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1 Uvod

1.1IRD]YRM JHQHWLpPNRJ L Q j1h@akibj geviokhiskbg ND R W H
LQAHQMHUVWYD

%URMQD ]J]QDQVWYHQD GRVWLJQXiUD X SRGUXpMX PR
PLNURELRORJLMH GR JRGLQH SURALULOD VX VSR]QDMH
WH RPRJXULOD XYMHWH ]D VSDiwidrQ MBitkh 8 YoL fMndanfeRt@tdN X OD
RWNULUD VWUXNWXUH "1$ UHJXO D Frhddivkbicifskog-sudtdad T* SH U R Q
DNA ligaze 'HOLUO ). 5D]GREOMH WHKQRORJLMH JHQHWLpPNRJ L
UHNRPELQDQWQH 'R$VNB&giddR®oRaldnidog povezivanja dviju molekula
DNA invitro. *UXSD JQDQVWYHQLND QD (pHKénstrukld je@iRRiBNWo HU JR P
PROHNXOX 69 '1$ NRMD MH VDGUADYDOD L O@WdaJIULUDQ
galaktoznim operononCLOM LV W UdbdazvViRlkOPMDN REH NRMD RPRJIXUXMH
JHQD X VWDQLFH VLVDYDFD D GD 69 '1$ PROHNXOD VOX:
(Jackson i sur. 1972Nakon % HUJRYD RWNULUD 6 WHP abjdvili SRrEdHQ L VXU
XVSMHaEAQRM NR Q VihKdighdlrdg daktdfijsk @ e Mita Vitro. To je otvorilo
vrata primjeni novo otkrivenih metoda 8RG U X p M X P é&hGatbulj@ kejagd dt\Vearila
RJURPDQ QD Supgti@uktlahagM YWHS ULV XWQL 'HOLU

Tijekom 1991. godine zZ& Rp HW K Hungabdg ddHomaNR ML MH XVSMH&EQR ]
YHIU né@ R & projekt rezultirao je razvojenk U a jekinijih metoda sekvenciranja te
su sekvencirani genomi mnogih drugih vrdB®z obzira na vrijednost informacijoje su
dobivene sekvenciranjem kajgnje postalgasno da jgotrebno razjasniti funkcije gena koji
VX VDGUADQL X WRP JHQHWVNRP NBetxkimkBdbis@IR W PDQL
uvelke RJUDQLpHQD PHWRGDPD JHQHWLpPNRJ dleQelikheiM HUV W Y |
dodavanje novih sekvenEINA QD WRPQR RGUHYHQD PMHNWOLKOWLHMNYRIR
DNA u genomyGersbact2014)

OHYyX EURMQLP PHWRGDPD JHefpHaharhdibBnk ekp@bir@djed UV W Y
(HR) pokazala se kanajboljinDpLQ ]D D Q D (erjgalilj¥ Qohddha\vsamo zanalizu
IXQNFLMH JHQD NRG PLaA&D L NYDVFD .D nNN&odeHR/reizviedeHY OD G L
su metodenhibicije ekspresije pojedinih gerfangl. knockdown) S R P Rribk¥kulashRNA
(engl.short hairpin RNA siRNA (engl.short inhibitory RNAili kemijskih tvarima.Takve
metode imaju brojna GUD QLBRQXMW VOXpDMQH L Q#&dgtahilkDrdlaynd W UD Q)



ekspresijeshRNA i sSiRNA 1 DV X mupa@dbeza kemijskim mutagenima ili transpozonima
WDNRYHU MH H|]BINBMIQ®D véikihWdrofdD PXWDFLMD D QH VDPR VS
genetskom promjenon®gchiaii Yamamoto 2015).

9DAaQR RIAAN. adindM HV W RteaMilZFpkdbteina (englzincfinger +ZF)
koji imaju sposobnostSUHSR]Q DY D Q Mévan&HIMNAI ujuaiHgenoma. Desetak
godina kasnijekreirana je fuzija Fokl endonukleath NDW D O L W B BRPHoOGROBEQ H V
godineprimijenjera |D FLOMD QR X U H(grgkdeipm editing QdRj&did je ogroman
napredak pojavom nove tehnologije NRMD MH RPRJXULOD FLlLoowkibQR XUFL
sekvenci,tj. razvoj tehnologije genomskog L Q a H Q MGEtshavha0m4) 2WNULUH 7$/(
(engl. transcription activatotlike effector + TALE) proteina i razvoj TALEN (engl.
transcription activatotlike effector naleases + TALEN) sustava2010. godine ® RJXULR MH
XUHYLYDQMAQRIQR Pbigarizamial pojava CRISPR/Cagengl. clustered
regularly-interspaced short palindromic repeatCRISPR sustava 2013. godine najavj&
novueru LVWUDXLSRGUBONRP VNRJI XKbHigvihhevip Mddoda genomskog
LQA&HQMat da&/MHWD YDQMH JHQRPD VQXXMBMNBPH LLGOOLQ WFRHOHN X O |
kojeseSRPRUX IX]JLM?PRRY SHMHOIDQD WRPpQR RG UWHgEQ@R PMHVYV
preciznu genomsku modifikaciju stanicama iorganizmimau kojima do sada to nije bilo
PRIXUHPRIXUHQR Mahje QDNNKXIEDM VSHFLILPpQRJ JHQD GHOH
genomskihregija dodavanje egzogene DN® D WRPQR RGUHYHQR JHQRPVNR F

supstitucije jednog nukleotida i mnoge druge primj@ehiaii Yamamoto 201pb

1.2 Pregled metoda unosa transgena u genom eukariotskih stanica

SBURFHV XYRyYyHQMD eJRAridgtBk@ Htanicuinaziva se transfekcijaZa
transfekciju stanica sisavaca koriste se eukariotski ekspresigionz Na ekspresiju
transkciranih vektoraX W MrHfakfora, to su: WLS VHNYHQFH SURPRWRU SF
ekspresije (stabilna ili prolazna), 3tupanj RpHNLYDQH MWRedudcyd HybnskeM H
ekpresije uwvirusnomili plazmidnom YHNWUX MH SRG NRQWURé&®RReSURPRW
Q D M p Hustdgpadtijetla NRMHP MH SUL G U Xazatighzon®db redio@+1 CR)
VHNYHQFD ]D WNLYQR VSHHNMPWOKY HNN S\UMVDKRK 'IBESRYLVL
transgena u stanici. Procksjim se s$rana DNA integrira u genortransfecirane stanic#i
ostaje prisuta kao ekstrakromosomski elemerdziva sestabilna transfekcija. Suprotno od

toga,proceskod kojegase strana DNA ne integrira nego je privremeno prisutna i eksprimira
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se u transfeciranoj stanici naziva se prolaznastekcija. Kod prolazne transfekcije
ekspresijge prisutna 1272 sata nakon transfekcije i gubi se uslijed smrti stanica ili gubitka
ekspresijskog vektora. Razina ekspresije transgestaniciovisi o broju kopijaunesenog
transgena, udjelu transkripgijstabilnosti mMRNA transktipta, mjestu ugradnje u genomu i
UHJLMDPD N RahsbeR fCdl§siid Xsur. 2000

6 RE]JLURP QD SULQFLS xQiat@hbiehdiie seviagDpQdijdlid eadi P
tipa, tosu ILJLPNH NHELRQ@ORENH PHWR]EHN A OALHND R GadsgétaR 4 H Q M L
REXKYDUDMX XQR&A&HQMH HOHNWURSRUDFLMRP LQMHNWLUI
UQRAHQMH XQRAHQMHWIBRRRREHQMWHWBPILROLVWLF3 VXVW
P LN UR p H\XKud kénb)jgkDbaziranog sustava ®aHQMD NRULV W HevYosfat / HDJHQ\
NDWLRQVNL SROLPHUL XNOMXpXMXUL "($( GHNVWUDQ L SRO
PRJX ELWL YUOR HILNDVQH WH VH VWDELOQD LQWHJUDFLM
u malom postotku stanicau kbLPD MH WUDQVIHK6dsWDi &L QID0Save MHaA QD
i Korb 2005). % LROR&ND PHWRERD IJIXQ@Ma Q@G D DWAP L MBI YL pNL R/UL K&
virusnihsustavaataj proces nazivamo transdukcifadates i sur. 20053arel i Korb 2005.

A) Perforacija st. B) Razliciti polimeri
membrane npr. kalcij fosfat
potpomognuta + -

(L~ +
B) Liposomi A hs\e;"; -y, e/
® ® & ‘, oy
e @A \// -
's‘ii}’,?“/ \\ 1; /

Y » ]ezgrma
2 jni

:: 5 @ <+ S ovojnica
» citosol

C) Transdukcija virusima Yy 2

A) Mikroinjiciranje

A) Elektroporacija

Slika 1. Prikaz nekih metodaunosa strane DNA u eukariotsku stanicu$ |IL]JLpNH
PHWRGH HOHNWURSRUDFLMD PLNURLQMHNFLMD SHUIRU
PHWRGH UD]OLpPLWLI KR ELROURLA NGfarsRMARISHISima (Labant
2013.



8 Yénhje genomskih modifikacija i integracija transgea u genom

eukariotskih stanica

Kako bi nastala trajna modifikacija genomu stan&nakon transfekcijeQ XaQD MH
stabiha integracijgransgenal genom staniceg onaV H G Ruwmajdin broju transfeciranih
stanica. Dobro ntegracijsko mjestotrebalo bi RP R J X stalwwilekVSUHVLMX XJUDVYH
transgena ili terapeutskog gemasim toga, LQWHJUDFLMD QH VPLMH L]D]YDW
poput inaktivacije tumor supresora ili aktivacije onkogdtastoje dvaustavgrepoznavanja
'1$ X SULURGL 3UYL VXVWDY WHPHOML VH QNApOBSGIBLILPQRF
DNA Y H] X MoXotelnk, a drugi sustgwepoznavanjaV SHFLILp Q HDNAHGIR HWHH V H
mehanizmomkomplementarnog sparivanja baza. NagajQ D prafdgétuveden u stanicu
P R augraditi na Q DV X ProjpsiobR genomuSRPRUX HQ]LPD TINAS&i SkbDY DN
VDGUAL VHNYHQFX NRMD VH PR&H NRPSOHPHQWDUQR VSD
X J U D prddddm homologne rekombinacigVLP HQ]JLPD VWD QkopisgaR dlaBRSUD Y |
za mesnoXVPMHUHQR LOL PMMRQHROWMSHBEHIQRRPWRNsL KiruBiR GLILND |
integraze, transpozaze rekombinaze.SustavsS H F L §Lr€pdznavanjasekvenceDNA
komplementanrim sparivanjem baza zaljanouvRyHQMH JH Q H Vadijpkotiski sBIRGLILN
kod wugradnje WUDQVJHQ DintrsrRPdrupX 1l, genskog popravkasintetskim
oligonukleotidima te kodakombinantnog sustava CRIBfas Kolb i sur. 200% Coates i
sur. 2005)

Poznatje i dostupan@LURN L]ERU P HWRDGJX g DekkqDegbdQdgenog
gena (englknock ou}i transgenezu, {jX Y R y HoRdg dg¢na u stanicu i njegova integracija u
JHQRP GRPD ikh@Pin HDHAPHWRGH PHYyXVREQR VH UD]JOLNXMX
ciline promjene,V S HF L | IpfeQoRavaja sekaee ODNRUL YLaAHV WddwemnRJ FLON
unutar istoggena i XpLQNRYLWRVWL SULPMHQH QD USIik®2)pe WLP RU
prikazaQR QHNROLNR QDMRMAHORMRHEXRKXWR GDROMDQX PRGLILND
YLAH JHQRPD L QW HekikDddr LiMHRIPL ¥ HUURMHP PDQMEXKeltPiRGLILNEL
Wang2014).
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katalizira integraza; B) ,QWHJUDFLMD DNARIG&Q m® QlfRal mjesta koju

katDOL]LUD UHNRPELQD]D

&

8 J DNAGisbta pGdY RedZaGienD Q R J

VWDQLPpQLK HQ]LPD ]D $énblogne 2kdémbindcijd/(MR); D) Nukleaze

(Fokl i Cas9) usmjerene na ciljno mjsto ZF i TALE prot einima ili crRNA uvode ciljanu
genomsku modifikaciju IL RPRJXUXMX FLOMDQX LQWHJUDFLMX
insercijski elementi mogu biti dizajnirani za ciljanu inserciju; F) Kratki oligonukleotidi
XEDFLYDQMHP X UH S OguNZazvatiMijahuHnuteDija QBduelt PWRang 2012)

(



1.3.1 Procesprepoznavanjaciljne sekvenceDNA SRPRUX SURWHLQD

Integraze i rekombinaze sugteini koji SUHSR]QDMX L XYRGH UD]JOLpLW
DNA. Takvi proteini LIROLUDQL L] UD]O kduiktsvL$G al® UX) DIHQ B WD p NR P
LQAHQMHUVWYX ]D XYRYHQM&V 3N BRI ENQUNWMKRAGL$ RNPRFEIXM D
ovih DNA enzima wisi o stupnjuselektivnostt WM SUHFL]J]QRVWL RRGHSIFR HILHY D (
sekvenceDNA u genomu injihovoj efikasnostiX VWDQLFL K®ORWPDQLWXKpND DNWL
selektivnost proteina mogu se mijenj@R RGUHYHQRJ VWXSQMD 7DNR MH Pl
HQ]JLPD NRML UH ELWL HILNDVQLML X VWDQLFL GRPDUOLQX
SREROMAaDW LtoyéhghiaNWijk Y@ RRWP R JEUMR G Y ldroteiQaivezna i
NDWDOLW Lsgp@stdend RathgeDrlo bliz{Coates i sur. 2005

13.1.1 SXVWDY LQWHJUDuéshiMikte@&® RuX YLU

I1DMpHAaUH N Radilvakdi @mi Ydaskéduju integraciju transgena enam
stanice sisavaca. Reakciptegracijekatalizira retroviusnaintegraza (digpol transkriptd i
nekoliko dodatnih vinsnih proteina.Prvi retroviusni vektorski sustavazvijenje od MLV
(engl. murine lelkemia virus £MLV) retrovirusa kojiseintegrira samo u stanicamioje su u
diobi. Ovakvi retrovirusni vektori s pridodanim transgenomse inegrirajuna QHRGUHYHQLP
PMHVWLPD GX& JHQRPD WH VW UMDMNVWE®DWDHN P RXalk) CHUHHGRYIL
sur. 2005).=ERJ WRJD MH XJUDYyHQL WUDQVJHQ pHVWR HSLJHQH
(engl. position dfec)) koji PRaH L]D]YDWL P XhbiDijbid @i Laktivacijdim\gehaQ
G RP D ijraand! i Ellis 2001 Sorrel i Kolb 2005. Kasnije je razvijen sustavektora
izveden od lentivirusa koje spadaju HIV (enghuman immunodeficiency virusHIV) i SIV
(engl. smian immunodeficiency virugSIV) koji integrira X VWDQLFH QHRYLVQR R
diobi. 2JUD QL p H QudrBhsustaMABUY HIOW p L Q DQ DYXIRPU MDD LLQWHJIJUDFLMEC
rezultirati aktivacijom onkognena ili inaktivacijom tumor supresor gefia@]EXUJHU L
Salmons 1999%orrel i Kolb 20®).

9HUX VHDO yr&chjaeMpodkaz@ehumani adeno asociramirus (AAV). To je
SDUYRYLUXV NRML MH NRUHSOLFLUDQ X VWDQLHAd®PD VLVD
DGHQRYLUXV KHUSHV VLPSHONV YLUXV L OMX¥X®N88. FLWRP
VOXADMHYD $$9 QUH QXA HNroridddinaunutar lokusa 13.42 Kod virusa



izvedenih iz AAV pHVWR VH ]JERJ YHOLDPL@HIWQ EQWI HUGID XIO\E D B B M\
LQWHJUDFLMRP X Dbti@iRi BUIGIRFBRGIL QuUD 2005.

1.3.1.2 Sustav LQWHJUDFLMH SRPRUX PMMRRER. QLEBFLILY|

rekombinaciju

Rekombinae |[D PMHVQR VSHFLILPpQX gitésNeRificEré€dQribinadisK HQJIC
su enzimi koji kataliziraju izmjenu lanaca DNApLMH VX VHNYHQFH X PDOR
homologne. EnzimseveH QD PMHVWR SUHSR]QDYDQOW NRMHaWH' 1GX .
LIPLMHQL ODQFH KRPRORJQLK VHNYHQFL WH SRQRYR SRYI
VSHFLILPQLK UHNRPE L Q Dskb rekombibdzhl Xt lOmRgraiyd QieR FLP)

XerC rekombinazei serirskerekombinaze (nprlC31 integraza)Goates sur. 2005).Takve
UHNRPELQD]H QD&OH VX @aLURNX SULPMHQX X JHQHWLpPNRP

Integraza QSlika 2 A) je tirozinska rekombinaza iz bakteriofaga koja posreduje
MHGQRVPMHUQX PMHRPRLQYBHEFMXK. pIQRHYXINDWW3 YH]QRJ P
bakteriofaga i attB veznog mjesta na bakterijskom kromosomu. Reakcija rezultira ugradnjom
JHQRPD IDJD X EDNWHULMVNL NURPRVRP NRML MH RNUX&H
8V S MH & Q Rerljgih BGABEWAY ™ sustavu kloniranja vitro. Mutanti Inth i Inth/218
integraze Ckataliziraju integraciju snaksimalnomHILN DV Q R %inX atBR atP mjesta
na slobodnom plazmidikao i plazmidu integriranom u kromosasisavaca.7 R ]|QDpé GD
kataliziraju ugadnju DNA nadrugamjesta unutagenomseasisavaca (Groth i Calos 2003).

9HUX SULWPiMadg@cKi terapeutskih geniana IC31 integraza koja pripada
obitelji serirskih rekombinaza.Ova integrazaP Ra H N Rolekd/ WA peeip-att mjesta u
humanom genomuiod transfekcijghumanih keratinocitantegracijska efikasnog 15%, a W R
je V O Ldiikashostretrotranspozona (np&leeping Bauty (Coates i sur. 2005

Cre rekombinaza (Slika 2 B) iz bakteriofaga PJle enzim koji pripada obitelji
tirozinskih rekombinaza WH MH XpPpLQNRYLWD X SURNDULRWWNNLP L
ALYRWQRP FLNOXVXHDNBLNMDWOOH]JLVDQMD '1$ VHIPHQWD
mjestima 9H]QR PMHVWR OR[3 VDGUAL ES NRMH VH VDVWRM
odvojenihrazmaknicomod 8 bp Abremskii sur. 1987). Cre katalizirastvaranje teza u
SRGUXPMXGCE AWHINY HQ FH Rj¢pie kel ® di>6idbAko imamo dyie
'1$ RNUXAHQH ORIGMPISBWWYPDNUDMHYL UH VH NRPSOHPHQ
ponovokatalizirati reakciju ligacije$orrel i Kolb 2005 1DMpH&auD SULPMHQD &UH U

7



MHVW ]D LQDNWLYDFLMX L DNWLYDFLMX JHQD X RGUHYHQL
SRGUXpMLPD LOL ]D L]JUH]LY DIQHMIHQ\DH @ M NIE IdhasieNzREHE D U SIW U
embrionskk P PDWL p QLP uVRLE QdgiFiRM® Flp rekombinaza pripada obitelji

tirozinskih rekombinaza i prepoznaje ciljna mjesiRT NRMD VX VOLpi@g® OR[3 P
Katalizira rekacijuintegracije kao i Creekombinaza (Sorrel i Kolb 20p5Nakon integracije

S R P R U Xili &lp Hekombinazesekvenca ciljnog mjesta se ne mijenfbog togaista
rekombinazaPR4H SURFHVRP UHYHUJHEDWH XDWIORQIH WUDQVJ}
(Coates i sur. 2005

1.3.13 6XVWDY LOQWHJUDFLMH SRRIRGUX WUDQVSR]RQD I

-Ra M m&oQdintegracije je S R P RtiaXspozona klase Slika 1. E), koji se
S UH P MptécesonmMiOE X SDVWH3 X NRY AR RE@lyéhgdBQDizrezuje s
MHGQRJ L]YRUD 'uSirugu)XDNA O @kaMdtstav integracije sastoji se adje
NRPSRQHQWH WUDQVSR]JRQVNRJ YHNWRUD NRML VDGUAL W
ponavljanjima(ITR) i izvora enzima transpozaze. Klasa |l transpozona klonirana u plazmid
koristi se jer integrirssamo transgen s njegovim regulatorima, oD@ M XL QHXJUDVYHQ F
plazmida sa selekcijskim markerima3 UYL WUDQVSR]JRQVNL VXVWDY NRL
stanicama bio je reaktiviran, sintetski promijenjen transpdieeping BeautyKasnije su
razvijeni brojni transpozonski sustavi za upotrebu usttbPD NUDOMHAQMDND L JH
kojD QH XN Oridepwéhibke (Yan i sur. 20129 HULQD WUDQVSR]JRQD SRND]
insercije koji nije sasm QDVXPLYB® SRVWRMH P MH YgaNdnaXendglboc Q MH X C
spoty koja se preferirajyred drugima Na primjer, transpozon PiggBac cilja sekvencu
AATT, dok svi Tctmariner transpozonski elemei8leeping Beauty, Frog, Prince, Minos i
Hsmarl) ciljaju TA dhukleotide

6SRVREQRVW RGUHYHQLK WUDQVSR]J]RQVNLK HOHPHQDW
NHNRGLUDMXUH '1$ VH P HlgkxsiRsEQ FO0Y).DieQrhdiskiV frekvencija
WUDQVSR]RQD 60OHHSLQJ % HdtBodny traNstbHnir&hiieta RaviBate
17,86 transfeciranih primarnih humanih keratinocita eksprimrd HSRUWHU - JHQ |]D

galaktozidazw prisutnosti transpozaz€6ates sur. 2005).



1.32 6 XVWDY SUHSR]QDYDQMD VHNYHQFH '"1$ SRPRUX

DrugL DODW ]D VSHFLIL @R sékikH® Ri] 2iown@sd Mukleinske
kiseline. 3UHSR]QDY D Q Mptocesin p&ivddg Daza ciljnog mjesta &emijski

dobivenm analogomukleinskih kiselina.

1321 Homologna rekombinacija

Prve metode razvijene zaljanu modifikaciju genoma sisavatamelje se na procesu
homologne rekombinaciji (HR) (Slika 2 C). U tom procesu uneseni fragmieDNA
prepoznajerotein RAD5, formira seukleofilament kojisudjeluje u potrazi i prepoznavanju
homologne sekvence naomosomu Djelovanjem protd QD XNOMXPpHQLK X SRSUI
(poglavlje 1.6.)X J U D §eXd\WM R [RQJRI D Q L p H Q sk Is&kvént&(RIvelt i Wang 2012).
2YR MH pHVWD PHWRGD |]D PRGLILNDgéns d PrtdiiedddHd JHQR
embrionalinim PDWLpPpQLP VWDQLFDPD W HaniX sthbica QMdRBtocth. O HN F L
I1DMpH&UH VH NRULVWH GYD WépgabemehteddiR bidercijldRiR&ktarQ VNL H
(engl. insertion vector 2ED WLSD YHNWRUD VDGU&H SR]JLWLYDQ V
homolognim sekvencama. Razlikuju se siagdm na princip linearizacije prije elektroporacije
u stanice. Zamjenski vektor se linearizira na restrikcijskim mjestima izvan sekvence
homologije, dok se insercijski lingaira unutar homologne sekvencPBrocesugradnje
homolognom rekombinacijone vrlo UL M H G D Nossltdubspbdtiskim stanicama i
LQWHJUDFLMH GROD]JL X YUOR PDORP SRVWRWNX VWDQLFD
VHOHNFLMH VWD®e FBWRIGH @ XpPHID HILNDVQRVWL LQWHJU
stanicama u kW X UL JERJ SRWUHEQH V H @RMNF INNRH MVIH YYHHNO\LR U QPCR Al
u stanicu(Sorrell i Kolb2005).



146 XVWDY XYRYHQMD JHQRPVN LkiknePihGLILNDFLMI
nukleazaZFN i TALEN i sustava CRISPR/Cas

=DMHGQLPNR VYRMWWK P NWRGDMDKXL RFRHYQAMH JHQRPVN
dva tipa prepoznavanja DNAOYLVQR R LQWHUDNFLMDPD NRMH VH RV\
nukleaza ZFN, TALEN, CRISPR/CasR G U Hgekv@rtdeDNA. Kod endonukleazZFN i
TALEN prisutan je sustav prepoznavamjgnog mjestainterakcijom proteinskihmodula i
DNA, dok kod CRISPR sustava imartip prepoznavanja ciln®NA SRPRuUX J51% HQJO
guide RNA. Na proteinskidio ZF i TALE proteina fuzionirana je nukleazna domefak|
koja na ciljnom mjestu stvara urez u dvoB QRM '1$ GRN MREz &85
2YX FLMHOX VNXSLQX NLPHUQLK QXNOHDdis®RoYHEXMX GY
interakcija kojese ostvaruju u prepoznavanju DNA, a to:sSX YRYHQMH GWREODDQpPDQF
DNA na W R p&iftranom mjestu i mehanzP SRSUDYND GYRODOQ (®mIpgRJ ORPD
i Yamamoto2015).

Kimerneendonukleaz& FN i TALEN VDVWRMH VH RG YH|XFdodigpeQ H "1 $
QD NRMX MH [|X]LR Qrukiéaghd d@rénadplFRokLu@daze (poglavije 1.5.2)
Fuzijom takvih dom&@ D RPRJXUHQR MH XivpRegiehi berormskinNrddifiRaciia
(Slika 3.A).

A) B) ZF ili TALE protein
DNA vezna domena =
+ +* + +
AV v Veseses
L — +~ -—— seeeee— L — {: - seee0e—
B e 8 S0 L — - : ;
Insercijska Ciljana promjena Efekt pozicije m Ciljana promjena he
mutagzeneza Zena agefl g

Slika 3. Mehanizmi ciljane integracije na temelju proteinskog prepoznavanja
DNA na primjeru ZFN i TALEN. A) Endonukleaze, integraze, rekombinaze,
transpozaze (crveni trckut) mogu ugraditi transgen (plavi pravokutnik) QDV XPIip QR
FLOMDQR QD YLA4H PMHVWD X JHQRPX &dWR PR&H GRYHVW
PXWDJHQH]H LOL HIHNWD SR]JLFLMVNRJ XWLAa@EwBiRID % )X
V RGIRYDUDMXRUNNHPHNGRPHQDPD FUYHQL WURNXW RPF
HQGRQXNOHD]H QD W R§@QURyeRAEU (glbliGUR. R0
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Mnogi proteini koji djeluju samostalno poput endonukleaza, integraza, rekomiinaza
WUDQVSR]D]D QHPDMX W D &fiXa¥ndsh ke ehzWnb®i [\ KLFDKHRNBY X M X
insert LOL XJiddegyMXYL&H PMHVWDaEXVRXERYRGIQERDLQVHUFLMV|
ili XW L a[xlvdg @f&kia pozicije gen@ngl. position efec) (Slika 3.B) (Gaj i sur. 2013;

Kolb i sur. 2005)

. RQVWUXNFLMD WSHXIMXpiRIHQ'H $P RzBoginiddidrhe strukture
ZF i TALE proteina ZF protein ima konzervirani E rukturu G XJD p N X DPL®ORNLVHC
SRPRDRLQRNLVHOLQD @RavdjRicei@hdriajdvBHe @Quelikom utdilA.
Kombiniranjem niza moduldN RML VDGUAaH YLA4H RG SULURGQR SULVXWC
je sintetski ZFSURWHLQ NRML FRAH BQHS RREQEIMAN Xur. 2013; Liu i
sur. 1997).

Rekombinantni sustav ZFN konstruirartg&oda je nizu ZFproteina (ZFPpridodana
QHVSHFLILPQD HPR\RORK NVIHH /D ND W D @&thiKdijgks Enderlkkde D W LS|
Fokl. Dvije Fok domene moraju dimerizirati kako bi efikasno stieurez u DNA. Stoga se
ZF-Fokl za neko ciljno mjesto uvijek konsira u paru (Kolb i sur. 2005Kod TALEN-a je
W D N Ry H dim@ri¢acaBokl NDW D O L W L pfiioKira®HnB HjeiD desni TALE
protein, kao i kod ZFN (Slika 4.)

Upotrebom ovihsustavaHQGRQXNOHD]D RPRJXUHQD MH YHOLND
mjestu X JHQRPX &LOMQR PMHVWR YL&H QLMH RJUDQLpPHQR
sekvence, DPKYDOMXMX UL PRJIXUQRVWIH [XUWRGHELUEXFZEPUIDIQIED '1$
proteina za vezanje na bilo kogekvencu u genom@dabran&ombinacijaDNA vezX M X U L K
PRGXOD e Raérhbinixati s velikim brojem efektorskin domenapr. nukleaze,
transkripcijski aktivatori i represori, rekombinaze, transpozaze, DNA i Hkéon
metiltransferazdii historskeacetilaze NRMH XYRGH aHO NEdjQstr.RPRIGLILNDFLMH
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Desni ZFP

A)
Kataliticka
domena
crr taaacc C
GlA atttgg[G[T
C
katalmcka
domena
Lijevi ZFP
B) Kataliticka
sz domena
Lijevi TALE

N- O T @ ©

CTCCAACCAGGTGCTAActgtaaaccatggaaaaggaTTAGCACCTGGTTGGA
GAGGTTGGTCCACGATTgacatttggtaccttttcctAATCGTGGACCAACCT

c-@—C-JIIE-]E-N
B NG

Kataliticka Desni TALE
Q . NI domena
z []HD
[ ] NN or NK

Slika 4. ZFN i TALEN vezani na ciljno mjesto u DNA. A) ZFN ciljno mjesto koje
V D Gdva ezna mjesta za lijevi i desni ZFP, razmaknuta sekvencom od5bp koju
SUHSR]QDMH )RN, NDWDOLWLpPND GRPHQde WDOGUAL1GYB]Q
jedinstvena vezna mjesta za ALE protein r azmaknuta sekvencom od 120 bp (Gaj i
sur. 2013.

'UXJL SRWSXQR UBDRDYNWRY X\RAERS RRSUSMMWVROD nekih
DUKHD L EDNWHULMD SURQDYHQ MH &5,635 ORNXV NRML
DGDSWLYQL LiXdiRetREeNDNANKRWM u ptgkHAriotskoj stanici. Nakon ulaska
u prokariotsku stanicatranaDNA se uklopi u CRISPR lokus, transkribira5 U H U D ¢tk H
crRNA. Kod tipa Il CRISPR/Cas sustayae-crRNA se kratkim dijelomAVSDFHU3 UHJLNM
komplementeno sparisa transcrRNA (tracrRNA). . R Q D orRNA-tracrRNA heterodupleks
FLOMD HJJRJHQX '1$ V LGHQWLpQ taedvdsNCaHp@BdRZ2ziD R FU 51
lom DNA molekulena WRpQR R Gwddtintd Metdda CRISPR/Cas primijenjena u
JHQRPV NR Erstuu BoHsh) Mamo gRNAumjesto crRNA-tracrRNA i Cas protein s
QXNOHD]QRP (Baxa&vigoy QVRr@afiind 2014; Westra i su2014;0Ochiaii Yamamoto
2015).

12



1.5Struktura TALEN -a (transcription activator -like effector

nucleases)

Znanstvenici su pokd2 OL GD VH VS DM bahdhidimihRaavianidaQduK
XV S MdizajQifati TALE proteinikoji ciljaju samo odabransekvenceDNA (Boch i sur.
2009 ,VNRULAWHQD MH PRGXODUQRVW SURWHLQD 7$/( L \
postizanje kontrole nad getskim materijalonn vitro i in vivo (Bogdanove i Voytas 20)1
ORJXUH MH NUHLUDWL EURMQHHKEGIRWH QH$/C 'UP]OHPLWLK
GRPHQD =D SRWUHEX XYRYHQMDQDL$WRNBR DRGDUDBRIQRRP
fuzioniran je TALE protein Fokl nukleaza(Li i sur. 2011 Miller i sur 2011; Mahfouz i sur.
20117).

1.5.1 Proteini TALE kao DNA Y H ] X MighieDaTALEN -a

ProteiniTALE otkriveni su ufitopatogenim bakterijama rodéanhomonas Pojedini
sojbakterjaPRaH VDGUADYDWL M Hé&k®potaralr AQH kdre@haNiR bt V H W
stanicusekrecijskimmehanizmontipa Ill. Nakoninterakcije s importinomDprotein TALE
VH WUDQVORFLUD X MUHATD (&Xgl.d@ddutatad by WALEHURTDmotiv u
promotorskojregiji V S H F L ldfdkt@RRkbggena. Djeluje ka transkripcijski aktivator gena
XNOMXpHQLK Xbiljke hrRybhaBRAQMH U38N3, OsTFIIAL, orOsTFX1i drugih,
tegenaX N O M X p H Q L KbileRtahBdRad. @SB3 NXAR27, Xa7, Xal0 i drug(Romer i sur.

2007 Bogdanove i sur2010).

BURWHLQL 7$/( VDVWRMH VH RG 1 WHUPLQDOQH GRPHQ
C terminalne domene s jezgrinim lokalizacijskim signalom i aktivacijske domene
NDUDNWHULVWLpPpQH ]D (Btddanh@evi Nud. 2S10;L\NaK iNstit. POIRBW RGHE QM L
dio proteina sastoji se od nimmonomernihponavljanja tzv. modula(Slika 5). Broj modula
NRG SURWHLQD 7$/( MH L]PHKyako ponavijanjePR®&)pE®BIGH a L
aminokiselingBochi Bonas201Q Wei i sur.2013; Bogdanove i Voytas 20111

Svaki modulprepoznaje jedan nukleotisekvenceDNA, a niz modula prepoznaje
V SHFL$ékpepeUDNA 9H]QX VSHFLILPQRVW VYDNRJ PRGXOD RGH
poziciji 12i13NRMH MR& QD]LY Bepdat adiable-d@edidues (Slika 5 A i C).

13



a)
Regija ponavljanja
Signal
T3SS 35T GCATECTCCCCETACTGTAEACCAC NLS  AD

NI[HGHD]NG]NZ] HOHDJN TINGINGI N ] HOJ NGINNINGINTINT] ux[nr] “Ins[n* l]:l]

L) 4012345678 9101121314151617181920212223235 1 1373
127 1149

LTPAQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

% 0/ \1®5 2 % k) »
RVD

b)

)

Slika 5. Model i kristalna struktura TALE proteina.
A) Organizacija domena TALE proteina PthXol, B) Kristalna struktura

PthoXol DNA Y H] X MegijeHu kompleksu sa ciljnim mjestom C) Struktura TALE

PRGXOD

monomernog ponavljanja, t. modula GRELYHQDPVWWHHINPRISDQMHP YLAaH
8 SRGUXpMX L DPLQRN LM KeOgL @peiitRariakly W D W N D
d-UHVLGXHY YLE®OMLYR MH NDUDNWHULVWLPpQRmMYMMAHULpPpNR

(Mak i sur. 2012).
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Nukleotide C, T, A, G prepojevLaH RGD]OLpLM aseda®QDMpsuta LK
HD (His Asp), NG (Asn Gly), NI (As lle) i NN (Asn Asn), NS i N* (Slika 6.)Kod N*
modulanedostajeaminokiselina na poziciji 1ZAWR UH]XOWLUD VD XN QR D
modula(Boch i sur. 2009; Moscou i Bogdave 2009Bogdanove i Voytas 201 Mak i sur.

L LAsdy &(GT00]

HD NG NI NN NS N* HG HA ND NK H* HI HN IG NA
N 10770 64 57 30 20 18 6 4 2 1 1 1 1 1

C

~-
S~

Slika 6. Slikovni prikaz udjela R G U H yRMDtoKa u prepoznavanju pojedine
baze DNA kod U D] O TAlLBNptokeina prisutnih u prirodi 1 D MMulzastupljena
modul ponavljanja s RVD-ovima: HD, NG, NI, NN u prepoznavanju baza: C, T Ai G
(Moscou i Bogdanove 2009).

,VNOMXpPpLYR GUXJL DPLORMUVROWIDNXVRVWBWBINLPpQH
Waalsove interakcje i vodikove veze sa bazom DNAtoga WD LQWHUDNFLMD RP
VSHFLILpQR S ud 9R p@URHOEIR.Madimljiv primjer vezanjana nukleotide je
RVD (HD) kod kojeg aspartat ostvaruje hidrofobne interakcije sa amidnim prstenom i
YRGLNRYH YH]H V GXaLNRP 1 X ogidtlfV R lr@thacijigitdzinhH Y M H U
(5mC) (Deng i sur.2012; Mak i sur. 2012 Valton i sur. (2012) utvrdili sda jeRVD (N*)
neosjetljiv nametiliran citozin i u jednakoj mjeri prepoznaje baze C, $togaRPRJXUXMH
efikasno vezanje metilirad VHNYHQFH 8YRYHQMdinPP(NPRAXLE®D NN, 59°
SURQDHHSUIKYDWOMLYLML QDpPLQ SUHS R}éeHodN® Qogtiebe® HW L O |
NHPLMVNH GHPHWLODFLMH FLOMQI®AIiBu BOIIMDre2ultati @ RP X GR
grupe Reyon i sur.(2012) SUL P L M Hégdtan efekt metilacije citozinaa vezarg i
aktivnost TALENa. Postoje indiacije da na vezanje TAEN-a osim metilacijskog statusa
mogu utjecatikompakcija kromatina, gila sekvenca samaekspresija TALENa (Reyoni
sur. 2012; Valton i sur. 20023 UREOHP QHGRYROMQR V SHdedinihhbQRJ SU
QXNOHRWLGD SRPRUOX SUL WRM™G@R HQ IMWHX Wig\LHKKkdbiihBecij@ Y D GH V |
nekanonskilRVD-a (Miller i sur. 2015).

=DGQML PRGXO X VUHGLAQMIEMaSROUVIYGCGMDIMXDRR SRPHI
aminokiselina, unutar kojeg i RVDe se zbog toga nazivapolu-ponavljanje.Na 5' kraju

sekvence koju prepoznaju prirodni TALE proteini poeti konzervirana baza timirlJ
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VOXpDMX 3WK;R 7odz(Tpeporhbjud@alDdegenerirana ponavljanja kojae
nalaze na poziciji 041, tezajedno formiraju Dheliks i petlju koji V O hgphdiks i RVD kod
karonskih modula (Boch i sur. 200®ak i su. 2012).

1.5.2 Fok | nukleaza kaoefektorska domenaTALEN -a

Fokl je tip Il endoukleaze izoliran iz bakterijElavobacterium okeanokoiteSastoji
seod N terminalne DNAY H] X Motnere i& WHUPLQDOQH '1$ NDWDOLWLPN
vezX M XdoBena prepoznajene-palindromsku sekvencu 5GGATG-3'A-CATCC-3' u
GYRODQpDQBKD-13L 6t QL] YRGQR RG PMHVWD SUHSR]QDYDQM
QHVSHPRtvahu@eRU DNA."YLMH PROHNXOH )RN, QXNOHD]H YHaXx V
gdje dimeriziraju njihoveN D W D @Qdnwre WANYHRUH UL IXQNFLRQDODQ NRPSOH
Taj kompleks stvara urez na oba lanca DNA, nizvodno od mpestaoznavanjdLi i sur.
1992; Perntgch i sur. 2012

.DNR EL VH L]JEMHJOR XYRYHQMH G¥%§aOdeQpRipRI ORPD
konstruiranisu obligatni heterodimerni manti (ELD:KKR) Fokl nukleaze za fuzijea<F i
TALE proteinima.. RG RYLK PXWDQDWD LQKLELUDMDXMN KRPRGDBHI
smanjenjem FLWRWRNVLPpQRVIW IQ HEBH PLY Ry®IIQOMM G YIR GeBoinp DQLK C
(Slika 7.). Osim primjene heterodimerauvedene su mutacijN496D i H537R pLPH MH
dobivenahiperaktivna varijanta Fokl nukleaze nazvana Sharkekl nukeaza kod koje su
ove dviju mutacija Sharkey i ELD:KR XYHGHQH ]DMHGQR SRN@ijXMH ]1QD
aktivnosti i selektivnosti ZFNs obzirom na Fokl nukleazea samo jednom mutacijom
(Doyon i sur. 2010; Guo i su2010.
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WT Fok I nukleazne domene Obligatni heterodimer Fok I
nukleazne domene

Ciljno {};‘ij @Em Q

mjesto [ ] N . ] .

I @1

b . !_. Il | 7
- 5 e
miesta ODQ&")

u genom

D010 101010
. >;ﬁl [ | I : || |
D D

Slika 7. Mehanizam djelovanja ZFN-a i TALEN -a s divljim tipom ( WT) Fokl
nukleazeili s mutiranim tipom (ELD:KKR) Fokl nukleaze .
Kod ZFN-aili TALEN -a s fuzioniranom WT Fokl nukleaz R P Y H adxa \ijeva
konstrukta (sive elipsena sivim pravokutnicima) ili dva desna konstrukta (ijele elipse
na bijelim pravokutnicima) na sekvence u genomu koja nisu ciljnanjesta, dolazi do
homodimerizadje WT Fokl nukleaze NRMD XYRGL GYRODQpPDQH ORPRYH
Kod ZFN-a ili TALEN-a s fuzioniranom mutiranom (ELD:KKR) Fokl
nukleazom v H & X dvaHijeva kondrukta (sive elipsena siim pravokutnicima) ili dva
desna konstrukta (bijele elipsena bijelim pravokutnicima) na sekvence u genomu koja
nisu cilina mjesta KRPRGLPHUL]D Fiutamatal(FRBt £D0) ili (KKR:KKR)
Fokl nuklekaza MH RQHPRJXUHQD NDR DQ®DQWKH MBERBRNOG Y RO
GYRODQPDQRJ ORPD PRJX{(H.DMKR)MFdK huXlBazh Jlieibg Xbijele
elipse i desnog konstrukta(sive elipsé (Ochiai i Yamamoto 2015).

153 $SNWLYQRVW LTMENRLILPQRVW

5D]YLMHQR MH QHNR O-als Bzitdid @ prionjeneltkN 7@ trininalnoj
GRPHQL MHU MHX®RM/ QDVHQRE&WHPLQDOQH UHJLMWMH XWMH
Miller i sur. (2011) GRELOL VX D N W L iVaDjem R imviDaiVdd mergd 2B8in$3

aminokiselinskaostatakaUz C termiralnu deleciju VDGUAUDIHQMH 1 WHUPLC
domene sa 288 n&36 aminokiselinska ostatkdaW M~ O L. CpiW; Achidf i
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Yamamoto2015. Za +163/+637$/(1 PXWDQWH XMinvdlhg i CALRE VHNYHQF
LIPHYyX GYDD#/(RQD V H3NJIBB htKICHRiSGian i sur. 2012

BRYHUDQMX DNWLYQRVWL JH QRddpNGRE i ArbitdkiteiB@MD 7 $/
varijacije prisutne uS R G U X\aMRVD. U prirodi postoje TALE proteini koji VDG U aH
varijacije i X SRGUXpMX L D P L Q RR¥c¢hViHBONa® XONR Dckay W D W N D
Yamamoto 2015). Frekvencija &ainokiselina NRMH VH QDMpHauUHzIcHRIMDY OM X
aminokiselinge D (Asp): E (Gl): A (Ala) = 2:1:1 tj. na poziciji 32. aminokiseline D (Asp):
A (Ala) = 1:1. Ipak, komercijalno ™ M a L Uéblj2X&Rs& TALE moduldéGolden Gate
TALEN i TAL effector + $GGJHQH ]D NRQVWB2uUdenib DMXDVPYDRGRAMHVHOL
YDULMDFLMX X 129'15dnhokisddivskogstatka.Sakuma i sur. (2013 uspjeli
su konstruirati TALENe s neRVD varijabinim aminokiselinamazv. PlatinumTALEN-i
(Slika 8.). Pokusi in vivo potvrdili su znatno Y H taKtivhost Platinum TALENa od
konvencionalnih TALENa (Ochiai i Yamamot@®015.

4 RVD 32
Tipl LTPDVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCODHG
Tip2 [ TPEQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQRAHG
Tip3 1 TPDQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
Tipd 1, TPAJOVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQDHG

Konvencionalni
TALEN-i N 11 apaaaff1)11141|| C Fokl

TALEN-is

ne-RVD varijacijama

N 1|2|3|4|1|2|3|4[1]|2(3]4|1(2|3|4|| C Fokl

Slika 8. Konvencionalni TALEN-i s varijabilnim amin RNLVHOLQDPD X SRGL
RVD-a i Platinum TALEN-i s varijacijama u nee59"' SR G U KamMokiseline 4 i 32)
(Ochiai i Yamamoto 2015).

TALEN-i su SRND]DOL YHUX DNWLYQRVW RBQRRVWNRDBI VAR
ZFN (Chen i sur. 2013). Tre posljedicavisoke V S H RdstiLtp niskogpostotkadjelovanja
na nedjnim mjestimau genomu 8 UD]XPLMHYDQMX V S-H Hoprinje@RBYWL 7%/
brojne UDpXQIDUUHELNFLMH L DQDOL]H 8 UDGX ,REiMevr OMHQRP
suradnici (2014) su analizirali sposobnost TALEND UD]ODIIMDHH & VHNYHQ!
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prepoznavanjigD VWYDUDQMH X]U Hriesti(pria u@ehuruRiezlthli puokdzali

da su TALE proteniQHRYLVQL X YH]DQMX QD sultderatiijigna male(1
promjene u ciljnoj sekvenci (engmismach L V S HjiFzal &dk¥@hcu unutar genoma.

8 WY UVyHQ RrelikeHveth® energija DNA i TALEND PRaH UHGXFLUDWL VS|
TALENA-a(Gulinger i sur. 2014).

1.6 Mehanizam djelovanjaTALEN-D L SRSUDYDN GYRODQpPDQ

Mehanizam djelovanja kimernih nukleaza temelji se nRgMH QM X GYRODQpPDQR.
DNA koji VWLPXOLUD VWDQLBRAWRMHDSRSIURYDN GYRODQpPDQF
konzerviran proces od kvasaca do sisavaca primjena TALENQLMH RJUDQLpPpHQD Wt
NRULVWLWL ]D FLOMDQX SURPMHAhI¢kal BB WR MR GGBDY B WL
rekombinacijska popravka GYR O D Q p D QR stan@iRa&? ©© su nehomologni (engl.
northomologousend joining NHEJ) i homologni (englhomology directed repaittHDR)
mehanizam popravka (WymaKanaar 2006Miller i sur. 2011 Yamamoto i Ochiai 2015

*ODYQL SXW SRSUDYN D d&hi&Rj© m2bmblIyR po@dakkoji se
GRJDYD WLMHNRP FLMHORX FMIIDXMHXpUERA (LA @ENARDzaQ D M
popravka u vremenu izvan S/G2 faze.Y DM P HKD QL] D ldjeue Mipgo@ravkdu V
HJ]JRJHQR L]D]YDQLK GYRO NOKRPRORRPRBBRSUPYDN GYROI
DNA temelji se nazravnojligaciji dva kraja DNA koji ne moraju biti homolognali mogu
imati homologne privjeske nastale djelovanjem NHEJ enZirakeda Yamazoe2003; Reed
i Watters 2003. ProcesNHEJ popravkaprovodeprotein helikazaKu, nukleazni kompleks
nukleazaArtemisi DNA ovisna protein kinazgArtemisDNA-PK), DNA polimeraze Pi O
(Pol Pi Qi ligazni kompleks: DNA ligaza IVXRCC4 i CerXLF. Na krajeve DNA s
visokim afinitetomse Y H &&70/Ku80 heterodiner koji postaje vezno mjesto zaikleami
kompleks, kompleks DNA polimeraze li ligazni kompleks.Vezanjem ArtemisDNA-PK
kompleksa na Kihelikazufosforilira se Atemis i djelujenukleanom aN W LY QaRB&iibX
krajevima DNA. VezanjemPol P P R &dddavati QDVXPLPpQH QedWs@oHRINAG H
kalupu Kad nastane nekoliko homolognih nukleotida DNA ovisna PP RAH SRSXQLWL
QDVWDOX SXNRW L Qi Xzaflogh&dhavljaRaMpd Lleksidian ligazni kompleks
DNA ligaze IV, XRCC4i CreXLF NDWDOL]JLUD UHDNFLMX OLJDFLMH GYR
malim homolognim priviesc PD W D Ngit& H LDNA s tupim krajevima Postoje
mnogobrojne kombinacije ovih enzimaM W R JD M ¥kklilP BRq) Xntermealijernih oblika
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DNA (Lieber 2008; Wu i sur. 2009;Lieber 2010). 3BRSUDYDN GYRODQpPDQRJ ORF
NHEJ,nastalog djelovanjem TALEM i drugih kimernih nukleazalovodi dopojave delecija

ili insercip nt namjesto popravka. Posljedicaih modifikacijaje SRPDN RNYLUD pLW
NRGLUDMXuH VHNYHQFH LOL SURPMHQD YH]QLK PMHVWD ]O
SRMDpLYDpNRBMMRH BQRMUIHXEH @oglgei@ N Gd pdikduno inaktivirat{Slika

9.). Stoga su TALEN jedna od preferiranihiiWR GD |D GRELYDQMH PXWDQDWI
L X LV WU D & Lcijelyénkl (J6ubg | SaRder 2014 Hotta 2015).

Slka9 3RSUDYDN GYRODQpPpDQRJ ORPD '1%

'YRODQpPDQL ORP XYHGHQ ®MPRORY VAMIRSUSNLWL QHKR
(NHEJ) ili homolognim (HDR) rekombinacijskim popravkom. Rezultat NHEJ popravka
VX UD]J]OLpLWR GXJDpNH LQVHUFLMH L GHOHFLMH QD PMH
LPDPR PRIJXUQRVW XJUDGQMH HJJRJHQH '"1$ NRMpBnRRAH SR\
WDM QDpPpLQ PRIXUH >XNHVWIFIL MBDUHPBDIQEIX QXNOHRWLGQH PR
transgene sekvenc®NA (Joung i Sander 2014).

ZapRSUDYDN GYRODQPDQRJ ORPD K RBfRaG&Itrdbat) HNRP E
je lanac kalup sa sestrinske kromatide, homadggkromosoma ili egzogeno uvedene AN
2YDM WLS SRSUDodWNDXQD MpHULHVWHD QLPQRJI FLNOXVD NDR P
HQGRJHQR X]JURNRY D Q teklika@j&\CHA KDGhAIDY &khaivbtbRORTF? Proces
KRPRORJQRJ SRSUDYND XNOM X)X NbbdaM Hy@hi NADB2) RMu SURWH |
XNOM X farh@ranjeXL UDJUMHAHQMH +RO®SRBHWOOMLH N\RWD XN RYBIH
kompleksom RAD50/NBS1/MRE1. Egznukleaznom 34 DNWLYQRAURRGH(
SURFHVLUDWL RAWHUHQH NUDMHYH 'D$ MHG QR &ID/WLA BNDG QLR C
se najprije replikacijski protein A (RPA) kojegamjenjuje RABL X] SRPRUO 5%

Nukleoproteinski filament s RABL sudjelujeu potrazi i prepoznavanju homologne sekvence
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na lancu kalupuDolazi do fRUPLUDQMH VWUXNWXUH L]PHyYyXoRaWHUHQ
dodatno stimulirajuproteini RAD52 i RAD54. BRCA1 i BRCA2 su multifunkciomlni

protcLQL XNOMXpHQL X +1Hmhivila NURle@zbBu &kiiv&dht MRE11, dok BREA

regulira dostupnost i aktivnost RA&L. Nakon formiranja Hollidayeve strukture
polimeraznom DNWLYQRA&A&UX SRSXQMDYDMX VH SUD]JQLQH OLJL
Hollidayeva $ruktura (Takeda i Yamazoe 2003
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1.7 Metode konstrukcije TALEN-a

Zbog mnogih prednostinaspram prethodnih metodgdnostavnostiprepoznavanja
ciline sekvencui dizajna cilnog PMHVWD 7%$/(1 MH SRVWDR SRAaHOMD
SUHXUHYLY BKhMdekvddiQRPGDQDV VX UD]Y indéiddekbeko bD$©O LpLWH
pojednostavio i utmao proces konstrukcije TALEB (Ochiai iYamamoto 2015).

1.7.1 Konstrukcija Golden Gate kloniranjem

Za konstrukcijuTALEN-a Golden Gate kloniranjepotrebanje setplazmida s TALE
modulima destinacijski plazmidDNA ligazai VSHFLILpQH UHVWULNgUMVNH HC
(Cermak i sur. 201). Takve endonukleazepoput Bsal i Ep3l, UH daz2¥an mjesta
prepoznavanja i formirajjedinstveneljepljive krajeveduljine 4 bp Smjesa ovih enzima s
RGJRY DU D M Xitna B nd@uinja® tifhim vektoom RPRJIJXUDYD SRYH]JLYDQMH
desefTALE modulD WRPpQR RGUHVHQLP UH\E R $dnb kdhGeakeijskap L N D
smjesiodvija sedigestija i ligacija Kroz dvije Golden Gateaeakcie PRJXUH MH NRQVWU.;
TALEN od 12-31 RVD modub unutar pet danaPlazmidni vektor s TALEN konstruktom
XPQDabD VH X EDWMRVIRPREeERIMY PQDADQMH L LIRODFLMX WRp
plazmida s TALEN konstruktom2YD PHWRGD MH AaLURNR SULKYDUHQD 1
jednostavnosti i brzineDo danas je objavljenaekoliko verzija originalne metode Golden
Gate kloniranjaza konstrukciju konvenciomaih TALEN-a (Ding i sur. 2013;Kim i sur.
2013; Sakuma i sur2013). Za konstrukciju TALENa s neRVD varijacijama razvijena je

metoda Platinum Gateddiranja (Sakuma i su013; Ochiai i Yamamoto 20105

1.7.2 Konstrukcija Golden Gate PCRom

U prvom kor&u ove metode PCR reakcijom su @MRaAHQL PRGXH IUDJPH
SRpHMWHQMLUL SOD]PLGDL]B'"IARGXOH L S\RHHHPAAQHEEPin&Koji
noseligacijsko i restrikcijsko mjestaakasnijuGolden Gate reakcij(Sanjana i sur. 20}2S
XPQRAHQLP L SURpPLAUHQLRWRIGXOH XDSBMRIWRPGH|Q *DWH
nastaju heksameri TALE modula (Slika ). 1DNRQ XPQDARPMDS¥URPHLAUDYDC
OLJLUDQLK KHNVDPHUD NUHUH VH X GUXJXjevR @aajHo@pj *DWH U
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SOD]PLGD L NUDUH YU PMMHRG IS UIRUIHMH *DWH NORQLUDQMD
VOLpQLK PRGXO SRQDYOMDQMD PRaH GRYHVWL GR SRMDY
2012;Ochiai i Yamamot®015.

1.7.3 Konstrukcij a restrikcijskim endonukleazama i ligacijom (REAL)

Metoda konstrukcije rstrikcijskim endonukleazama i ligacijom (englestriction
endonuclease and ligatioe REAL temelji senacijepanju SR P RU R ] O lrgstrikeijskih
endonukleaza tipa lINakon prve reakcig ligirana su dva TALE modulaNakon druge
reakcije set odlva TALE modula sdigira u set od p H Vihbduila i ako dalje (Slika 10. C).

Metoda REAL je najjednostavnija metoda za konstrukciju TALEN DOL JERJ YL&HVW
koraka kloniranja zahMHYD PQRJR YL&H YhuheR#bQBantke6Gi $bit) XQL1
Objavlijenaje REROMAEDQD YHU]LMD RY H-aRtHmMaeUe R QY B/ ONML BICH /N L
RG SOD]PLGD V GYD LOL pHWLUL PRGXOD JERJ pHJ® MH YUL
zato SRYHBr BRpHWQLK BODQPQIGHIWLP NRPELGDFISRPRD RRG
kreiranju TALEN konstruktaREAL i REAL-Fast metodom dostupan je besplatarlios
programA=L)L 7 7 D YQdHisVitYarmamot®015.

1.7.4 Konstrukcija automatiziranim sustawom EU]J]H OLJDFLMH QD pYU
visoke propusnosti(FLASH)

Kod metode konstrukcije autom&VL]LUDQLP VXVWDYRP EU]JH OLJDFI
visoke propusnosti (engkast Ligation-Based Automated Sollhase HighTroughput +
FLASH NRULVWH VH LVWL SRpHWQL 7%$/¢)PBRQYRPHWIRGHHR.QMN
razlika je dase TALE modulikod FLASH sstavakonstrukcije povezujuna magnetnim
kuglicama (Slika 10. D)Na raspolaganju je U D ] ® kombwatija modul ponavljanja, od
MHGQRJ GR pHWLUL PRGXOD X QL]XigirassV@ RPpAHRILDO N X7 /(Y L
modula. Takav nizS R P R U Xnskd_dézidke na ferminalnom dijeluprvog TALE modula
YH&#na sr& WD Y LG L QR P n&ghethiyadglieu®X takav niz modula dodaju se
WHWUDPHUL 7$/( PRGXOD GR &aH O MtiQdiyestijxra loQvejajic oiD WL P L
NXJOLFD 2YLP SUR®é sintdizratP dJI96 UMALEMponavljanja u jednom danu
(Reyon i sur2012 Ochiaii Yamamoto2015.

23



Slika 10. Metode konstrukcije TALEN-a. SUDYRNXWQLFL &aXWH FUYHC
plave boje predstavljaju TALE module koji prepoznDMX pHWLUL UD]QBpLWD Q.
brojke unutar njih predstavljaju tipove TALE modula s ne -RVD ponavljanjima. Slova
na slici A i B predstavljaju jedinstvene ljepljive krajeve nastale djelovanjem

endonukleaza tipa Il (Ochiai i Yamamoto 2015).
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1.8GenHNF1A

GenHNF1 homeoboks A (et. hepatocytenuclear factor lalpha tHNFIA VPMHaAWHQ
je QD GXaHP Nmdédmaunutar lokusa24.31 On kodira zaranskripcijski faktor
HNF-1 Dkoji se sastoji od tri funkcionalne domereto su N terminalna dimerizacijska
domena, DA vezni motiv koji pL®BU VSHFLIPPQIXRPHRGRPHQD L WUH
terminalna transaktivacijska domenRrotein HNF1 Dje aktivan u obliku homodimera ili
heterodimeraastrukturno povezanim HNBEb 8 KRPRGLPHUQRP REOLNX YHAaH
sekvencu5-GTTAATNATTAAC -3' (Yamagata i sur. 1996Chi i sur. 2003. HNF-1 Dse
eksprimia V S HF LU jepi@ R X & W. RUUNIDIAMV ¢ jo HeQulaciju velikog broja gena u jetri,
XNOMXpXMXuL JHQH DPOQWOWXPEQRLQD D L E ILEULQRJIHQ
apolipoproteine druge (Pontoglio i surl997). 7D N R HNRIA MH XN Q kguRguQ
genaza fukozil transferaze & i 8 te Nacett JOXNR]DPLQ WUDQVIHUD]H D NRI
glikozilaciju proteina =ROGRa L).VXU

Monoalelnamutacija genaHNF1A rezultira autosomalno dominantnim efektom i
uzrok je MODY3(engl. maturity onset GLDEHWHYV RI WKH dijabxt€sa kpjigde ' <
jedan od podtipovalijabetesa tipa 2Fenotip MODY3 dijabetesa nastaje uslijptbmjene
ekspresije gena Estanicama Langg KDQVRYLK RWRpPpLUD X JXawWHUDpPL aw
sinteze i sekrecije inzulai uzrokuje abnormalni razvogstanica 3SaRVHEQR VX |DKYDUHQ
NRML NRGLUDMX ]D LQ]XOLQ *OXW WUDQVSRUWHU WUDQ
mitohondrijskih enzima poput piruvat dehidrogendaih i sur 2001; Chi i sur. 2002).
Bluteaui sur.(2002)detektirali su bialelninaktivacija genddNF1A u 50% uzoraka benignih
adenoma jetreWH MH ]D WX VNXSLQX DGiajRifzB zB DdligiuM H X W Y
transformaciju u HCCengl. hepatocellular carcinomai + & (Chen 200 8 WYUYHQR MH G
epLIHQHWKIONDDF UM LPD YDAQX XORJ¥eniHRFEA) EFMRYODERMXL | X ®NF
(2012) utvrdili su GD HSLJHQHW L [ON®R mitiadijégnDpfdnOttdyena HNF1A
uzrokuje promjene u grananjyIOLNDQD QD JOLNRSURWHLQLPM2IiNUYQH ¢
kod oboljelih od MODY3 dijabetesa =D SURXpDY D QM Hin Y@ idvgaedie) sé
stanice jetreu kulturi te je u ovom raduNRULAWHQD +HS* Kedd\ib@elzaQD OLQ
transfekciju TALENa HepG2 staniceu kulturi su adherenta epitelne stanie@

hepatocelularnog karcinoma jetre.
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2 Cilj rada

Inaktivacijagena u stanicPRaH VH SUROHPMWAELLP PHWRGDPD PXWDJ
rekombinaza, integraza i transpozazpak, takve PHWRGH QHGRYROMWQR VX V
preponavanju ciljnog mjesta u ged®X WH pHVWR X]JURNXMX QHJIJDWLYQ
inaktivacijom tumor supresor gena ili aktivacijom onkogemaD SRYHUDQMH HILNDV
selektivnosti mutagendd UD]YLMHQH VX | X]Lpvokkinal i$ra OH JPAUNNXLIKL KQ X N O H |
TALEN je fuzija TALE proteina L )RN, QXNOHD]H NRMD RRBRIXMBYD
GYRODQpPDQRJ ORPD SRSUDYDN WDNYRJ ORPD 1+(- PHK
inaktivacijom ciljanog gena.

Zasad rje provedena inaktiva@ gena HNF1A \Hep@R VWDQLPpQRM OLQLML
TALEN-a. Stoga je cilj oog radakonstrukcijaTALEN-D VSHFLILpQLjEst)DNiRAr O MQR P
humanog gena HNF1A i negov@ UDQVIHNFLMD X +HS* VWDQLFH &aWR
SRVWXSDN GRELYDQMD VWDQLpPpQH OLQRMD NERDEMNAN IYDLQM
njegoveVORA&HQjel IXQNFL

Za ostvarenje tog cilja u prvom korakonstruiran je TALEN par metodom Golden
Gate kloniranja.U drugom koraku provedene givije serije transfekcije HepG2 stanica
destinacijskim vektorima s TALEN konstruktima viektorom pcDNA-EGFP. Aktivhost
TALEN-a u transfeciranim HepGztanicama analizirana je T7E1 testoma izolatima
genomske DNA. Efikasnost transfekcije HepG2 stani®dGUHYyHQD MH GHWH

eksprimiranog fluorescentnog proteina EGFP
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3 Materijali i metode

3.1 Materijali

Komercijalni setovi:
Golden Gate TALEN und TAL effector kit 2.0C&t. No. 1000000024 Addgene
Cambridge, SAD QlAprep Mini Prep Kit Cat. No. Z106 Qiagen +LOGHQ XY MHPDpN
Lipofectamineé 3000 Reagent(Cat.No. L3000001; Thermo Fisher ScientificWaltham,
SAD); DNeasy Blood and Tise Kit (Cat. No. 69504Qiagen);High Pure PCR Cleanup
Micro kit (Cat. No. 04 983 955 00RocheAplied Science, M QQKHLP J1MHPDpPND

Plazmidi izvan setova:
pcDNA-EGFP(Addgene)

Enzimii SULG UpuéeH:Q L

Bsal (New England Biolahslpswich, SAD; T4 DNA ligaza i T4 DNA pufera(New
England Biolaby Plasmid Safeucleasdlllumina, EindhovenNizozemsk® Esp3I(Thermo
Fisher Scientific) JumpSta®®! 5('7DTS 5H DB\ ®edction Mix (SigmaAldrich
Chemie GmbH 7DXINLUFKHQ; HérdbuldseDip Rusion DNA Polymerase i 5x
Herculase 1l Reaction Buffer (AgilefitechnologiesSanta Clara, SAD T7E1 (New England
Biolabg, NEBuffer 2(New EnglandBiolabg.

Boje i DNA standardi:
6x Loading Dye(Thermo Fisher Scientifijc EtBr; MassRuler DNA Ladder Mix

(Thermo Fisher Scientif)c

Ostale kemikalije, mediji i puferi:

LB medij (10 g/L ekstrakt kvasca, 5 g/L triptozni peptatD g/L NaCl) 100%
glicerol, TAE pufer (1 mM Tris, 1 mM octena kiselina, 1 mM EDTA pH 8;0)x fosfatni
pufer (PBS) DMEM medij (Lonza, Basel, Switzerland)*LEFRS )%6 7KHUPR )LVF
Scientific) penicilin/streptomicin(Lonza) L-glutamin(Lonza) tripsin (SigmaAldrich).

K R U Lisgwbakerijski soj. coliXL10-*ROG L VWDIEpED D OLQLMD
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3RPHWQLFH

pCR_F1 ttgatgcctggcagttccct

pCR_F2 cgaaccgaacaggcttatgt
TAL_F1 ttggcgtcggcaaacagtgg
TAL_R2 ggcgacgaggtggtcgttgg

HNF1A _T7E1_FW ccctcacagagccagcactc
HNF1A_T7E1_RE  gccctcctcttcctgccaag

3.2 Metode

3.2.1 Konstrukcija TALEN -a metodom Golden Gate kloniranja

Konstrukcija TALEN heterodimernog para provedena je preagar Cermak i sur.

L SRPRUGOI¥rH®AIRTALEN und TAL effector kit 2.0.Premaprotokdu
konstrukcija TALENa traje pet dandJ) Golden Gate reakcijama korisse Bsal i Esp3l,
restrikcijske endonukleazgpa Il koje RP R J X (spajdfe Y LAALE modula X WRPQR
RGUHYHQRP WPbGeR koDdtrivkelj &N O Md¢/p Xdveka 1) spajanje pona®@ MDM X U L K
modula V VSHFLILp®@mR ibt@rmedijarne vektore(pFUS) i 2) povezivanje
intermedijarmh konstrukta u destinacijski vektor AW R U HTXLGNV kanfrukbm s
N R Q D pr@yénkod 16modula

1. dan: Dizajn TALEN modulaza ciljno mjesto unutar HNIEA i prva Golden Gate
reakcija

Odabrana je TALEN ciljnasekvencau programuMojo Hand (Neff i sur. 2013 i
konstruiranaje shemamodul plazmidaa prvu Golden Gate reakcifliablica 1.i Tablica 2).
S3RPRUX PRGXOD 1, 1* 11 +' NRMitetS&ahia]barhXa, OV @ DpPL DI
dizajniran je niz od 16 TALE modula koji odgovara odabranoj sekvence za lijevi i za desni
TALEN. TALEN konstruktkoji prepoznajesekvencu n®NA lanau kalupu u smjeru 58,
tj. uzvodno od mjestareza Fokl nuklazenazvan jeijevi TALEN. TALEN konstruktkoji se
Y H AaDNA sekvencw smijeru 543' na reverznom komplementazvan je desnfALEN.
Za 7%$/(1 GXahk @dtlula 16 RVD ponavljanjapotrebna su dvimtermedijarna vektora
pFUS_A2Ai pFUS_B6.Modul ponavljanje zgprvuba]l] X 7 QLMH XNOMXpHQR X NR
nizRVD modulaY HUXNMNED MXpHQR X G HV Wiha@aykangtivikNdCeSr@lbisarl G H
2011).
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Tablica 1. Redoslijed intermedijarnih i modul vektotgevog TALEN-a za prvu

Golden Gate reakciju (dvije reakcije figevi TALEN).

Modul vektori

Intermedijarni | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
vektor

pFUS_A2A pNN1 | pNN2 | pHD3 | pHD4 | pHD5 | pNG6 | pNN7 | pNG8 | pNN9 | pNN10

pFUS_B6 pHD1 | pNI2 PNN3 | pHD4 | pHD5 | +pLR(NN)

Tablica 2. Redalijed intermedijarnih i modul vektordesnog TALENa za prvu

Golden Gate reakcij(dvije reakcije za desni TALEN)

Modul vektori

Intermedijarni | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
vektor

pFUS_A2A pHD1 | pNG2 | pNN3 | pHD4 | pNI5 pNN6 | pHD7 | pNG8 | pNN9 | pNN10

pFUS_B6 pHD1 | pNG2 | pHD3 | pNI4 pPNN5 | + pLR(NG)

Postavljena je zasebna reakcija gvaki intermedgrni vektori QMHPX SWLSDGDM
modul vektoe. U jednu Golden Gate reakciju dodano je 75 ng intermedijarnog vektora
(pFUS), 75 ng svakog modul vektor@,5 L Bsal, 0,5 L T4 DNA ligaze il L T4 DNA
ligaznog pufera u 10L ukupnog volumena reakcijReakcija je inkubiran&roz 10 ciklusab
minna f& 10 minna f&zatim5 minna f&5 min QD . N&kondigestije i
ligacije u svaku Golden Gate reakciju dodano je @,510 mM ATP i 0,5 L Plasmid Safe
nukleaze. Smjesge inkubirana60 min QD , fb&z koraka inaktivacije enzima.Sve
UHDNFLMVNH VPMHVD LQNXELWeIQMHerma Cyclr(FHhgrmdimsnd H U L W L ¢
Scientific). Dobivenom smjesom prve Golden Gate reakdrgnsformirane su kemijski
kompetentne bakterijgXL10-Gold) SREOL aH uR8dlavip Q.R.1.1. Bakterije su
QDVDVYHMHDIDUR]QH DSORLEHLRWLNRP VSHNWLQRPLFLQRP NR

L/mL (Spe¢?). 1DV Dy H Q$li iSkOURdNEQD . f &

2. dan: PCR na bakterijskim kolonijameaelektroforeza i postavljanjbakterijske
S U H N RIQIRite@atitivnih klonova s intermedijarnim konstruktom

6D VYDNH SORpPH QD pdRdiéiéko QR @DWX\WPHYONRHVHK RGDEUI
bakterijske kolonije. Za provjeru intermedijarngnstruktametodom PCRha bakterijskim
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kolonijamauzeto je polabakterijske kolonije zavak bakterijski klon te je otopljeno BCR

reakcijskoj smjesi U ukupnom volumenu o@5 L PCR UHDNFLMHjeUR®& WAaDQR
JumpStait! 5('7DTS 5HDUE \Rdagtion Mixte 1 L svaNH SRpHWQEIFiH S&5
pCR8R1. Reakcija jenkubirana2 mini 30s Q D f& JDWLP NB®Rgha FRIOOXVD
sQD fl&nihi 15s QD tgf & ] Dnord Borakub minna  f &Tijekom PCR provjere
EDNWHULMVNH SORpH YUD uHReH%Vagarsznl GeENNaEeBaVieRsU LQ D f &
markera MassRuler DNA Ladder M1 L [ SXIHUD |]D QDQRaHQM@H X]RUD
Loading Dy L dvakePCR reakcijePrema rezultatima gel elektroforeze odabrani su
pozitivni bakterijski NORQRYL L S UDEDWNAMVMHULMVNH SUH&RQRUQH
spektinomicinom N R Q D kd@pééntracije 50 g/mL (poglavlje 3.2.1.1) Bakterijske
SUHNRQRUQH NXOWXUH VX LYNOEEXD@MH XfWHUPRYSWOWVNR

3. dan: Izolacija plazmidne DNA i druga Golden Gate reakcija

, ] SUHNRQRUQH EDNWHULMVNH NXOWXUH X]HWR MH F
'1$ SRPRUX VHWD 4,3$ XU pré&ma pr@tdko8i8 H B L ] Y. RghDentacija DM
LIPMHUHQD MH X DOLN X&wWe(RBEHealthcAre BiggEidvidé RB).

6 O M H G H bio jbl RdvéziManje intermedijarnih konstrukata zajedno sa zadnjim
ponavljanjem u destinacijski plazmidni vektd?ripremljere su reakcijsle smje® druge
Golden Gate reakcijezasebno za lijevi i desni TALENU reakcijsku smjesu ukupnog
volumena o0 L dodano je150 ng svakogektoras intermedijarnim konstruktoma lijevi
ili desni TALEN, 150 ng R G JR Y D WpbahXliddd Jektoraza zadnje modul ponavljanje
lijevog (PLRNG)) i desnog TALENa (pLR(NN)), 75 ng destinacijskog vektopCAG-T7-
TALEN(Sangamo)FokKKR za desni TALENIi pCAG-T7-TALEN(Sangamo)FokELD za
lijevi TALEN, 1 L Esp3l1 L T4 DNA ligazei2 L T4 DNA ligaznog puferaTablica 3.).
Reakcja je inkubirana kroz 10 ciklusa0 min QD  ifl® min QD f& |JDWLP PLQ

f & 5Lmin QD . K&mijski kompetentne bakterije transformirane su kao i prvog dana
(poglavlje3.2.1.1) L QDVDbayBOMHUR]QH SORPpH NRDPHOH.L OIR@QEMHQWUDF
/ImL (Amp*® 1DVDYyHGQunBIr&pED f&

4. dan: PCR na bakterijskim kolonijama, elektroforeza i postavljaogdterijske
SUHNRQRUQH NXOW XU HN S Q pLIVWLEX RAnEiruktoniR QRY DV
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SURYMHUD SR]JLWLYQLK NORQRWYeRtorNsRfdlniny DABNMH GHV\
konstruktom napravljena je metodd®@R na bakterijskim kolonijama, kao i drugog ddda.
25 L ukupnog volumena dodano j&,5 L JumpSta?! 5('7DTS 5H D G \Rdagtion
Mixil / VYDNH SRAHW®RQTAEHR2. Reakcija je inkubana2 mini 30s Q D f&
zatim kroz 32 ciklus@0 sna f &0s QD f&PLQ QD f& WH X |BMBOEaQRP NI
na [ &Elektroforeza ul% agaroznom gelprovedenge kao i drugog dana. Od pozitivnih
klonova QDVDYHQH VX SUHNBPRIIRLHD INXRRMdeEiAd 6 g/mL
(poglavlje 3.2.1.1) 1DVDyYHQH SUH Nsi@RubiuhtuNeXndtatskojitesilicu na
f& L USP

5. dan: Izolacija plazmidne DNA

Plazmidna DNA je izoliran&omercijalnodostupnim setonQIAprep Mini Prep Kit,
NDR L WU Hinkelena 2 d@hcentracijeoliranog destinacijskih plazmida s TALEN
konstruktomPripremliegn MH JOLFHUROVNL AVWRFN3 SUHPD SRVWXSNX

3.21.1 Transformacija kemijski kompetentnih bakterija (XL10 -Gold)
AKHDW 3VEKRFWXSNRP

Iz dubokog zamrzavanjanra f& L]YDYyHQD MH VX VooHjénplnMIEIUE DNW H U
Transformacija se provodi bakterijskomkabinetu uz plamenik U 50 L bakterijske
suspenzije dodano je 4 prve Golden Gate reakcije fe inkubiranana ledu 15 min Nakon
togaSURYHGHQ MH AKISDWN WKRNWHBERMWhd/ Xf 8&ZdtHpdnpue) H
minutunaled. Sijedi brzo U D ] Wavijelsy500 L LB medijaprethodnazagrijanogna 37f &e
oporavakbakterijau termostatskojresilici kroz 60 min na  f & 900 rpm. Nakon inkubacije
QDVDYHQRL M20 L bakterijske suspenzije na f& J]DJUDNIDQRI|]QH SORpH
RGIJRYDUDMXULPAWRWRELWRWERNRRUDNX *ROVIY HDW H OIRRHQ |
inkubiraneQD BHF&HNR QRUL
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3.2.1.2 Priprava baNWHULMVNH SUHNR QdRiacaHu Nbtiko W XUH L
JOLFHUROVMRJ AVWRFN?3

Prije postupka QDVDYyLMPOMIGLM MH |[DJUPMDEAk Qriprave f &

SUHNRQRUQH NXO Wnskierjsketd libire@ lz Matinedik U sterilne epruvete
dodanoje 3nLLBmedja L RGJRYDUDM X drhjeid QWOQEILRVWHMNMR QRIQX NXOV
drugog dana dodano je 3 AV W R F N 3s5RifgMBdpéktithomicina D pHWYUWRJ GDQD
100 mg/mL ampicilina. 6 WHULOQRP pDpNDOLFRP X]J]HW MH X]JRUDN ED
pozitvnih NORQRYD L XEDpHQ X HSUXYHWX =D LQNXEDFLMX
termostatska tresilic€ontroled Environment Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick
Scientific). Epruvete sunkubirane Q D f& L USP ($ZLB N RakpRindlacije
plazmidneDNA petog danaostatakbakterijske kultureLVNRULAWHQ MH ]D SULSUDY
AV W RGd\pedstalog volumenaeto je 500 / EDNWHULMVNH VXVSHQ]LMH L

L 100% glicerola. EpruvetetszatimurRQMHQH X WHN X {fl& gaspéemhene D
]DPU]b¥-Dff &

322 3ULSUHPD +HS* VWDQLPpQH NXOWXUH |]D WUDQ\

3.2.2.1 Odmrzavanje HepG2 stanica

Tubicas otopinom stanica i medija s DMSQ]Y D y H Q 130 M&k EdSvi koraci
SULSUHPH +HS* VWDQLPpQH NXOWXiWHabibetwWaa BterNnl Hal.FL M X S
Postupak odmrzavanja provodvVH QD OHGX L SUHWKRGQR RK®ODYHQRN
RGUADYDQMH +HS* VWD QL médijeRdl Délbettas Mddified Eagle's
mediumi "0 (0) suplementirars 10 IHWD O QR J JR YéhjlHela\bbvineX seidimt
FBS), 1,20 antibiotika peniciling100 U/ml) (Pen)i streptomicing100 — J P(Strep)i 2%

L-glutamia (L-Glu). FBS je supernatant zaostao nakon koagulacije proteinat&r’¥f D G U a L
hormone, faktore rastaaHUHUH D PiliQde Matéibrh® 1aQddtmetabdizam stanica.

L-JOXW D P L RUG®R Wdnjca] a u medij se dodaje naknadwmm gvoje nestabilnosti pri

IL]LR OgMa/Ni&rIMbsti Kad je otopina stanica i medija bila blizu potpunog odmrzavanja
SUHEDPpHQIKXKRIGIQR KRKID\W yNaKDX potpximog Bdmrzavanja otopine stanica i
medijadodaje se kap po kap 10 mL DMEM mediggFBS, Pen/Strep i tGlu RKODYHQRJ QD

ledu. Stanicesu centrifugirane 5 min na 3080 g. Nakon centrifugiranja uklonjen je
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supernatant, a stae su resuspendirane u 10 mL DMEM med§a&BS, Pen/StrepL-Glu)

zagrijanog na sobnu temperaturu. Otopir@»t FD L PHGLM Du &UKXEDR pILOAX NIBi
uzgoj stanicgT-175). U ER p IMFEK G R G D Q R DMIENA medifa(s FBS, Pen/StreplL-

Glu) zagrijanog na sobnu temperaturia sve korakeLQNXEDFLMH +HS* VWDQLFD

inkubatorHeraCell IncubatorThermo HeraeysStanice sunkubiranena 37f &z 5% CO..

3.2.2.2 3UHVDYVLY®QADHHRER stanica

Prije svakog S U H V D yprocii2igjeh [ konfuentnost HepG2 stanica pod invertnim
VYMHWORVQLP PLNURVNRSRP 8NXSDQ EURM VWDQLFD
konfluentnosti i podacima izablice (Invittogen) R SURVMHPpQR\WPDQURMXSRYUA&L
YROXPHQX ]D RGUHNR B RVXE RO WRNID/OK. U X

=D SUHVDYVLY D QMepE2 Ranicedmiptaviznl sDMEM medija (s FBS,

Pen/Strep L-Glu), otopina 1x fosfatnog pufera (enKRVSKDWH EXIIHUHIG VDOLC
otopina tripsinazagrijani na sobnu temperaturuD G VX VWD Q L HR® &dstiglg H Q H
konfluentnost od 10 provedeno jgorvo SUHV DYLY D Q M @R=X00rkhvy UIDWHYMN K R
je2,2x10° VWDQLFD U D ]JukMrief i @btipsa sthnica i stanice su dvaput isprane s

5 mL 1x PBSNakon uklanjanja 1x PBS dodano5emL tripsing te s staniceinkubirane5

min QD @i &tmosferi 5% CO, Nakon inkubaciel ODVN MH SURWUHVHQ ODJ
udarcimasve dok se stanice nisu odvojile od podloDedano je5 mL DMEM medija (s

FBS Pen/Strep L-Glu) i otopina je dobro resuspdirana pipetom.Dodano je 1,1 mL
resuspendirane otopine stanica u 8,9 mL me@g@rijevka sa stanicama pospremljena je u
inkubator na 3F &z 5% CO..

Kad suHepG2 staniceQ DV DYy HQH X (RS=HNV tdrm)tostiyl&l ROnfluentnost 80
100% S U HeWeDsuu petijevke (R=100 mm) U nove petrijevke DV D yjb Q80 x16
VWDQLFD UDUklavijehyjel @ediDsa ftanica i stanice su dvaput isprane s 3 mL 1x
PBS. Nakon uklanjanja 1x PBS dodana3jenL tripsina, te su stanice inkubiranen®n na
37 f &z 5% CO,, Nakon inkubacije dodano je AL DMEM medija (s FBS, Pen/StrepL-

Glu) i dobro resuspendirano. Dodano(é mL resuspendirane otopine stanica u 9,4 mL
medija.Petrijevka sa stanicama pospremljena je u inkubat8i7rfatuz 5% CO..
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3.2.2.3 1DV DYV LW&QAstdnica za transfekciju

Nakon potpunog oporavka HepG2 stanica od rzawanja i ustaljivanja vremena
inkubacije potrebnoga dostizanje potpune konfluentnofDVDyHQH \stdnicelsS *
transfekciju.=D SRWUHEH WUDQVIHN FRipdtHieXkWD QL VR 5 $SORD | A &
sa aHMYWH QpLUD 3RVWXSDN LVSLUDQMD L WULSVLQL]DFLMH V
petrijevke u petrijevku 1D S O RNWHF & D \O[L98kQLE stanicau 2 mL medija po
EDJHQpPLDXDYLYDQMH +HS* VWj® QansfékcijeDpr&/Bddhu ¢ EsHstid Y L
EURMHP QDVDYHQLK VWDQLFD

3.2.3 Transfekcije HepG2 stanica

Prva i druga serija transfekcije provedene su prar@ada H W L P D’gc)féfxmmiﬁé)
3000 Reagent Protocdbstupnimuz setl_ipofectamineg 3000Reagent TransfectioReagent

8 RED V CaXdidkdyjiHep2 stanicpristupilosekad VX VWDQLFH X ED]JHQ]
dostigle S U H S Rulkohfilentnostod oko 80% Za obje transfekcije dnstruirana je shema
prema kojoj setransfekcijastanicaprovodi V. GYD UD]JOLpL polektahin@ RrikaHQD OL
transfekcija provedena je s g DNA TALEN konstrukta i Jpraznog destinacijskog
SOD]PLGD SR HRH@ULIDQL]IDFLMH ¥YPRPWW R LHpg@piRida@xp L F L
oznaka s obzirom na volumen LipofectarrﬁrﬁDOO (oznaka 1ili2-) L UHG QD SORpPL NF
SULSDGD (EDJHQ p|lQiapt2, 21, 22 (Slika 11.).'YD ED]HRPQDaEH Q1
i K2 jer je pozitivha kontrola transfekcijaV D N jrgvddéna s dveolumena Lipofectamiméé
3000 reagensdJ drugoj transfekciji nsfecirao je2,5 J S F'1EGFP plazmidne DNA.
2]QDNH EHQHQP R @iRipanE $u kao i kod prve transfekdiidika 11).

Slika 11 3ORpD V @8HVW ED]HQpPLUD L SUl®DEIDAMXKLLP R]QDI
K2.
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3.23.1 Prva transfekcija HepG2 stanica

Nakon konstrukcg sheme transfekcije pristupila sa@nipremi transfekcijske reakcije.
Svi koraci pripreme transfekcijske reakcije provedemauleduu kabinetu za sterilni rada
potrebe transfekcije pripravljen je DMEM medij suplementir@¥esL-Glu. Prvi korak bio je
UDJUMHYHQMH élaosmeagénys)@mami SUHSRUXp H@lpRmijéh®@sxiPHQLPD
dvije tubices11,3 Li225 L Lipofectamineé 3000 reagens& D | U L Ms-By 5 QIRMEM
medija (sL-Glu). 'UXJL NRUDN ELR MH SULSDNA mjeedHd BEDJUMHYHQ
plazmida s lijevim i desnim TALEN konstruktom za HNF1A i 5 J pCAG
TALEN(Sangamo)FokELD i KKR U D] U L M hyierh&ptotdkxlis 250 L DMEM medija
(sLGlui2 / J '1$ 3 MUHDJHQVD 8 LVWLP RptiptavliehePsDMRE]U M H
dvije smjese: jedna plazmida s lijevim i desninTALEN konstruktomza HNF1Ai
drugasmjesa medijai2/ J '1$ 3 ™ reagensa bez DNA7ZUHUL NRUDN MH IRUF
DNA/lipidnog kompleksau reakcijskoj smjesi za transfekcijibodano je po 125 L
UDJULMHYHQRJ é/B(I(;)GErete111§e\!\/sIEE[I.I—Q/I-‘{/V WHE SRRIP L VRHRIDRQ® WD M X U R F
razcfLMHYHQRP '13$ X RP Mjskd 3tnjesa z& traddfekciju iiekubirana pri sobnoj
temperaturi 5 minutaPostupak pripreme reakcijske smjese za transfek8ifd Mdd & na
slici (Slika 12.).
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Slika 12. Shematski prikaz pripreme reakcijske smjese za transfekcijul prvom
koraku (1) UDJUMHYyXMX VH @AY¥3Di ZQ,I%C]_)(lE?p‘eh‘@cIt}aLmineé 3000 reagensa.
8 GUXJRP NRUDNX SULSUHPD VH UD]uadijd:ypOaGH '1$ X
TALEN(Sangamo)Fokl s HNF1A TALEN konstruktom, pCAG-TALEN(Sangamo)FoklI
bez konstrukta i smjesa bez DNA. TUHUL NRUDBRGDMWDQMH UD]JULMH
Lipofectamineé UHDJHQVD L UD]U arvaduwyH1QRedakifed reakcijskinh
smjesi za transfekiju RGJRYDUD R]QDNDPD ED]HQpLUD QD SORDL

,] E D]H QHepGDsteniaama isisan je medij.t&nice su isprane s 2 mL PBSte je
potomdodanopo 2 mL DMEM medija(s L-Glu). U svaki bazep L i G Reluku@nia250 L
RGJRY D teBkbj3ka ¥mjesea transtkdju GRELYHQH QDNRQ WUHUHJ NRLU
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BNXSDQ YROXPHQ RG >/ /ILSRDHFWYPLGRGD Q-1MI2, X ED]HC

W H / X EDIHQpPLUHID +HS* VWDQLFH-1X1-E D]1Hiqiptoi L P D
MH SR /destigacijskogplazmida s HNF1A TALEN konstruktom, u K1 i K2
EDJHQpPpLUGH /| GHVWLQ DpEAGMNNER(SangdbD)HBREGID bez

konstrukta D X ED]RQryé idodana DNA.1DNRQ WUDQVIHNFLMH VWD
EDJHQpLULPD SRVSUHPOMHQDWO®.X LQNXEDWRU QD f& X]

3.2.3.2 Izolacija genomske DNA iz HepG2 stanica prve transfekcije

7UHUL GDQ QDNRQ WUDQVIHNFLMH SURYHGHQD MH L]R
VWDQLFD SRPRUX VHWD '1HDY provkold BNeady @lGod7dny VixsHe . L W
Handbookza izolaciju DNA iz staica u kulturi. 1zolacija je provedena u sterilnim uvjetima u
ODPLQDUX VWDQLpPpQH NXOWXUH 8NORQMHQ MH PHGLM L] E
1x PBS. Dodano je 0,5 mL tripsina i stanice su inkubifamein Q D C. podano je 0,5 mL
DMEM media (s FBS, Pen/StrepL-Glu) za inaktivacijutripsina. Ukupna smjesa stanica i
PHGLMD SUHEDPHQD MH &envifugiEdna IHa5Rn pri 300 k ¢. Nakon
centrifugiranjauklonjen je supernatant i od ovog koraka postupak izolacije DNA proveden je
premauputama wore navedenom protokolMakon izolacije izmjerena je koncentracija svih

uzoraka i pospremlijenisunra f &

3.2.3.3Druga transfekcija HepG2 stanica

Svi koraci pripreme transfekcijske reakcije provedeni su na ledu u kabinetu za sterilni
rad. Priprema transfekcijske reakcije provedena je u tri koraka kao i kod prve transfekcije, uz
PDOH LIPMHQH GUXJRJ L \APU/HMM&IGUP{DRUMHMMWBHGBH
reagensaproveden je kao i kod prve transfekcijprugi korak bio jepriprema DNA
UD]U M. HBripr€§ede su dvije tubice sa smjesofn J pcDNA-EGFP plazmida
UDJULMHYHQRO®(¥ PHGLMDIUM?2 / J '1$ 3 ™reagensa 7UHUD
smjesa pripremljena je u istim omjerima bez plazmidne DNAV O X & L OrfiegatiMda N D R
kontrola transfekcije.7 UHU L N R U DaNje NA/lIgRdddg lkbmpleksaDodano je po 125

/ UD]JULMHVHQRJ YLSRUHDNBPNVPHX &HVW WXELFD WH SRPL

DNA u omjeru 1:1. Reakcijska smjesa za transfekicijubirana je prisobnoj tempeaturi 5
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PLQXWD 3RVWXSDN SULSUHPH UHDNFLMVNH VPMslcVH |D WL
(Slika 12)

Ispiranje HepG2 stanica i promjena medija provedena je kao i kod prve transfdkcije.
VYDNL EDJHQpLU GRGDQR MH sfektljtl RakdnLtdsihgfbkeije\samicel VH 1D
suinkubirane QD &mosferi $% CO,. 8NXSDQ YROXPHQ RG S/ JLSRI

UHDJHQVD GRGD®Q®LNH KL t€ D] H/Q¥ LEIM] H-Q, 2L (K2. Na HepG
VWDQLFH X EDR|HRBRLRR2RMRGDQR MH $l&zmida, doksu K1 i K2
EDJHQpLUL QHIJDWLYQD NRQWUROD WUDQVIHNFLMH

3.2.34 Fluorescencijsko mikroskopiranje HepG2 stanicanakon druge
transfekcije

Prvi dan nakon druge transfekcije provedeno je kontrolno mikroskopiranje
transfeciranih HepG3tanica pod invertnim fluorescencijskim mikroskopa@miovert 40
CFL (Zeiss)sa aL Y L @rRpd@m HBO 50Zeiss) OLNURVNRSLUDQ MH VDPR SUYL
WR VX EDJHQ@pLKIL%D]HQpLU SR ED]HQpLU SUHWUDAHQ MH
fluorescencijskommikroskopijom Kod fluorescencijske mikroskopij)V sYMHWOR &LYLC
lampe prolazi kroz ekscitacijski filter kojiS U R S vaine/ @uljineod 450 do490 nm te
REXKYDuUD sikctatisbdv Maksimuna proteina EGFP oko 488 nm (plavo)
FluorescencijgproteinaEGFP je detektirankaroz filter ko)L SURSXAaWD VDHRaYDOQH G
515 nmaVWRREE X KY D 0 D deshGddexnjshiskbgmaksimuna proteinaEGFP koji je né09
nm (zeleno). Monokromatskom &merom Axiocam MRm (Zeiss) VX |DEL GhkéiaHQH
reprezentativnihnpoG U X p MIPD [XL@Q Ka stanicama u kojima je detektiraaeleni
fluorescencijski produKEGFP.

7UH UL d& B2Ghnakon druge transfekcijeHepG2 stanicgpod fluorescencijskim
PLNURVNRSRP SUHWUDAHQD %X Riokboriaskeh® pdnietom su
zabi OMHAH@MMANH X WUL UD]OLDLWYDD NYIL GHjaidi® Rietddde te
fluorescencijske mikroskopije HepG2 stanica.
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3.2.4 T/E1 test

T7E1 estje provedenprema raduXu i sur. (2013. Protokol sam podijelila na dva
koraka koje je potrebno zasebnoptimizirati. U prvom korakuT7E1l testaprovedena je
optimizacija PCRa genomske DNA elektroforezai pURpPLAUDYDQMH 3&5 SURGX
sekvencegenaHNF1A. 8 GUXJRP NRUDA& RNA |¢ Ripratutird@ i nakon toga
ponovho spdJ HQD X XYMHWLPHa ¥Y&R UK prove@eDadigestia s T7
endonukleazon i elektroforeza uzorakaakon digestije.

3.241 8PQDADQMMHWRIHRQWHIN®W L SURpPLEAUDYDQMH 3&5 S
sekvence gen&NF1A

PCR smjesa pripravljena je prema protok@u R L ] Y &z ypDlionerazuHerculag I
Fusion DNA Polymerase Iz uzorakagenomske DNAKkoji su dobiveninakon postupla
opisanogu poglaviju 3.2.3.2,  LSUD Y O MH Q R kivicénttadj¢ . 2OHgMLO N ER
UHDNFLMX XNXSQRJ dvdardX¥e26DnD genomiske DNA, 1L polimeraze
Heraulase Il FusiorDNA Polymerasel0 L pufera 5x Herculase Il Reaction Buffematim
125 / VYDNH S RHINFVAQEEIHFW | HNF1A T7E1_RE) 2,5 mM dNTP mixa
Reakcija jeinkubiranapremaVV O M H BCGRiptddramu f& PLQ FLNOXVD GHQ
na 95f & V YH]IDQMH SRpHWQLFD QD f& \8), ZdtonR@® JIDFL ML

f& PLQ L Ngkén inkubacije provedena je kontrolna elektroforeza dobivenog PCR

produkta. Po / 3&&orkaSRPLMHAD QR MHRD G L @aheseHo je na,i%
agarozni ges etidijevim bromidom(EtBr) NRQDpQH NRQFHQ WHé¢kirbfarbkhe J P/
provedenau TAE puferunaprvih 10 min 4V/cmi oko 30 minna8 V/cm svedok bojaza
SUDUIHQMH EUR®HHRRYB ODYWLRMH W U Hidc® BNAvizDAARG@RJ JHOL
su fluorescencijom pod UV svjetlom

OVWDWDN RG / 3&PLAURG XNINV SHRghRNe PCR \@lBanup
Micro kit. S RVWXSDN MH SURYHGHQ SUHPD SULORAHQRP SURWR
SURpPpLAUDYDQMD X]JRUTHRQ XM HRGOXL/UDIP MHYURMDO MKaNMdRQFHOQ\
spektrofotometru NanoVue (GE Healthcare-Bicence AB).
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3.24.2 Digestija T7 endonukleazom 1

BULSUHPOMHQD MH UHDNBINRVHNBIMBPR B\ RISIOR G X NW D
NEBuffer 2. Smjesa je denatum@10 min QD f& L ]Diyhutd psoBr&mu sporog
KODYHQMDikiNdd Bd 95f &o f& VD VPDQMKQWMYAPN) 30 ciklusa (od

f& GR VD& VPDQMHXsWaK20 s),fzatim 20 ciklusa ¢d 3 f & GR f& VD
VPDQMHQMHP 20R/&teVIDOYNKAIKQL N R & DNak@Dinkubacijereakcijskoj
smjesije dodano 5U T7E1.Reakcija digestije jenkubirana na45 min pri  f &Zatim je
naneseno 6L smjese uzor i | [ IRDGL& 2btdgarozni ges EtBr NRQDpPpQH
koncentracije /nL. Elektroforeza je provedena u TAE pufgowvih 10 minutana 4
V/icm i oko 30 min na 8 V/cmVrpce DNA vizualizirane su fluorescencijom pod UV

svjetlom.
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4 Rezultati

4.1.Konstrukcija TALEN -a zaciljno mjesto u genuHNF1A

Za konstrukcijuTALEN para alabrange ciljno mjestounutaregzona 1gena HNF1A
(NCBI' ID: 692 VPMHAW KBXRBHR DNUDNX uMNItARIGKESY RABD3 R P R U X
programaMojo Hand (Neff i sur. 2013)odabrange sekvenca ciljnog mjestako da lijevi i
desni TALENprepozngu sekvencuPLQLPDOQH G X@HQG&X A X f\dalrazmak
LIPHYX Q MuMmanoGhti QH YHUL BStka 13QaMizajniranogniza modula
izuzeta je prva baza T jer ju prepoznaje ponavljanje TALBEN XNO M XfnelQ R X
destinacijski vetor pPCAG T7-TALEN (Sangamo)-okl-ELD i pCAG-T7-TALEN(Sangamo)
Fokl-KKR.

Slika 13. Odabrano ciljno mjesto unutar gena HNF1A za lijevi i desni TALEN.
Sekvencana lancu kalupu (lijevi stupac) je mjesto vezanja lijevog TALENa i iznad nje
je niz od 16 modulponavljanja koji ju prepoznaje u smjeru 5' A3'. Sekvenca reerznog
komplementa (desni stupc) je mjesb vezanja desnog TALENa i ispod nje je niz od 16
modul ponavljanja koji ju prepoznaje u smjeru 5'A' 1D V UehGdjéW (sredn;i
stupac) Fol podjedinice (ELD i KKR) dimeriziraju i stvaraju urez.

Nakon povezivanjaR GJR Y D U D M Xiil intérnfedj@ne@kior u prvoj Golden
Gate reakciji dobivena sp H Wdnétrukta Dva intermedijarnaN R Q VW U X Nésebi peb G U a H
moduhk za lijevi TALEN D WDiSMEHEJURM PRGXOD VDGUaH NRQVWUX
Nakon transformacije bakterijproduktom prve Golden Gate reakcjpeovedena je PCR
UHDNFLMD V SRp-AWIQLRBRID zaSi&dgiju s konstruktom monomernih
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ponavljanja 2pHNLYDQD GXAaLQD NR«EGENda Q4D VeakciRNWRYQU YHQD Mt
elektroforezcomPCR produktau 1% agaroznom gelu usporedbom s rezultatima grupe

Cermak i sur.(2011) (Slika 14). Na agaroznom gelu u stupaioznakom Muvidljiv je

O M H V W_2¢rak DNAWnarkea (Prilog 1.) prema kMHPX PR&aHPR SURFLMHQLW
XPQRAHQRJ '1$ IUDJPHQWD L XVSRUH Ganatiuktst $nodulffpHNLY D Q
U stupcima 13 i 7-9 identificirana je MD pH Y DNAQIMj& ¥ Deset modul gnavljanja
YHOLPLQBO pbNWRR stupcimad-6 i 1012 identificirara je DNA linijja s pet modul
ponavljanja YHO L p L @8 pR NURsvim stupcima iznad glavne linije DNA konstrukta

prisutan jerazmazanuzoraki ispod glavne linjekaraNWHULVWLPpD Q DOMAKSWYLpPpDV W
nastaje zbog prisutnosti manjih neifpy QLK NRQVWUXNDWD NRML EU&H SXW

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Slika 14. Elektroforeza PCR produkata bakterijskih kolonija nakon prve Golden
Gate reakdje u 1% agaroznom gelu Na gelu je identificirana glavna DNA linija s
ispravnim brojem monomera za sve bakterijske klonoveDNA, razmazan uzorak i
NDUDNWHULVW Lad®aR. BakiddjskikdhgyiDsVispravnim konstruktima za 10
monomernih ponavljanja nalaze seu stupcima 1, 2, 3, 7, 8, 9, a za5 monomernih
ponavljanja u stupcima4,5,6,10,11,12.

Rezultati elektroforezeu 1% agaroznom gelunakon prve Golesh Gate reakcije
pokazalisu ispravan broj monomeraRCR produktimaa sve baktergike klonwe, stoga je
]D SUHNR QR tudgdabradpo @adaK bakterijski klorza svakikonstrukta Odabranisu
bakterijski klonovi iz stupacd;, 4,7 i 10.

Nakondruge Golden Gate reakcij¢ransformacia bakterija, [gtvrti dan provedena je
3&5 UHDNFLMDFNMPBRPHWGGJILMX V ILQDOQLP 73%$/(1 NRQVW
destinacijske vektore pCAG7-TALEN(Sangamo)FokKKR i destinacijske vektore pCAG
T7-TALEN(Sangamo)FokELD. 'HVWLQDFLMVNL SOD]PLG V ILQDOQLP NF
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Y H O Lqul2Q0d pb. Usporedbomelekroforeze PCR prdukta s rezultatimgprema radu

Cermak i sur(2011 L X SURWRNR OSKR B/UaRaikpYi@ryikaimDinalnog TALEN
konstruktaza lijevi i desni TALEN. Na agaroznom gelu u stupcima 1, 2 vidjiv je

N DU D N W tdzsnaxaw uwaq 1500 pb prema gor@ko2000 SE L]RVWDOD MH RpH
linija, ali zbog prisutnosti intenzivhogaizmazanog uzorkaX W R P S Rs@ravKdstilovih

bakterijskin klonovaM H S R WL s&typdudixostaoje razmazaniL OMHV WY LW RW X]R
pokazuje davaj bakterijski klon nije ispravan.

M 1 2 3 4

Slika 15. Elektroforeza PCR produkata bakterijskih kolonija nakon prve Golden
Gate reakcijeu 1% agaroznom gelu Na geluje identificiran izrazit razmazani uzorak u
SRGUXpMX RG SEL SNBHE®DNNWRHUHL V WuzprBkQdBGOBBOO \Why L p D VW
Bakterijski klonovi s ispravnim konstruktom za 16 monomernih ponavljanja u stupcima

1, 2, 3 ibakterijski klon s neispravnim konstruktom u stupcu 4.

Rezultati elektroforezeu 1% agaroznom gelinakon druge Goleden Gate reakcije
potvrdili suispravan broj monomera u PCR produktizea 3 bakterijska klona, stoga za
SUHNRQRUQX N Xdrad\bAKieKjska@&lonE-in&rPKonstrukt za jevi i desni TALEN
GRELYHQ MH SHWL GDQ L]J]RODFLMRP LI1REDYM®H LMKV N IOKV K5 (
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koncentracijec(L_TALEN) = 397,8 ng/L i c(R_TALEN) = 358.5 ng/L. Finalni konstrukt
za lijevi i desni TALENpotwry HQL VX VHNYHQF)LUDQMHP 3ULORJ

4.2.Transfekcija HepG2 stanica

7UHUL GDQ QDNRQ SUYH WUDQVIHNFLMH SURYHGHOQH
TALEN(Sangamo)FokELD i KKR koji sadU&H NRQV WU X-B,Wepg®& stahidel su
postigle konfluentnost od 10008VSMHAaAQR MH L]JROLUDLDDY YIHNORIPENPHQpPL
aWR SR ywednijeyriedngsti izmjerenih koncentracija (Tablidg).

Tablica 3. Srednje vrijednosti koncentracije (QJ /genomske DNAizolirane

nakon prve transfekcije HepG2 stanica

DNA |c(QJ /
1-1 335,3
1-2 334,8
2-1 447,0
2-2 380,0
K1 383,0
K2 382,0

Prvi dan nakon druge tranfekcije, provedene s plazmigeDNA-EGFP, HepG2
stanice suQ H] Q D W KpRlu¥ntréeiego na dan transfekcijgontrolnim fluorescencijskim
mikroskopiranjemsamo VWD QLFD X HD,JHX) KL LW P U y H Qiéke Mtanice D
E D] HQ p LLiil2A pokazuju vrlo malintenzitetfluorescencije

7UHUL GDQ QDNRQ G Uovddénole Usklashbl N Fludvekcersijek
mikroskopiranje HepG2 stanica sYLP ED]JHQEIWH®PD GDQ VWigRLFH VX
konfluentnosibd 90- 8RpHQ MH YHUL EURM SRGUXpMDpokasED]HQpPL
X PDOLP QDNXSLQDPD L X YLaAH VORMHYD DOL MH XRpHQ
PDQMLP EURMHP VWDQLFD L N®RI@XhsKnhY Qieskoptaniei R )
XWYUYyHQQBkeWMW B@LFH X EN)HPlka 1€ML, B1, C1, D} i 2-1, 22
(Slika 17.A1, B1, C1, D) pokazuju srednji do jak intenzitBtiorescencije
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Slika 16. Mikroskopske slike HepG2 stanica transfeciranih s pcDNA-EGFP i

/ /LSRIHF3D0® r€adensaS R E D | H Qdblvéné fluorescencijskom(1) i
svjetlosnom(2) mikroskopijom istog vidnog polja S RY H U D Q Mskke A(1,2)i B(1,2)
prikazuju HepG2 stanice X E H]H Q@-pb,laglke C(1,2)i D X ED]JHQpLUX
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Slika 17. Mikroskopske slike HepG2 stanicatransfeciranih s pcDNA-EGFP i 7,5
/ /LSRIHFW B QddgensaS R E D] H Qiphivexe fluorescencijskom (1) i
svjetlosnom (2) mikroskopijom istog vidnog polla SRY HUD Q Mskke A([L,2)i B (1,
2) prikazuju HepG2 stanice UE H]H Q31, a Xlike C(1,2)iD (1,2)u ED]JHQD2. 1 X
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Usporedbom fluorescencijskog i svjetlosnog mikroskopiranja istog vidnog polja

XWYUyHQR MH GD VH YHUL EURM VWDQLFD NRMH
konfluentQRauXxX 6OLND L 60LND

VX WUDQVIHFLUDQH Vv S

IOXRUF
S8RPHQD MH UD]JOLND X |
/UK B RHIQRAD DY LEPHIRQ) stéida D
WUDQVIHFLUDQLK V YHULP YR OXPHIRFQ M K| EBRIEHLQIH P D
EDJHQpLAL(Nka 16. Al, Bl) i1 60OLND & ' XWYUVHQ MH
IOXRUHVFHQWQLK VWD QilRRikQH IR, B1)E ]8R 16i CE D1). U
EDJHQpPLULPD . L

NRML VX VOXALOL NDRYWQHODRLWMHYRB®DME R (
fluorescencija.

Slika 18. Mikroskopske slike HepG2 stanica, transfeciraninbez DNA s3.75 / A

@i?2i /IB@i?2 Lipofectamineg UHDJHQVD SR dBdvERHEQ pL U X

fluorescencijskom (1) i svjetlosnom (2) mikroskopijom istogvidnog pola SRYHUDQMH
100x).
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4.3 T7E1 test

Za provjeru aktivnosti TALENa u HepG2 stanicama proveden je T7E1 test. Nakon

optimizacije uvjeta proveden je PGignomske DNAV SRpHWQLFDPD ]D UHJLMX J
NRMD REXKYDUD FLOMQRCRPM provaiBn Fbé€ldnom polimerazom

Herculase Il Fusion DNA Polymerasaesoke procesivnostkako bi se male delecije ili

insercije nastale NHEJ popravkom vjeimepisale 2 p H N lrézOit@tnakon PCRa je smjesa
UD]OLPLWLKPRGXSKORINVD XP @é&htaHgerR JHNFUAD JProvedena je
elektroforezaPCR produktas 1,36 agaroznom gelNRMRP MH SRWYUYHQR XVSMH
samo jednogd1$ IUDJPHQWD RPpHNLY D Qalagakdbtnbrp geuHl stupcirSdEL

1-2, 21, 22, K1 i K2 identificirana je linjaskRUR X UDYQLQL OLQLMH PDUNHU!
AVWVRRGJRYDUD Y H O L pNA fraginehidydnaHNOIR Negativna kontrola PCR je

negativna

M 1-1 12 21 22 K1 K2 Kpcr

Slika 19. Elektroforeza PCR produkata genomske DNAza T7E1l testu 1,5%
agaroznom gelU stupcimal-1, 1-2, 2-1, 2-2, K1 i K2 je identificirana glavha DNA linija
RPHNLYBQHPLQH RNR SE

1DNRQ S UR pARCRIfoIUIXQ Mrbjerene su winosti koncentracije (Tablica
4.). Iz dobivenibsrednjihvrijednosti koncentracije vidljivo je da je prinos DNA nakon R&R
L SURpLawb Y2l btdga je za daljnje korake uzetmaksimalanvolumen svih
S UR p L ZCRppodikata.
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Tablica 4. Vrijednosti koncentracije (QJ / SURpL a®PER) Ipkodukata
genomske DNA za T7E1 test

DNA [c(QJ |/
-1 |70
1-2 6,2
2-1 [101
22 |48
KI |76
K2 | 145

3 UR p LAGCRHpRodukt podvrgnut jeagloj denaturacijiL VS R U R Ru. K@EvijyH Q
uvjetimarenaturacije DIA spajaju se IQHV SH RadiLW® MH RPHNLYDQ UH]XOWD
nastajanje DNA heterodupleksa i homodupleksad se takva smjesa podvrgne digestiji s T7
endonukleazom 1 u smjesi nastaju manji porezani fragmenti DNA, jer ova endonukleaza
prepoznaje QHVSDUHQD PMHVWD X GYRODQpbbQ Ravica' DAL VWY
heterodupleksa. ElektroforezodNA produkta digestije T7endonukleazom LU 2%
agaroznom gelwije potvUYHQR SRV WR MD Q bhkka KL )WH BRIGZXGOdeIN V D
(Slika 19.)u stupcima 11, 2-1, i K2 jeidentificirana jasna linija oko 2500b. Slaba linija iste
YHOLpPpLQH LGHQWLILF2ZiKDQIEK 3¢ I siup&MNE k8 RBOP Pbnazire vrlo
slaba linjaNDNRQ GLJHVW LisigreR pkd REOOHD iQeddrHIi nekoliko fragrenata
PDQMH MHOLR MXelektdErer@amd/E M H O RpetrgilQ R

M 1-1 2 21 22 K1 K2

Slika 20. Elektroforeza DNA produkta digestije T7 endonukleazom 1u 2%
agaroznom gelu U stupcima 1-1, 1-2, 21, 22, K1 i K2 je identificirana glavha DNA
linja RPHNLYBQHpPLQH RNR SE
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5 Rasprava

Prije razvitkaTALEN metodeza ciljanu inaktivacije gena bile su dost@@H UD]JOLpPpLW
metodemutagenee SRP R UX UHNRP E L Qiarjdpozan@ WiehdolbgneDekombinacije
(Poglavlje1.3.). 9HOLNR RJUDQLpPpHQMH X NRULAWHQMX RYLK PHWE
SUHSR]QDYDQMX FLOMQRJ P,MMARVDHXXDAQIRIAX GHRPTHRIQDPp Q
transgena =D SRYHUDQMH HILNDYV Q R4 ralzvijghd GuHNAELINAR VWL F
YHIXMBUWRWHLQD L UD]OLpLWL K-a,QfxzieOTADH Ppro®iReS XMokl 7 $/( 1
nukleaze.U ovom radu mifWRGD 7%$/(1 RGDEUDQD MH ]D XYR#HQMH F
HN) $ NDNR EL WDNDY PXWDQWQL |IHQRWiuBij&aexeéaR NDR

regulacije transkripcij&ojima upravlja HNF1A i bolesti koje uzrokuje.

5.1Konstrukcija TALEN -a za ciljno mjesto u genu HNF1A

Prvi zahtjev za ostvarenje cilja ovog raid lpe konstrukcija TALEND VSHFLILpQLK ]D FI
mjesto u genu HNF1A. Prije same konstrukagabrange ciljna sekvenca u egzonu 1 gena

HNF1A. Sekvenca je odabrana s obzirom na mjesto u genu i predikciju nastanka delecija koji

UH UH]XOWLUDWLL 8D RpR. WHh@QRD IRBLJ LFQ IONVRPH RGDNEYHQFH SRPF
Mojo Hand (Heff i sur. 2013) L]JUDpXQ SUHGLNFLMH ]D QDVWDQDN GF
SRPDNRP RNYLUD pLWDQM® SURSVRH XPMQRJ)YRIWHE PRMQR
SRYHMDGKD Q RWWQDNWLYDFLMX JHQD +D) SRR PIRHI X/ H $Y H1] D W L
cilino mjesto Zbog jednostavnosti i brzine konstrukcije TALE& odabrana je metoda

Golden Gate kloniranjem prexmmadu grupe Cermak i sur. (2011)

Rezultati dobivenelektroforezornmakon prve i druge Golden Gate reakcije interpretirani su
usporedbom s rezultatima objavljenimmadu Cermak i sur. (2011ste rezultage potvrili su i

Sakuma i sur(20133 XQDWRDp PDOLP L]PL Mkb@siukapeDGORienK GRtded W R G
kloniranjem. U svimVO Xp D MH Y L P D NNRRQ@@Enx Madula Wa agaroznom gelu
SRND]XMX LVWL REUD]DF 7D MraRakab sipriaiioLligije kbhBtkukaN W H U L V \
]JODWQR L]QDG QMH 7DNRYHU LVSRG OLQLMH 3&5 SURGXN
IMHVW YioppR WRML QDVWDMH NDR SRVOMHGLFD XPgnDaDQMD
Hommelsheim i suradni¢e014) SUYL VX SUHGORALOL PROHNXODUQL PHEK
artefakta. Tijekom reak@ ligacije osim ispravnih konstrukata nastakonstukti s manjim

brojem modula. Oni se tijekom PCR reakcije mogu vezati na lanac kalup i formirati ukosnice
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koje dovode GR RVOREDyDQMD '1#WrEr&t®al RAStMRHGMHORPLPQRJ
MHGQRODpPDQRDBSBDRGGUINRGXNW VH X VOMHGIHYHR H- IQNDO R D IO
kalup kao YHOLND SR [sahwWstadalipOtRd MHGDQ X]JURN QDVWDQ!
DPSOLILFLUDQLK SURGXNDWD V GXSOLNDFLMDPD L UHDUD
LIPHYyX GYLMH SROLPHUD]H NDG VH RQ lh &€obgaxijeX PORI SRV UH (
reakciji. 7R MH pHVW GRJDyBPMQ I/ADNRNIESR GRS O Mpatitkiirh)P
sekvencaméOdelbergisur. 1995 =D SRYHUDQMH HILNDVQRVWL XPQDADC
SRSXW 7%/( PRGXOD SUHSRRMPBGY EHRGREGDWNMH RG PMH
repetitivnim sekvencama RGDELU 3&5 VPMHVH V SROLPHUD]L SULC
XPQDAaDQMH | UterhBihb@ DeAkbijon] Famjene DNA lanaca ¢hHelsheim i sur.

2014). Zbog togaje uz potvrdu ispravnosti konstrukta potrebno prévessekvenciranje

ispravnih klonova nakon druge Golden Gate reakcije. Prema rezultatima sekvenciranja
SRWYUYHQD MH N R-QxaWilnhXmNjéstod DenudHNHELA (Prilog 2).

Jednostavnost i brzina konstrukcije TALEN RYRP PHWRGRP RYIsWakogR XV S M|
NRUDND NRQVWUXNFLMH 8 VOXpDMX GD VH SURGXNW Sl
NRQVWUXNFLMH SRNDAaH QHLYVSU DnabektesjskihRKgIhRamdH SURY |
elektroforezana agaroznom geluAko na agaroznomgelu nije identificiran ispravan

bakterijski klon mogu se ponoviti svi koraci od transfekcije do gel elektroforeze ili se Golden

Gate reakcg ponavlja Isti protokol se ponavlja ako nije identificiran ispravan konstrukt
QDNRQ GUXJH *ROGHQ *DWH UHDN F LM ktijé ieBaldidHpdnbvitiw VO X p
dva puta korak PCR na bakterijskim kolonijama nakon druge Golden Gate reakcije jer u
SUHN R QR il QRWWpoha¥léObakietije 8] URN WRPH VX OD&QR SRJLWLYQL
interpretacig rezultata dobivenih na gelu. To jHVWR X VOXpPpDMHYLPD NDG QI
QHVSHFLILPpDQ VLJQDO L]@diGesk RHH\NH DQ ) LOLH) IRMNHR ®pHNLY
'1$ IUDJPHQWD =ERJ RYLK pLPEHQLND YULMHPH NRQVWUXN

period od pet dana.

5.2 Provjera aktivnosti TALEN -a u transfeciranim HepG2 stanicama
T7E1 testom

6OMHGHUL FLOM ELR MH SURYHVWL LQDNWLYDFLMX
konstruktom. Provedena je transfekcija HepG2 stanica s destinacijskim plazmidom pCAG
T7-TALEN(Sangamo)FokKKR koji saGU AL O L M HIY-TALEN 8ahjamo)FokKKR
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NRML VDGUAL GHVQL 7%/(1 NRQVWUXNW L SCBGODrel*.;hg)ah@aLbLWD ‘
Ovaj reagens vrlo je povoljan za transfekciju TALBN CRISPRa (Li i Hotta2015.

'R VDG MH REMDY O M HiQredo@eHNkgjitn& ¢ PravedemeDidrdfekcija
TALEN-a za inaktivaciju gena n§ WD QLPpQLP O L QCavhiak iDur X2081X MMNEKIU L
sur. 2011.,Musolino i sur 2012., Reyon i sur. 2012., Kim i sur. 201B)ekvencije
modifikacija nastalih djelovanjemALEN-D UD]JOLNXMH VH X UD]JOLpPLWLP VWI
UD]J]OLND X VWDQLPQRP FLNOXVX PHWDEROL]PX VWDQLFI
popravka DNA (Kolb i sur. 2005Nakon transfekcije uneseni TALEN konstrukt se prepisuje
u stanici, ulaziujezd YHaH VH QD FLOMQR PMHVWX X JHQX +1) $ L
XJURNXMH GYRODQbpD @ poaripa NHE) reaHarzmofpRiI I PRAH X]JURNR®
UubD]OLpLWH PXWDFLMH =D GHWHNFLMX PDOLK GHOHFLMD
popravkom m@&H VH N R U [(Dawidn 0(15)Surveyor(Sanjana i sur. 2012), T7E1 test
(Cerm& i sur. 2011, Reyon i sur. 201Kim i sur. 2013) ili drugi testovi koji koriste
HQGRQXNOHD]H NRMH SUHSR]QDMX L UH&X PDOH QHVSDUHQ

Rezultati dobiveni gel HNWURIRUH]RP 6QLND XPQDX3DXQMM IUDJP
regije gena HNF1A od 24406E D MDpLQD GRELY HKatue n® bjpavmD QD J
nejednoliku koncentracjulDNRQ SURpLAUDYDQMD '1$ YULMHGQRVWL
XSXUXMX QD YUO R KeD®rhodat) Wij@dativnd gfikasnost digestije. Usporedbom
rezultata dobivenih gel elektroforezom (Slika 19.) nakon digestije s T7 endonukleazom 1 i
rezultata drugih grupa{m i sur. 2013, Reyon i sur. 201 PRaH VH ]DNOMXpLWL GD
linija ukazye na postojanje divljeg (nemutiranog) tipa gena u transfeciranim stanicama. Zbog
PDOH UD]OXpLYRVWL OLQLMD NRMD MH SRVOMHGLFD PDO|
potvrditi postojili MR4 NRMD OLQLMD LVSRG SE NRmndgL XS Xl
WLSD JHQD +1) $ 3RVWRML PRJIJXUQRVW GDnad&imdvieDOH HIL
mali broj stanica s mutiranim genom HNF1A koji dodatno zbog male koncentracije nije
PRJDR ELWL UD]OXbH Q1 @azire $6@0XslaB signalisp8FXL QLMH YHOLpPLQE

SE 7R PRaH XND]JLYDWL QD SRVWRMDQMH PDQMLK IUDJF
MH QMLKRYD NRQFHQWUDFLMD SUHPDOD GD EL YUGMHOL M
postojanje mutacija genuHNF1A, stogane potY Uy XM X L Q@ehaWNFLA BSIRNPR U X
TALENA-a u transfeciranim HegVWDQLFDPD 7 ( WHVWRP QH PRAaH VH
manje od % modificiranih sekvenci genomske DNA analiziranih elektroforeZ&im i sur.
2009). Rezultati XuL V X U SEMYRYR@MQX VSHFLILPDQRVW 7 ( W
aktivnosti TALENa u stanicama bez prethodne selek@jebiveni rezultati T7E1 testa samo

na jednoj seriji transfekcije HepG2 stanica sa TALEN konstruktima nisu dovoljni za
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odbacivanje pretpostavke kakanstruirani TALENi mogu uzrokovati inaktivaciju gena
HNFIA YHUO MH SRWUHEQR SURYHVWL GDOMQMH HNVSHULPHQ

U daljnjm HNVSHULPHQWLPD WUHEDOR EL SRYidaiBavL HILN
GRELYDQMH VWDQLpPpQH OLQLMH VD V \ebd& jrovesReekbi@ DNWL YL
transfeciranih stanicaDvisno o vrsti eksperimenta za kojii HS R V Os¢lektiviiaVW D QLpQD
OLQLMD PRA&H eMiiraxsg YRWDLQN. b QBR BILYH®D RG MHGQH VWDQL
UD]JOLBEWLKIHQHWLpPNH XQu]RRNM QRVIWNQLNVOH @ULEFOLMH RG SR
bio bi bolji odabir zais’W UDALYDQMH IXQNFLMH JHQD +1) $ 6HOHNFLM
linje zahi MHYD MR& SXQR SRVOD 3R W UHEILR RAH UWIDASIRGIAW U DU\
izolirati kolonijje porDVOH RG SRMHGLQDpPpQLK VWDQLFD =DWLP WU
vektorima koji osim TALENa nose gen za rezistenciju rR G U Hantib@tik. VVektori mogu
nositi gen zaneomicinfosfotransferaz kao rezistenciju na neomigigen zapuromicin N
acetl transferam kao rezistenciju na puromiciti neku drugu vrstu rezistencije Stanicekoje
su transfeciraneSUHALYOMDY DM R GU HejautiytRa @RIV ¢ IPRaH L]ROLUDW
(Grimm 2004).Sekvenciranjem PCR regije za gen HNF1A potrebno je poitwndiktivaciju
JHQD +1) $ X GRELYHQRREzMt& RIGhiverR R dvord taQul pdhazuju da je
7$/(1 XVSMHaAQR NRQVWUXLUDQ L GRVWDYOMHQ X +HS* V'
linije s inaktiviranimgenont+1) $ LILVNXMH MR&a PQRJR SRVOD

ZabudXiD LVWUDALYDQMD WUHEDOR EL NRQXMWNXLUDWL
za ciljno mjesto ugenu HNF1A, kako bi se dobiveni rezultati aktivhosti konstruiranih
TALEN-a u HepG2 stanicamBRJOL PHYyXVREQR XVSRUHGLWL

5.3 Provjera efikasnosti transfekcie HepG2 stanica fluorescencijskim
mikroskopiranjem

Kako bise SRYMHULOD XVSMHaAQRVW WUDQVIHNFLMH SURYF
plazmidom pONA-EGFPL GYD UD]OLpLWD Y R O %006l @dyentaSaRultat- WD P L Q |
svjetlosne i fluorescencijske NNURVNRSLMH VWDQLFD QDNRKzujdaHuHI GO
je GLR VWDQLFD XV S DdiataRe ¥ dtBngd/d flubresiidriproduktomEGFP,
ali je detektiran i velik broj stanica koje ne pokazuju fluorescenciil.AD HILNDVQRYV
transfekcie SRWYUyYyXMH UH]XOWDWH GRELYHQ Hetlijiv gza ok’ WD NR|
mutanatagenaHNF1A u ovako malom broju transfeciranih stanimD GRELYDQMH VWD

linije nije potrebna velika efikasnost transfekcije jer se selekcijom iz malog broj taasfh
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VWDQLFD PRAH SURL]JYHVWL VWD QNI efkasphskransdfekci@D NW L Y
pokazale su stanig&lika 16.) transfecirane sajmanjim S U H S R U YohukhénhbrRod 3,75

/ Lipofectamine§ 3000 reagensaSR E D]H @fema Xrezultatimadostupnim od
SURL] YlE{g'bt'M:Iﬁnine'§ 3000 reagensafikasnost transfekcije HepG2 stanica je znatno
SREROMAaDQD X RGQRVX QD W?Jm@we&gblrﬁmmagbom rebt® IHFWDP
transfekcijedobivenfluorescencijskom mikroskopijom ovom raduM R& XYLMHN QH SRW
rezultate dobivem QDNRQ WUDQVIHNFLMH +HS* RG SURL]YRYDpD
konfluentnost stanica pridom mikroskopiranja bila vrlo visoka (9000%) stogaza budi 0 H
eksperimenteSUHGODAaHP WUDQVIHN F L dhflu QQWHRBSSVMERANO.@QEHFDP D N
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6 =DNOMXpDN

(1) 8V S MH a Q RuiMmpaNTRILENX M idetodom Golden Gate klzanja za ciljno
mjesto ugenuHNF1A.

(2) 8VSMHEQR VX WUDQVIHFLUDQH VWDQLFH +HS* VWD
X W Y Uy H QeRcijotnproteindEGFP.

(3) T7E1 test je nedovoljno osjetljiv za provjeru aktivnosti TALBENza XWY Uy HQ X
umjerenu efikasnost transfekcije HepG2 stanica.

(4) SelekcijomtransfeciraninHepG2 stanicalobivenihiz V W D Qkblprgyad poraslih
od SRMHGLQDpQ Lika mbigka*bi $eWi@b@v W D Qirijp GaeDstabilnom
inaktivacijom HNF1A aWR SUHGVWDYOMDLYVWUR¥ L VD @V M.Q |
pogodnogmodelaHepG2 V W D Q L p Qriakt@itaQirn yerorvHNF1A.
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Prilog 2. Rezultati sekvenciranja

Lijevi TALEN (1519pb)

CGGGCCCCCATGGAAAGCTTGCTCCGGATGCGGGGGAGTTGAGAGGTCCG
CCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTGT@AAGATTGCAAAACGTGGCGG
CGTGACCGCAATGGAGGCAGTGCATGCATCGCGCAATGCACTGACGGGTG
CCCCCCTGAACCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACAAT
GGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTG
CCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACA
ATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCA/CGGCTGTTGCCGGTGCTG
TGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCCA
CGATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC
TGTGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGC
CACGATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGLCCGGT
GCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACRAGTGGTGGCTATCGCCA
GCCACGATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGLCCG
GTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGC
CAGCAACGGTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGLCTGTTGC
CGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATC
GCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAACGGTGCAGCGGCTGTT
GCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTA
TCGCCAGCAACGGTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTG
TTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGC
TATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAACGGC
TGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGATCCGGACCAAGTGGTG
GCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAACGCTCCAACAGTGCACCGCT
GTTTCCCGTGCTGTGCCAGAACATGGCTGACCCCGAACAAATGTGGGTAT
TCCAACCACAAAGGGGGAAAAAACGCTCAAACAGTGAACGCTGTTTTCGG
GGTGTGTCAGGACAAGGCTGACCCCGACAAAAGGTGGGTATCCTCCCACA
TATGGGGAAGAAACCTCCAAAAGGAACAGCGTTGTCCGGCTTTGTCCGAC
ATAGCGGACCCCACCACATGGTGTTTTCCACAAAAGGGAAAAGCTCACAT
AGAAGGGTTTGTGGTGTTGGAAAAGCTTCTCACCAAAGGTTTTCTCTTAG
GAGAGAACAAAAAAAAAGAGTGGGTGGTGTCCCGCCCAGGCGTGATTTTA
TTCAAACAAAAAAAAAATT
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Desni TALEN (1543 pb)

GGGCCCCCCTTGGGAGCCTTGCTCCGGATGCGGGGGAGTTGAGAGGTCCGCCGTT
ACAGTTGGACACAGGCCAACTTGTGAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGC
AATGGAGGCAGTGCATGCATCGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTG
ACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAAGCGCTC
GAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGAIATGGCCTGACCCCGG
ACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACGGTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGG
TGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGT
GGTGGCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCG
GCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCT
ATCGCCAGCCACGATGGCGGCAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTG
CCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCA
GCAACATTGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC
TGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACA
ATGGCGGCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGLCC
AGGACCATGGCCTGACTCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCCACGATGGCG
GCAAGCAAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACC
ATGGCCTGACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACGGTGGCGGCAAGC
AAGCGCTCGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCT
GACCCCGGACCAAGTGGTGGCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGAAGCGCT
CGAAACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCG
GACCAAATGGTGGCTATCGCCAGCAACAATGGCGGCAAGCAACGCTCGAAACGT
GCAACGGCTGTTGCCGGGGTGTGCCAGAACATGGCTGACCCCGAACAAAGGTGG
GTATCTCAGCACCAATGGGGGAAGAAACCTCTAAAAGTGAACGGCTTTTGCGGG
GTTTGCCAGAACTAGCCTGACCCCGACAAATGTGGGTATTCCCCCACAGTGGGGA
ACAACCTCAACATTGAAACGTTTTTCTGGTTTGCTGACAAGCTGTCCCGCACAAG
GGGTTTCCCCCAATTGGGAAAACCTCAAATAAAAGGTTTTGGTTGGTTTAGATGG
CCCACCAGGGGGGTATCCTTATGGACAACCCAAAAAGAGTGTGGGGTGGTGCGT
GCCTCCGGAACGTAGTCCATAACAACCACCAAAAAAAAGAAGGTGTGGCTGTTG
TAGGTGTGAGGCCGSTAGGG
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aLYRWRSLYV

SRYyHQD VDP X .RSULYQLFL 'R JRGLQH SR
6YHWL 3HWDU 2UHKRYHF 1DNRQ J]DYU&AHQH RSUH JLPQD]LMFE
VUHGQMH JO b OEHQYW ONRKRWOWBILIH X .ULAHYFLPD JRGLQH X

PDWHPDWLpPpNL IDNXOWHW X =DJUHEX %LROR&ANL RGVMHN \
Tijekom studija od 2009. do 2@1godine aktivno sam sudjelovala u organizaciji i
pripremi radionice KukcitiHNRP PDQLIHV W D F L MatiadetviRiisuglibriRen@ J L M H 3
akademsk godine 2011./2012dodijeljena psebna Rektorova nagrada za sudjelovanije u
PDQLIHVWDFLML ADRUREHRORNDVMGHPVNH JRGLQH VX«
nastavi kolegija Biologa stanice kao demonstrator.
SNWLYQR VH VOXALP HQJOHVNLP L QMHPDpPNLP MH]LNRPF

68



