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incorporating new spacers. These results are consistent with recent research, where it is suggested
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2 UvoD

Bakteriofagi (fagi) su virusi koji inficiraju prokariotske organizme, odnosno bakterije i
arheje. Svaki dan ubiju 20 % svih oceanskih mikroorganizama (Suttle 2007), $to stvara snazan
selektivni pritisak za nastajanje obrambenih mehanizama. Sukladno tomu, u prokariotima su
evoluirali raznoliki mehanizmi obrane protiv bakteriofaga (Hampton i sur. 2020; Tesson i sur.
2022). Medu najbolje su istrazenima povrsinsko iskljuc¢ivanje, restrikcijsko-modifikacijski sustav,

abortivna infekcija i sustav CRISPR-Cas.

CRISPR-Cas (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats — CRISPR
associated), koji je predmet istrazivanja ovog rada, adaptivni je imunosni sustav za obranu
domacina od invazivnih DNA (od bakteriofaga ili plazmida) (Barrangou i sur. 2007a). Sustavi
CRISPR-Cas dijele se u dvije klase (klasa 1 i klasa 2), Sest tipova (I — V1) i preko 30 podtipova
(Makarova i sur. 2020). Svi sustavi sastoje se od gena za proteine Cas (engl. CRISPR associated)
i od niza kratkih, ponavljajucih, palindromskih, nekodirajucih sekvenci DNA (ponavljanja, engl.
repeats) izmedu kojih se nalaze jednako kratke, varijabilne sekvence podrijetla iz genoma virusa
ili plazmida (razmaknice, engl. spacers) (Barrangou i sur. 2007b; Marraffini i Sontheimer 2008).
Funkcije proteina Cas su ugradnja razmaknica u lokus CRISPR, stvarajanje CRISPR RNA
(crRNA) i pronalazak i cijepanje invazivne DNA (Jansen i sur. 2002; Nussenzweig i sur. 2020).
Glavna razlika izmedu klase 1 i 2 jest u organizaciji efektorskih enzima (Miti¢ i sur. 2023). U Klasi
1, nastaje multiproteinski efektorski kompleks od viSe zasebnih proteina, a u klasi 2 nastaje
jedinstveni protein s viSe proteinskih domena (Slika 2). Adaptacijski kompleks Casl-Cas2,
jednake je grade skoro u svim sustavima CRISPR-Cas (Makarova i sur. 2020). Najbolje je istrazen
sustav CRISPR-Cas bakterije E. coli soja K-12, koji pripada klasi 1, tipu I-E (Miti¢ i sur. 2023) i

on je predmet istraZivanja ovog rada.

Imunosni odgovor podijeljen je u tri faze: adaptacija, prepisivanje regije CRISPR uz
sazrijevanje transkripata i cijepanje (interferencija) (Slika 1). Adaptacija je proces stvaranja
razmaknica iz invazivne DNA bakteriofaga ili plazmida (Lee i Sashital 2022; Nufiez i sur. 2015b;
Yosef i sur. 2012). Biraju se sljedovi DNA iz invazivne DNA koji se obraduju i ugraduju u lokus
CRISPR (Yosef i sur. 2012). Prepisivanje regije CRISPR i sazrijevanje podrazumijeva

transkripciju i translaciju gena cas i transkripciju lokusa CRISPR u dugac¢ku molekulu pre-CRISPR



RNA (pre-crRNA) koja se obraduje u zrele i funkcionalne crRNA s jednom razmaknicom (Brouns
I sur. 2008; Pougach i sur. 2010). Zatim se crRNA spaja s efektorskim proteinima Cas u
ribonukleoproteinski kompleks koji pomo¢u crRNA prepoznaje invazivne DNA na principu
komplementarnosti izmedu crRNA i ciljne DNA. Pri tome nastaje struktura (R-omca)

kojuprepoznaje nukleaza-helikaza Cas3 koja degradira stranu DNA (Brouns i sur. 2008).

CRISPR
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Slika 2. Podjela sustava CRISPR-Cas u dvije Klase. U klasi 1, efektorski kompleksa sastavljen je od 5 zasebnih proteina
Cas dok je u klasi 2 sastavljen od jedinstvenog efektorskog proteina s vise proteinskih domena. Slika je napravljena u
servisu BioRender po uzoru iz (Miti¢ 2023)
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Slika 1. Tri faze djelovanja sustava CRISPR-Cas tipa I-E u E. coli K-12. Obojane strelice oznacavaju gene cas, U
lokusu CRISPR crnim rombovima oznaceni ponavljajuci sljedovi, a obojanim kvadratima razmaknice. Slika prikazuje
tri faze obrane od invazivne DNA pomocu sustava CRISPR-Cas. Preuzeto i prilagodeno iz (Miti¢ 2023).

Regija CRISPR zapocinje s genom cas3 koji kodira za protein Cas3, nukleazu jIDNA i
ATP-ovisna helikazu (Brouns i sur. 2008; Sinkunas i sur. 2011). Iza cas3 slijedi sedam gena
organiziranih u jedan operon: csel ili cas8e, cse2, cas7, casb, cas6e, casl i cas2. Prvih pet gena
zajedno tvore multiproteinski kompleks Cascade (engl. CRISPR-associated complex for antiviral



defence), koji s crRNA trazi ciljna mjesta za interferenciju i aktivira Cas3 (Brouns i sur. 2008).
Casl i Cas2 stvaraju kompleks koji pronalazi kratke fragmente iz invazivne DNA, zvane
protorazmaknice (engl. protospacers), obraduje i ugraduje ih u lokus CRISPR (Nufiez i sur. 2014,
2015b; Yosef i sur. 2012). Lokus CRISPR sastoji se od CRISPR ponavljanja, duzine od 29 nt i
razmaknica koji su duzine od 32 nt (Haft i sur. 2005; Jansen i sur. 2002; Savitskaya i sur. 2013;
Yosef i sur. 2012).

Postoje dvije vrste adaptacije: naivna (engl. naive) i pripremljena (engl. primed) (Datsenko
I sur. 2012; Swarts i sur. 2012; Yosef i sur. 2012). Naivnom se stjeCe imunost protiv invazivne
DNA s kojom se domacin susrece prvi put. To je proces ugradnje prve razmaknice podrijetlom iz
navedene invazivne DNA i ovisi isklju¢ivo o kompleksu Cas1-Cas2 (Yosef i sur. 2012). Kompleks
Cas1-Cas?2 sastoji se od dvaju asimetri¢nih dimera metalno ovisne Dnaze Casl koji su povezani
jednim dimerom Cas2 (Nufiez i sur. 2014; Wang i sur. 2015). Cas1—Cas2 djeluje kao integraza za
ugradivanje razmaknica u lokus CRISPR djelovanjem proteina Casl, dok dimer Cas2 ima
strukturnu ulogu (Nufiez i sur. 2015a; Rollie i sur. 2015; Yosef i sur. 2012).

Za uspjesno vezanje kompleksa Casl-Cas2 na DNA potrebna je prisutnost i prepoznavanje
motiva PAM (engl. protospacer adjacent motif) (Hayes i sur. 2016; Mojica i sur. 2009). PAM je
slijed DNA od dvaju do pet parova baza (Mojica i sur. 2009). U E. coli PAM se nalazi uzvodno od
protorazmaknice na ciljnoj DNA, a konsenzusna sekvenca glasi 5'-AAG-3' na komplementarnom
lancu (Miti¢ i sur. 2023). Kompleks Cas1-Cas?2 selektira za invazivne jIDNA s prisutnim motivom
PAM, te potom olakSava sparivanje tog jednolancanog fragmenta sa slobodnim komplementarnim
jI fragmentima, ¢ime nastaje protorazmaknica sa sredi$njim dupleksom i 3'-str§ec¢im krajevima
(Kim i sur. 2020). Podjedinica Csel kompleksa Cascade, takoder prepoznaje PAM (Sashital i sur.
2012). Pocetna potraga kompleksa Cascade za motivom PAM znacajno smanjuje koli¢inu DNA
koju je potrebno pretraziti za pronalazak ciljne sekvence komplementarne s crRNA (Redding i sur.
2015).

U pripremljenoj adaptaciji Cas1l-Cas2 prepoznaje invazivnu DNA kompleksom crRNA-
Cascade, §to se zasniva na postoje¢im razmaknicama koje su stvorene u proslim infekcijama. No
ako nema ve¢ postojec¢ih razmaknica, kompleks Casl-Cas2 stvara imunost prepoznavanjem de
novo i ciljanjem strane invazivne DNA mehanizmima koji nisu posve poznati (Killelea i sur. 2023).

Pravilno raspoznavanje vlastite DNA 1 strane invazivne DNA od velike je vaznosti za domacina.



Ako se od fragmenata s vlastitog kromosoma naprave nove razmaknice, o¢ekivani je rezultat
autoimuni odgovor i programirana stani¢na smrt (Yosef i sur. 2012). Problem je i ¢injenica da se u
lokusu CRISPR nalaze savrSene DNA mete koje su po definiciji komplementarne s crRNA, pa je
pitanje zaSto sam lokus CRISPR nije nikad napadnut (Nussenzweig i sur. 2020). Pri ugradnji
protorazmaknica, PAM se izrezuje a prepoznavanje motiva PAM je preduvjet za nastavak procesa
interferencije (Kim i sur. 2020; Ramachandran i sur. 2020). Medutim, to ne objasnjava kako
kompleks Cas1-Cas2 moze raspoznati stranu invazivnu DNA od ostatka genoma E. coli. Motiv je
dugacak samo tri nukleotida, te je u genomu E. coli prisutno ¢ak 127 081 motiva PAM (Gleditzsch
I sur. 2018).

Molekularni procesi koji vode do interakcije izmedu adaptacijskog kompleksa Casl-Cas2
i DNA slabo su razjasnjeni, ali zahtijevaju enzime sustava za popravak DNA, poglavito enzim
RecBCD (Radov¢i¢ i1 sur. 2018). RecBCD pokreée popravak dvolancanih lomova DNA
homolognom rekombinacijom i razgraduje linearnu dvolancanu DNA, time Stite¢i bakteriju od
bakteriofaga (Dillingham i Kowalczykowski 2008). Kromosom domacina zastiCen je na dva
nacina. Kromosom bakterije kruzna je molekula DNA, dakle nije adekvatan supstrat (Dillingham
i Kowalczykowski 2008). U slu¢aju nastanka dvolanc¢anog loma tijekom replikacije, kromosom je
zastic¢en od razgradnje zbog prisustva sekvence Chi (engl. crossover hotspot intigator) (Bianco i
Kowalczykowski 1997; Dixon i Kowalczykowski 1993). Nakon prepoznavanja mjesta Chi,
nukleazna aktivnost RecBCD slabi i aktivira se njegova funkcija promicanja rekombinacije
(Dillingham i Kowalczykowski 2008). Mjesta Chi u genomu E. coli ima njih ¢ak 1008 (Dixon i
Kowalczykowski 1993). Ako u molekuli DNA nema mjesta Chi, kao u genomima veéine
bakteriofaga, RecBCD nastavlja svoju razgradnju (Dillingham i Kowalczykowski 2008). Mjesta
Chi, iako stvaraju razliku izmedu DNA E. coli i bakteriofaga i plazmida, jo§ uvijek ne sprje¢avaju
uzimanje razmaknica s vlastite DNA jer Casl-Cas2 moze stvoriti razmaknicu iz DNA izmedu
dvolancanih lomova i najblizih mjesta Chi. Helikazna-translokazna aktivnost RecBCD potrebna je
u procesu CRISPR adaptacije jer istiskuje nukleoproteinske komplekse na molekuli DNA koji
fizicki ometaju pristup kompleksu Cas1-Cas2 i zato jer stvara jednolancane supstrate koji su
prikladni za Cas1-Cas2 (Radov¢ic i sur. 2018).

Ostaje pitanje kako Cas1-Cas2 prepoznaje stranu DNA, te je izgledno da niti PAM niti Chi

sekvenca ne igraju veéu ulogu. Bakteriofagi i plazmidi, koji imaju puno vecu stopu replikacije od



kromosoma bakterije, imati ¢e vecu stopu dvolanc¢anih lomova u replikacijskim rasljama pa ¢ée
stoga biti ucestalije mete kompleksa Cas1—Cas2. Ali smatram da to nije dovoljno da objasni toliko
snaznu preferenciju kompleksa Cas1—Cas2 za stranom DNA. Nedavna istrazivanja pokazala su da
protein DnaK igra vaznu ulogu u procesu adaptacije (Killelea i sur. 2023) i tema mog rada bila je
ponovno potvrditi taj rezultat. Protein DnaK (Hsp70) jedan je od najvaznijih proteina toplinskog
Soka (engl. heat shock proteins, HSP), koji Stite proteinske strukture od denaturacije prilikom
izlaganja stanica poviSenim temperaturama (Calloni i sur. 2012; Mayer 2021). DnaK zajedno s
proteinima Dnal (Hsp40) i GrpE spada u visoko konzerviranu familiju Hsp70 Saperona koji

osiguravaju pravilno smatanje proteina nakon sinteze (Calloni i sur. 2012; Mayer 2021).

Cilj ovog rada bio je potvrditi rezultat istrazivanja koji su proveli Killelea i sur. 2023
ponavljanjem nekih od njihovih eksperimenata. Rezultati tog istrazivanja pokazali su da protein
DnaK, osim djelovanja kao Saperon, aktivno sudjeluje i u regulaciji aktivnosti procesa naivne
adaptacije na nacin da indirektno pomaze u razlikovanju vlastite i stranih molekula DNA (Killelea
i sur. 2023). Hipoteza glasi da protein DnaK ulazi u kompleks s Cas1-Cas?2 te time inhibira njegovu
moguénost vezanja na vlastitu molekulu DNA i pravljenja razmaknica dok u stanicu ne ude strana
DNA (Killelea i sur. 2023). Aktivnost kompleksa Casl-Cas2 moze se povratiti delecijom gena za
DnaK, mutacijom vezne domene proteina DnaK te ekspresijom proteina bakteriofaga A (Killelea i
sur. 2023). Moj eksperiment postavljen je na sljede¢i nacin. Koristio sam lizogene bakterije E. coli
s deletiranim genima cas kako ne bi doslo do interferencije i moguce autoletalnosti. Koristio sam
lizogene bakterije zato jer se indukcijom profaga lagano moze dobiti velika koli¢ina virusnih
proteina i replicirajuce virusne DNA unutar bakterijske stanice. Indukciju temperaturno osjetljivog
profaga A napravio sam uzgajanjem lizogenih bakterija na temperaturi od 37 °C (Bednarz i sur.
2014). Pomoc¢u plazmida pEB628 mogao sam inducirati sintezu proteina Casl-Cas2 u suvisku
kako bih potaknuo naivnu adaptaciju, a pomoc¢u plazmida plIB46 mogao sam inducirati sintezu
proteina DnaK u suviSsku kako bih mogao pratiti utjecaj ovog proteina na efikasnost naivne
adaptacije. Prazni plazmid pBad-HisA sluzio je kao negativna kontrola za ova dva plazmida.
Efikasnost naivne adaptacije testirao sam pomoc¢u metode PCR (poglavlje 1.7.2) i1 agarozne gel
elektroforeze (poglavlje 1.7.3) na slican nacin kako je to opisano u radu Yosef i sur. 2012.
Usporedio sam efikasnost naivne adaptacije izmedu bakterija koje imaju ekspresiju proteina Casl—

Cas?2 te bakterija koje imaju ekspresiju proteina Cas1-Cas2 i ekspresiju proteina DnaK.



3 MATERIJALI | METODE

3.1 BAKTERIJSKI SOJEVI

Za sve pokuse koristio sam sojeve bakterije Escherichia coli K-12 BW25113 (Keio kolekcija
sojeva E. coli). Sojevi 11B1436 i 11B 1437, koje sam dobio od mentorice, derivati su soja 11B1165
¢iji je relevantni genotip Acas3::apra i A(cas7-casl). Ima delecije gena cas3, cas7, casb, cas6 i
casl, koji kodiraju za proteine koji provode CRISPR-Cas adaptaciji i interferenciji. Razlika sojeva
[1B1436 i 1IB1437 u odnosu na IIB1165 je u tome §to imaju ugradene profage AcI854 ili A"

(Tablica 1) na mjestu attB.

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

Oznaka soja Relevantni genotip lzvor
F, A(araD-araB)567, ) o
B. L. Wanner (Keio kolekcija sojeva
BW25113 Alacz4787(::rrB-3), 1, rph-1, E. coli)
.coli
A(rhaD-rhaB)568, hsdR514
BW25113 + Acas3::aprA,
11B1165
A(cas7-casl)::FRT
I. 1. Bace
11B1436 [IB1165 + AcI854
11B1437 [IB1165 + A"

3.2 PLazmIDI

U ovom istrazivanju bakterije sam transformirao s plazmidima pBad, pEB628 1 plIB46

(Tablica 2).



Tablica 2. Popis plazmida koriStenih u radu.

Naziv plazmida Svrha lzvor
] Prazni vektor; negativna kontrola za pEB628 i ]
pBad-HisA Invitrogen
plIB46; Amp'

Ekspresija proteina Casl-Cas2 pod kontrolom
pEB628 inducibilnog promotora araBAD u vektorskoj E. L. Bolt
okosnici pBad-HisA; Amp'

Prazni vektor, hibrid pBad-HisA i pCDF-1b,

pMR18 Sty M. Radov¢i¢
r

Ekspresija proteina DnaK pod kontrolom
pl1B46 inducibilnog promotora araBAD u vektorskoj Ovaj rad
okosnici pMR18; Str'

3.3 BAKTERIJSKI TRANSFORMANTI

Bakterije sam transformirao metodom kemijske transformacije pomocu kalcijevog klorida

(CaCly), sto je opisano u poglavlju 3.6.3. Napravljeni transformanti navedeni su u Tablica 3.

Tablica 3. Popis bakterijskih transforamanata napravljenih u ovom radu.

o Transformacija s
Bakterijski soj ] Svrha
plazmidom
pBad-HisA
11B1165
PEB628 _
Negativna kontrola za
pEB628 ) )
11B1437 i ugradnju razmaknica
pEB628 i plIB46
pBad-HisA
Pozitivna kontrola za
pEB628 ) )
ugradnju razmaknica
11B1436
Cilj istrazivanja — uloga
pEB628 i plIB46 proteina DnaK na efikasnost
adaptacije




3.4 POCETNICE zA PCR

Tablica 4. Popis pocetnica za PCR koristenih u ovom radu.

Oznaka pocetnice Sekvenca Svrha
5-CTGCAGCTGGTACCATATGGAT
dnaK_pBad_F o
ATGGGTAAAATAATTGGTATCG-3' | Kloniranje sekvence gena
5'-CGCCAAAACAGCCAAGCTTCT dnaK u pMR18
dnaK_pBad_R
TATTTTTTGTCTTTGACTTCTTC-3'
pBAD-F 5-ATGCCATAGCATTTTTATCC-3' Provjera rekombinantnih
pBAD-R 5-GATTTAATCTGTATCAGG-3' plazmida
CRISPR-R 5-GAGATGCAGGCCATCGGA-3' Provjera ugradnje nove
5-GCGACCGCTCAGAAAT razmaknice u Lokus
CRISPR-Sp4
TCCAGACCCGATCCAAA-3' CRISPR

3.5 HRANJIVI MEDIJI | PUFERI

LB medij za uzgoj bakterijskih stanica:

e BD Bacto™ Tryptone (ThermoFisher Scientific) — 10 g L™!
e BD Bacto™ Yeast extract (ThermoFisher Scientific) — 5 g L™*

e NaCl—>10gL?
Smjesu otopiti u dH20, podesiti pH na 7,0 i autoklavirati.

Dodaci u LB medij po potrebi:

e BD Bacto™ Agar (ThermoFisher Scientific) — 15 g L ™! za ¢vrsti medij, i 6 g L™ za meki
medij
e L-arabinoza — 0,2 % (V/v)
e Antibiotici za selekciju (konac¢na koncentracija):
- Ampicilin — 100 pg mL™*
- Streptomicin — 50 ug mL !

50 x TAE pufer za elektroforezu u agaroznom gelu:




e Tris-baza — 242 gLt
e Octena kiselina — 5,71 %

e Etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA ) pH 8,0
— 50 mM

Otopinu EDTA autoklavirati prije ubacivanja u smjesu. Cjelokupnu smjesu autoklavirati i po
potrebi razrijediti u dH2O do 1x.

3.6 METODE RADA S BAKTERIJAMA

3.6.1 Uzgoj i pohrana bakterijskih sojeva

Dugoroc¢no ¢uvanje bakterijski sojeva odvija se pri temperaturama od — 80 °C ili — 20 °C u
smjesi tekuceg LB (Luira broth) medija i glicerola u omjeru 1:1 (Miller 1972). Za potrebe ovog
eksperimentalnog rada, ¢uvao sam bakterije na 4 °C na krutim LB podlogama gdje bi nastale
pojedinacne kolonije nakon prekono¢nog rasta. Za svaki pokus uzeo sam pojedinac¢nu koloniju 1
dodao sam je u 3 mL teku¢eg LB medija i ostavio preko no¢i na 37 °C u inkubatoru tresilici G25
(New Brunswick Scientific Co. Inc.) pri 300 rpm, nakon ¢ega su bakterije u stacionarnoj fazi (ODeoo
= 2). Za dobivanje bakterija u logaritamskoj fazi, razrijedio bi 40 pL stacionarne kulture u 3 mL
tekuceg LB medija (razrjedenje 76 x) i ostavio bi ih u inkubatoru tresilici do ODgoo = 0,5 — 0,6 $to
se odredi na spektrofotometrijskom uredaju Ultrospec 10 Classic (Amersham Biosciences). Prema
potrebi u teku¢i ili kruti LB medij dodaju se antibiotici i induktori u kona¢nim koncentracijama

navedenim u poglavlju 3.5.

3.6.2 Test lizogenosti
Na dva nacina provjerio sam lizogenost bakterija sojeva 11B1436 i 11B1437. Testovi se
zasnivaju na principu superinfekcije, tj. nastanka otpornosti lizogenih bakterija na ponovnu

infekciju s istom vrstom bakteriofaga.

U prvom testu provjerio sam prisutnost profaga u lizogenim sojevima. Napravio sam
bakterijsku livadu soja 1IB1436 i1 dvije bakterijske livade soja [IB1437. PomijeSao sam 3 mL
mekog LB agara i po 200 pL prekonoéne bakterijske kulture sojeva 11B1436 i 11B1437. Otopinu
mekog agara s bakterijama izlio sam na ploce krutog LB medija i pri¢ekao sam dok se ne stvrdnu.

Stavio sam po 10 pL lizata bakteriofaga Avir, A" i AcI854 iz laboratorijske kolekcije. Bakterijske



livade stavio sam na prekono¢nu inkubaciju. Jedna ploc¢a [IB1437 inkubirala se na 37 °C, a ostale
dvije na 30 °C. Lizogene bakterije nisu imale plakove osim sa fagom Avir na obje temperature,
odnosno Acl854 na 37 °C. U drugom testu provjerio sam inducibilnost profaga za ulazak u liticki
ciklus prilikom izlaganju lizogenih bakterija temperaturi od 37 °C (Bednarz i sur. 2014). Napravio
sam bakterijsku livadu soja 11B854 (uzete iz laboratorijske kolekcije, 11B854 je za potrebe ovog
pokusa bakterija divljeg tipa, tj. nije lizogena) i stavio sam po 10 pL bakterijske kulture sojeva
11B1436 i 11B1437 koje su bile u logaritamskoj fazi (ODeoo = 0,5 — 0,6). Bakterijsku livadu stavio
sam na prekono¢nu inkubaciju na 37 °C. U lizogenim bakterijama bi se inducirao profag i stvarao

Cistine/plakove.

3.6.3 Kemijska transformacija bakterijskih stanica

Zeljene bakterijske stanice uzgojio sam do srednje logaritamske faze rasta (ODgoo ~ 0,6) tako
da sam dodao 40 pL prekonoéne kulture u stacionarnoj fazi (ODsoo = 2) u 3 mL tekuceg LB medija
i inkubirao uz aeraciju u inkubatoru tresilici G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) na 37 °C.
Bakterije sam istalozio centrifugiranjem 1,5 mL bakterijske kulture na 10 000 rcf tijekom 2 minute
pri 4 °C u centrifugi 3K30 (Sigma). Izlio sam supernatant i talog sam resuspendirao u 200 pL
hladne otopine 50 mM CacCl,. Ponovno sam istalozio stanice centrifugiranjem u istim uvjetima i
resuspendirao sam ih u 50 pL hladne otopine 50 mM CacCl. i inkubirao u ledenoj kupelji 5 minuta.
Zatim sam dodao 1 pL otopine Zeljenog plazmida 1 inkubirao sam na ledenoj kupelji jo§ 30 minuta.
Potom sam smjesu bakterija i plazmida izloZio temperaturnom Soku na 42 °C u trajanju od 1 minute
u termobloku Thermo-shaker TS-100C (BioSan) pa sam smjesu vratio u ledenu kupelj. Nakon 1
minute dodao sam 500 pL teku¢eg LB medija i stavio sam bakterije na inkubaciju od jednog sata
na 37 °C uz aeraciju. Po zavrSetku oporavka, bakterije sam nasadio na selektivne krute LB podloge

s pripadaju¢im antibiotikom 1 stavio sam ih na prekono¢nu inkubaciju na 37 °C.

3.6.4 Subkultiviranje bakterijskih kultura (pasazZiranje)

Tijekom tri dana uzastopno sam presadivao prekonoc¢ne kulture transformiranih sojeva E.
coli na sljede¢i nacin. Uzeo sam 10 pL stacionarne kulture (ODegoo = 2) i dodao sam 3 mL tekuceg
LB medija s dodanim induktorom i pripadaju¢em antibiotiku (kona¢ne koncentracije su navedene
u poglavlju 1.5) i ostavio sam na novoj prekono¢noj inkubaciji uz aeraciju na 30 °C ili 37 °C. Dobio

sam sveukupno tri pasaze svakog transformiranog soja na obje temperature i to je bilo u svrhu
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pracenja stope ugradnje razmaknica u transformiranim bakterijama $to je mjera efikasnosti naivne

adaptacije $to je poblize opisano u poglavlju 3.7.5.

3.7 METODE RADA S DNA

3.7.1 Priprema plazmida
U ovom istrazivanju radio sam s plazmidima pBad-HisA, pEB628, pMR18 i plIB46.
Plazmid pl1B46 sam konstruirao, a ostale sam dobio.

3.7.2 Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Za konstrukciju vektora pIIB46 prvo sam metodom PCR umnozio insert ciljnog gena dnaK
s kromosoma bakterije E. coli divljeg tipa (tablica 5). Kalup kromosomske (ili plazmidne) DNA
dobio sam liziranjem stanica iz stacionarne kulture (ODsoo = 2) u sterilnoj vodi tako da sam
pomijesao 10 pL stanica i 50 pL sterilne destilirane vode i inkubirao sam na 98 °C tijekom 3 minute
na uredaju T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad). PCR sam proveo s DNA polimerazom visoke
to¢nosti Q5 Hot Start High Fidelity (New England BioLabs) koja ima 3' — 5' lektorirajucu
aktivnost. Sastav PCR reakcijske smjese namjestio sam prema uputama proizvodaca i naveden je

u Tablica 5.

Tablica 5. Sastav PCR reakcijske smjese za umnazanje inserta gena dnaK iz kromosoma bakterije E. coli.

Sastojak Volumen / uL
Pocetnice dnaK_pBad_F (10 pM) 1,25
Pocetnice dnaK_pBad R (10 uM) 1,25
Kalup (lizirane stanice) 1,00
Q5 Hot Start High Fidelity 2X Master Mix (NEB) 12,50
Sterilna deH20 9,00
2 25,00

Uvjete za PCR umnazanje namjestio sam prema uputama proizvodaca i oni su navedeni u

Tablica 6.
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Tablica 6. Uvjeti za PCR reakcije umnaZanja inserta gena dnaK iz kromosoma bakterije E. coli.

Korak Temperatura/°C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 98 30s 1
Denaturacija 98 10s
Sparivanje pocetnica 57 30s 3
Produljivanje lanaca )
72 1 min
DNA
Zavrs$no produljivanje ]
72 2 min 1
lanaca DNA
Pohrana 12 0 1

3.7.3 Agarozna gel elektroforeza i prociS¢avanje DNA

Nakon PCR reakcije, veli¢inu PCR produkta provjerio sam gel elektroforezom u 1%-tnom
agaroznom gelu. Prokuhao sam 150 mg agaroze i 17 mL 1 x TAE pufera (sastav pufera naveden
je u poglavlju 3.5) te sam dodao 1,2 pL interkaliraju¢e boje SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen).
U jaZice agaroznog gela nanio sam 2 pLL markera molekulskih masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, slika43) i 2 puL PCR produkta pomijesanog s 1 puL boje DNA Gel
Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific). Elektroforezu sam provodio 50 minuta pri naponu
50 V. Nakon zavrSetka elektroforeze, DNA fragmente vizualizirao sam pod UV svjetlom na

transiluminatoru Uvitec i slikao sam kamerom EDAS 290 (Kodak).

Umnozeni PCR produkt inserta gena dnaK procistio sam pomoc¢u komercijalnog paketa
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific). U otopinu s PCR produktom dodao sam
jednak volumen otopine Binding Buffer. Citavu smjesu odlio sam u GeneJET purifikacijsku
kolonicu i stavio sam na centrifugiranje na 16 000 rcf tijekom 60 sekundi. Odbacio sam eluat i
dodao sam 700 pL otopine Wash Buffer i ponovno sam centrifugirao u istim uvjetima. Odbacio
sam eluat i proveo sam suho centrifugiranje. Prebacio sam kolonicu u Cistu mikroepruvetu
volumena 1,5 mL, dodao sam 50 pL otopine Elution Buffer i proveo sam centrifugiranje u istim

uvjetima.
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Nakon procis¢avanja, spektrofotometrijski (4 = 260 nm) sam izmjerio koncentraciju DNA
na uredaju NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare). Za slijepu probu koristio sam 2 pL

otopine Elution Buffer, a pri mjerenju sam Kkoristio 2 pL uzorka.

3.7.4 Restrikcijska razgradnja, ligacija molekula DNA i provjera ugradnje

Za kloniranje inserta gena dnaK u plazmid pMR18 Kkoristio sam komercijalni paket
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England BioLabs). Za razliku od drugih paketa,
ovaj ne zahtijeva cijepanje inserta s restrikcijskim endonukleazama ve¢ samo plazmida.
Cjelokupan proces moze se podijeliti u nekoliko vaznih koraka. Prvi korak je umnazanje zeljenog
inserta (opisano u poglavlju 3.7.2) s pocetnicama koje na svojim krajevima imaju nukleotidne
sljedove (oznacene malim slovima na donjem prikazu) koji su komplementarni sljedovima na
plazmidu na mjestu ugradnje. Velikim slovima oznaceni su dijelovi pocetnice koji su

komplementarni genu dnak.
Pocetnica dnaK_pBad_F:
5’ — ctgcagctggtaccatatggatATGGGTAAAATAATTGGTATCG — 3/,
pocetnica dnaK_pBad_R:
5" — cgccaaaacagccaagcttcTTATTTTTTGTCTTTGACTTCTTC — 3’

Drugi korak je restrikcijska digestija plazmida pMR18 endonukleazom FastDigest EcoRI
(Tablica 7). Uspjeh ovog koraka provjerio sam elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu. U
jazice agaroznog gela nanio sam 2 pL markera molekulskih masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, slika 43) i 4 uL smjese restrikcijske reakcije pomijeSane s 1 puL boje
DNA Gel Loading Dye (6%) (Thermo Fisher Scientific). Elektroforezu i analizu gela sam proveo
kako je navedeno u poglavlju 3.7.3. Restrikcijska digestija vektora bila je uspjeSna ukoliko je

prisutna samo jedna vrpca na veli¢ini koja odgovara molekularnoj masi vektora pMR18 od 3730

nt.

13



Tablica 7. Reakcijska smjesa za digestiju plazmida pMR18 restrikcijskom endonukleazom EcoRI.

Sastojak Volumen / puL
PMR18 45,1 ng L™ 10,0
10 x FastDigest Buffer (Thermo Fisher 20
Scientific)
FastDigest EcoRI (Thermo Fisher Scientific) 1,0
Sterilna deH20 7,0
2 20,0

Sve uzorke sam ponovno procistio pomocu komercijalnog paketa GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) i spektrofotometrijski sam izmjerio koncentraciju DNA

na uredaju NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare) kako je opisano u poglavlju 3.7.3.

Zatim slijedi ligacija inserta i plazmida koriStenjem enzimatske smjese Assembly Master
Mix prema uputama proizvodaca (Tablica 8) koja zapocinje s razgradnjom 5' krajeva plazmida i
inserta pomocu 5'-egzonukleaza. 3' strSe¢i krajevi plazmida i inserta koji su komplementarni se
sparuju i DNA polimeraza popunjava jednolancane praznine. Reakcija ligacije zavrSava s DNA

ligazom koja spaja ureze na lancima DNA.

Tablica 8. Reakcijska smjesa za ligaciju inserta gena dnaK i plazmida pMR18.

Sastojak Volumen / uL
pPMR18, 7,3 ng L™ 3,50
insert gena dnak, 40,5 ng puL* 1,50
2x NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB) 5,00
Sterilna deH20 0
2 10,00

Nakon inkubacije, transformirao sam kemijski kompetentne komercijalne bakterijske
stanice iz istog Kit-a za kloniranje §to je detaljno opisano u poglavlju 3.6.3. Transformirane
bakterije nasadio sam na selektivne krute LB podloge s dodatkom ampicilina i/ili streptomicina,

ovisno o tipu transformanata (Tablica 3). Podloge sam stavio na prekono¢nu inkubaciju na 37 °C.
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Sljede¢i dan sam metodom PCR na bakterijskim kolonijama (engl. colony PCR) provjerio

prisutnost plazmida s uspjes$no ugradenim insertom. Tijekom reakcije ligacije uvijek postoji

mogucnost da se plazmid poveze nazad sa samim sobom bez ugradnje inserta. Plazmidnu DNA

dobio sam liziranjem stanica tako da sam uzeo sa sterilnom ¢ackalicom malo uzorka pojedinacne

kolonije i resuspendirao u 50 pL sterilne destilirane vode. Deset pojedinacnih kolonija sam

inkubirao na 98 °C tijekom 3 minute na uredaju T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad). PCR sam

proveo pomoc¢u komercijalnim paketom Phire Green Hot Start Il PCR Master Mix (Thermo Fisher

Scientific). Sastav PCR reakcijske smjese (Tablica 9) i uvjete PCR reakcije (

Tablica 10) namjestio sam prema uputama proizvodaca.

Tablica 9. Sastav PCR reakcijske smjese za provjeru prisutnosti plazmida s uspjesno ugradenim insertom gena dnakK

metodom PCR na bakterijskim kolonijama (engl. colony PCR).

Sastojak Volumen / uL
Pocetnice pPBAD-F (10 puM) 0,50
Pocetnice pPBAD-R (10 puM) 0,50
Kalup (lizirane stanice) 1,00
2% Phire Green HS Il Master Mix (Thermo Fisher 5,00
Scientific)
Sterilna deH20 3,00
2 10,00

Tablica 10. Uvjeti za PCR reakciju za provjeru prisutnosti plazmida s uspje$no ugradenim insertom dnaK metodom
PCR na bakterijskim kolonijama (engl. colony PCR).

Korak Temperatura/°C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 98 30s 1
Denaturacija 98 5s
Sparivanje pocetnica S7 5S 30
Produljivanje lanaca
72 30s
DNA
Zavrs$no produljivanje .
72 1 min 1
lanaca DNA
Pohrana 12 0 1
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Koristio sam pocetnice pPBAD-F i pBAD-R jer se vezu na ishodi$ni vektor pMR18 blizu
mjesta ugradnje za insert (otprilike 120 nt uzvodno od pocetka te 60 nt nizvodno od kraja
ukloniranog inserta) te ovisno o duljini nastalog fragmenta (insert dnaK dugacak je 1917 nt) na
agaroznom gelu moze se lako odrediti uspjesnost kloniranja inserta u vektor. Nakon PCR reakcije,
elektroforezu PCR produkta na 1%-tnom agaroznom gelu i analizu gela proveo sam kako je

opisano u poglavlju 3.7.3.

Kolonije u kojima je bio prisutan plazmid s ugradenim insertom, prebacio sam u 3 mL
tekuceg LB medija na prekono¢nu inkubaciju na 37 °C uz aeraciju. Iz njih sam izolirao plazmidnu
DNA pomocu komercijalnog paketa Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). Prema uputama proizvodaca uzeo sam 1,5 mL stacionarne, prekonoéne kulture (ODeoo
= 2) i istalozio sam stanice centrifugiranjem pri 10 000 rcf tijekom 5 min u centrifugi 5415D
(Eppendorf) pri sobnoj temperaturi. Odbacio sam supernatant, a talog stanica sam temeljito
resuspendirao u 250 pL otopine Cell Resuspention Solution. Zatim sam dodao 250 pL otopine Cell
Lysis Solution i promije$ao sam okretanjem mikroepruvete Cetiri puta. Nakon §to je otopina postala
prozirna nakon jedne do tri minute dodao sam 10 pL otopine Alkaline Protease Solution. Ponovno
sam promijeSao okretanjem mikroepruvete Cetiri puta i nakon par minuta dodao sam 350 pL
otopine Neutralisation Solution. Promije$ao sam okretanjem mikroepruvete Cetiri puta i stavio sam
na centrifugiranje na 14 000 rcf tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Supernatant sam
prebacio u kolonicu i stavio sam na centrifugiranje na 14 000 rcf tijekom 1 minute. Odbacio sam
eluat i dodao sam 750 pL otopine Column Wash Solution i stavio sam na centrifugiranje na istim
uvjetima. Ponovno sam odbacio eluat i dodao sam 250 L otopine Column Wash Solution i stavio
sam na centrifugiranje na istim uvjetima tijekom 2 minute. Premjestio sam kolonicu u ¢istu
mikroepruvetu volumena 1,5 mL i dodao sam 100 pL otopine Nuclease-free Water i stavio sam na
centrifugiranje na 14 000 rcf tijekom 1 minute. Eluat, s plazmidnom DNA, pohranio sam na —20
°C. Spektrofotometrijski sam izmjerio koncentraciju DNA na uredaju NanoVue Plus

Spectrophotometer (GE Healthcare) kako je opisano u poglavlju 3.7.3.

Izoliran plazmid plIB46 poslao sam na sekvenciranje u servis Macrogen (Nizozemska)

kako bi potvrdio njegov tocan slijed.
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3.7.5 Odredivanje efikasnosti naivne adaptacije

Ugradnju novih razmaknica u Lokus CRISPR istrazivao sam pomocé¢u metode PCR

(poglavlje 3.7.2) i agarozne gel elektroforeze (poglavlje 3.7.3) na sli¢an na¢in kako je to opisano u

radu Yosef i sur. 2012. Kalup sam dobio liziranjem stanica, koje su bile transformirane plazmidima

pBad-HisA, pEB628 i/ili plIB46 (Tablica 3), pomocu prokuhavanja na nacin koji je opisan u

poglavlju 3.7.2. Za reakciju PCR umnazanja koristio sam pocetnice CRISPR-R i CRISPR-Sp4 koje

se vezu kod Cetvrte razmaknice lokusa CRISPR i na 3' kraj gena casl, $to znaéi da se njima umnaza

dio lokusa CRISPR u kojem se ugraduju nove razmaknice. Koristio sam enzim Phire Green Hot

Start Il Master Mix (Thermo Fisher Scientific), a sastav PCR reakcijske smjese i uvjete za PCR

reakciju sam prilagodio prema uputama proizvodaca (Tablica 11 i Tablica 12).

Tablica 11. Sastav PCR reakcijske smjese za odredivanje efikasnosti naivne adaptacije umnazanjem lokusa

CRISPR.
Sastojak Volumen / uL
Pocetnice CRISPR-R (10 uM) 1,00
Pocetnice CRISPR-Sp4 (10 puM) 1,00
Kalup (lizirane stanice) 2,00
2% Phire Green HS Il Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 10,00
Sterilna deH20 6,00
Y 20

Tablica 12. Uvjeti za PCR reakciju za odredivanje efikasnosti naivne adaptacije umnazanjem lokusa CRISPR.

Korak Temperatura/°C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 98 30s 1
Denaturacija 98 5s
Sparivanje pocetnica 54 5S 30
Produljivanje lanaca
72 10s
DNA
Zavrs$no produljivanje .
72 1 min 1
lanaca DNA
Pohrana 12 0 1
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Po zavrSetku PCR reakcije, napravio sam 2%-tni agarozni gel na nacin opisan u poglavlju
3.7.3. U jazice sam nanio po 8 pL svakog uzorka i 2 pLL markera molekulskih masa GeneRuler 1
kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, slika 43) ili 2 uL markera Quick-Load® Purple 100 bp
DNA Ladder (New England BioLabs). Elektroforeza se provodila 50 minuta pri 50 V. Nakon
zavrSetka elektroforeze, DNA fragmente vizualizirao sam pod UV svjetlom na transiluminatoru
Uvitec i slikao sam kamerom EDAS 290 (Kodak). Sojevi u kojima je doslo do ugradnje razmaknica

imaju jednu dodatnu vrpcu iznad pocetne vrpce, koja je dulja za otprilike 60 nt.
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4 REZULTATI

Za uspjesnu ugradnju novih razmaknica u lokus CRISPR tijekom naivne adaptacije potreban
je samo aktivni kompleks proteina Casl-Cas2. Ostali proteini Cas, koji djeluju u ekspresiji i
interferenciji sustava CRISPR-Cas, nisu potrebni (Yosef i sur. 2012). Stoga sam Kkoristio mutante
soja E. coli K-12 BW25113 s delecijom gena cas3, cas7, casb, cas6e i casl kako ne bi doslo do
interferencije i moguce autoletalnosti (Tablica 1). Sojeve sam transformirao s tri vrste plazmida
(Tablica 2). Pomocu plazmida pEB628 mogao sam inducirati sintezu proteina Casl-Cas2 u
suvisku kako bih potaknuo naivnu adaptaciju, a pomocu plazmida plIB46 mogao sam inducirati
sintezu proteina DnaK u suvisku kako bih mogao pratiti utjecaj ovog proteina na efikasnost naivne
adaptacije. Prazni plazmid pBad-HisA sluZio je kao negativna kontrola za ova dva plazmida.
Sojeve i plazmide pBad-HisA te pEB628 sam dobio, a plazmid plIB46 sam konstruirao u ovom

radu.

4.1 KONSTRUKCIJA PLAZMIDA P11B46

Za konstrukciju vektora plIB46 prvo sam metodom PCR umnozio insert ciljnog gena dnakK
s kromosoma bakterije E. coli divljeg tipa. Kalup kromosomske DNA dobio sam liziranjem stanica
divljeg tipa iz prekonoéne kulture. Nakon PCR reakcije, veli¢inu PCR produkta gena dnaK
provjerio sam gel elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu. Umnozeni insert nalazi se malo

ispod pozicije vrpce od 2000 nt, §to odgovara veli¢ini gena dnaK koji iznosi 1917 nt (Slika 3).

2500
2000

1500 \

1000 =
\s

Slika 3. Gel elektroforeza provjera veli¢ine umnozenog gena dnaK metodom PCR iz kalupa kromosomske DNA
(oCekivana duljina inserta dnaK je 1917 nt). M = marker molekulskih masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific), dnaK = PCR umnozeni gen dnakK
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Zatim sam uklonirao umnozeni gen dnaK (insert) u plazmid pMR18 pomoc¢u komercijalnog
paketa NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England BioLabs). Nakon
transformacije bakterija, uspjes$nost kloniranja, uspjeh ligacije inserta dnaK i plazmida pMR18
provjerio sam prvo pomoc¢u metode PCR na bakterijskim kolonijama (engl. colony PCR). Od deset
odabranih kolonija, osam njih (ozna¢ene 1 — 8 na Slika 4) imale su prisutan plazmid pMR18 s

uspjesno ukloniranim insertom gena dnak.

Iz kolonije oznacene brojem 1 sam izolirao plazmid i poslao ga na sekvenciranje U Servis
Macrogen (Nizozemska) ¢ime sam utvrdio njegov tocan slijed i potvrdio da nema nikakvih

mutacija u slijedu gena dnaK. Plazmidu sam dao ime 11B46.

4.2 UTJIECAJ PROTEINA DNAK NA NAIVNU ADAPTACIJU

Pocetni soj IIB1165 sam lizogenizirao dodavanjem malog alikvota $tok faga AcI854 ili A" na
bakterijsku livadu. 1z mutnog plaka sam sterilnom ezom bakterije razmazao na krutu LB podlogu
da bih dobio pojedinacne lizogene kolonije. Lizogenost dobivenih sojeva 1IB1436 (AcI854) i
11B1437 (A*) potvrdio sam s dva razliCita testa lizogenosti kako je opisano u materijalima i

metodama (3.6.2).

Slika 4. Provjera prisutnosti inserta gena dnaK u transformantima sojeva E. coli. Oc¢ekivani fragment je veli¢ine
oko 2100 nt (insert je duljine 1917 nt a pocetnice se vezu oko 120 nt uzvodno i oko 60 nt nizvodno od mjesta
ligacije). M = marker molekulskih masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Proces naivne adaptacije pratio sam tijekom tri uzastopna presadivanja (pasaza) prekono¢nih
kultura bakterija transformiranih s pBad-HisA (negativna kontrola), pEB628 (pozitivnha kontrola,
pCasl-Cas2) ili s pEB628 i plIB46 (pDnaK). Kalup DNA za umnaZanje lokusa CRISPR pomoc¢u
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pocetnica koje okruzuju mjesto ugradnje novih razmaknica, dobio sam liziranjem prekonoénih

bakterijskih kultura.

Prvo sam provjerio ho¢e 1i do¢i do ugradnje novih razmaknica u dva razli¢ita uvjeta
inkubiranja. Uzeo sam kalupe bakterija soja 11B1436 (lizogen s AcI854) koji su bile transformirane
s plazmidom pEB628 (pCasl-Cas2) i koje su rasle na dvije temperature (30 °C ili 37 °C). Kao
negativnu kontrolu koristio sam isti soj transformiran s praznim vektorom pBad-HisA koje su rasle
na 37 °C. Na Slika 5 vidljivi su fragmenti umnozene DNA, veliki otprilike 650 nt Sto odgovara
veli¢ini lokusa CRISPR u kojem nije bilo ugradnje novih razmaknica. Na pozicijama 5 i 6
(oznaceno crvenom strelicom na Slika 5) vidljiva je dodatna vrpca, koja je duza za otprilike 60 nt
Sto odgovara duljini ugradene nove razmaknice (Haft i sur. 2005; Jansen i sur. 2002; Savitskaya i
sur. 2013; Yosef i sur. 2012). Do ugradnje novih razmaknica doSlo je samo u bakterijama
transformiranim s pEB628 (pCasl-Cas2) koje su rasle na 37 °C i to ve¢ u drugoj pasazi. U

bakterijama s plazmidom pEB628, koje su rasle na 30 °C, nije doslo do ugradnje razmaknica.

et RIS SRR O e emeemmimes e S———— oemi————
1 2. 3 1 2 3 1 2. 3

+pBad-HisA, 37 °C +pEB628, 37 °C +pEB628, 30 °C

(ESAHDAREESC PSR o il ST e it N I A G o EF DRI AP B Ve DL R D PR eI A 2 AR
1IB1436

-

Slika 5. Provjera produkata reakcije PCR naivne adaptacije u 2%-tnom agaroznom gelu. U najdonjem redu oznacen
je soj bakterije (11B1436), iznad njega plazmidi s kojima su bakterije bile transformirane (pBad-HisA ili
pEB628/pCasl-Cas2) te temperatura inkubacije (30 °C ili 37 °C). Broj pasaZe oznacen je rednim brojem u kurzivu
direktno ispod vrpci. Ugradnja novih razmaknica vidljiva je po postojanju dodatne vrpce iznad pocetne vrpce (duge
oko 650 nt) koja je duza za otprilike 60 nt. Uzorci u kojima je doslo do ugradnje novih razmaknica oznaceni su crvenom
strelicom M = marker molekulskih masa Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder (New England BioLabs);
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Sljedece sam provjerio hoce li biti razlike u ugradnji novih razmaknica izmedu sojeva [1B1436
i 1IB1437, ¢ija je jedina razlika u vrsti profaga ugradenih u njihov genom (Acl854 i A™). Uzeo sam
kalupe bakterija sojeva 11B1436 i 11B1437 koje su bile transformirane s plazmidom pEB628
(pCasl-Cas2) i koje su rasle na 37 °C. Kao kontrolu koristio sam bakterije soja 11B1165 koji nije
lizogen transformirane s oba tipa plazmida i koje su rasle na 37 °C. Nema razlike izmedu stope
ugradnje novih razmaknica izmedu sojeva [IB1436 1 [IB1437, ali je intenzitet ugradnje razmaknica
veéi u odnosnu na kontrolni soj 11B1165 transformiranim s pEB628 (Slika 6). To ukazuje da

prisustvo profaga pozitivno utjece na naivnu adaptaciju.

Jedan od mogucih razloga efikasnije naivne adaptacije lizogenih bakterija je replikacija

- 1. s 3. 1 5 3. 1 2 A 1. 2 3.
A R e o T e MG I

+pBad-HisA, 37 °C +pEB628, 37 °C +pEB628, 37 °C +pEB628, 37 °C
PRES S0 ORI Sy Vet K 2 U SR Lo S g R e B | AR T SRR S ey
: S 1IB1165 IB1436 1IB1437

Slika 6. Provjera produkata reakcije PCR naivne adaptacije u 2%-tnom agaroznom gelu. U najdonjem redu oznacen je
soj bakterije (11B1165, 11B1436 ili 11B1437), iznad njega plazmidi s kojima su bakterije bile transformirane (pBad-
HisA ili pEB628) te temperatura inkubacije (37 °C). Broj pasaze oznacen je rednim brojem u kurzivu direktno ispod
vrpei. Sojevi u kojima je doslo do ugradnje novih razmaknica oznaceni su crvenom strelicom. M = marker molekulskih
masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

induciranog faga A za koji je potreban neki od produkata gena domacina, a koji bi mogli utjecati
na efikasnost naivne adaptacije. Nedavna istrazivanja su pokazala da protein DnaK inhibira naivnu
adaptaciju, a inaCe je potreban za replikaciju faga A (Killelea i sur. 2023). Stoga sam provjerio
utjecaj proteina DnaK na proces naivne adaptacije kad se temperaturno osjetljiv bakteriofag A moze

inducirati i replicirati (37 °C) i kad je stabilno ugraden i nema indukcije (30 °C). Uzeo sam kalupe
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bakterija soja 11B1436 lizogenog s AcI854 koji su bili transformirani istovremeno s plazmidima
pPEB628 (pCas1-Cas2) i plIB46 (pDnaK) koje su rasle na dvije temperature (30 °C ili 37 °C). Kao
negativnu kontrolu koristio sam bakterije soja 11B1436 transformiranih s pBad-HisA koje su rasle
na 37 °C, a kao kontrolu bez proteina DnaK stanice transformirane s plazmidom pCas1-Cas2 koje
su rasle na dvije temperature (30 °C ili 37 °C). Vidljivo je dolazi do smanjene stope ugradnje novih
razmaknica u trecoj pasazi U bakterijama s dva plazmida u kojima je prisutna ekspresija i proteina
DnaK i kompleksa Casl-Cas2, naspram bakterija u kojima nema ekspresije proteina DnaK s
plazmida ve¢ samo kompleksa Cas1-Cas2 (Slika 7, oboje oznacene crvenom strelicom). Razlika je

uocljiva samo na 37 °C.

9 10 11 12 13 14 15

+pBad-HisA, 30 °C +pEB628, 30 °C +pEB628, 37 °C +pEB628, +plIB46, 30 °C  +pEB628, +pIIB46, 37 °C

R o o U B s A DRI e i il s it A N o i A iy s (00 o o PSRt SRt it U B
1IB1436

Slika 7. Provjera produkata reakcije PCR naivne adaptacije u 2%-tnom agaroznom gelu. Prikazani su rezultati za
lizogeni soj 1IB1436. U najdonjem redu oznacen je soj bakterije (IIB1436), iznad njega plazmidi s kojima su bakterije
bile transformirane (pBad-HisA ili pEB628) te temperatura inkubacije (37 °C). Broj pasaze oznacen je rednim brojem
u kurzivu direktno ispod vrpci. Sojevi u kojima je doslo do ugradnje novih razmaknica oznaceni su crvenom strelicom.
M = marker molekulskih masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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5 RASPRAVA

Adaptivni imunosni sustav, CRISPR-Cas, mo¢no je oruzje u borbi protiv invazivnih genetickih
elementa, poput bakteriofaga i plazmida (Barrangou i sur. 2007a). Efektivnost tog sustava uvelike
ovisi 0 njegovoj mogucnosti raspoznavanja vlastite i strane DNA. Ako se greSkom fragmenti s
vlastita kromosoma uzmu kao nove razmaknice, ocekivani je rezultat autoimunosni odgovor i
programirana stani¢na smrt (Yosef i sur. 2012). Prosla saznanja o sustavu CRISPR-Cas pokazala
su da iako slijed PAM, Chi mjesto i RecBCD helikaza igraju bitnu ulogu u procesu adaptacije, vrlo
vjerojatno ne sudjeluju u prepoznavanju invazivne DNA (Koonin i Wolf 2016; Lau i sur. 2019;
Subramaniam i Smith 2022). Istrazivanje Killelea i sur. 2023 pokazalo je da protein DnaK (Hsp70),
koji inace sluzi stanici kao Saperon (Mayer 2021), kroz interakcije s kompleksom Casl-Cas2
regulira CRISPR adaptaciju na nacin da $titi kromosom domacina od autoimune reakcije i u pravo

vrijeme otpusta kompleks Cas1—Cas2 za napad na invazivne geneticke elemente.

Utjecaj prisustva bakteriofaga Acl854, koji je iz lizogene usao u liticku fazu, na proces naivne
adaptacije provjerio sam na dva nacina. Prvo sam provjerio utjecaj temperature na ucinkovitost
ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR. Ugradnja novih razmaknica dogodila se samo
prilikom uzgoja na 37 °C $to ukazuje da indukcija profaga AcI854 pozitivno utjece pozitivno utjece

na uc¢inkovitost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR.

Zatim sam provjerio utjecaj prisustva drugog tipa profaga, stabilnog profaga A* koji se ne moze
temperaturom inducirati u liticki ciklus. U¢inkovitost ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR
bila je jednaka izmedu oba lizogena soja iako bi profag A" trebao biti stabilan na temperaturi od 37
°C. Ugradnja razmaknica je u oba lizogena soja bila nesto jaCeg intenziteta nego u kontrolnom
nelizogenom soju 11B1165 (slika 4). Iz ovih rezultata moze se pretpostaviti da je profag A" ipak
usao u liticki ciklus i time dodatno potaknuo naivnu adaptaciju ili da neki produkt gena profaga
stimulira adaptaciju neovisno o replikaciji faga. U slu¢aju da je doslo do replikacije faga, mogucéi
razlog vece uc¢inkovitosti ugradnje je najvjerojatnije zbog razlike u broju replikacijskih raslji. U
kontrolnom soju 11B1165 repliciraju se samo bakterijski kromosom i plazmid pEB628 pa je broj
zaustavljenih replikacijskih raslji s dvolanc¢anim lomovima manji nego u lizogenim bakterijama, u
kojima pretpostavljamo da se repliciraju i bakteriofagi u iznimno velikom broju, pa je posljedi¢no

1 broj zaustavljenih replikacijskih raslji s dvolan¢anim lomovima veéi. Broj replikacijskih raslji
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ima direktan utjecaj na naivnu adaptaciju jer kompleks Casl-Cas2 cilja DNA tijekom aktivne
replikacije DNA (Killelea i sur. 2023).

Utjecaj proteina DnaK na proces naivne adaptacije pratio sam odredivanjem ucinkovitosti
ugradnje novih razmaknica u lokus CRISPR uz suvisak proteina DnaK. U bakterije lizogene s
Acl854 koje su bile transformirane s pCasl-Cas2, dodao sam i plazmid koji eksprimira protein
DnaK (plIB46). U¢inkovitost ugradnje novih razmaknica u tre¢oj pasazi bila je ve¢a kod bakterija
koje su bile transformirane samo s pCas1-Cas2 u odnosu na bakterije koje su bile transformirane s
oba plazmida (slika 5). lako je protein DnaK svejedno prisutan u nativnim koli¢inama i u
bakterijama koje nisu bile transformirane s plazmidom pDnaK, njegov utjecaj na naivnu adaptaciju
u tim bakterijama nije se mogao uociti jer je koli¢ina kompleksa Casl—Cas2 daleko veca od

proteina DnaK. Tek uz suvisak proteina DnaK uocava se njegov inhibitoran u¢inak na adaptaciju.

Rezultati dobiveni u ovom eksperimentu u skladu su s eksperimentima Killelea i sur. 2023 kao
i s mehanizmom koji oni predlazu. Sumarno, autori predlazu da je u normalnim uvjetima, dok
bakterija nije pod napadom bakteriofaga ili plazmida, kompleks Cas1-Cas2 neaktivan. Na njega je
vezan Saperon DnaK koji inhibira njegovu moguénost vezanja na DNA 1 tako $titi bakterijski
kromosom od adaptacije te time i od autoimune reakcije. U trenutku aktivne infekcije proteini
bakteriofaga A ,,otimaju* DnaK iz njegovog kompleksa s Cas1-Cas2 za vlastitu replikaciju DNA i
za kontroliranje pravilnog smatanja strukturnih proteina bakteriofaga. Kompleks Casl-Cas2 se
time oslobada i vra¢a mu se puna aktivnost. Vrijeme u kojem kompleks Casl-Cas2 uspostavlja
svoju punu aktivnost je od najveée vaznosti za uspjesno ciljanje invazivne DNA. Trenutak kada
proteini bakteriofaga otimaju DnaK je takoder trenutak kada u inficiranoj stanici postoji jako puno
replicirajuce virusne DNA dok je replikacija bakterijskog kromosoma zaustavljena. Glavni supstrat
kompleksa Casl-Cas2 su dvolanc¢ani fragmenti DNA nastali na zaustavljenim replikacijskim
rasljama (Killelea i sur. 2023) i iz toga autori predlazu zaSto ova vremenska regulacija aktivnosti
moze toliko uspjesno pridonijeti u raspoznavanju vlastite i strane DNA. Oni predlazu da zapravo
ne postoji direktan proces raspoznavanja vlastite i strane DNA, ve¢ da se vlastita i strana DNA se
raspoznaju pomocu regulacije aktivnosti Cas1—Cas2 pomocu proteina DnaK koji utiSava aktivnost
u trenutku kada je replikacija kromosoma domacina moguca, a oslobada Casl1—Cas2 u trenutku
kada se replicira samo virusna DNA. Naravno, ta regulacija nije idealna jer je pokazano da se

prilikom ugradnje novih razmaknica osim iz strane uzima i iz vlastite DNA (Radov¢i¢ i sur. 2018).
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Za daljnju potvrdu hipoteze o ulozi proteina DnaK u zastiti bakterijskog kromosoma potrebno je
izolirati dodatne vrpce koje pokazuju ugradnju razmaknica u lokus CRISPR s gela i
sekvenciranjem utvrditi porijeklo razmaknica kad je protein DnaK prisutan u suvisku i kad ga

nema.

Za protein DnaK predlozeno je da moze imati utjecaj i u ostalim bakterijama (Killelea i sur.
2023) zbog visoke konzerviranosti kompleksa Casl-Cas2 (Makarova i sur. 2020) i proteina DnaK
(Hsp70) (Calloni i sur. 2012; Mayer 2021). Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se odredilo
postoje li i u ostalim organizmima sa sustavom CRISPR-Cas interakcije DnaK s Cas1-Cas2 kao u
bakteriji E. coli. Takoder, bilo bi zanimljivo istraziti je 1i moguéa ugradnja razmaknica u soju s
inducibilnim genima za kompleks Casl-Cas2 s kromosoma, u kojem nema strane DNA u
citoplazmi. U takvom soju nema strane repliciraju¢e DNA u obliku plazmida i jedini izvor
protorazmaknica je kromosom (ili virusna DNA ukoliko se koriste lizogeni sojevi). Delecija gena

dnaK trebala bi omoguciti ugradnju novih razmaknica neovisno o stranoj DNA.
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6 ZAKLJUCAK

Iz ovih rezultata istrazivanja utjecaja proteina DnaK na naivnu CRISPR-Cas adaptaciju u
bakteriji Escherichia coli K-12 moze se zakljuciti sljedece:

e Prisustvo profaga AcI854 i A" u bakterijama pozitivho utje¢e na naivhu CRISPR-Cas
adaptaciju u bakteriji E. coli u uvjetima rasta koji pogoduju njihovoj indukciji, na 37°C.

e Protein DnaK eksprimiran u suvisku negativno utjece na naivnu CRISPR-Cas adaptaciju u
lizogenoj bakteriji E. coli na 37°C. Dobiveni rezultati u skladu su s pretpostavkom da protein

DnaK inhibira aktivnost kompleksa Cas1-Cas2.
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