotometrijski metodom po
Bradfordu [188], ¢iji je temelj vezanje boje Coomassie Brilliant Blue (CBB) na proteine. Iz
mati¢ne Bradford otopine sam pripremio radnu Bradford otopinu. Uzorke za mjerenje sam
pripremio dodavanjem 20 pL lizata u 1 mL radne Bradford otopine, nakon Cega sam ih

vorteksirao i inkubirao 5 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Uzorcima sam izmjerio
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apsorbanciju (intenzitet plavog obojenja) pri valnoj duljini od 595 nm pomoc¢u spektrofotometra
Specord 50 Plus (Analytic Jena). Koncentracije uzoraka sam odredio pomocu bazdarne krivulje
pripremljene iz otopina serumskog albumina goveda (engl. bovine serum albumin, BSA)

poznatih koncentracija (0,2-2,0 mg/mL) u puferu za lizu.

3.8.3. Provjera uspjesnosti izolacije proteina metodom elektroforeze u poliakrilamidnom

gelu u prisutnosti natrijevog dodecil sulfata (SDS-PAGE)

Lizate proteina sam nakon mjerenja koncentracije denaturirao dodavanjem pufera za
denaturaciju i inkubacijom 5 minuta na 95 °C. Kako bih potvrdio uspjesnost izolacije ukupnih
stani¢nih proteina, denaturirane uzorke lizata sam prije imunodetekcije provjerio metodom
elektroforeze u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecil sulfata (engl. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) koriste¢i sustav Mini-
PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad). Ovom metodom sam izolirane proteine razdvojio prema
molekulskoj masi koriste¢i gel sastavljen od dva dijela, 4 %-tnog gornjeg gela za sabijanje
proteina i 10 %-tnog donjeg gela za razdvajanje. Sastav gelova naveden je u Tablici 9. Uzorke
sam nanio na gel tako da svaka jazica sadrzi 9 pg proteina, a za odredivanje molekulske mase
vrpci u prvu sam jazicu nanio 5 uL markera veli¢ina Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Thermo Fisher Scientific). Elektroforezu sam provodio u 1 x elektrodnom puferu za
elektroforezu u poliakrilamidnom gelu na sobnoj temperaturi, prvo 15 minuta pri naponu od
100 V, pa zatim 45 minuta pri naponu od 180 V. Za metodu SDS-PAGE sam Koristio i
komercijalne gelove 10 % Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Protein Gels (Bio-Rad), na kojima
sam elektroforezu provodio otprilike 50 minuta pri 180 V. U oba sluc¢aja, nakon zavrSetka
elektroforeze, gelove sam bojao u otopini za bojanje poliakrilamidnih gelova sat vremena na
tresilici. Boju koja se nije vezala za proteine u gelu sam isprao inkubacijom gelova u otopini za

odbojavanje poliakrilamidnih gelova.

Tablica 9. Sastav otopina za pripremu 4-10 % gelova za metodu SDS-PAGE.

Otopine 10 % gel za razdvajanje 4 % gel za sabijanje
dH,0 4,05 mL 3,05 mL
Tris-HCI 2,5mL (1,5 M, pH 8,8) 1,25 mL (0,5 M, pH 6,8)
30 % akrilamid/bisakrilamid 3,3mL 665 uL
10 % SDS 100 pL 50 pL
10 % APS 50 pL 35l
TEMED 5uL 8 uL
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3.8.4. Prijenos proteina na nitroceluloznu membranu (Western blot)

Prvo sam denaturirane uzorke lizata proteina razdvojio prema molekulskoj masi
metodom SDS-PAGE, kako je opisano u poglavlju 3.8.3. Jedina razlika je $to sam ovaj put uz
ve¢ navedeni marker, nanio i 3 pL markera veli¢ina Precision Plus Protein All Blue Prestained
Protein Standards (Bio-rad). Ovaj marker je smjesa deset plavo obojenih rekombinantnih
proteina i vidljiv je na poliakrilamidnom gelu i nitroceluloznoj membrani bez dodatnog bojanja,

te mi je stoga posluzio za provjeru uspjesnosti prijenosa proteina na membranu.

Za prijenos proteina s gela na membranu Kkoristio sam vertikalni sustav za
elektroprijenos Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) i prijenos u puferu, pa
sam zato prije zavrSetka elektroforeze, membranu, spuzvice i Whatmann papir namocio u
puferu za prijenos. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel sam prenio na nitroceluloznu membranu
ispod koje su se nalazili Whatmann papir i spuzvica. Na gel sam stavio drugi Whatmann papir
1 spuzvicu, te preklopio plasti¢ni okvir paze¢i da izmedu gela i membrane ne zaostanu mjehurici
zraka koji bi sprijecili prijenos proteina na membranu. Plasti¢ni okvir sam zatim namjestio u
uredaj tako da je membrana okrenuta prema pozitivnoj elektrodi, kadicu sam nadopunio
hladnim puferom za prijenos i kao dodatno hladenje u kadicu sam postavio posudu s ledom.
Prijenos proteina na membranu se odvijao 60 minuta pri naponu od 60 V na sobnoj temperaturi.
Uspjesnost prijenosa proteina na membranu potvrdio sam prisutno$¢u vrpei markera Precision

Plus Protein All Blue Prestained Protein Standards (Bio-rad) na membrani.
3.8.5. Imunodetekcija proteina Cas3 i GAPDH

Nakon zavrsetka prijenosa, membrane sam inkubirao u puferu za blokiranje sat vremena
na sobnoj temperaturi uz treSnju. Nakon blokiranja, membrane sam isprao 3 puta po 5 minuta s
puferom za ispiranje. Membrane sam zatim prerezao na dva dijela tako da se na gornjem dijelu
nalazio protein Cas3 ¢ija molekulska masa iznosi otprilike 100 kDa, dok se na donjem dijelu
membrane nalazio protein gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (engl. gliceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, GAPDH) ¢ija molekulska masa iznosi 36 kDa. Nakon razdvajanja
membrane na dva dijela, svaki dio membrane sam tretirao zasebno. Za odredivanje koli¢ine
proteina Cas3 obiljezenog histidinskim privjeskom, gornji dio membrane sam inkubirao u
puferu s konjugiranim anti-His antitijelom (Tablica 10) protresanjem dva sata na sobnoj
temperaturi, a zatim sam membranu isprao 3 puta po 5 minuta s puferom za ispiranje. Donji
dio membrane inkubirao sam u puferu s primarnim anti-GAPDH antitijelom dva sata pri sobnoj

temperaturi na tresilici, a potom preko no¢i na 4 °C. Idu¢i dan sam membranu isprao 3 puta po
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5 minuta s puferom za ispiranje, te ju potom inkubirao u puferu sa sekundarnim antitijelima
(Tablica 10) protresanjem dva sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije u puferu sa
sekundarnim antitijelima, membranu sam ponovo isprao 3 puta po 5 minuta s puferom za
ispiranje. Za odredivanje koli¢ine proteina Cas3 bez histidinskog privjeska, gornji dio
membrane sam inkubirao u puferu s primarnim anti-Cas3 antitijelom (Tablica 10), te sam

membranu dalje tretirao na isti nacin kao i za anti-GAPDH antitijelo.

Tablica 10. Popis antitijela koriStenih za imunodetekciju proteina Cas3 i GAPDH. Sva antitijela su

razrijedena u puferu za ispiranje.

Antitijelo Opis Razrjedenje
Anti-polyHistidine—Peroxidase Monoclonal anti-His konjugirano antitijelo za 1:2000
antibody (Sigma-Aldrich) detekciju proteina Cas3
Anti-Cas 3 antibody kuniéji anti-Cas3, primarno Od 1:500
(Cusabio Technology) antitijelo do 1:10000
GAPDH antibody kuni¢ji anti-GAPDH, primarno
(GeneTex) antitijelo 112000
Goat anti-Rabbit IgG (H&L), HRP anti-kuniéji IgG-HRP, GAPDH 17500
conjugated (Agrisera) sekundarno antitijelo

Konaéno, proteine Cas3 1 GAPDH sam detektirao pomoc¢u kemiluminescentnog
reagensa za detekciju (ECL Western blot Substrate, Promega) prema uputama proizvodaca.
Signal sam detektirao pomocu uredaja C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-
COR Biosciences) te sam dobivene proteinske vrpce analizirao programom Image Studio Lite
5.2 (LI-COR Biosciences). Intenzitet signala proteina Cas3 sam normalizirao prema signalu
proteina GAPDH, a dobivene rezultate sam prikazao kao srednje vrijednosti relativnog

intenziteta + standardna devijacija, dobivene u tri nezavisna pokusa.
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4. REZULTATI
4.1. Utjecaj proteina StpA na promotor Pcas8e

Protein H-NS je globalni regulator koji utjece na ekspresiju oko 20 % gena u bakteriji
E. coli, ukljucujuci i negativnu regulaciju ekspresije svih gena cas. Narocito je vazno njegovo
vezanje za intergensku regiju IGLB izmedu gena cas3 i casA, gdje se nalazi promotor Pcas8e,
¢ime inhibira ekspresiju gena za proteine Casl, Cas2 i kompleks Cascade, koji sacinjavaju
operon casABCDE12 (Slika 4) [25,91]. Dosadasnja istrazivanja su pokazala kako protein StpA,
paralog proteina H-NS, moze djelomi¢no nadomjestiti represorsku ulogu proteina H-NS u
regulaciji gena. Naime, ChIP (kromatinska imunoprecipitacija) analizom je in vitro utvrdeno
da se proteini H-NS i StpA vezu na ista mjesta u genomu divljeg tipa bakterije E. coli, iako je
u sojevima s mutiranim genom hns vezanje proteina StpA smanjeno na 1/3 mjesta u odnosu na
divlji tip [29,130,131,189]. Za protein StpA je pokazano in vitro da ima i vec¢i afinitet vezanja
za regiju IGLB od proteina H-NS [25]. Kako bih istrazio mogu¢i kompenzacijski utjecaj
proteina StpA u stanicama koje nemaju protein H-NS, na regulaciju sustava CRISPR-Cas in
vivo, aktivnost sustava CRISR-Cas sam odredivao prateci osjetljivost bakterija na infekciju
fagom Avir (mutantom faga A koji ima samo liti¢ki ciklus). Za pocetni soj koristio sam mutanta
bakterije E. coli K-12 BW25113 s deletiranim genima hns i casl, te dodanim anti-lambda
razmaknicama AT3 i Ac u lokus CRISPR (soj [IB1040, Tablica 1, Slika 7). Mutacijom u genu
hns aktivira se imunosni sustav CRISPR-Cas, dok mutacija u genu casl sprjecava adaptaciju
(ugradnja nove razmaknice), pa se prati samo proces interferencije (cijepanje strane DNA).
Konkretno, bakterije koje imaju aktivan sustav CRISPR-Cas otporne su na infekciju fagom Avir
i nema pojave plakova (Cistina), dok pojava plakova znaci da sustav CRISPR-Cas nije aktivan
i da su bakterije osjetljive. Razmaknica AT3 je komplementarna genu R faga lambda [8], a

razmaknica Ac genu cll faga Avir [91].

Pcas3 Pcas8e Periser

i ’ Acas1

Slika 7. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas u sojevima bakterije E. coli 11B1039, 11B1040,
11B1066, 11B1266, 11B1297, 11B1301, 11B1309, 11B1325 i 11B1330. Sojevi imaju deleciju gena casl i
razmaknice AT3 i Ac dodane u lokus CRISPR.

anti-Pcas
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Bakterije sam inficirao s decimalnim razrjedenjima faga Avir i nakon prekonoéne
inkubacije na dvije temperature odredio efikasnost infekcije ra¢unanjem broja nastalih virusnih
Cestica (PFU/mL). Stanice divljeg tipa (hns*, soj 11B1039, Tablica 1, Slika 7) nemaju aktivan
sustav CRISPR-Cas i imaju plakove na obje temperature, odnosno osjetljive su na infekciju
(Tablica 11). U skladu s prijasnjim rezultatima [91], na fag Avir otporan mutant Ahns (Soj
[1B1040) imao je otprilike Sest redova veli¢ine manje virusnih ¢estica pri temperaturi od 30 °C,
u odnosu na 37 °C. Toc¢an broj pojedina¢nih plakova na 30 °C nije se mogao odrediti jer se pri

toj temperaturi inkubacije nisu formirali pojedina¢ni plakovi.

Tablica 11. Utjecaj prekomjerne ekspresije proteina StpA na zastitu bakterija protiv infekcije fagom

Avir pri temperaturama inkubacije od 30 °C i 37 °C.

Soj PFU/mL (30 °C) (+st.dev.)? PFU/mL (37 °C) (= st. dev.)®
11B1039 (Acasl hns* + AT3 + Ac) 1,53 x 10° ( 6,6 x 108) 3,35 x10° (=3 x 109
11B1040 (Acasl Ahns +AT3 + Ac) ~10% 1,79 x 10° (= 1,3 x 109
11B1040 (Acasl Ahns +AT3 + Ac) + .
) ~ 103 4,42 X 10° (=2 x 10°)
pBad-HisA
[1B1040 (Acasl Ahns +AT3 + Ac) +
9,85 x 108 (+ 4,4 x 10°) 6,32 x 10° (= 3,1 x 10°%)
PMR5 (pStpA)
11B1042 (lacUV5-cas3 araBp8-casA + . .
~ 103 ~ 103
AT3 + \c)
11B1042 (lacUV5-cas3 araBp8-casA + . .
. ~ 103 ~ 103
AT3 + Ac) + pBad-HisA
11B1042 (lacUV5-cas3 araBp8-casA + . .
~ 103 ~ 103

AT3 + Ac) + pMRS5 (pStpA)
11B1325 (Acasl Ahns AstpA + AT3 + ic) ~10* 1,84 x 10° (+ 9 x 10°)

* Toéan broj plakova u nekim slu¢ajevima nije se mogao odrediti jer se nisu formirali pojedina¢ni plakovi.
3 Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike.

Nakon §to sam potvrdio otpornost mutanta Ahns na infekciju fagom Avir na 30 °C,
istrazio sam hoce li prekomjerna ekspresija proteina StpA ponistiti tu otpornost. Protein StpA
ne eksprimira se u stanicama divljeg tipa jer je takoder inhibiran represorom H-NS [28,29], ve¢
samo u mutantu Ahns [27]. Kako bih povecao endogene koli¢ine proteina StpA, gen StpA je
kloniran u plazmid pBad-HisA (pMR5, Tablica 2). Plazmid pBad-HisA je plazmid umjerenog
broja kopija (engl. medium copy number) ¢ime se sprjeCava prekomjerna ekspresija proteina
StpA koja se pokazala letalnom, kao i u slu¢aju prekomjerne ekspresije proteina H-NS [29,190].

Kao negativnu kontrolu koristio sam prazni vektor pBad-HisA. Soj Ahns Acasl + AT3 + Ac (S0j
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11B1040) s uba¢enim praznim vektorom je o¢ekivano zadrzao otpornost na infekciju fagom Avir
pri temperaturi inkubacije od 30 °C. Isti soj s ubacenim plazmidom pMRS (pStpA) i
induciranom ekspresijom gena stpA, izgubio je otpornost na infekciju pri toj temperaturi, te je
broj virusnih Cestica bio slican onom kod divljeg tipa i opéenito na 37 °C kad je sustav CRISPR-

Cas neaktivan (Tablica 11).

Ovaj rezultat je potvrdio pretpostavku da protein StpA moze nadomjestiti nedostatak
represora H-NS u mutantima Ahns vezanjem na promotor Pcas8e [29,130,131]. Kako bih
istrazio i potvrdio ovaj ucinak na razini transkripcije, izolirao sam ukupnu RNA iz sojeva
uzgojenih do logaritamske faze rasta pri 37 °C. Ukupnu RNA sam izolirao iz divljeg tipa
bakterije E. coli (soj BW25113), mutanta Ahns (soj 11B1297) transformiranog s pBad-HisA ili
pStpA, te dvostrukog mutanta Ahns AstpA (soj 11B1325). Ovi sojevi imaju iste mutacije u regiji
CRISPR kao §to je prikazano na slici 7 (deleciju gena casl, te dvije anti-lambda razmaknice
AT3 i Ac), osim divljeg tipa (Slika 8). Zbog jednostavnosti ¢u u nastavku teksta naglasiti samo
najvaznije gene za ovo istrazivanje, gene hns i stpA. Metodom RT-gPCR sam iz izolirane
ukupne RNA odredio relativnu koli¢inu transkripata casA i cas3, koriste¢i gen groES kao
endogenu kontrolu. Gen casA je odabran kao reprezentativni gen operona casABCDE12 jer se
prvi prepisuje s promotora Pcas8e, a gen cas3 kao negativna kontrola jer nisam o¢ekivao utjecaj

proteina StpA na promotor Pcas3.

Pcas3 Pcas8e Pcriser
anti-Pcas

Slika 8. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas u sojevima bakterije E. coli BW25113, 11B855,
11B1396 i MR23. Ovi sojevi nemaju modifikacija gena cas, njihovih promotora ili lokusa CRISPR.

Ustanovio sam da je transkripcija gena cas3 blago porasla (oko 2,5 puta) u mutantu Ahns
s praznim vektorom pBad-HisA u odnosu na stanice divljeg tipa (Slika 9A). Nije primijeceno
znacajno povecanje transkripcije gena cas3 u dvostrukom mutantu Ahns AstpA, dok je

prekomjerna ekspresija proteina StpA u mutantu Ahns neznatno smanjila ekspresiju gena cas3.
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Relativna koli¢ina transkripata cas3
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Slika 9. Utjecaj proteina StpA na ekspresiju gena cas3 i casA. (A) Koli¢ine transkripata cas3 dobivene
metodom RT-gqPCR u sojevima bakterije E. coli BW25113 (divlji tip), 11B1325 (Ahns AstpA + AT3 +
Ac), 1 [IB1297 (Ahns + AT3 + Ac) transformiranom s pBad-HisA ili pStpA. (B) Koli¢ine transkripata
casA dobivene metodom RT-gPCR u istim sojevima, te soju BW25113 (divlji tip) transformiranom s
pLeuO (sa i bez dodatka induktora IPTG). Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija
dobivena iz tri replike, a vrijednosti na y osi su prikazane na logaritamskoj skali.

S druge strane, koli¢ina transkripata casA znacajno se mijenjala ovisno o genotipu
sojeva, pa je tako transkripcija porasla oko 50 puta u mutantu Ahns s praznim vektorom pBad-
HisA u odnosu na divlji tip, §to je o¢ekivano i nesto je viSe nego u prethodnim istrazivanjima
[86]. Pove¢anom ekspresijom proteina StpA s plazmida pStpA u mutantu Ahns, koli¢ine
transkripata casA su se osjetno smanjile, ali su i dalje ostale oko 5 puta veée nego u divljem
tipu (Slika 9B). U dvostrukom mutantu Ahns AstpA koli¢ina transkripata casA porasla je za ¢ak
oko 250 puta u odnosu na divlji tip i oko 5 puta u odnosu na mutanta Ahns. Ovi rezultati su
potvrdili da se protein StpA veze i regulira transkripciju s promotora Pcas8e i nadomjesta
nedostatak proteina H-NS, te da ne utjeCe na promotor Pcas3. Iz tog razloga sam se dalje

usredoto¢io samo na analizu transkripata casA.

Osim inaktivacijom gena hns, drugi na¢in kako se moze inducirati ekspresija gena koji
su pod kontrolom represora H-NS, je uklanjanje proteina H-NS s promotora koje kontrolira
koriste¢i njegove antagoniste [94]. Najpoznatiji antagonist proteina H-NS je protein LeuO,
transkripcijski aktivator koji blokira vezanje represora H-NS na specifi¢éne promotorske regije
pod kontrolom ovog represora [191]. Ocekivao sam da ¢u poveéanom ekspresijom proteina

LeuO potaknuti prepisivanje s promotora Pcas8e i dobiti isti u¢inak na prepisivanje gena casA
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kao kad je deletiran gen hns, $to je prethodno pokazano [86]. U tu svrhu sam u stanice divljeg
tipa ubacio plazmid pKEDR13 (pLeuO), gdje je gen leuO pod kontrolom inducibilnog
promotora lacl® tac (Tablica 2), i ponovo izolirao ukupnu RNA i pratio koli¢ine transkripata
casA. Kad ekspresija proteina LeuO nije bila inducirana dodatkom IPTG-a, transkripcija gena
casA je porasla samo 5 puta u odnosu na divlji tip bez plazmida (Slika 9B). Nakon indukcije
ekspresije gena leuO, koli¢ine transkripata casA snazno su porasle za 0ko 165 puta u odnosu na
divlji tip, $to je za oko 3 puta viSe u odnosu na mutanta Ahns, ali ne$to manje u odnosu na
prethodna istrazivanja gdje je transkripcija gena casA bila povecana za 236 puta [86]. U mojem
istrazivanju prekomjerna ekspresija samo proteina LeuO ili samo delecija gena hns nije dovela
do maksimalne aktivacije transkripcije s promotora Pcas8e. Potpuna derepresija promotora
Pcas8e, odnosno ekspresija operona casABCDE12, moguca je tek nakon istodobne inaktivacije
gena hns i stpA.

Unato¢ maksimalnoj ekspresiji operona casABCDE12 (Slika 9B), dvostruki mutant
Ahns AstpA nije postao otporniji na infekciju fagom Avir na 37 °C. Naime, otpornost je ostala
sli¢na onoj mutanta Ahns, odnosno dvostruki mutant je otporan na infekciju fagom Avir na 30
°C, a osjetljiv na 37 °C (Tablica 11).

Konacno, kako bih dodatno potvrdio da protein StpA djeluje samo na promotor Pcas8e,
koristio sam soj u kojem su nativni promotori Pcas3 i Pcas8e zamijenjeni inducibilnim
PlacUV5, odnosno ParaBp8 (soj 11B1042, Tablica 1, Slika 10). Ovaj soj je hns* (nema mutacije
u genu hns) jer prepisivanje gena cas vise ne ovisi o proteinu H-NS, i sadrzi iste dvije anti-
lambda razmaknice u lokusu CRISPR kao prethodni sojevi. Pretpostavio sam da protein StpA
nece moci utjecati na otpornost bakterija na infekciju fagom Avir jer se ne moze vezati na
inducibilne promotore. U prisutnosti oba induktora, soj 11B1042 je otporan na infekciju fagom
Avir na 30 °C i 37 °C (Tablica 11), vjerojatno zbog vecih koli¢ina svih komponenti sustava
CRISPR-Cas eksprimiranih pomoc¢u inducibilnih promotora. Medutim, ekspresija proteina
StpA s plazmida u ovom soju nije ponistila otpornost na infekciju fagom Avir na bilo kojoj od
te dvije temperature (Tablica 11). Ovaj rezultat ukazuje da protein StpA ne moze utjecati na
ekspresiju gena cas kad su pod kontrolom inducibilnih promotora, odnosno kad nema veznog

mjesta za protein StpA.
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Slika 10. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas u soju bakterije E. coli 11B1042. Soj ima inducibilne
promotore za gen cas3 i operon casABCDE12, te razmaknice AT3 i Ac dodane u lokus CRISPR.

4.2, Utjecaj proteina StpA na promotor anti-Pcas

U intergenskoj regiji IGLB se osim promotora Pcas8e, nalazi i divergentno orijentirani
promotor anti-Pcas (Slika 4) [8,25]. Za promotor anti-Pcas je pokazano da je aktivan in vivo i
in vitro, a metodom Northern blot je otkriven transkript duljine oko 200 nt samo u stanicama
bez represora H-NS, $to znaci kako je reguliran proteinom H-NS [25]. Kako su moji rezultati
pokazali da protein StpA utjeCe na aktivnost promotora Pcas8e, pretpostavio sam da bi protein
StpA mogao utjecati i na aktivnost promotora anti-Pcas. O koli¢inama transkripta antiCas in
vivo nisam imao podatke iz literature, pa sam prvo istrazio kako se prepisuje u raznim sojevima
uzgojenim na dvije temperature i faze rasta. Ukupnu RNA sam izolirao iz istih sojeva kao za
prethodne pokuse, stanica bakterije E. coli divljeg tipa (soj BW25113), mutanta Ahns (S0j
[1B1297) transformiranog s pBad-HisA ili pStpA, te dvostrukog mutanta Ahns AstpA

(11B1325), uzgojenih do logaritamske ili stacionarne faze rasta na 30 °C i 37 °C.

Uocio sam da temperatura rasta nije utjecala na koli¢ine transkripata antiCas, jer su bile
podjednake na obje temperature. U sojevima uzgojenim do logaritamske faze rasta, relativna
koli¢ina transkripata antiCas bila je najviSa u dvostrukom mutantu Ahns AstpA, oko 120 puta
veca u odnosu na stanice divljeg tipa (Slika 11A). U mutantu Ahns s pBad-HisA koli¢ina
transkripata antiCas bila je povecana za oko 50 puta, dok se uslijed ekspresije proteina StpA s
plazmida u mutantu Ahns znacajno smanjila, na otprilike 10 puta u odnosu na divlji tip.
Dobiveni rezultati se podudaraju s rezultatima dobivenim za gen casA, odnosno promotor

Pcas8e, pa mogu zakljuciti da protein StpA istovremeno moze inhibirati i promotor anti-Pcas.
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Slika 11. Utjecaj proteina StpA na aktivnost promotora anti-Pcas u stanicama uzgojenim do (A) log
faze i (B) stacionarne faze rasta. Koli¢ina transkripata antiCas dobivena metodom RT-gPCR u sojevima
bakterije E. coli BW25113 (divlji tip), 11B1325 (Ahns AstpA + AT3 + Ac), i IIB1297 (Ahns + AT3 + Ac)
transformiranom s pBad-HisA ili pStpA. Sojevi su uzgajani na 30 °C (plavi stupci) i 37 °C (crveni
stupci). Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike, a vrijednosti na'y

osi su prikazane na logaritamskoj skali.

Za razliku od logaritamske faze, koli¢ine transkripata antiCas u svim sojevima
uzgojenim do stacionarne faze rasta bile su sli¢ne i povecane za maksimalno oko 12-15 puta u
odnosu na kontrolne stanice divljeg tipa (Slika 11B). U¢inak proteina StpA na koli¢ine
transkripata antiCas nije se razlikovao ovisno o tome je li protein StpA bio prisutan u suvisku
ili uklonjen u mutantu Ahns. U oba slucaja, koli¢ine transkripata antiCas porasle su za oko 4-8
puta u odnosu na stanice divljeg tipa. Jedino je doslo do nesto vece transkripcije u mutantu Ahns
s praznim vektorom §to se ne moze smatrati zna¢ajnom razlikom. Ovi rezultati sugeriraju da je
u stanicama u stacionarnoj fazi rasta ekspresija s promotora anti-Pcas znacajno smanjena i ne
ovisi 0 proteinu StpA. Koli¢ine transkripata casABCDE u stacionarnim stanicama nisam
odredivao metodom RT-qPCR, ali sam metodom RNAseq dobio podatke o koli¢ini transkripata
u stacionarnim stanicama Ahns u odnosu na divlji tip. Ovom metodom nisu dobivene koli¢ine
transkripata za gene casA, casB i casC (vidi u raspravi poglavlje 5.2.), ali jesu za gene casD i
caskE. Za ova dva gena koli¢ine transkripata u stanicama Ahns su se povecale za oko 73, odnosno
59 puta u odnosu na divlji tip na 30 °C, sto je sli¢no koli¢inama koje sam dobio u stanicama u
logaritamskoj fazi rasta. To ukazuje da je transkripcija s promotora Pcas8e podjednaka u

stanicama u logaritamskoj i stacionarnoj fazi rasta.
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4.3. Utjecaj transkripta antiCas na transkripciju i translaciju gena cas3

Zatranskript s promotora anti-Pcas pokazano je da ima potencijal da zauzme zanimljivu
sekundarnu strukturu koja je tipi¢na za mnoge nekodirajuce regulatorne RNA. 1z tog razloga je
predlozeno da potencijalno moze inhibirati aktivnost sustava CRISPR-Cas na nacin da ometa
terminaciju transkripcije ili translaciju gena cas3 [25]. Kako bih istrazio moguéi utjecaj
transkripta antiCas na aktivnost sustava CRISPR-Cas, kodirajuc¢u regiju antiCas sam klonirao
u ekspresijske vektore pBad-HisA (pDM13) i pMR18 (pDM16, Tablica 2). Plazmid pMR18
kompatibilan je s plazmidom pBad-HisA jer ima razli¢ito ishodiste replikacije i otpornost na
antibiotik i moZe se koristiti kad je potrebna koekspresija gena s dva razli¢ita plazmida. Zelio
sam istraziti ho¢e 1i povecana koli¢ina transkripta antiCas utjecati na aktivnost sustava
CRISPR-Cas tako $to ¢e smanjiti aktivnost proteina Cas3 i time uciniti stanice osjetljivim na

infekciju fagom Avir, i to dodatno potvrditi metodama RT-gPCR i Western blot.

U tu svrhu koristio sam mutanta Ahns s dodatnom delecijom gena casl, te dvije anti-
lambda razmaknice AT3 i Ac (soj 11B1297, Slika 7) koji sam transformirao s plazmidom pDM13
(antiCas). Kao negativnu kontrolu sam koristio prazni vektor pBad-HisA. Oc¢ekivano, mutant
Ahns s praznim vektorom otporan je na infekciju fagom Avir na 30 °C, a osjetljiv na 37 °C
(Tablica 12). Nasuprot tomu, isti soj s pojacanom ekspresijom transkripta antiCas s plazmida
izgubio je otpornost na infekciju fagom Avir na 30 “C, odnosno pojavili su se plakovi u oko 10
puta manjem broju nego na 37 °C. Ovi rezultati pokazuju kako transkript antiCas u suvisku
moze inhibirati obranu od infekcije fagom Avir. Takoder, koristio sam soj Aanticas (soj
[1B1434, Tablica 1, Slika 12) u kojem je deletirana kromosomska regija antiCas, nizvodno od
gena cas3. U taj soj sam jo§ dodao anti-lambda razmaknice i mutaciju Ahns. Htio sam provjeriti
moze li transkript antiCas u suvisku i u ovom soju utjecati na otpornost na infekciju fagom Avir
na 30 °C (odnosno treba li kromosomski gen ili ne). | u ovom soju je ekspresija transkripta
antiCas s plazmida takoder dovela do pojave plakova na 30 °C sa sliénim brojem virusnih

Cestica (Tablica 12).

Pcas3 Pcas8e Pcriser

Acasl
cas3 casA casB casC casD

AantiCas

Slika 12. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas u soju bakterije E. coli 11B1434. Soj ima deleciju
gena casl i dijela sekvence antiCas nizvodno od gena cas3 te razmaknice AT3 i Ac dodane u lokus
CRISPR.
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Tablica 12. Utjecaj prekomjerne ekspresije transkripta antiCas na zastitu bakterija protiv infekcije

fagom Avir pri temperaturama inkubacije od 30 °C i 37 °C.

Soj PFU/mL (30 °C) (+st.dev.r  PFU/mL (37 °C) (+ st. dev.)?
1IB1297 (Acasl Ahns + AT3 + Ac) + .
oBad-HisA ~10° 1,16 x 10° (= 1,6 x 109)
1IB1297 (Acasl Ahns + AT3 + Ac) +
) 1,72 x 108 (= 6,6 x 107) 1,7 x 10° (= 5,5 x 108)

pDM13 (antiCas)
1IB1434 (Acasl Ahns AantiCas + .

. ~10° 1,73 x 10%° (£ 0,5 x 10°)
AT3 + Ac) + pBad-HisA
1IB1434 (Acasl Ahns AantiCas +

2,9 x 101 (£ 1,6 x 109 2,73 x 10% (= 1,9 x 10%)

AT3 + Ac) + pPDM13 (antiCas)

* To¢an broj plakova u nekim slu¢ajevima nije se mogao odrediti jer se nisu formirali pojedinaéni plakovi.
3 Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike.

Kako bih provjerio utjece li prekomjerna ekspresija transkripta antiCas na transkripciju
gena cas3, ukupnu RNA sam izolirao iz divljeg tipa bakterije E. coli (soj BW25113) i istog
mutanta Ahns (soj 11B1297) s praznim vektorom pBad-HisA ili plazmidom pDM13 (pantiCas)
uzgojenih do logaritamske faze rasta na 37 °C. Koristio sam pocetnice koje su se vezale za
srednji dio gena cas3. Transkripcija gena cas3 u mutantu Ahns je porasla za otprilike 15 puta u
odnosu na divlji tip. U mutantu Ahns u kojem je inducirana ekspresija transkripta antiCas s
plazmida, koli¢ine transkripata cas3 bile su oko 8 puta vece u odnosu na divlji tip, $to je gotovo

upola manje nego u mutantu Ahns s kontrolnim plazmidom (Slika 13).

20

Relativna koli¢ina transkripata cas3

I

Ahns Ahns
(1B1297) (1B1297)
+ pBad-HisA + pDM13 (antiCas)

wt
(BW25113)

Slika 13. Transkript antiCas utjece na transkripciju gena cas3. Koli¢ina transkripata cas3 dobivena
metodom RT-gPCR u sojevima bakterije E. coli BW25113 (divlji tip) i [IB1297 (Ahns + AT3 + Ac)
transformiranom s pBad-HisA ili pDM13 (antiCas). Prikazana je srednja vrijednost i standardna

devijacija dobivena iz tri replike.
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Osim inhibiranja transkripcije gena cas3, transkript antiCas mogao bi ometati
translaciju ili bi potencijalno mogao stupiti u interakciju s proteinom Cas3, ¢ime bi inhibirao
njegovu aktivnost [25]. Iz tog razloga sam metodom Western blot istrazio utjece li prekomjerna
ekspresija transkripta antiCas na koli¢inu proteina Cas3. Ocekivao sam da bi u slucaju da
transkript antiCas inhibira translaciju gena cas3, doslo do smanjenja koli¢ine proteina, $to bi

rezultiralo slabijim signalom nakon vizualizacije vrpci.

Za ovo istrazivanje sam koristio sojeve 11B1088 (divlji tip za gen hns) i 11B1103 (mutant
Ahns) u kojima je gen cas3 obiljezen histidinskim privjeskom (Tablica 1, Slika 14). Oba soja
su imala gen cas3 stavljen pod inducibilni promotor pBad s kromosoma, ali nisu imali nativnu
sekvencu nakon stop kodona gena cas3 jer se u konstruktu odmah nizvodno od gena cas3 nalazi
gen za otpornost na antibiotik. U ovim sojevima mutacija Ahns nije potrebna za indukciju gena
cas3 i ne moze se prepisati transkript antiCas. Transkript antiCas moze se inducirati samo s
plazmida pDM16 koji sam unio transformacijom u oba soja, a kao negativnu kontrolu sam
koristio prazni vektor pMR18 (Tablica 2).

ParaBp8 Pcas8e Penisen
—»

NENENENE W

Slika 14. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas u sojevima bakterije E. coli 11B1088, 11B1103,
11B1104 i 11B1105. Sojevi imaju gen cas3 obiljezen histidinskim privjeskom (His6x) na 5' kraju i

His6x kan

inducibilni promotor za gen cas3.

Stanice sam uzgojio do stacionarne faze rasta na 30 °C, uz dodatak L-arabinoze (0,2 %
v/v) za indukciju ekspresije gena cas3 s bakterijskog kromosoma i transkripta antiCas s
plazmida. Uspjesnost izolacije proteina sam provjerio metodom SDS-PAGE (rezultati nisu
prikazani). Protein GAPDH sam koristio kao kontrolu nanoSenja uzorka (engl. loading control)
i za normalizaciju intenziteta signala kemiluminiscencije jer je konstitutivno eksprimiran u
svim sojevima, dok je kao referentni soj za usporedbu intenziteta signala posluzio divlji tip (soj
11B1088) s praznim vektorom pMR18. Koristenjem anti-His i anti-GAPDH antitijela (vidi
poglavlje 3.8.5.) proteini Cas3 i GAPDH uspjesno su detektirani na membrani, a rezultat je
prikazan na slici 15A. Mutacija Ahns je dovela do povecane koli¢ine proteina Cas3 za oko 3
puta u odnosu na divlji tip (Slika 15B), sto je u skladu s rezultatima dobivenim u istrazivanju

utjecaja Saperona HtpG (vidi poglavlje 4.8., Slika 22C). Medutim, ekspresija transkripta
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antiCas s plazmida ni u divljem tipu niti mutantu Ahns nije imala u¢inka na koli¢ine proteina

Cas3 u odnosu na iste sojeve s praznim vektorom (Slika 15B).

wt Ahns .
A (11B1088) (11B1103) B pMR18 (ev) pDM16 (antiCas)
pMR18  pDM16  pMR18 pDM16 5 1
(ev) (antiCas) (ev) (antiCas) o 45
2 a4
20
Cas3 @ 35
-
£ 31
IS
g 2,5 1
£ 24
E 15 1
[ — s
GAPDH -_— S — % 14 I I
=05 4
0
wt Ahns
(11B1088) (11B1103)

Slika 15. (A) Imunodetekcija proteina Cas3 i GAPDH metodom Western blot u izolatu ukupnih proteina
iz sojeva 11B1088 (araBp8-cas3 wt) i [1B1103 (araBp8-cas3 Ahns) transformiranih s praznim vektorom
PMR18 (ev) ili plazmidom pDM16 (antiCas), uzgojenih na 30 °C. Membrana je nakon prijenosa
prerezana na dva dijela koji su potom inkubirani u razli¢itim antitijelima. (B) Graficki prikaz
normaliziranih intenziteta signala vrpci proteina Cas3 iz istih sojeva s praznim vektorom pMR18 (ev,
plavi stupac) ili plazmidom pDM16 (antiCas, crveni stupac). Vrijednosti intenziteta signala vrpci
proteina Cas3 za svaki soj normalizirane su prema odgovarajuc¢im vrijednostima intenziteta signala vrpci
kontrolnog proteina GAPDH, a kao referentni soj za usporedbu intenziteta vrpci posluzio je divlji tip
(soj 11B1088) transformiran s praznim vektorom pMR18. Prikazana je srednja vrijednost i standardna

devijacija dobivena iz tri replike.

4.4. Utjecaj transkripta antiCas na pripremljenu adaptaciju

Za pripremljenu adaptaciju (obnavljanje imuniteta pri ponovnom susretom s istom
stranom DNA) u bakteriji E. coli potrebni su protein Casl, Cas2, Cas3, kompleks Cascade i ve¢
prisutna razmaknica u lokusu CRISPR koja potjece iz strane molekule DNA [15]. Kako sam
pokazao da povecane koli¢ine transkripta antiCas mogu inhibirati sustav CRISPR-Cas u zastiti
od infekcije fagom Avir, odlu¢io sam istraziti moze li transkript antiCas utjecati i na
pripremljenu adaptaciju (ugradnju novih razmaknica u lokus CRISPR iz iste strane DNA).
Pretpostavio sam, u slucaju da transkript antiCas smanjuje aktivnost proteina Cas3, da bi se
trebao uociti efekt i na ugradnju razmaknica u pripremljenoj adaptaciji. Koristio sam soj
bakterije E. coli K-12 BW25113 prilagoden za pripremljenu adaptaciju [180]. U njemu je gen

cas3 stavljen pod inducibilni promotor lacUV5, operon casABCDE12 pod inducibilni promotor
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araBp8 i anti-lambda razmaknica AT3 je dodana u lokus CRISPR (soj 11B969, Tablica 1, Slika
16). Inducibilni promotori omogucuju ekspresiju svih gena cas potrebnih za pripremljenu
adaptaciju. Kao izvor novih razmaknica posluzio mi je plazmid pTK43 jer sadrzi gen R faga
lambda koji je komplementaran razmaknici AT3 (Tablica 2). Kao negativnu kontrolu sam
koristio prazni vektor pBad-HisA koji ne sadrzi sekvencu komplementarnu razmaknici AT3. Za
ekspresiju transkripta antiCas koristio sam plazmid pDM16 (pantiCas, Tablica 2), a kao
negativnu kontrolu prazni vektor pMR18.

PlacUV5 ParaBp8 Pcriser
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Slika 16. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas u soju bakterije E. coli 11B969. Soj ima inducibilne
promotore za gen cas3 i operon casABCDE12, te razmaknicu AT3 dodanu u lokus CRISPR.

Stanice sam uzgajao uz dodatak L-arabinoze (kona¢na koncentracija 0,2 %) za indukciju
operona casABCDE12 s kromosoma i transkripta antiCas s plazmida pDM16. Kako je iz
literature poznato da pojacana aktivnost proteina Cas3 moze smanjiti efikasnost pripremljene
adaptacije [192,193], za svaki pokus sam napravio replike sa i bez dodatka IPTG-a (kona¢na
koncentracija 1 mM) koji inducira ekspresiju gena cas3 s kromosoma. Ugradnju razmaknica
sam pratio metodom PCR umnaZzanjem lokusa CRISPR (vidi poglavlje 3.6.6.). Uzorci u kojima
nije doslo do ugradnje nove razmaknice pri elektroforetskoj analizi imaju samo jednu, po¢etnu
vrpcu, koja predstavlja ve¢ prisutnu razmaknicu. Uzorci u kojima je doSlo do ugradnje imaju
osim pocetne vrpce i dodatnu vrpcu iznad pocetne, produljenu za otprilike 60 pb, koja odgovara

novoj razmakanici.

U soju 11B969 s negativnhom kontrolom pBad-HisA sa i bez pantiCas nema ugradnje
novih razmaknica, sto je ocekivano (Slika 17A). Ugradnja nove razmaknice vidljiva je u soju
11B969 s plazmidom pTK43. Efikasnost ugradnje nove razmaknice iznosi oko 13 % kad je
inducirana samo ekspresija kompleksa Cascade (+ ara), a pada na oko 8 % kad se inducira i
ekspresija proteina Cas3 (+ Al) (Slika 17B). Istovremena ekspresija transkripta antiCas i
kompleksa Cascade blago je pojacala efikasnost ugradnje nove razmaknice na otprilike 14 %.
Kod istovremene ekspresije transkripta antiCas, kompleksa Cascade i proteina Cas3, efikasnost

ugradnje nove razmaknice porasla je na oko 11 %.
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Slika 17. Utjecaj transkripta antiCas na pripremljenu adaptaciju. (A) Produkti reakcije PCR u 2 %
agaroznom gelu soja 11B969 (lacUV5-cas3 araBp8-casA + AT3) transformiranog s praznim vektorom
pBad-HisA ili pTK43 (meta razmaknice AT3), a potom s praznim vektorom pMR18 ili pDM16
(pantiCas). Uzorcima je za indukciju dodavana samo arabinoza (+ ara) ili kombinacija arabinoze i
IPTG-a (+ Al). Crna strelica pokazuje na produljene vrpce umnozenog lokusa CRISPR. (B) Relativni
intenzitet pripremljene adaptacije u soju 11B969 transformiranom s pTK43, a potom s pMR18 ili

pDM16. Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike.

4.5. Utjecaj proteaze Lon na aktivnost sustava CRISPR-Cas

Mogucu ulogu proteaze Lon u regulaciji sustava CRISPR-Cas na post-translacijskoj
razini istraZivao sam na sli¢an nacin kao za protein StpA. Prvo sam istraZio mozZe li pojacana
ekspresija proteaze Lon utjecati na obranu bakterija od infekcije fagom Avir u ovisnosti i
neovisno o sustavu CRISPR-Cas. U tu svrhu koristio sam soj 11B1039, koji ima mutaciju u genu
casl, te dvije anti-lambda razmaknice AT3 i Ac u lokusu CRISPR (Slika 7). Ovaj soj ima
aktiviran gen hns i mozemo ga smatrati divljim tipom, jer u njemu protein H-NS inhibira
djelovanje sustava CRISPR-Cas. Kao kontrolu sam koristio soj divljeg tipa bakterije E. coli
BW25113, bez anti-lambda razmaknice (Slika 8). Gen lon kloniran je u plazmid pBad-HisA
(PMRY, Tablica 2), a prazni vektor pBad-HisA sam koristio kao negativnu kontrolu.

Prema ocekivanjima, ekspresija proteaze Lon s plazmida pMR9 (pLon) nije omogucila
zaStitu od infekcije fagom Avir u soju divljeg tipa, te je broj virusnih Cestica na obje temperature

bio podjednak negativnoj kontroli, te iznosio oko 4 x 10° (Tablica 13).
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Tablica 13. Utjecaj prekomjerne ekspresije proteaze Lon i mutacije u genu lon na otpornost stanica na

infekciju fagom Avir pri temperaturama inkubacije od 30 “C i 37 °C.

Soj PFU/mL (30 °C) (=st.dev.* PFU/mL (37 °C) (+st. dev.)?

BW25113 (wt) + pBad-HisA 3,1 x10° (= 1,8x 10°) 4,65 x 10° (= 1,3 x 10°)
BW25113 (wt) + pMR9 (pLon) 4 x10° (= 1,9 x 10%) 4,75 x 10° (+2,7 x 10°%)
11B1039 (Acasl hns™ + AT3 + kc) +

. 6,09 x 108 (+ 6,7 x 107) 1,03 x 10° (2,6 x 109)
pBad-HisA
11B1039 (Acasl hns™ + AT3 + kc) +

6,44 x 108 (+ 1,2 x 10°) 1,08 x 10° (2,3 x 109)

PMR9 (pLon)
11B855 (Ahns) + pBad-HisA 1,66 x 10° (+ 6,3 x 10°) 4,37 x 10° (= 1,9x 109
11B855 (Ahns) + pMR9 (pLon) ~10% 4,84 X 10° (+2x 109
11B1297 (Acasl Ahns + AT3 + Ac) + .

. ~10° 9,53 x 108 (£ 3,2 x 108)
pBad-HisA
11B1297 (Acasl Ahns + AT3 + Ac) + . .

~ 10° ~ 10%"

PMR9 (pLon)
11B1301 (Acasl Ahns Alon + AT3+\c) ~10* 1,95 x 108 (£ 1,1 x 108)
11B1396 (Ahns Alon) ~10% 5,88 x 108 (+3 x 108)

* To¢an broj plakova u nekim slu¢ajevima nije se mogao odrediti jer se nisu formirali pojedina¢ni plakovi.
% Qvaj rezultat nije se ponovio u sojevima sa sliénom geneti¢kom pozadinom.
3 Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike.

Na isti nacin sam istrazio kako utjece prekomjerna ekspresija proteaze Lon na zastitu
od infekcije fagom Avir u mutantu Ahns sa i bez anti-lambda razmaknica. Sukladno dosadasnjim
rezultatima, mutant Ahns s dvije anti-lambda razmaknice (soj 11B1297, Slika 7) i praznim
vektorom bio je imun, odnosno imao je oko Sest redova veli¢ine manje virusnih Cestica na 30
°C, uodnosu na 37 °C (Tablica 13). Ekspresijom proteaze Lon s plazmida, soj je postao otporan
na infekciju fagom Avir i na 37 °C jer se smanjio broj virusnih ¢estica (Tablica 13). Medutim,
ovaj rezultat se nije u potpunosti ponovio u slicnim mutantima Ahns s razmaknicama, koji su
bili osjetljivi na infekciju na 37 °C, ali su nastali plakovi bili manji i slabo vidljivi (sli¢no kao
na slici 18). Neocekivano, prekomjerna ekspresija proteaze Lon omogucila je otpornost na

infekciju na 30 °C i u stanicama Ahns bez razmaknica (soj 11B855, Slika 8) (Tablica 13).

Zatim sam napravio sojeve u kojima sam uklonio gen lon zajedno s genom hns, sa i bez
razmaknica (sojevi 11B1301 i 11B1396, Tablica 1, Slike 7 i 8). Unato¢ inaktivaciji gena lon,
dvostruki mutant Ahns Alon s dvije anti-lambda razmaknice ostao je otporan na infekciju fagom
na 30 °C, i osjetljiv na 37 °C (Tablica 13). Stovise, i kontrolni mutant Ahns Alon bez razmaknica

otporan je na infekciju fagom Avir na 30 °C i osjetljiv na 37 °C (Tablica 13). Takoder je tijekom
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ovih eksperimenata uoceno da su virusni plakovi nastali na 37 °C u soju Ahns Alon s

razmaknicama bili manji, mutni i slabo vidljivi u odnosu na soj bez razmaknica (Slika 18).

1IB1301 IIB1396
hns lon + AT3 + Ac hns lon

10*

Slika 18. Promjena morfologije plakova u mutantu Alon u ovisnosti o aktivnosti sustava CRISPR-Cas.
Dvostruki mutant Ahns Alon ima mutne i slabo vidljive virusne plakove samo kad je aktivan sustav
CRISPR-Cas (lijevo). Plakovi nastali nakon infekcije fagom Avir pri virusnom razrjedenju 10 i
temperaturi inkubacije od 37 °C u sojevima IIB1301 (Acasl Ahns Alon + AT3 + Ac) i [IB1396 (Ahns
Alon).

4.6. Utjecaj proteaze Lon na efikasnost transformacije bakterijskih stanica

Jedan od mogucih razloga neobi¢nog ucinka proteaze Lon na izgled i pojavu plakova
faga lambda je da proteaza Lon direktno utjec¢e na sam ciklus faga lambda i njegovu moguénost
da stvori virusne Cestice [194]. Stoga sam utjecaj delecije gena lon na aktivnost sustava
CRISPR-Cas pratio preko efikasnosti transformacije s plazmidom pTK43 (koji sam koristio u
pripremljenoj adaptaciji). U sojevima u kojima je sustav CRISPR-Cas aktivan, o¢ekivao sam
da bi trebalo do¢i do interferencije, odnosno degradacije plazmida pTK43, a time i manje

efikasnosti transformacije.

Kako je detaljno opisano u poglavlju 3.5.7., stanice sam nakon elektroporacije i
oporavka nasadio na selektivne podloge te potom inkubirao preko no¢ina 30 °C 137 °C. Analizu
sam proveo na mutantu Alon (sojevi 11B1330 i MR23, Slike 7 i 8) i dvostrukom mutantu Ahns
Alon sa i bez razmaknica (sojevi 11B1301 i 11B1396, Slike 7 i 8). Usporedbom broja naraslih
transformanata mogao sam zakljuciti kako temperatura inkubacije nije utjecala na efikasnost
transformacije (Tablica 14). Efikasnost transformacije znacajno je pala u dvostrukom mutantu
Ahns Alon bez razmaknica (soj 11B1396), za oko 100 puta u odnosu na divlji tip. Prisutnost

razmaknice u lokusu CRISPR dodatno je smanjila efikasnost transformacije, na ukupno oko
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1000 puta manje. Sama mutacija Alon dovela je do smanjenja efikasnosti transformacije za oko
10 puta, a uz razmaknice oko 100 puta (Tablica 14). Dobiveni rezultati potvrduju da mutacija
Alon negativno utjeCe na efikasnost transformacije neovisno o sustavu CRISPR-Cas, a efekt se
pojacava dodatkom mutacije u genu hns, i jo§ viSe pojacava dodatkom razmaknica (sustav
CRISPR-Cas). Efikasnost transformacije nije sasvim nestala u niti jednom mutantu. Razlog bi
mogao biti da u razmaknici AT3 motiv PAM nije pravilan §to onemogucava potpunu

interferenciju.

Tablica 14. Utjecaj proteaze Lon i prisutnosti razmaknice AT3 u lokusu CRISPR na efikasnost

transformacije sojeva s plazmidom pTK43. CFU/mL = broj naraslih stanica po mL uzorka.

S0j CFU/mL (30 °C) (+ st. dev.)* CFU/mL (37 °C) (&st. dev.)?
BW25113 (wt) 3,67 x 106 (+ 1,8 x 10) 3,57 x 108 (+ 1,9 x 10)
11B1301 (Ahns Alon + AT3 + Ac) 1,68 x 10° (+5,4x 10?) 5,08 x 10% (+ 1,5 x 10°)
11B1396 (Ahns Alon) 3,9x10% (£2,5x 104 3,91 x 10* (£ 2,5 x 10%)
11B1330 (Alon + AT3 + Ac) 1,34 x 10* (+ 6,9 x 10%) 4,04 x 10* (+ 1,7 x 10%)
MR23 (Alon) 4,33 x 10° (= 1,9 x 105) 5,61 x 10° (£ 4,1 x 10

9 Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike. U svakoj reakciji je za
elektroporaciju koristeno 24 ng plazmida pTK43.

4.7. Utjecaj proteaze Lon na promotor Pcas8e

Utjecaj proteaze Lon na koli¢inu transkripata casA istrazio sam u tri bakterijska soja kao
do sad: divlji tip (soj BW25113), mutant Ahns (soj 11B1297) s praznim vektorom pBad-HisA
ili plazmidom pLon, te dvostruki mutant Ahns Alon (soj 11B1389, Tablica 1). Stanice sam
uzgojio do logaritamske faze rasta pri temperaturi inkubacije od 37 °C i izolirao ukupnu RNA.
Posve suprotno ocekivanjima, prekomjernom ekspresijom proteaze Lon u mutantu Ahns
koli¢ina transkripata casA nije porasla, ve¢ se smanjila 5 puta u odnosu na mutanta Ahns s
praznim vektorom, i porasla za samo oko 10 puta u odnosu na divlji tip (Slika 19). U
dvostrukom mutantu Ahns Alon, transkripcija gena casA se takoder smanjila u odnosu na
mutanta Ahns, i porasla je oko 17 puta u odnosu na divlji tip. Zaklju¢no, koli¢ina transkripata
gena casA u mutantu Ahns smanjila se u oba slucaja, i kad je proteaza Lon bila u suvisku i kad

je gen lon deletiran.
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Relativna koli¢ina transkripata casA

01

wt Ahns Ahns Ahns Alon

(11B1297) (181297)
(BW25113) + pBad-HisA +pMR9 (pLon) (181389)

Slika 19. Utjecaj suviska ili nedostatka proteaze Lon na transkripciju gena casA s promotora Pcas8e.
Koli¢ina transkripata casA dobivena metodom RT-qPCR u sojevima bakterije E. coli BW25113 (divlji
tip), 11B1389 (Ahns Alon + AT3), i 11B1297 (Ahns + AT3 + Ac) transformiranom s pBad-HisA ili pLon.
Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike, a vrijednosti na y osi su
prikazane na logaritamskoj skali.

4.8. Utjecaj Saperona HtpG na kolicine proteina Cas3

Saperon HtpG pripada obitelji evolucijski oéuvanih, molekularnih $aperona Hsp90
ovisnih o ATP, a sudjeluje u smatanju i preoblikovanju drugih proteina [161,163]. Prijasnja su
istrazivanja pokazala kako u bakteriji E. coli Saperon HtpG modulira aktivnost sustava
CRISPR-Cas tako §to povecava funkcionalne koli¢ine proteina Cas3 i neophodan je za zastitu
stanica od infekcije fagom Avir na 37 °C [91,179]. Da bih istrazio na koji nacin Saperon HtpG
utjece na koli¢ine proteina Cas3 na dvije temperature, koristio sam Cetiri razli¢ita soja bakterije
E. coli K-12 BW25113: soj divljeg tipa za gene hns i htpG (hns™ htpG™, soj 11B1088), soj s
deletiranim genom hns (soj 11B1103), soj s deletiranim genom htpG (soj 11B1104) i dvostruki
mutant Ahns AhtpG (soj 11B1105). Dio ovih sojeva sam koristio kad sam odredivao ulogu
transkripta antiCas. Dakle, svi sojevi su imali gen cas3 koji je bio obiljezen histidinskim
privjeskom i stavljen pod inducibilni promotor pBad da ne bi bilo razlike u transkripciji gena
cas3 medu ovim sojevima (Slika 14). Koli¢inu proteina Cas3 odredio sam imunodetekcijskom
metodom Western blot, koriste¢i anti-His antitijelo. Gen htpG je kloniran u plazmid pMR18 i
takoder je pod kontrolom promotora pBad (pDM11, Tablica 2), a kao negativnu kontrolu sam
koristio prazni vektor pMR18.

Za izolaciju proteina, stanice sam uzgojio do stacionarne faze rasta na 30 °C i 37 °C uz
dodatak L-arabinoze (kona¢na koncentracija 0,2 %) da bih inducirao ekspresiju gena cas3 s

bakterijskog kromosoma i gena htpG s plazmida pDM 11 (pHtpG). Uspjesnost izolacije proteina
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sam provjerio metodom SDS-PAGE (Slika 20). Na obje temperature uocljiva je vrpca
pojacanog intenziteta na veli¢ini 0ko 66 kDa u sojevima s plazmidom pHtpG (jazice 3, 5, 7 i
9), dok je nema u sojevima s praznim vektorom pMR18 (jazice 2, 4, 6 1 8). Molekulska veli¢ina
ove vrpce odgovara Saperonu HtpG (71 kDa), dok jacina intenziteta u odnosu na prazni vektor

potvrduje pojacanu ekspresiju s plazmida pHtpG.
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Slika 20. Analiza ekstrakata ukupnih proteina metodom SDS-PAGE. U prvu jazicu (M) nanesen je

-~
-

marker veli¢ina Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific), u jazice 2, 4,
6 i 8 naneseni su proteinski ekstrakti sojeva 11B1088 (araBp8-cas3 wt), 11B1103 (araBp8-cas3 Ahns),
11B1104 (araBp8-cas3 AhtpG) i 11B1105 (araBp8-cas3 Ahns AhtpG) transformiranih s praznim
vektorom pMR18 (ev), aujazice 3, 5, 719 ekstrakti iz istih sojeva s plazmidom pDM11 (pHtpG). Sojevi

su uzgajani do stacionarne faze rasta na (A) 30 °C i (B) 37 °C.

Proteini Cas3 i GAPDH uspjesno su detektirani na membrani metodom Western blot na
isti na¢in kako je opisano ranije (vidi poglavlje 4.3.), a rezultat je prikazan na slici 22A i 22B.

Protein Cas3 detektiran je na obje temperature u slicnim koli¢inama u sva Cetiri soja (Slika 21).

30°C 37°C
) \
[ | |
wt Ahns AhtpG Ahns BhtpG wt Ahns AhtpG Ahns AhtpG
(11B1088) (11B1103) (181104) (11B1105) (11B1088) (11B1103) (11B1104) (11B1105)

IR D e ane GED eun e ===

Slika 21. Imunodetekcija proteina Cas3 metodom Western blot u izolatu ukupnih proteina iz sojeva
11B1088 (araBp8-cas3 wt), 11B1103 (araBp8-cas3 Ahns), 11B1104 (araBp8-cas3 AhtpG) i 11B1105
(araBp8-cas3 Ahns AhtpG) uzgojenih na 30 °C i 37 °C.
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Slika 22. Imunodetekcija proteina Cas3 i GAPDH metodom Western blot u izolatu ukupnih proteina iz
sojeva 11B1088 (araBp8-cas3 wt), 11B1103 (araBp8-cas3 Ahns), 11B1104 (araBp8-cas3 AhtpG) i
11B1105 (araBp8-cas3 Ahns AhtpG) transformiranih s praznim vektorom pMR18 (ev) ili plazmidom
pDM11 (pHtpG), uzgojenih na 30 °C (A) i 37 °C (B). Membrana je nakon prijenosa prerezana na dva
dijela koji su potom inkubirani u razli¢itim antitijelima. Grafi¢ki prikaz normaliziranih intenziteta
kemiluminiscencije za protein Cas3 iz istih sojeva s praznim vektorom pMR18 (ev, plavi stupac) ili
plazmidom pDM11 (pHtpG, crveni stupac), uzgojenih na 30 °C (C) i 37 °C (D). Vrijednosti intenziteta
signala vrpci proteina Cas3 za svaki soj normalizirane su prema odgovaraju¢im vrijednostima intenziteta
signala vrpci kontrolnog proteina GAPDH, a kao referentni soj za usporedbu intenziteta vrpci posluzio
je divlji tip (soj 11B1088) s praznim vektorom pMR18. Prikazana je srednja vrijednost i standardna

devijacija dobivena iz tri replike.

Ekspresijom saperona HtpG s plazmida uocen je trend porasta koli¢ine proteina Cas3 u
divljem tipu i mutantu AhtpG na 30 °C, ali nije u sojevima s mutacijom Ahns i Ahns AhtpG
(Slika 22A). Kad sam izra¢unao intenzitete signala kemiluminiscencije i njih normalizirao na
intenzitete proteina GAPDH (Slika 22C), u soju divljeg tipa doslo je do povecanja koli¢ine
proteina Cas3 za oko 2 puta, dok je porast u mutantu AhtpG bitno manji i razlikuje se od
prethodnih istrazivanja [179]. Neocekivano, sama mutacija u genu hns podigla je koli¢inu
proteina Cas3 u kontrolnim uzorcima, odnosno sojevima s praznim vektorom, na razinu sli¢nu

efektu koji je dala ekspresija Saperona HtpG u divljem tipu stanica. Iz tog razloga se utjecaj
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ekspresije Saperona HtpG na koli¢ine proteina Cas3 u sojevima s mutacijom Ahns uopée ne
uocava. Kod sojeva uzgojenih na 37 °C koli¢ine proteina Cas3 su priblizno jednake u svim

sojevima, neovisno o genotipu ili ekspresiji Saperona HtpG s plazmida (Slika 22D).

Kako je mutacija u genu hns podigla koli¢inu proteina Cas3 na 30 °C ¢ak i u sojevima s
inducibilnim promotorom (Slika 22C), pokusao sam potvrditi ovaj uc¢inak mutacije Ahns na
kolicine proteina Cas3 kad je on eksprimiran s nativnog promotora. Za ovo istrazivanje koristio
sam soj divljeg tipa bakterije E. coli K-12 BW25113 i mutanta Ahns (soj 11B1297, Slika 7), u
kojima protein Cas3 nema histidinski privjesak. Za detekciju sam narucio anti-Cas3 primarno
antitijelo proizvodaca Cusabio Technology, 1 isprobao razli¢ita vremena inkubacije, koli¢ine
ukupnih proteina, razrjedenja antitijela, te uredaje za detekciju (Tablica 10). Nazalost, nakon
optimizacije detekcije signala ni u jednom pokusaju nije bilo vidljivih vrpci koje bi odgovarale
proteinu Cas3, §to sugerira kako su endogene koli¢ine proteina Cas3 eksprimirane s nativnog

promotora preniske za detekciju ovom metodom (rezultati nisu prikazani).

4.9. Utjecaj enzimatskih aktivnosti Saperona HtpG na aktivnost proteina Cas3 u zastiti od

infekcije fagom Avir

Buduc¢i da tocan nacin interakcije Saperona HtpG s proteinom Cas3 trenutno nije poznat,
odlucio sam istraziti hoce 1i inaktiviranje neke od funkcija Saperona HtpG imati utjecaja na
aktivnost sustava CRISPR-Cas. Iz literature sam izabrao dvije to¢kaste mutacije u Saperonu
HtpG za koje je pokazano da imaju utjecaja na hidrolizu ATP-a (zamjena glutamata u alanin,
E34A) i vezanje proteinskih supstrata (zamjena triptofana u arginin, W467R) [166,167].

Pretpostavio sam da bi jedna od ovih aktivnosti mogla biti vazna u interakciji s proteinom Cas3.

Da bih istrazio u¢inak ovih mutacija na efikasnost infekcije fagom Avir, koristio sam
gore spomenuti soj [IB1066. Koriste¢i metodu ciljane mutageneze (vidi poglavlje 3.6.5.),
napravio sam tockaste mutante htpGE**A i htpGW*'R y plazmidu pBAD18-HtpG (plazmidi
pDM9 i pDM10, Tablica 2). Komplementacijom kromosomske mutacije AhtpG s tockastim
mutantima Saperona HtpG s plazmida mogao sam istraziti njihov utjecaj na aktivnost sustava
CRISPR-Cas. Kao pozitivnu kontrolu sam koristio plazmid pBAD18-HtpG koji sadrzi divlji
tip gena htpG, a kao negativnu kontrolu prazni vektor pPBAD18.

Soj 11B1066 s praznim vektorom osjetljiv je na infekciju fagom Avir na obje temperature

inkubacije, 30 °C 137 °C (Tablica 15). Isti soj s induciranom ekspresijom divljeg tipa Saperona
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HtpG s plazmida otporan je na infekciju samo na 30 °C, Sto je u skladu s prijasnjim
istrazivanjima [91]. Ekspresija bilo kojeg od dva tockasta mutanta Saperona HtpG u ovome soju

uspostavila je otpornost na infekciju fagom Avir na 30 °C, ali nije na 37 °C (Tablica 15).

Tablica 15. Utjecaj tockastih mutacija Saperona HtpG na zastitu bakterija protiv infekcije fagom Avir

pri temperaturama inkubacije od 30 °C137 °C.

Soj PFU/mL (30 °C) (£ st. dev.)* PFU/mL (37 °C) (= st. dev.)?
11B1066 (Acasl Ahns AhtpG +
1,31 x 108 (= 4,8 x 107) 1,6 x 10° (+ 8,1 x 108)

LT3 + ic) + pPBAD18
11B1066 (Acasl Ahns AhtpG + .

~ 108 1,1 x 10° (= 5x 108)
AT3 +Ac) + pPBAD18-HtpG
11B1066 (Acasl Ahns AhtpG + .

~ 108 1,57 x 10° (6,5 x 108)
AT3 + Ac) + pDM9 (HtpGE*4)
11B1066 (Acasl Ahns AhtpG + .

~10° 1,53 x 10° (+ 4,8 x 108)

AT3 + Ac) + pDM10 (HtpGW467R)

* To¢an broj plakova u nekim slu¢ajevima nije se mogao odrediti jer se nisu formirali pojedinacéni plakovi.
3 Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike.

4.10. Utjecaj promjene konformacije na aktivnost proteina Cas3

U poglavlju 4.8. pokazao sam da su intenziteti signala za protein Cas3 bili sli¢ni na obje
temperature u sva Cetiri mutanta (Slika 21), §to je upucivalo da razlog neaktivnosti sustava
CRISPR-Cas na 37 °C nije smanjenje koli¢ine proteina Cas3, ve¢ smanjenje aktivnosti uslijed

moguce promjene konformacije.

Kako bi se istrazila ova pretpostavka, istrazivanja su napravljena u suradnji nekoliko
laboratorija. Prvo je analizirano moze li temperatura inducirati promjene u sekundarnoj
strukturi proteina Cas3. To je istrazeno mjerenjem promjene elipticnosti metodom cirkularnog
dikroizma (engl. circular dichroism, CD) na valnoj duljini od 222 nm prilikom zagrijavanja
procis¢enog proteina Cas3 od 20 °C do 55 °C (rezultati nisu prikazani). Ta istrazivanja
napravile su kolegica dr. sc. Dora Markulin u suradnji s dr. sc. Marijjom Matkovi¢ s Instituta
Ruder Boskovi¢, a dijelovi ovih istrazivanja napravljeni su u sklopu diplomskih radova
diplomantica Anje Culo i Marte PandZi¢. Na temelju tri neovisna mjerenja pokazale su da
sigmoidalne krivulje dobivene pomoc¢u Boltzmanove funkcije imaju to¢ku infleksije na ~ 35
°C. Ta temperatura bila je u skladu s temperaturom kad su se prvi put uocili plakovi na

bakterijskoj livadi soja 11B1040 (Acasl Ahns + AT3 + Ac, Slika 7), pri kojoj vjerojatno dolazi
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do gubitka aktivnosti proteina Cas3. Analizom rezultata CD pomocu servera DichroWeb i
BeStSel uocena je znacajna promjena u sadrzaju a-zavojnica i f-ploca [182]. U suradnji s prof.
dr. sc. Branimirom BertoSom s Kemijskog odsjeka PMF-a (SveuciliSte u Zagrebu), napravljena
je 3D struktura proteina Cas3 iz bakterije E. coli (Slika 23) na temelju poznate kristalne
strukture proteina Cas3 iz bakterije T. fusca [22] i predloZene Su tri a-zavojnice za detaljnije
istrazivanje. Odabrani su triptofani W230 1 W406 za koje je uoceno da su evolucijski ocuvani,
I triptofani W149 i W152 koji se nalaze na istoj a-zavojnici i manje su ocuvani (Slika 24).
Mjesno specificnom mutagenezom napravljeni su tockasti mutanti, u kojima je triptofan
zamijenjen alaninom u genu cas3 na plazmidu (Cas3W!4°A, Cas3W152A Cas3W230A j Cas3W406A),
U suradnji s prof. dr. sc. Boltom sa Sveucili$ta u Nottinghamu (Ujedinjeno Kraljevstvo), isti
tockasti mutanti proteina Cas3 su proc¢iséeni i biokemijski karakterizirani. Kolegica Zoe Jeli¢
Matosevic iz grupe prof. dr. sc. BertoSe napravila je simulacije molekularne dinamike mutanata,
a ja sam istrazio utjecu li tockaste mutacije u Trp-149, Trp-152, Trp-230 i Trp-406 na aktivnost

proteina Cas3, odnosno na zastitu od infekcije fagom Avir.

Trp-230 Trp-406[ ;

Cadia

Slika 23. Struktura proteina Cas3 napravljena na temelju poznate kristalne strukture bakterije T. fusca.
Oznaceni su evolucijski ocuvani Trp-230 i Trp-406, a smedom bojom je oznaceno kretanje molekule
ssDNA. Oznacene su domene proteina Cas3: HD-nukleazna (roza), RecAl i RecA2 helikazne (zelena i
narancasta), zavojnica koja spaja domene (ljubi¢asta) i C-terminalna domena (plava). Sive kuglice

oznacavaju aminokiseline u aktivnom mjestu HD-nukleazne domene. Preuzeto i prilagodeno iz [182].
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Eco ITEQGQEEAWVQCCOWL saslNXXVFLGQ ! .u. T n) /LISVLPVKHRFIRGLGIGRSVLIVDEVHAYDTY

..................................................................

Pozicija u sekvenci

Slika 24. Sravnjivanje sekvenci proteina Cas3 izmedu bakterija T. fusca (Tfu), T. terrenum (Tter) i E.
coli (Eco) otkrilo je dva evolucijski o¢uvana triptofana W230 i W406, dok triptofani W149 i W152 nisu
toliko ocuvani. Preuzeto i prilagodeno iz [182].

Prvo sam Kkoristio soj bakterije E. coli BL21-Al s deletiranim genom casl i dvije anti-
lambda razmaknice AT3 i Ac (soj 11B1266, Tablica 1, Slika 7). Soj 11B1266 ima divlji tip gena
cas3 u kromosomu, ali i aktivan gen hns, pa je transkripcija svih gena cas inhibirana
djelovanjem proteina H-NS, te je stoga soj osjetljiv na infekciju na 30 °C. To znaci da sam
sustav CRISPR-Cas u ovom soju morao aktivirati prekomjernom ekspresijom svih potrebnih
komponenti s plazmida, uklju¢ujuéi i protein Cas3. Za tockaste mutante Cas3W1494, Cas3Wi52A,
Cas3W2%0A | Cas3W406A koristio sam plazmide pW149A, pW152A, plIB37 i plIB39 (Tablica 2),
a za ekspresiju proteinskog kompleksa Cascade koristio sam plazmid pEB549 (Tablica 2). Kao
pozitivnu kontrolu sam koristio plazmid pAH4 koji nosi divlji tip gena cas3, a prazni vektor

pBad-HisA kao negativnu kontrolu.

U skladu s océekivanjima, soj 1IB1266 s praznim vektorom pBad-HisA, u kojem je
eksprimiran samo proteinski kompleks Cascade, osjetljiv je na infekciju fagom Avir na 30 °C i
razvio je oko 108 virusnih &estica (Tablica 16). Ovo je ujedno i dokaz kako se kromosomski
gen cas3 u ovom soju ne prepisuje u koli¢inama dovoljnim za obranu od infekcije. Kad se uz
proteinski kompleks Cascade potakne i ekspresija divljeg tipa proteina Cas3 ili tockastih
mutanata Cas3"49A i Cas3W!2A, uspostavljena je otpornost na infekciju na 30 °C, te je nastalo
oko 3-4 reda veli¢ine manje virusnih Cestica u odnosu na negativnu kontrolu. Soj I1IB1266 s
induciranom ekspresijom to¢kastog mutanta Cas3"23%4 jli Cas3"4%%A imao je otprilike tri reda
veli¢ine veci broj plakova na 30 °C u odnosu na divlji tip proteina Cas3, te samo oko 10 puta
manje od negativne kontrole. Ovi rezultati ukazuju na smanjenu aktivnost tockastih mutanata

Cas3W2%0A | Cas3W40%A na 30 °C. Nijedna kombinacija plazmida nije omoguéila otpornost na
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infekciju fagom Avir na 37 °C, te je broj nastalih plakova podjednak (oko 10°% u svim

slucajevima.

Tablica 16. Utjecaj tockastih mutacija Cas3W%A Cas3W1%%A Cas3W230A j Cas3W4%A na plazmidu na
zastitu bakterija protiv infekcije fagom Avir pri temperaturama inkubacije od 30 °C 137 °C.

Soj PFU/mL (30 °C) (+ st. dev.)? PFU/mL (37 °C) (< st. dev.)?
11B1266 + pEB549 (pCascade) +
. 7,61 x 108 (3,1 x 109) 1,71 x 10° (= 5 x 108)
pBAD-HisA
11B1266 + pEB549 (pCascade) + . 0
t 3,4 x10% (+4,7x10% 1,25 x 10° (2,5 x 108)
pAH4 (Cas3™)
11B1266 + pEB549 (pCascade) + 5 o
W149A 4 X 10° (+4,2x 105 8,92 x 10° (£3,3 x 109)
pW149A (Cas3 )
11B1266 + pEB549 (pCascade) + 5 9
WIS2A 6 X 10° (3,7 x 105) 2,47 x 10° (£ 1,4 x 109
pW152A (Cas3 )
11B1266 + pEB549 (pCascade) + . 9
W230A 2,27 x 10" (£2,2x 107) 3,26 X 10° (£ 6,2 x 108)
plIB37 (Cas3 )
11B1266 + pEB549 (pCascade) +
1,63 x 107 (1,1 x 107) 1,94 x 10° (+ 2 x 109

plIB39 (Cas3WA40A)
3 Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike.

Posto su rezultati odredivanja efikasnosti infekcije fagom Avir u sojevima bakterije E.
coli BL21-Al s dva plazmida znali biti nepouzdani, a bakterijski soj BL21-Al nije najbolji za
usporedbu sa sojem K-12 u kojem su radena ostala geneticka istraZivanja, odlucio sam dodatno
provjeriti utjecaj ovih mutacija na aktivnost proteina Cas3. Napravio sam mutante u kojima su
iste tockaste mutacije unesene u gen cas3 na bakterijskom kromosomu (vidi poglavlje 3.5.4.).
Napravio sam sva Cetiri toCkasta mutanta, ali sam za daljnju analizu odabrao samo mutante
cas3W230A j cas3W406A (sojevi 11B1345 i 11B1342, Tablica 1, Slika 25), na temelju biokemijskih

istrazivanja in vitro i simulacije in silico, opisanih kasnije u ovom poglavlju.

Pcas3 Pcas8e Pcrispr

—»
Acasl
cas3 casA casB casC casD

W406A

anti-Pcas

Pcas3 Pcas8e Periser

Acasl
cas3 casA casB casC casD
W230A
anti-Pcas

Slika 25. Genska organizacija sustava CRISPR-Cas u sojevima bakterije E. coli 11B1342 i 11B1345. Oba
soja imaju deleciju gena casl i tockastu mutaciju u genu cas3 (cas3"W4%A jli cas3W2%4), te razmaknice
AT3 i Ac dodane u lokus CRISPR.
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Pocetni (roditeljski) soj [IB1309 (Tablica 1, Slika 7) je nakon infekcije fagom Avir imao
otprilike Sest redova veli¢ine manje virusnih ¢estica na 30 °C, u odnosu na 37 °C, $to je u skladu
s prijasnjim rezultatima za mutanta Ahns (Tablica 17). Medutim, kad su se u ovaj soj uvele

3W230A jj Cas3W4%A jzgubila se otpornost na infekciju fagom Avir na 30

tockaste mutacije Cas
°C, te je broj virusnih Cestica U oba toCkasta mutanta porastao za Cak pet redova veli¢ine u
odnosu na soj s divljim tipom proteina Cas3. Efekt tockastih mutacija na aktivnost proteina
Cas3 jos je izraZeniji u ovome soju nego u prethodnom pokusu s plazmidima, vjerojatno zbog
toga Sto je u ovome soju protein Cas3 prisutan u fizioloskim koli¢inama, a ne u suvisku, gdje
su prekomjerne koli¢ine proteina Cas3 potencijalno mogle ublaziti negativni uc¢inak mutacija.
Na 37 °C sva tri soja su osjetljiva na infekciju, te je broj nastalih plakova izmedu njih podjednak

(oko 10%). Ovi rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim za soj IIB1266 i tockaste mutante

proteina Cas3 na plazmidu.

Tablica 17. Utjecaj kromosomskih to¢kastih mutacija Cas3W2A i Cas3W4%A na zastitu bakterija protiv

infekcije fagom Avir pri temperaturama inkubacije od 30 °C i 37 °C.

Soj PFU/mL (30 °C) (+ st. dev.)* PFU/mL (37 °C) (+ st. dev.)?
11B1309 (Acasl Ahns cas3" + .
~ 103 3,85 x 10° (+ 1,6 x 109)

AT3 + Ac)
11B1342 (Acasl Ahns cas3W40A +

5,98 x 10% (+5,9x 109) 3,02 x 10° (+ 1,7 x 10°%)
AT3 + Ac)
11B1345 (Acasl Ahns cas3W20A +

2,59 x 108 (+ 2,1 x 107) 3,69 x 10° (+ 9,7 x 108)
AT3 + Ac)

* To¢an broj plakova u nekim slu¢ajevima nije se mogao odrediti jer se nisu formirali pojedinac¢ni plakovi.
3 Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija dobivena iz tri replike.

Utinak tockastih mutacija Cas3'W14%, Cas3W152A Cas3WW230A j Cas3W408A na aktivnost
proteina Cas3 istrazila je kolegica dr. sc. Liu He iz grupe prof. dr. sc. Bolta [182]. Ona je
pokazala da porastom temperature na 37 °C nukleazna aktivnost divljeg tipa proteina Cas3
znacajno pada. Nukleazna aktivnost tockastih mutanata Cas3'W14%A, Cas3"W152A j Cas3"230A je na
obje temperature znatno niza od divljeg tipa. Iznenadujuée, mutant Cas3"V4%A imao je
nukleaznu aktivnost slicnu divljem tipu na 30 °C, dok je na 37 °C jaca nukleaza (hiperaktivan)
u odnosu na divlji tip (rezultati nisu prikazani). Ovi rezultati su pokazali kako tockasta mutacija
u Trp-406 moze nadjacati negativan ucinak temperature na nukleaznu aktivnost proteina Cas3,
Sto sugerira kako bi u divljem tipu proteina Cas3 Trp-406 mogao regulirati nukleaznu aktivnost
ovisno o temperaturi. Za razliku od nukleazne aktivnosti, temperatura nije imala ucinak na

ATP-aznu aktivnost proteina Cas3.
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Kolegica Zoe Jeli¢ MatoSevi¢ napravila je simulacije molekularne dinamike na 30 °C i
37 °C, prema metodama opisanim u [182]. U simulaciji molekularne dinamike na 30 °C, ona je
pokazala da se Trp-406 nalazi blizu Trp-230, a oba se nalaze pokraj tunela kroz koji prolazi
sSDNA (engl. ssDNA binding tunnel), a koji povezuje helikaznu domenu s aktivnim mjestom
nukleazne domene (Slika 26). Medutim, povisenjem temperature na 37 °C, Trp-406 se udaljava
od Trp-230 i pozicionira unutar tunela, $to bi potencijalno moglo ograniciti pristup ssDNA
aktivnom mjestu nukleazne domene. Ovaj model pruza objasnjenje zasto protein Cas3 pokazuje
smanjenu nukleaznu aktivnost na 37 °C u usporedbi s 30 °C. Takoder, hiperaktivna nukleazna
aktivnost to¢kastog mutanta Cas3"4%A na 37 °C objasnjiva je time $to bi zamjena Trp-406 s
alaninom omogucila slobodan prolaz ssDNA do aktivhog mjesta nukleazne domene.
Zanimljivo, unato& poja¢anoj nukleaznoj aktivnosti in vitro, to¢kasti mutant Cas3'V4%®A ne moze
stanicama omoguciti zastitu od infekcije fagom Avir in vivo jer je izgubio komunikaciju s
kompleksom Cascade (rezultati nisu prikazani), §to ¢u prodiskutirati u raspravi (Tablice 16 i
17).

30°C " 37 °C
\ A 1 o’ \ A : ,‘V'
Y L N . !
o 4»‘ @ & - &h i‘\ & a ;
O & Trp-230 = Trp-230
\ < @ A, To-405 Trp-406
1S\ & I Sy
( ’ y —‘)

Slika 26. PoviSena temperatura uzrokuje promjene u polozaju Trp-230 i Trp-406 (oznadeni crvenom
bojom), $to rezultira pomakom Trp-406 i blokadom tunela kroz koji prolazi sSDNA (prikazan sivom
bojom), $to potencijalno moze ograniéiti pristup ssDNA aktivnom mjestu nukleazne domene. Preuzeto

i prilagodeno iz [182].

4.11. Utjecaj delecije gena hns na transkriptom bakterije E. coli

Kako sam ve¢ naveo, sustav CRISPR-Cas je u bakteriji E. coli reguliran proteinom H-
NS [25]. Budu¢i da je protein H-NS globalni transkripcijski regulator u bakteriji E. coli [88],
istrazio sam kako delecija gena hns utjeCe na ekspresiju svih gena u genomu bakterije E. coli
koji su pod njegovom regulacijom koriste¢i metodu RNAseq. Ova metoda omogucuje

kvantifikaciju i analizu diferencijalno eksprimiranih gena iz uzorka ukupne RNA [195]. Kao
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divlji tip za ovo istrazivanje koristio sam soj bakterije E. coli K-12 BW25113 s uklonjenim
genom casl i dvije anti-lambda razmaknice (soj 11B1039, Tablica 1, Slika 7). Za usporedbu
sam koristio mutanta Ahns s istom genetickom pozadinom kao i soj 11B1040 (Tablica 1, Slika
7). Ukupnu RNA sam izolirao iz ova dva soja uzgojena do stacionarne faze rasta na 30 °C i 37
°C u tri bioloske replike, ¢ime sam istovremeno pratio i utjecaj promjena u temperaturi
inkubacije na transkripciju gena. lzoliranu RNA sam poslao u suhom ledu u servis Macrogen
(Juzna Koreja), gdje su provjerili kvalitetu RNA, napravili biblioteku, sekvencirali i obradili
podatke. Kao rezultat sam dobio Excel tablice s koli¢inama transkripata za svaki gen u svakoj

replici, te normalizirane rezultate u ovisnosti o temperaturi i genotipu (rezultati nisu prikazani).

Analizom podataka izmedu mutanta Ahns i divljeg tipa utvrdeno je ¢ak 1166 gena sa
znaajnim promjenama u ekspresiji na 30 °C, te 976 gena na 37 °C. Na 30 °C najveci porast
transkripcije u mutantu Ahns ima gen csgA (9822 puta), a najveci pad gen hmp (64 puta)
(Tablica 18). Najveéi porast transkripcije u mutantu Ahns na 37 °C ima gen yaiP (2141 puta),
a najveci pad gen gICE (19 puta). Medu genima cas, u mutantu Ahns je na obje temperature
porasla transkripcija gena cas3, casD i cask, dok je transkripcija gena cas2 nepromijenjena.
Geni casA, casB i casC nisu pronadeni tijekom racunalne analize usporedbe ekspresije gena u
sojevima Ahns u odnosu na divlji tip na dvije temperature, dok je gen casl bio deletiran i nije
se mogao analizirati. Pregledom baza podataka EcoCyc i UniProt za nekoliko je gena
pretpostavljeno da bi mogli biti u interakciji s komponentama sustava CRISPR-Cas, te su oni

dalje analizirani, ali to nije bila tema ove doktorske disertacije.

Tablica 18. Promjene u transkripciji gena izmedu sojeva I[IB1040 (Acasl Ahns + AT3 + Ac) i [IB1039
(Acasl +AT3 +Ac)na 30 °Ci 37 °C, dobiveni metodom sekvenciranja RNA.

Promjena u transkripciji gena (Ahns / wt)

Gen 30°C 37°C
CSgA +9822,7 + 27,7

hmp - 64,7 -2,1

yaiP +32.1 +2141,9
glcE -15,6 -19,6

cas?2 -14 -1,3

cas3 + 15,3 + 14,7
casD + 73,7 +37,7
cask +59,6 +31,9
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5. RASPRAVA

Cilj ove doktorske disertacije bio je istraziti nepoznate mehanizme regulacije aktivnosti
sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli na razini transkripcije i post-translacije. Na razini
transkripcije istrazio sam ulogu proteina StpA kao dodatnog represora promotora Pcas8e koji
kontrolira ekspresiju operona casABCDE12 i utjecaj transkripta antiCas, koji je pod kontrolom
promotora anti-Pcas, na transkripciju gena cas3. Pokazao sam da protein StpA sudjeluje u
regulaciji promotora Pcas8e kad nema represora H-NS [181], i da transkript antiCas moze
utjecati na aktivnost produkta gena cas3. Na razini post-translacije istrazio sam utjecaj proteaze
Lon kao indirektnog regulatora transkripcije. Takoder sam istrazio utjecaj Saperona HtpG na
koli¢ine proteina Cas3 1 istrazio kako temperatura utjeCe na aktivnost proteina Cas3. U
istrazivanjima sam koristio geneticku analizu kako bih pomocu razli¢itih mutanata otkrio
potrebne gene i uvjete u zastiti bakterija sustavom CRISPR-Cas od infekcije fagom Avir.
Metodom RT-qPCR odredivao sam koli¢ine transkripata gena cas, a metodom Western blot na
razini proteina odredivao koli¢ine proteina Cas3. Uz pomo¢ suradnika napravljene su biofizicke
i biokemijske analize na temelju kojih smo predlozili molekularni model regulacije nukleazne

aktivnosti proteina Cas3 uslijed promjene konformacije [182].

5.1. Utjecaj proteina StpA na regulaciju promotora Pcas8e

Za efikasnu obranu stanica od stranih geneti¢kih elemenata pomocu sustava CRISPR-
Cas, potrebni su produkti gena cas i razmaknica u lokusu CRISPR koja je komplementarna
sekvenci te strane molekule DNA [1-3]. U bakteriji E. coli sustav CRISPR-Cas pripada klasi
1, sustavu tipa I-E i reguliran je pomoéu tri promotora: Pcas3, Pcas8e i Pcriser [7,8,25]. Cetvrti
promotor anti-Pcas je nepoznate aktivnosti i uloge, a nalazi se u intergenskoj regiji IGLB na
suprotnom lancu DNA u odnosu na promotor Pcas8e (Slika 4). Ekspresija komponenti sustava
CRISPR-Cas u bakteriji E. coli je utisana aktivno$¢u represora H-NS, zbog ¢ega u standardnim
laboratorijskim uvjetima uzgoja sustav CRISPR-Cas nije aktivan [8,25,86]. Represor H-NS
snazno utiSava ekspresiju s promotora Pcas8e (kontrolira operon casABCDE12) i anti-Pcas,
dok transkripcija lokusa CRISPR i gena cas3 samo djelomi¢no ovisi o proteinu H-NS (Slika 4)
[25,87,91]. Osim negativne regulacije represorom H-NS, promotor Pcas8e je pozitivno
reguliran proteinom LeuO (poznati antagonist represora H-NS) [94]. Naime, protein LeuO je
aktivator transkripcije i njegovom prekomjernom ekspresijom dolazi do ekspresije gena cas

[86]. Postoji i regulacija ovog sustava pomoc¢u cAMP receptorskog proteina CRP, ali ¢u to
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ovdje izostaviti jer je nisam istrazivao [92]. Drugim rije¢ima, da bi se sustav CRISPR-Cas u
bakteriji E. coli aktivirao potrebno je ili ukloniti represor (soj Ahns), ili prekomjerno
eksprimirati aktivator LeuO (dodati na plazmidu) ili napraviti soj s inducibilnim promotorima
ispred gena cas na kromosomu [2,10,86]. Prethodna istrazivanja su pokazala kako je u
stanicama s prekomjernom ekspresijom aktivatora LeuO kolicina transkripata casABCDE bila
znacajno veca nego u mutantu Ahns, sto je dovelo do prijedloga da paralog proteina H-NS,
protein StpA, takoder ima ulogu regulacije transkripcije s promotora Pcas8e u odsutnosti
proteina H-NS [86]. Zanimljivo, istrazivanja su pokazala da protein StpA ¢ak ima veci afinitet
vezanja in vitro za regiju IGLB, u kojoj se nalaze promotori Pcas8e i anti-Pcas, od proteina H-
NS [25], ali utjecaj proteina StpA na aktivnost sustava CRISPR-Cas nije bio istrazen do ove
doktorske disertacije. Proteini H-NS i StpA jedan drugom inhibiraju transkripciju, pa je gen
StpA utiSan u stanicama s aktivnim proteinom H-NS, odnosno stanicama divljeg tipa [27-29].
Inaktivacija samo gena stpA zbog toga ne dovodi do povecanja ekspresije gena cas u mutantu
AstpA [25]. 1z ovih razloga sam ulogu proteina StpA kao dodatnog represora operona
casABCDE12 i promotora anti-Pcas istrazio u mutantu Ahns.

Utjecaj proteina StpA na regulaciju promotora Pcas8e pratio sam direktno mjerenjem
koli¢ine transkripata casA (ili csel, prvog gena u operonu cas) i indirektno odredivanjem zastite
stanica od infekcije fagom Avir u mutantu Ahns sa i bez gena stpA. Kao kontrole, odredivao
sam koli¢ine transkripata gena cas3, za koji nije o¢ekivano da je pod kontrolom proteina StpA.
Takoder sam sustav CRISPR-Cas inducirao aktivatorom LeuO, te koristio soj s inducibilnim
promotorima ispred gena cas3 i operona cas. U skladu s prijasnjim rezultatima [91], mutant
Ahns s dvije anti-lambda razmaknice bio je otporan na infekciju fagom Avir na 30 °C, a osjetljiv
na 37 °C (Tablica 11). Ekspresija proteina StpA s plazmida u istom mutantu znacajno je
smanjila (priblizno na razinu kontrolnog soja) otpornost na infekciju fagom Avir na 30 °C
(Tablica 11), i smanjila je transkripciju s promotora Pcas8e (Slika 9B). Nasuprot tomu,
istovremena delecija gena stpA u mutantu Ahns dovela je do maksimalne ekspresije transkripata
casA (povecanje od oko 250 puta, Slika 9B). Induciranom ekspresijom aktivatora LeuO u
stanicama divljeg tipa [86], koli¢ine transkripata casA su bile nesto nize u odnosu na dvostruki
mutant Ahns AstpA (povecanje za oko 150 puta, Slika 9B), ali vise u odnosu na jednostrukog
mutanta Ahns (povecanje za oko 50 puta, Slika 9B) $to je povecalo otpornost stanica na
infekciju fagom Avir na 30 °C. Protein StpA nije imao ucinak na transkripciju s promotora Pcas3
(Slika 9A), sto je u skladu s Cinjenicom da protein H-NS tek djelomic¢no regulira ekspresiju

gena cas3 [91]. Takoder, protein StpA nije znacajno smanjio otpornost stanica na infekciju
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fagom Avir u soju u kojem su nativni promotori Pcas3 i Pcas8e zamijenjeni inducibilnim, jer
ovi promotori ne ovise 0 represoru StpA (Tablica 11). Na temelju svih ovih rezultata sam
zakljucio kako protein StpA djeluje na razini transkripcije kao dodatni represor promotora
Pcas8e u nedostatku proteina H-NS jer je njegovom povec¢anom ekspresijom doslo do gubitka
otpornosti na infekciju fagom, a delecijom do maksimalne derepresije promotora Pcas8e.
Unato¢ opazenim razlikama u ekspresiji gena cas izmedu mutanta Ahns, Ahns AstpA i divljeg
tipa s induciranom ekspresijom aktivatora LeuO (Slika 9B), zastita od infekcije fagom Avir u
sva tri soja bila je podjednaka, odnosno sojevi su otporni na infekciju na 30 °C, ali ne i na 37
°C (Tablica 11) [86]. Jedno objasnjenje bi moglo biti da je proteinski kompleks Cascade u svim
sojevima prisutan u dovoljnim koli¢inama, ili da zaStita stanica od infekcije fagom na 37 °C ne
ovisi o koli¢ini kompleksa Cascade. Za kompleks Cascade je pokazano da je sposoban brzo
pretrazivati molekule DNA u nukleoidu i citoplazmi, pa je moguce da je svega nekoliko
molekula dovoljno za efikasnu interferenciju [196]. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem
Majsec i suradnika, koji su pokazali da je klju¢ni protein za otpornost stanica na infekciju fagom
na 37 °C protein Cas3 [91], ¢ija ekspresija nije povecana u dvostrukom mutantu Ahns AstpA
(Slika 9A). Ovaj efekt temperature na aktivnost proteina Cas3 ¢u detaljnije raspraviti u

poglavlju 5.6.

Kako represor H-NS regulira sintezu proteina StpA i LeuO, u mutantu Ahns su poveéane
koli¢ine proteina StpA i LeuO [27]. Protein LeuO je stabilan u mutantu Ahns i dodatno pojac¢ava
vlastitu ekspresiju [191], dok je protein StpA nestabilan zbog brze razgradnje proteazom Lon
[136]. Nadalje, ekspresija gena StpA niza je na 30 °C, nego na 37 °C [29], sto ukazuje da u
mutantu Ahns aktivacija gena cas pomocu proteina LeuO ima ja¢i uinak od represivnog
djelovanja proteina StpA. To bi moglo objasniti poveéanu transkripciju gena cas i obranu od
infekcije na 30 °C unato¢ djelomi¢nom utiSavanju promotora Pcas8e od strane proteina StpA.
Takoder, to bi objasnilo zaSto unato¢ povecanoj ekspresiji proteina StpA s plazmida u mutantu
Ahns nije doslo do potpune represije promotora Pcas8e i da protein StpA samo djelomic¢no

reprimira promotor Pcas8e (Slika 9B).

Zbog dualne regulacije promotora Pcas8e antagonistickim proteinima predlozeno je da
su geni za sustav CRISPR-Cas regulirani stohastickim geneti¢kim prekidacem (Slika 27)
[87,197]. U takvom modelu, kompeticija regulatora LeuO i H-NS za pristup istim veznim
mjestima na promotoru Pcas8e dovodi do promjena u regulaciji ekspresije gena cas [197].

Represor H-NS je u prednosti, buduéi da je prisutan u stalnim koli¢inama tijekom svih faza
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rasta [197], dok je ekspresija aktivatora LeuO promjenjiva i ovisi 0 prisutnosti fizioloSkih
signala kao §to su gvanozin tetrafosfat (ppGpp), nedostatak odredenih aminokiselina ili
stacionarna faza rasta [95,198,199]. Primjerice, indukcija strogog odgovora (engl. stringent
response) uslijed nedostatka aminokiselina, inducirala je aktivator LeuO, ali nije povecala
transkripciju s promotora Pcas8e ili koli¢inu zrelih crRNA [86]. Kako su signali koji mijenjaju
koli¢ine regulatora H-NS i LeuO stohasti¢ki, ishod njihove kompeticije razlicit je za svaku
stanicu u bakterijskoj populaciji i nece se inducirati svi geni. Stoga fizioloski uvjeti pri kojima
spontano dolazi do indukcije sustava CRISPR-Cas aktivacijom proteina LeuO jo$ uvijek nisu
poznati. Drugi transkripcijski faktori koji bi takoder mogli utjecati na kompeticiju ovih
regulatora za promotor Pcas8e ovisno 0 okolisnim uvjetima i fazi rasta, su primjerice proteini
StpA i CRP u bakteriji E. coli (Slika 9B) [92], ili protein LRP u bakteriji S. Typhi [135]. Osim
toga, fagi mogu prilikom infekcije eksprimirati proteine sli¢ne proteinu H-NS (engl. H-NS like
proteins) ili anti-CRISPR proteine Acr kako bi utiSali prepisivanje gena cas ili inhibirali
nukleaznu aktivnost sustava CRISPR-Cas [200,201].

Stohasticki geneticki prekidaé
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Slika 27. Sustav CRISPR-Cas u bakteriji E. coli je pod dualnom regulacijom. Kompeticija
antagonistickih regulatora H-NS i LeuO za vezanje na promotor Pcas8e djeluje kao geneticki prekidac
koji regulira ekspresiju komponenti sustava CRISPR-Cas, dok je aktivnost sustava regulirana
temperaturom inkubacije. Prikazana je i uloga dodatnih regulatora StpA, CRP-cAMP i HtpG. Preuzeto
i prilagodeno iz [87].
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5.2. Aktivnost promotora anti-Pcas

U intergenskoj regiji IGLB se osim promotora Pcas8e, nalazi i divergentno orijentirani
promotor anti-Pcas [25]. Za razliku od promotora Pcas8e, u literaturi ne postoje podaci o jacini
transkripcije s promotora anti-Pcas ili njegovom utjecaju na aktivnost sustava CRISPR-Cas. Za
oba promotora pokazano je da su pod kontrolom proteina H-NS, oba su ovisna o faktoru ¢’ i
aktivna in vivo i in vitro [25]. Zbog toga sam utjecaj proteina StpA na promotor anti-Pcas
istrazio u istim sojevima kao za promotor Pcas8e, ali uzgojenim na dvije temperature (30 °C i
37 °C), do logaritamske i stacionarne faze rasta. Koli¢ine transkripata antiCas nisu ovisile o
temperaturi, ali su se znac¢ajno mijenjale ovisno o fazi rasta (Slika 11). U stanicama uzgojenim
do logaritamske faze rasta, transkripcija s promotora anti-Pcas je bila najvisa u dvostrukom
mutantu Ahns AstpA (povecana oko 120 puta u odnosu na soj divljeg tipa), te nesto niza u
mutantu Ahns s praznim vektorom (povecana oko 50 puta) (Slika 11A). Ekspresijom proteina
StpA s plazmida u mutantu Ahns koli¢ine transkripata antiCas su osjetno pale (na razinu koja
je otprilike 10 puta veéa u odnosu na soj divljeg tipa, Slika 11A). Ovi rezultati se podudaraju s
rezultatima dobivenim za koli¢ine transkripata casA, iz ¢ega sam zakljucio kako u nedostatku
proteina H-NS, protein StpA djeluje i kao dodatni represor promotora anti-Pcas. S druge strane,
u svim sojevima uzgojenim do stacionarne faze koli¢ine transkripata antiCas su znac¢ajno nize
nego u stanicama uzgojenim do logaritamske faze (Slika 11B). Za stacionarnu fazu rasta nemam
za usporedbu rezultate za koli¢inu transkripata gena casA dobivene pomoc¢u metode RT-gPCR.
Medutim, metodom RNAseq dobio sam koli¢ine transkripata gena casD i caskE (takoder pod
kontrolom promotora Pcas8e, ali nizvodno od gena casA) u mutantu Ahns u odnosu na divlji
tip (Tablica 18). Zanimljivo, usporedna analiza transkripata u sojevima Ahns u odnosu na divlji
tip dobivena metodom RNAseq nije bila napravljena za one gene za koje je u bilo kojem uzorku
izmjerena koli¢ina transkripata bila 0, i zato nije bilo podataka za gene casA, casB i casC
(transkripti nisu detektirani u stanicama divljeg tipa), dok za gene casD i casE jest. Podaci za
transkripte casA, casB i casC postoje samo za mutant Ahns. Dakle, u stacionarnoj fazi rasta
izmjerene koli¢ine transkripata antiCas metodom RT-gPCR u mutantu Ahns su osjetno nize
(povecane su samo za oko 15 puta u odnosu na divlji tip, Slika 11B) u usporedbi s koli¢inama
transkripata casD i casE koje su ostale povisene oko 60-70 puta (Tablica 18), dok su koli¢ine
transkripata casA povecane preko 100 puta prema podacima RNAseq (rezultati nisu prikazani).
Mogu¢i razlog za ovu razliku u transkripciji s dva promotora u stacionarnim stanicama je
nestabilnost i brza razgradnja kratkih transkripata antiCas u odnosu na transkripte casA, casD

I casE. Primjerice, u bakteriji E. coli postoji enzim PNPaza koji razgraduje kratke molekule
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RNA specifi¢no u stacionarnoj fazi, dok nema ucinka na stanice u eksponencijalnoj fazi
[202,203]. Koriste¢i metodu mikrocipova, za gene casD i casE je joS uoceno da su pojacano
eksprimirani u stacionarnoj fazi rasta divljeg tipa nakon toplinskog Soka te da se unutar
kodirajuéeg dijela gena casC nalazi promotor kojeg prepoznaje faktor o3 [204]. Dodatni c*2
promotor pronaden je i unutar kodiraju¢eg dijela gena casl, a potice ekspresiju gena casl i cas2
[204]. Moguce je da se parcijalnom ekspresijom gena cas omogucéava stalna spremnost na
ugradnju razmaknica, iako se ona u pravilu dogada samo u stanicama koje se repliciraju [205].
Takoder je moguce da proteini Casl i Cas2 vezu stranu DNA i "¢ekaju" na ugradnju sve dok se

stanica ne pocne dijeliti ili sudjeluju u nekom drugom stani¢énom procesu koji tek treba istraziti.

Transkripcija s promotora anti-Pcas u stacionarnim stanicama nije ovisila o proteinu
StpA $to se moze objasniti manjom ekspresijom proteina StpA. Naime, u bakterijama E. coli i
Shigella flexneri, protein StpA se eksprimira samo u ranoj logaritamskoj fazi i koli¢ine su mu
znacajno smanjene u stacionarnoj fazi [134,197,206]. Zbog toga je moguce da je u stacionarnoj
fazi promotor anti-Pcas pod kontrolom nekog drugog regulatora, ili da je afinitet RNA

polimeraze smanjen za promotor anti-Pcas.

5.3. Utjecaj transkripta antiCas na aktivnost sustava CRISPR-Cas

Slijedece sam istrazivao moze li transkript antiCas utjecati na aktivnost proteina Cas3,
a time i na sustav CRISPR-Cas na nacin da inhibira njegovu aktivnost, ili moze utjecati na
transkript gena cas3 i time inhibirati terminaciju transkripcije i/ili translaciju. lako sam pokazao
da se u mutantu Ahns koli¢ina transkripata antiCas povisila vise od 50 puta u stanicama
uzgojenim do logaritamske faze rasta i oko 10 puta u stacionarnim (Slika 11), mutant Ahns je
svejedno ostao otporan na infekciju fagom Avir na 30 °C (Tablica 11). Medutim, povecana
ekspresija transkripta antiCas s plazmida u mutantu Ahns dokinula je zastitu od infekcije fagom
Avir na 30 °C (Tablica 12), sto pokazuje kako transkript antiCas moze inhibirati aktivnost
sustava CRISPR-Cas, ali samo kad je prisutan u suviSku. Kako se u pokusima odredivanja
zastite od faga Avir koriste stanice uzgojene do stacionarne faze rasta gdje je smanjena koli¢ina
transkripata antiCas (Slika 11B), to bi moglo objasniti zasto se sacuvala otpornost mutanta
Ahns na infekciju na 30 °C i zasto su za ukidanje zastite potrebne povisene koli¢ine transkripta

antiCas s plazmida (Tablica 12).

Ovaj rezultat je ukazao na mogucnost da je doslo ili do smanjene transkripcije ili

translacije gena cas3 sto sam detaljnije istrazio. Ekspresija gena cas3 uz suvisak transkripta
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antiCas smanjila se za oko dva puta u odnosu na mutanta Ahns s praznim vektorom (Slika 13),
u kojem je bila nesto veca (povecana oko 15 puta u odnosu na divlji tip) nego $to su ranije
primijetili Majsec i suradnici [91]. Medutim, oni su u svojem istrazivanju koristili pocetnice
koje se vezu za zadnji dio gena cas3 koji se preklapa s transkriptom antiCas, dok sam ja koristio
pocetnice koje se vezu za srednji dio gena cas3. To moze objasniti razlike u dobivenim
rezultatima, i ukazuje na moguénost da je u prethodnim istrazivanjima transkript antiCas stupio
u interakciju sa zadnjim dijelom gena cas3 i smanjio mu transkripciju. Buduci da su koli¢ine
transkripata antiCas s plazmida porasle za preko 100 puta (rezultat nije prikazan), pad
transkripcije gena cas3 za manje od 2 puta se ne ¢ini pretjerano znacajan i ne moze objasniti
gubitak aktivnosti sustava CRISPR-Cas. U skladu s tim, ekspresija transkripta antiCas s
plazmida nije znacajno utjecala niti na koli¢ine proteina Cas3 (Slika 15). Mozda bi se razlika
uocila da su sojevi bili uzgojeni do logaritamske faze rasta kad su koli¢ine proteina Cas3 manje
ili da sam koristio direktne metode istrazivanja umjesto metoda in vivo. Za direktne analize,
trebalo bi protein Cas3 procistiti, a transkripte cas3 i antiCas sintetizirati in vitro. Interakcije
Cas3-RNA ili RNA-RNA mogle bi se dokazati pomoc¢u metode EMSA (engl. Electrophoretic
Mobility Shift Assay), u kojoj se elektroforezom na gelu mogu uoéiti upravo protein-RNA [207]
i RNA-RNA interakcije [208].

Budu¢i da transkript antiCas nije utjecao ni na transkripciju niti na translaciju,
pretpostavio sam da vjerojatno djeluje na aktivnost proteina Cas3. Da bih to provjerio,
istrazivao sam utjecaj transkripta antiCas na ugradnju razmaknica putem pripremljene
adaptacije. Za pripremljenu adaptaciju su osim proteina Casl i Cas2, potrebni i proteinski
kompleks Cascade, protein Cas3 i ve¢ prisutna razmaknica u lokusu CRISPR protiv strane
molekule DNA [15]. Ocekivao sam da bi transkript antiCas mogao utjecati na ugradnju
razmaknica, ukoliko utjeCe na aktivnost proteina Cas3. Ekspresija samo kompleksa Cascade
dala je efikasniju ugradnju razmaknica (za oko 13 %), nego kad je istovremeno inducirana i
ekspresija proteina Cas3 (oko 8 %) (Slika 17). Vjerojatno je bazalna ekspresija s promotora
lacUV5 omogucila sintezu dovoljnih koli¢ina proteina Cas3 [209]. Ovaj rezultat je u skladu s
prijasnjim istraZivanjima koja su pokazala kako pojacana aktivnost proteina Cas3 moZe smanjiti
efikasnost pripremljene adaptacije [192,193]. Kad se uz kompleks Cascade i protein Cas3
inducirala i ekspresija transkripta antiCas, efikasnost ugradnje nove razmaknice se pojacala (s
oko 8 % na oko 11 %) (Slika 17). Kako je ovaj rezultat slican onom kad su prisutne manje
koli¢ine proteina Cas3, a pokazao sam da koli¢ine proteina Cas3 nisu promijenjene (Slika 15),

to ukazuje na mogucénost da je transkript antiCas inhibirao nukleaznu aktivnost proteina Cas3
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na nepoznat nacin, $to bi se moglo detaljnije istraziti in vitro. Sli¢an rezultat sam uocio kad su
istovremeno eksprimirani samo kompleks Cascade i transkript antiCas, ali je porast efikasnosti
ugradnje nove razmaknice bio manje izrazen (S oko 13 % na oko 14 %) (Slika 17). Kako su
koli¢ine proteina Cas3 u ovom slucaju niske jer njegova ekspresija nije bila inducirana, dodatna

inhibicija njegove aktivnosti pomocu transkripta antiCas nema znac¢ajnog ucinka.

5.4. Utjecaj proteaze Lon na aktivnost sustava CRISPR-Cas

Na razini post-translacijske regulacije sustava CRISPR-Cas, prvo sam istrazio ulogu
proteaze Lon. Proteaza Lon spada u grupu AAA+ proteaza, odnosno ATPaza povezanih sa
stani¢nim aktivnostima, i odgovorna je za cijepanje krivo smotanih proteina ovisno o ATP-u,
ali i razgradnju nekih regulatornih proteina, poput proteina StpA [136,149]. Stoga sam
pretpostavio kako bi proteaza Lon mogla indirektno regulirati aktivnost sustava CRISPR-Cas
razgradnjom proteina StpA ili nekog drugog transkripcijskog regulatora. Ukoliko bi proteaza
Lon razgradivala protein StpA, tada bi transkripcija gena casA u mutantu Ahns trebala biti
povecéana i zastita od infekcije fagom Avir bi trebala biti slicna mutantu Ahns AstpA. Ukoliko
bi supstrati proteaze Lon bili proteini koji utje¢u na sam fag, onda bi njezin u¢inak mogao biti

neovisan o sustavu CRISPR-Cas.

Uocio sam da sama ekspresija proteaze Lon s plazmida u sojevima divljeg tipa nije
omogucila zastitu od infekcije (Tablica 13), §to je u skladu s ocekivanjima, jer je u divljem tipu
bakterije E. coli aktivan protein H-NS Kkoji je primarni represor sustava CRISPR-Cas i nije
supstrat proteaze Lon [8,25,86]. Neocekivano, prekomjerna ekspresija ili pak nedostatak
proteaze Lon u mutantu Ahns zastitila je stanice od infekcije fagom Avir na 30 °C ovisno i
neovisno o sustavu CRISPR-Cas. Zastita na 37 °C bila je manje izrazena (Tablica 13, Slika 18),
a smanjila se i koli¢ina transkripata casA (Slika 19). Smanjena transkripcija gena casA u
dvostrukom mutantu Ahns Alon mogla bi se objasniti nakupljanjem represora StpA. Ostaje
nejasno zasto je prekomjerna ekspresija proteaze Lon dovela do smanjenja, umjesto povecanja

transkripcije.

Poznato je da proteaza Lon degradira proteine N, Xis i cll faga Avir, ¢ime moze utjecati
na njegovu replikaciju [194,210]. Stoga je moguce da u suvisku proteaze Lon, fag lambda ne
moze stvoriti dovoljan broj novih virusnih ¢estica ¢ime bi se mogla objasniti otpornost stanica
na infekciju fagom Avir neovisno o ekspresiji gena cas. S druge strane, mutant Ahns s
razmaknicama standardno je otporan na 30 °C [91], te na to suviSak ili manjak proteaze Lon
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nema utjecaja. Iz ovih sam razloga istrazio utjecaj gena lon na efikasnost transformacije s
plazmidom pTK43. Medutim, ni tada rezultati nisu ispali jednozna¢ni. Delecija gena lon
smanjila je efikasnost transformacije ovisno i neovisno o sustavu CRISPR-Cas (Tablica 14).
Budu¢i da proteaza Lon razgraduje protein CspD koji je inhibitor replikacije DNA [211],
moguce je da delecijom gena lon dolazi do nakupljanja proteina CspD i poremecaja u replikaciji
DNA, sto smanjuje efikasnost transformacije. Sam sustav CRISPR-Cas samo je blago smanjio
efikasnost transformacije (Tablica 14), vjerojatno zato $to razmaknica AT3 (komplementarna
genu R na plazmidu pTK43) ima nepravilan motiv PAM, S§to posljedicno smanjuje
interferenciju. Kako bi se dobio bolji uvid u utjecaj delecije gena lon na aktivnost sustava
CRISPR-Cas, bilo bi zanimljivo ovaj pokus ponoviti u sojevima s razmaknicom za gen R koja
bi imala pravilan motiv PAM ili napraviti plazmid koji sadrzi gen cll faga Avir, a koji je meta
razmaknice Ac s pravilnim motivom PAM. Vjerojatno rezultati ni tada ne bi bili jednozna¢ni
obzirom da proteaza Lon o¢ito ima uc¢inak na viSe proteina. Uzimajuéi sve navedeno u obzir,
moze se zakljuciti kako pojacana ekspresija ili inaktivacija proteaze Lon u mutantu Ahns
aktivira zaStitu stanica od infekcije fagom Avir neovisno o sustavu CRISPR-Cas, i smanjuje
transkripciju s promotora Pcas8e. Ucinak proteaze Lon na otpornost bakterija na infekciju

fagom Avir ovisi 0 mutaciji Ahns i temperaturi jo$ nepoznatim mehanizmom.

5.5. Utjecaj Saperona HtpG na aktivnost sustava CRISPR-Cas

Drugi protein koji moze regulirati sustav CRISPR-Cas na razini post-translacije je
Saperon HtpG. Pocetno istrazivanje kojim su povezani Saperon HtpG i sustav CRISPR-Cas u
bakteriji E. coli proveli su Yosef i suradnici [179]. Oni su pokazali da je delecija gena htpG u
mutantu Ahns ponistila zastitu stanica od lizogenizacije fagom Acl857-bla na 32 °C, koju inace
pruza sustav CRISPR-Cas. Prekomjerna ekspresija Saperona HtpG ili proteina Cas3 u
dvostrukom mutantu Ahns AhtpG povratila je aktivnost sustava CRISPR-Cas u zastiti od
lizogenizacije. Daljnjim analizama pokazali su da saperon HtpG djeluje isklju¢ivo na protein
Cas3 tako $to povecava njegovu stabilnost i koli¢ine funkcionalnog proteina [179]. Nakon toga,
Majsec i suradnici su pokazali kako je prekomjerna ekspresija proteina Cas3 u dvostrukom
mutantu Ahns AhtpG s anti-lambda razmaknicama omogucila otpornost na infekciju fagom Avir
na 30 °C, ali ne na 37 °C. Zastita od infekcije na 37 °C moguca je samo prekomjernom
ekspresijom proteina Cas3 u mutantu Ahns htpG™, §to sugerira da je Saperon HtpG nuzan za

funkcioniranje proteina Cas3 na 37 °C, ali njegova to¢na uloga u ovom procesu nije bila poznata
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[91]. S obzirom da su Yosef i suradnici mjerili koli¢ine proteina Cas3 samo u mutantu AhtpG
[179], odlu¢io sam istraziti kako Saperon HtpG eksprimiran u suvisku utjee na koli¢ine

proteina Cas3 u divljem tipu i ovisno o mutacijama AhtpG i Ahns, na 30 °C i 37 °C.

Zanimljivo, uoc¢io sam da su koli¢ine proteina Cas3 podjednake u sva Cetiri Soja
uzgojena na obje temperature (uz odredene oscilacije rezultata) neovisno o genotipu (Slika 21),
a razlike u koli¢inama proteina Cas3 u ovisnosti o ekspresiji Saperona HtpG se vide samo u
sojevima uzgojenim na 30 °C (Slika 22C). Ekspresijom Saperona HtpG s plazmida u mutantu
AhtpG na 30 °C uocio sam samo blagi porast koli¢ine proteina Cas3 (Slika 22C). Ovaj rezultat
se ne podudara s onim Yosefa i suradnika [179], koji su u mutantu AhtpG s prekomjernom
ekspresijom Saperona HtpG primijetili poveéanje koli¢ine proteina Cas3 za otprilike 3 puta, ali
bez navodenja temperature na kojoj je napravljen pokus (vjerojatno 37 °C). Takoder, nisu imali
kontrolu divljeg tipa, §to je onemogucilo usporedbu koli¢ine proteina Cas3 u mutantu AhtpG u
odnosu na stanice divljeg tipa [179]. Zapravo, oni su tim pokusom komplementirali mutaciju
AhtpG. Medutim, njihovi rezultati nisu usporedivi s mojima jer su koristili stanice uzgojene do
logaritamske faze rasta te inducirali ekspresiju proteina Cas3 s plazmida, a ne s kromosoma.
Nadalje, za normalizaciju intenziteta signala kemiluminiscencije koristio sam konstitutivno

eksprimirani protein GAPDH, dok oni nisu.

Kako sam naveo, jedini veci porast koli¢ine proteina Cas3 nakon ekspresije Saperona
HtpG na 30 °C primijetio sam u soju divljeg tipa (Slika 22C). Zanimljivo, sli¢an porast koli¢ine
proteina Cas3 uocio sam u soju s mutacijom Ahns i praznim vektorom, a ekspresija Saperona
HtpG nije dodatno utjecala na koli¢ine proteina Cas3 (Slika 22C). Kako je transkripcija gena
cas3 u sojevima koje sam koristio bila podjednaka i neovisna o mutaciji Ahns [212], ovaj
rezultat sugerira da bi protein H-NS mogao regulirati koli¢ine proteina Cas3 na razini post-
transkripcije ili post-translacije. U bakteriji E. coli, takav uc¢inak proteina H-NS vec je opisan
za odredene gene [213,214]. Mogu¢i utjecaj mutacije u genu hns na koli¢inu proteina Cas3 sam
pokusSao istraziti u sojevima s nativnim promotorom za gen cas3. NaZalost, u tim sojevima
nisam uspio detektirati protein Cas3 na membrani, ¢ak ni kad sam koristio specificna anti-Cas3
antitijela. Mogu¢i razlog je da su endogene koliCine proteina Cas3 preniske za detekciju
metodom Western blot, te bi se mogle pokusati odrediti osjetljivijom metodom, kao $to je

masena spektrometrija [215].

Budu¢i da je Saperon HtpG nuzan za obranu od infekcije fagom Avir na 37 °C [91], a

nije povecao koli¢ine proteina Cas3 na toj temperaturi (Slika 22D), to je ukazalo na moguénost
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da na drugi nacin utjece na aktivnost proteina Cas3. Jedan od nacina je odrzavanje konformacije
proteina Cas3 za pravilnu interakciju s kompleksom Cascade (vidi poglavlje 5.6.). Primjerice,
pokazalo se kako je u in vitro pokusima, u kojima je koli¢ina proteina Cas3 u reakciji stalna,

dodatak Saperona HtpG mogao pojacati nukleaznu aktivnost proteina Cas3 na 37 °C [216].

Toc¢an mehanizam interakcije Saperona HtpG s proteinom Cas3 nije poznat, a zanimljivo
je Sto je potreba za Saperonom tipa Hsp90 (HtpG kod bakterija) u aktivnosti sustava CRISPR-
Cas uocena jedino u bakteriji E. coli [162]. U svim ostalim bakterijama, Saperoni klase Hsp90
zaduzeni su za druge aktivnosti poput adaptacije na visoke i niske temperature, otpornosti na
oksidativni stres, stvaranje biofilma i odrzavanje virulencije [162,172—-174,176]. Dodatno sam
ulogu Saperona HtpG istrazio inaktiviranjem dviju funkcija Saperona HtpG i odredio njihov
utjecaj na aktivnost sustava CRISPR-Cas. Izabrao sam tockaste mutacije za koje je pokazano
da imaju utjecaja na hidrolizu ATP-a (HtpGE**A) i vezanje proteinskih supstrata (HtpG"467R)
[166,167], jer sam pretpostavio da bi neka od ovih aktivnosti mogla biti vazna u interakciji s
proteinom Cas3. Medutim, nijedna od ovih dviju mutacija nije imala negativan ucinak na
aktivnost sustava CRISPR-Cas (Tablica 15). Buduc¢i da u $aperonu HtpG postoji velik broj
drugih bo¢nih ogranaka koji su bitni za vezanje proteinskih supstrata [167], moguce je da neki
od njih sudjeluje u interakciji s proteinom Cas3, gdje je vazna njegova uloga kao holdaze.
Takoder je moguce da je unato¢ mutacijama, aktivnost Saperona HtpG na 30 °C dovoljno

ocCuvana i da zato nisam primijetio razlike u fenotipu.

5.6. Utjecaj promjene konformacije na aktivnost proteina Cas3

Svi dosadasnji rezultati su pokazali da zastita od infekcije fagom Avir u mutantu Ahns s
anti-lambda razmaknicama nije potpuna i da ovisi o temperaturi inkubacije. Buduc¢i da nisam
pokazao da su koli¢ine proteina Cas3 na 37 °C smanjene u odnosu na 30 ‘C (Slika 21),
pretpostavio sam da bi inhibicija aktivnosti sustava CRISPR-Cas mogla biti posljedica

promijenjene aktivnosti proteina Cas3 koja ovisi o temperaturi.

Istrazivanja molekularnog mehanizma ucinka temperature na aktivnost proteina Cas3
napravljena su u suradnji s nekoliko kolega i laboratorija, a rezultati su objavljeni prosle godine
[182]. Dobiveni rezultati su pokazali da se nukleazna, a ne helikazna (ATP-azna), aktivnost
divljeg tipa proteina Cas3 znacajno smanjila porastom temperature na 37 °C, $to je u skladu s
prethodnim geneti¢kim istrazivanjima [91]. Pronadena su dva vazna triptofana, W230 i W406,

koja se nalaze u dijelu proteina Cas3 izmedu helikazne RecAl i nukleazne HD domene i koja

81



tvore tunel kroz koji prolazi ssDNA na putu do nukleaznog centra (Slika 26). Biokemijska
istrazivanja su pokazala da je nukleazna aktivnost tockastog mutanta Cas3V4%®A bila sli¢na
divljem tipu na 30 °C (izraZena i snazna), dok je na 37 °C bila povec¢ana (hiperaktivna nukleaza)
u odnosu na divlji tip, $to je sugeriralo kako bi temperatura mogla regulirati nukleaznu aktivnost
divljeg tipa proteina Cas3 preko Trp-406 [182]. Rezultati simulacija molekularne dinamike su
to potvrdili i dali objasnjenje. Naime, Trp-406 nalazi se u interakciji s Trp-230 na 30 °C pokraj
tunela kroz koji prolazi sSDNA [22]. PoviSenjem temperature na 37 °C dolazi do pomicanja
Trp-406 i pozicioniranja unutar tunela gdje se stabilizira novim hidrofobnim interakcijama i
blokira prolaz ssDNA [182]. Odnosno, promjenom polozaja Trp-406 mijenja se i nukleazna
aktivnost proteina Cas3 i samo o njemu ovisi moze li ssDNA pro¢i kroz tunel do nukleaznog

centra ili ne (Slika 26).

Ovaj pomak Trp-406 objasnjava smanjenu nukleaznu aktivnost divljeg tipa proteina
Cas3 na 37 °C u usporedbi s 30 °C, i posljedi¢no osjetljivost mutanta Ahns na infekciju fagom
Avir na 37 °C. Zamjenom Trp-406 s alaninom omogucio bi se slobodan prolaz ssDNA do
aktivnog mjesta nukleazne domene, ¢ime je objasnjena hiperaktivna nukleazna aktivnost
tockastog mutanta Cas3W4%A na 37 °C. Na temelju ovih rezultata predlozili smo model
konformacijske kontrole nukleazne aktivnosti proteina Cas3 prema kojem Trp-406 djeluje kao
molekularna "vrata" koja mogu propustiti ili blokirati prolazak sSDNA prema aktivnom mjestu

nukleazne domene (Slika 28).
(ii) HD(?/’O
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Slika 28. Model molekularnih "vrata", prema kojem Trp-406 kontrolira nukleaznu aktivnost proteina

Cas3. i) Kad je Trp-406 pozicioniran unutar tunela kroz koji prolazi ssDNA, "vrata" su zatvorena i
razgradnja strane DNA putem sustava CRISPR-Cas je inhibirana, $to se oCituje pojavom virusnih
plakova nakon infekcije. ii) Uslijed konformacijske promjene proteina Cas3, Trp-406 se pomi¢e prema
Trp-230 1 otvara "vrata" za prolazak ssDNA, koja se zatim razgraduje, §to omoguéuje obranu od

infekcije (nema plakova). Preuzeto i prilagodeno iz [182].
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Alosterickom kontrolom nukleazne aktivnosti proteina Cas3 osigurala bi se razgradnja
samo odgovarajuc¢ih supstrata u odredeno vrijeme. Pretpostavljamo da se alosterickom
kontrolom nukleazne aktivnosti proteina Cas3 osigurava da cijepanje DNA nastupi nakon
prepoznavanja strane DNA pomoc¢u kompleksa Cascade [24,120], nakon §to je stvorio stabilnu
R-om¢u izmedu crRNA i ciljne DNA. Moguce je da in vivo Saperon HtpG vezanjem (odnosno
"drzanjem" poput holdaze) za protein Cas3 inhibira njegovu nukleaznu aktivnost, sve dok ne
stupi u interakciju s kompleksom Cascade. Odvajanje proteina Cas3 od Saperona HtpG i vezanje
za podjedinicu CasA (Csel) kompleksa Cascade moglo bi dovesti do promjene polozaja Trp-
406, na isti nacin kao 1 promjena temperature s 37 °C na 30 °C, Sto bi omogucilo razgradnju
strane DNA. Nasi rezultati nisu sasvim u skladu s literaturom [21,24,113], gdje se smatra da je
protein Cas3 iz bakterije E. coli odmah aktivan kad se veze na pravilno pozicioniran kompleks
Cascade na R-om¢i, §to nasi rezultati negiraju i upucuju na alostericku promjenu kao altenativni
mehanizam regulacije. To smo pokazali u pokusu interferencije in vitro gdje dodatak ATP-a u
reakcijsku smjesu nije stimulirao procesivno cijepanje DNA s divljim tipom proteina Cas3, dok
jest s mutantom Cas3W4%64 [182]. Stovise, umjesto da je mutant Cas3"*%A omoguéio stanicama
zastitu od infekcije fagom Avir na 37 °C jer je efikasnija nukleaza, to se nije dogodilo i zapravo
su stanice postale osjetljive na infekciju fagom Avir i na 30 °C (Tablice 16 i 17). Ovi rezultati
sugeriraju da je za alostericku aktivaciju proteina Cas3 potreban i signal od kompleksa Cascade
nakon $§to kompleks zauzme pravilnu konformaciju na R-om¢i. Ako je ta komunikacija

prekinuta, nece do¢i do procesivnog cijepanja strane DNA, iako je nukleaza aktivna na 37 °C.

U prilog nasim rezultatima govori otkrice da je u sustavu CRISPR-Cas tipa I-A iz arheje
Pyrococcus furiosus, nukleazna aktivnost proteina Cas3 inhibirana i pod konformacijskom
kontrolom kompleksa Cascade unutar veceg efektorskog kompleksa. Nuklezna aktivnost se
alostericki aktivira tek nakon prepoznavanja supstrata i formiranja R-omce, ¢ime dolazi do
konformacijskih promjena koje aktiviraju nukleaznu aktivnost proteina Cas3 [217]. Sli¢nu
alostericku regulaciju vjerojatno ima i tip I-D gdje je protein Cas3 spojen s podjedinicom Cas8d

kompleksa Cascade, a tu se djelomice uklapa i tip I-E iz bakterije E. coli [4].

Mikroskopijom atomskih sila visoke brzine nedavno je pokazano da nakon Sto
kompleks Cascade privuce protein Cas3 oni ostaju povezani, te namotavaju (engl. reels) i
razgraduju ciljnu molekulu DNA, tako $to se prvo cijepa istisnuti lanac DNA in cis, a ciljni
lanac nespecificnom (engl. collateral) nukleaznom aktivnoséu in trans [115]. Moguce je da

tockasti mutant Cas3"W4%A koji je izgubio moguénost pravilne komunikacije s kompleksom
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Cascade, ne moze stanicama omoguciti zaStitu od infekcije fagom Avir (Tablice 16 i 17),

vjerojatno jer cijepa DNA samo nespecificnom nukleaznom aktivnoscu.

lako sam ovim istrazivanjima uspio pokazati nove nacine regulacije sustava CRISPR-
Cas, ostaje nekoliko neodgovorenih pitanja. Zasto se aktivnost proteina Cas3 u bakteriji E. coli
regulira na toliko nacina i ima li transkript antiCas ulogu in vivo? Kad se protein Cas3
eskprimira u stanicama u suvisku, nije uo¢eno da dolazi do znacajnog smanjenja vijabilnosti.
Poznato je da protein Cas3 moze neovisno o sustavu CRISPR-Cas potaknuti nekontroliranu
replikaciju plazmida tipa ColE1 [218], $to mozda mozZe biti nepovoljno za stanicu u odredenim
uvjetima. Ako transkript antiCas in vivo inhibira nukleaznu aktivnost proteina Cas3, koji je
molekularni mehanizam posrijedi i zasto transkript mora biti prisutan u suvisku? Ima li to
fizioloski znacaj? Moguce je da i transkript antiCas moze "uci" unutar tunela kroz koji prolazi
SSDNA i tamo prekinuti prolaz ssDNA do nukleaznog centra ili mozda njegovo vezanje na
protein Cas3 smeta interakciju sa $aperonom HtpG dok ¢eka signal od kompleksa Cascade. Bilo
bi jako zanimljivo istraziti te moguénosti simulacijama molekularne dinamike i biokemijskim

istrazivanjima s pro¢is¢enim proteinima Cas3, HtpG i transkriptom antiCas.

Zbog prisutnosti samo jednog efektorskog proteina, sustavi CRISPR-Cas klase 2,
posebice sustav CRISPR-Cas9, su jedan od najpoznatijih alata za uredivanje genoma
uvodenjem ciljanih lomova u molekuli DNA [51,52]. Ovaj multi-efektorski protein takoder
prolazi mnoge konformacijske promjene prilikom prepoznavanja i cijepanja DNA. Zanimljivo,
za protein Cas9 je pokazano da mu je enzimatska aktivnost veca na vi$oj temperaturi, Sto ¢ini
uredivanje genoma efikasnijim (suprotno od naseg primjera). To je narocCito vazno kad se zeli
manipulirati biljkama gdje temperatura inkubacije moZe imati negativan utjecaj na rast biljaka
i biljnog tkiva, a pokusi na niskoj temperaturi rezultiraju premalom stopom unesenih mutacija
[219-222]. U posljednjih nekoliko godina sve ¢e$Sce se u svrhu uredivanja genoma koriste i
multi-efektorski sustavi klase 1, kao $to su kombinacija proteina Cas3 i kompleksa Cascade iz
sustava tipa I-E [73-75]. U ovakvom sustavu kompleks Cascade prepoznaje ciljnu sekvencu,
dok nukleazna aktivnost proteina Cas3 omogucuje velike genomske delecije (od 1-100 kb)
[223]. Otkri¢e tockastog mutanta Cas3"W4%A s hiperaktivnom nukleaznom aktivno$éu moglo bi
koristiti u ovakvim sustavima 1 omoguciti efikasnije uredivanje genoma, posebice ako bi se
mogao uspje$no navoditi do mete pomocu kompleksa Cascade, ali bez da mu kompleks

Cascade regulira nukleaznu aktivnost.
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5.7. Utjecaj delecije gena hns na transkriptom bakterije E. coli

S obzirom da je protein H-NS, uz to $to reprimira sustav CRISPR-Cas, takoder i globalni
transkripcijski regulator u bakteriji E. coli [88], istrazio sam kako delecija gena hns utje¢e na
transkriptom bakterije E. coli koriste¢i metodu RNAseq. Za usporedbu sam Kkoristio mutanta
Ahns i divlji tip uzgojene do stacionarne faze rasta na 30 °C1i37 °C. Analizom podataka izmedu
mutanta Ahns i divljeg tipa utvrdeno je ¢ak 1166 gena sa zna¢ajnim promjenama u ekspresiji
na 30 °C, te 976 gena na 37 °C. PrijaSnja istraZivanja utjecaja delecije gena hns na ekspresiju
veceg broja gena koji su pod njegovom regulacijom fokusirala su se na stanice uzgojene do
logaritamske faze rasta na samo jednoj temperaturi [189,224,225]. Moje istraZivanje je stoga
generiralo potpuno novu bazu podataka o utjecaju delecije gena hns i razlika u temperaturi
inkubacije na transkriptom stanica bakterije E. coli u stacionarnoj fazi rasta. Ta baza omogucit
¢e planiranje mnogih buducih istrazivanja jer daje uvid o razinama ekspresije gena u razlicitim
uvjetima rasta i mogucim interakcijama gena. Za daljnju analizu ve¢ je bilo odabrano nekoliko
gena za koje je pretpostavljeno da bi mogli biti u interakciji s komponentama sustava CRISPR-

Cas, ali to nije bila tema ove doktorske disertacije.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata ovog istrazivanja mehanizama regulacije sustava CRISPR-Cas u

bakteriji E. coli moguce je zakljuciti sljedece:

e Protein StpA djeluje na razini transkripcije kao dodatni represor promotora Pcas8e i
anti-Pcas u nedostatku proteina H-NS (mutant Ahns).

e Transkript antiCas u suvisku negativno utjece na aktivnost proteina Cas3 $to je uocljivo
kroz povecanu infekciju fagom Avir i ugradnju novih razmaknica, a bez znacajnog
ucinka na transkripciju i translaciju gena cas3.

e Pojacana ekspresija ili inaktivacija proteaze Lon u mutantu Ahns smanjuje transkripciju
s promotora Pcas8e i omogucuje zastitu od infekcije fagom Avir (koja ovisi 0 mutaciji
Ahns i temperaturi inkubacije (30 °C), ali je neovisna o sustavu CRISPR-Cas).

e Koli¢ine proteina Cas3 podjednake su na 30 °C 1 37 °C, a ekspresija Saperona HtpG s
plazmida znacajno povecava koli¢ine proteina Cas3 samo u divljem tipu na 30 °C.

e Represor H-NS utjee na koli¢ine proteina Cas3 na post-transkripcijskoj ili post-
translacijskoj razini obzirom da je mutacija u genu hns povecala koli¢ine proteina Cas3
u odnosu na divlji tip kad je transkripcija gena cas3 neovisna o proteinu H-NS.

e Tockaste mutacije HtpGE**A i HtpG"W*¢'R ne utjecu na interakciju s proteinom Cas3 u
kontekstu obrane od infekcije fagom Avir.

e Mutant Ahns s anti-lambda razmaknicama osjetljiv je na infekciju fagom Avir na 37 °C
zbog smanjene nukleazne aktivnosti proteina Cas3 uzrokovane pomakom Trp-406
unutar tunela, ¢ime se blokira prolaz ssDNA prema nukleaznom centru.

e Tockasti mutant Cas3W406A

ne moze stanicama omoguciti zastitu od infekcije fagom
Avir unato¢ hiperaktivnoj nukleaznoj aktivnosti in vitro, vjerojatno zato §to je izgubio
mogucnost pravilne komunikacije s kompleksom Cascade.

e Mutacija u genu hns dovela je do znacajnih promjena u ekspresiji 1166 gena na 30 °C,

1 976 gena na 37 °C.
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