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1. Uvod

Duga koevolucija prokariotskih organizama i bakteriofaga, kao i brojnost potonjih
(vise od 10%° virusnih &estica) koja ih ¢ini najrasprostranjenijim biolo§kim entitetom na
Zemlji (Mann 2005), rezultirala je razvojem brojnih obrambenih mehanizama kod prokariota.
Supresija adsorpcije faga te sustav restrikcijskih endonukleaza i abortivne infekcije oblici su
prirodene imunosti. No, jedini poznati adaptivni sustav zastite od faga jest CRISPR-Cas (od
eng. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR associated)
pronaden u priblizno 50% bakterija i gotovo 90% arheja (Hille i sur. 2018).

Prvi korak u otkri¢u i karakterizaciji sustava CRISPR-Cas zbio se u 80-im godinama
prosloga stolje¢a kada su u blizini gena iap u bakteriji Escherichia coli uoceni, dotad
neokarakterizirani, ponavljaju¢i sljedovi (Ishino i sur. 1987). Tada im nije bila pridana
funkcija, a posluzili su za genotipizaciju pojedinih bakterijskih sojeva. Otkri¢e da se sli¢ni
ponavljajuci sljedovi nalaze u jo$ jednoj domeni zivoga svijeta, arhejama (Mojica i sur. 1993),
sugeriralo je da nose znacajnu ulogu. Tek je pocetkom 21. stolje¢a utvrdeno kako se izmedu
tih ponavljajucih sekvenci nalaze jedinstveni sljedovi homologni genomima bakteriofaga, a
sojevi u kojima su pronadeni bili su rezistentni na fage ¢ijim genomima su odgovarali ti
sljedovi (Mojica 1 sur. 2005, Bolotin 1 sur. 2005, Pourcel 1 sur. 2005). Time je postalo jasno
kako je rije¢ o sustavu obrane protiv bakteriofaga Sto je kasnije potvrdeno i eksperimentalno
(Barrangou 1 sur. 2007). Nesto ranije tim sljedovima nadjenuto je ime CRISPR, a u istoj
publikaciji po prvi put su okarakterizirani geni cas (od eng. CRISPR associated) koji se nalaze

u blizini lokusa CRISPR (Jansen i sur. 2002).

1.1. Grada sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli

Danas je grada sustava CRISPR-Cas puno jasnija, a znafajno se razlikuje izmedu
razli¢itih bakterijskih 1 arhejskih vrsta unato¢ zajednickoj ulozi (Miti¢ 1 sur. 2023). Sustav se
klasificira na temelju proteina Cas koji sudjeluju u fazi interferencije (objasSnjena kasnije u
tekstu) u dvije klase, Sest tipova i1 nekoliko podtipova (Sternberg i sur. 2016). U klasi 1 (tipovi
I, IIT i IV) tu funkciju obavlja multiproteinski kompleks dok je u klasi 2 (tipovi II, V i VI)

rije¢ o jednom multifunkcionalnom proteinu. Proteini klase II, ponajvise Cas9, zbog svoje

1



jednostavnosti, primjenu su pronasli u ciljanom uredivanju i manipulaciji genoma (Jiang 1
Doudna 2017). U bakteriji E. coli, koja je srediSnji organizam ovog istrazivanja, prisutan je
podtip I-E klase 1 (Miti¢ i sur. 2023) (slika 1.1), pa se grada, regulacija i pojedine faze sustava
CRISPR-Cas, pomnije objasSnjene u tekstu koji slijedi, odnose na taj podtip.

(vged)
casA casB casC casD casE
(cas8e) (casll) (cas7) (cas5) (cas6) casl

CRISPR-2 CRISPR-1

cas2

Slika 1.1. Sustav CRISPR-Cas podtipa I-E u bakteriji Escherichia coli K-12. Osam je gena cas. Geni
cas8e, casll, cas7, cas5, cas6, casl 1 cas2 nalaze se u zajednickom operonu dok je gen cas3 pod
kontrolom vlastitog promotora. Dva su lokusa CRISPR (-1 i -2) s dvanaest, odnosno, Sest jedinica
(razmaknica-ponavljanje). Slovom L oznacena je pozicija vodece regije (od eng. leader sequence) u

kojoj se nalazi promotor lokusa CRISPR. Preuzeto i prilagodeno iz Xue i Sashital 2019.

Lokus CRISPR sacinjavaju ponavljaju¢e sekvence razdvojene jedinstvenim
razmaknicama porijeklom iz genoma bakteriofaga, plazmida ili pokretnih genetickih
elemenata (Hille i Charpentier 2016). U bakteriji E. coli postoje dva lokusa CRISPR (-11-2) s
dvanaest, odnosno, Sest jedinica (razmaknica-ponavljanje) (Pul i sur. 2010). Ponavljajuca
regija u obama lokusima dugacka je 29 bp, a duljina razmaknice u 95% slucajeva jest 32 bp
iako moze varirati (31-34 bp) (Savitskaya 1 sur. 2013). Lokusi CRISPR-1 i -2 pod kontrolom
su promotora Pcrisprl 1 Pcrispr2 koji se nalaze u vodecoj regiji (od eng. leader sequence)
bogatoj AT-baznim parovima (Pul i sur. 2010). Druga osnovna komponenta sustava jesu geni
cas koji se nalaze uzvodno od lokusa CRISPR, a osam ih je u bakteriji E. coli: gen cas3 pod
kontrolom je vlastitog promotora Pcas3, a preostalih sedam (cas8e, casll, cas7, cas5, cas6,
casl 1 cas?) nalaze se u zajedni¢kom operonu pod kontrolom promotora Pcas8e (Miti¢ i sur.
2023). Geni cas kodiraju za istoimene proteine koji sudjeluju u trima fazama obrane:

adaptaciji (a), ekspresiji (b) 1 interferenciji (¢) (slika 1.2).
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Slika 1.2. Faze obrane bakterije sustavom CRISPR-Cas. Nakon infekcije bakterije stranom DNA (u
ovom primjeru virusnom), dolazi do prepoznavanja, fragmentiranja i ugradnje protorazmaknice u
lokus CRISPR tijekom adaptacije (faza 1). Protorazmaknica se nakon ugradnje naziva razmaknicom.
Tijekom ekspresije (faza 2) lokus CRISPR prepisuje se u dugu pre-crRNA ¢ijim procesiranjem nastaju
zrele crRNA. U posljednjoj fazi (interferencija) dolazi do prepoznavanja, vezanja i cijepanja strane
DNA c¢ime se uklanja infekcija. Formira se kompleks koji veze crRNA i sudjeluje u prepoznavanju
ciljne strane DNA koja se, u konacnici, degradira. Preuzeto i prilagodeno iz: CRISPR Systems -

Doudna Lab. https://doudnalab.org/research areas/crispr-systems/.

a) Adaptacija

Tijekom adaptacije, strana DNA (protorazmaknica) se prepoznaje, procesira i ugraduje
u lokus CRISPR i tada se naziva razmaknicom. Rije¢ je svojevrsnoj genetickoj memoriji
prethodnih infekcija $to ujedno i €ini sustav CRISPR-Cas adaptivnim, ali i nasljednim (Hille i
sur. 2018). Razlikuju se dva oblika adaptacije: naivna, koja se odvija kada se stanica prvi put
susrece sa stranom DNA, te pripremljena, u kojoj u stanicu ulazi DNA za koju ve¢ postoji
razmaknica u lokusu CRISPR s odredenim stupnjem homologije (Killelea i sur. 2023).
Pripremljena adaptacija razvijena je kao bakterijski odgovor na pojavu faga koji su
mutacijama uspjeli izbje¢i prepoznavanje odgovaraju¢om crRNA. U naivnoj adaptaciji, od
proteina Cas sudjeluju samo proteini Casl 1 Cas2 (Yosef 1 sur. 2012) dok u pripremljenoj
adaptaciji su potrebni drugi proteini, kao Sto je Cas3 i kompleks Cascade (Datsenko i sur.
2012). Naivna adaptacija predmet je ovog istrazivanja pa je detaljnije proucena u sljede¢em

poglavlju.



b) Ekspresija

U fazi ekspresije lokus CRISPR prepisuje se u dugu precrRNA te zatim procesira u
kraée crRNA (Brouns i sur. 2008). U procesiranju sudjeluje endoribonukleaza Cas6 koja
prepoznaje 1 cijepa strukturu ukosnice (Hille 1 sur. 2018). Ukosnicu formiraju palindromske
sekvence u ponavljaju¢im regijama koje okruzuju razmaknice. Na taj nacin nastaje zrela
crRNA, duga 61 nukleotid. Protein Cas6 ostaje vezan za crRNA i sudjeluje kao okosnica u

slaganju kompleksa Cascade, klju¢noga u fazi interferencije.
c) Interferencija

Tijekom interferencije dolazi do prepoznavanja, vezanja i cijepanja strane DNA ¢ime
se uklanja infekcija. Formira se kompleks Cascade koji veze crRNA 1 sudjeluje u
prepoznavanju ciljne strane DNA. Kompleks Cascade je heteroundekamer sastavljen od jedne
podjedinice proteina Cas5, Cas6 i Cas8e, dviju podjedinica proteina Casl1 te Sest podjedinica
proteina Cas7 (Jore i sur. 2011). Kako u ovom koraku ne bi doslo do razgradnje vlastite DNA,
koja se nalazi u lokusu CRISPR u obliku razmaknice, razvijen je specifi¢an nacin distinkcije:
pomocu sekvence PAM koja se nalazi u stranoj DNA, ali ne 1 u lokusu CRISPR (Miti¢ 1 sur
2023). Sekvencu PAM prepoznaje protein Cas8e §to ujedno uzrokuje i lokalno odmatanje
DNA te vezanje pripadajuc¢e crRNA na temelju komplementarnosti (Hayes 1 sur. 2016, Hille 1
sur. 2018). Lanac DNA koji ne sudjeluje u toj interakciji veZzu dvije podjedinice proteina
Casll 1 na taj nain oblikuju 1 stabiliziraju tzv. R-omcu. Formiranje R-omdce uzrokuje
konformacijske promjene kompleksa Cascade C¢ime nastaje vezno mjesto za protein Cas3 koji
svojom nukleaznom 1 helikaznom aktivno$¢u degradira stranu DNA u smjeru 3'—5', a

moguce je da u tome pomazu i druge domacinske egzonukleaze.

1.2. Naivna adaptacija

Za naivnu adaptaciju u bakteriji £. coli, od proteina Cas, nuzni su samo Casl i Cas2
(Yosef i sur. 2012). U funkcionalnom obliku proteini Casl i Cas2 tvore heteroheksamer u
kojem su dva dimera proteina Casl povezani dimerom proteina Cas2. Djeluju kao integraza
pri cemu Casl ima kataliti¢ku, a Cas2 strukturnu ulogu (Nufiez i1 sur. 2014). Tijekom samog

procesa mora do¢i do stvaranja protorazmaknice fragmentacijom strane DNA (Xue 1 Sashital



2019). U tom koraku sudjeluju domacinske egzonukleaze i helikaze o kojima ¢e biti rije¢ u
idu¢im poglavljima. One stvaraju ssDNA razli¢itih duljina pa, kako bi nastao supstrat za
vezanje kompleksom Cas1-Cas2, komplementarni lanci moraju se spojiti u dsDNA. Nedavno
je utvrdeno kako sam kompleks Casl-Cas2 sudjeluje u tom procesu vezuéi ssDNA te
kataliziraju¢i vezanje komplementarne DNA (Kim 1 sur. 2020). Komplementarna DNA sadrzi
duge 3' jednolancane krajeve koji se procesiraju aktivno$¢u domacdinskih 3'—5' egzonukleaza
(Kim 1 sur. 2020). Najbolji supstrat za ugradnju kompleksom Cas1-Cas2 jesu protorazmaknice
(33 bp) koje sadrze jednolancane 3' strSece krajeve duljine pet nukleotida s obiju strana (Wang
1 sur. 2015). Dvolancani dio protorazmaknice, duljine 23 bp, premosc¢uje dimer proteina Cas2
§to omogucuje lokalizaciju jednolancanih krajeva u aktivno mjesto integraze Casl. Nadalje,
inicijalni supstrat kompleksa Cas1-Cas2 mora na svome kraju sadrzavati i sekvencu PAM. S
obzirom da tijekom interferencije kompleks Cascade razlikuje stranu DNA od vlastite na
temelju sekvence PAM, tijekom odabira takoder je nuzno da protorazmaknica sadrzi taj slijed
(Xue i Sashital 2019). Kompleks Cas1-Cas2 prepoznaje sekvencu komplementarnu PAM-u u
pocetnom koraku vezanja ssDNA. U bakteriji E. coli, protein Casl najveéi afinitet posjeduje
za slijed 5' — CTT — 3' (komplementaran kanonskom slijedu PAM: 5' — AAG — 3') (Amitai 1
Sorek 2016), ali 1 neke druge, nekanonske sekvence PAM takoder mogu biti prepoznate (Xue
i Sashital 2019). Jednom kada je kompleks Casl-Cas2 vezao protorazmaknicu, ona je
spremna za ugradnju (slika 1.3). Kompleks prepoznaje sekvencu na granici vodece regije i
prve ponavljajuce sekvence lokusa CRISPR pa se nova razmaknica ugraduje izmedu tih dviju
regija (Chowdhury i sur. 2017, Xue 1 Sashital 2019). Strana na kojoj se nalazi sekvenca PAM
ugraduje se distalno od vodece regije Sto je nuzno kako bi nastala cRNA uvijek bila
komplementarna odgovaraju¢em lancu protorazmaknice, Sama sekvenca PAM ne ugraduje se
u lokus CRISPR S§to je esencijalno za izbjegavanje autoimunosti. To¢nije, Casl cijepa dva
terminalna timina u slijedu 5' — CTT — 3' pri ¢emu nastaje protorazmaknica duga 33 bp,
spremna za inserciju (Wang 1 sur. 2015). To se zbiva tek prilikom ugradnje jer dimer Casl koji
veze sekvencu PAM fizi¢ki ometa egzonukleazno cijepanje jednolanCanog kraja do svoje
kona¢ne duljine. Ugradnja se odvija dvjema reakcijama transesterifikacije: Najprije
hidroksilna skupina na kraju na kojem se ne nalazi slijed PAM vrsi nukleofilni napad na
fosfodiestersku vezu izmedu vodece regije 1 prvog ponavljanja. Strana na kojoj se ne nalazi
sekvenca PAM uvijek se ugraduje prva s obzirom da PAM-kraj u tom trenutku nije procesiran
do optimalne duljine. To ujedno i osigurava to¢nu orijentaciju novougradene razmaknice
(Kim 1 sur. 2020). Nakon procesiranja na PAM-kraju, 3' hidroksilna skupina citozina

negdasnjeg slijeda PAM vrSi nukleofilni napad na granici prvog ponavljanja i prve
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razmaknice (Nuiiez 1 sur. 2015a). Reakciju ugradnje pomaze i1 protein IHF (od eng.
integration host factor) koji savija vodecu regiju ¢ineci bolji supstrat za kompleks Cas1-Cas2
(Nufez i sur. 2016). Jednolancane praznine koje nastaju popunjava DNA polimeraza I i spaja
DNA ligaza (Ivanci¢-Bace i1 sur. 2015) Sto rezultira time da je novougradena razmaknica

okruzena ponavljaju¢im sekvencama.

Lokus CRISPR

protorazmaknica

_ === ponavljanje
HO-—— OH mmm razmaknica

vodeca regija E

Slika 1.3. Proces ugradnje protorazmaknice u lokus CRISPR. Ugradnja se odvija dvjema reakcijama
transesterifikacije. Prvo hidroksilna skupina na kraju na kojem se ne nalazi slijed PAM (svijetlo sivi
kraj) vrsi nukleofilni napad na fosfodiestersku vezu izmedu vodece regije i prvog ponavljanja (crno).
Zatim, hidroksilna skupina na 3' strSe¢em kraju protorazmaknice na ¢ijoj strani jest citozin negdasnjeg
slijeda PAM (Zuti kraj) vrsi nukleofilni napad na granici prvog ponavljanja (crno) i prve razmaknice
(crveno). Nastale jednolancane praznine popunjava DNA polimeraza I (pol) i spaja DNA ligaza (nije
prikazana). Na taj na¢in novonastala razmaknica omedena je ponavljaju¢im sljedovima. Preuzeto iz:

Xue 1 Sashital 2019.

S obzirom da se nova razmaknica ugraduje izmedu vodece regije 1 prve razmaknice,
lokus CRISPR kronoloski je slijed prethodnih infekcija bakterije i njezinih ,,predaka®, pri
¢emu razmaknica koja se nalazi najblize vodecoj regiji vuce podrijetlo od najrecentnije
infekcije, 1 obrnuto (Miti¢ 1 sur. 2023). Iako je adaptacija strogo kontroliran proces, ponekad
moze do¢i do ugradnje razmaknice iz genomske DNA bakterije Sto uglavnom rezultira
degradacijom DNA i programiranom stani¢nom smréu (Yosef i sur. 2012). Autoimunost je
moguce izbjeci ukoliko je ugradena razmaknica s nekanonskim slijedom PAM ili u stanici

koja je mutant za efektorske gene cas (Miti¢ 1 sur. 2023).



1.3. Regulacija sustava CRISPR-Cas u bakteriji E. coli

Regulacija sustava CRISPR-Cas vrlo je sloZena i djeluje na transkripcijskoj (slika 1.4)
1 posttranslacijskoj razini (Markulin i1 sur. 2020). U standardnim laboratorijskim uvjetima
sustav CRISPR-Cas bakterije E. coli nije aktivan, no nije poznato zaSto: moguce je da
konstitutivna ekspresija gena cas Steti bakterijskoj stanici (Pul i sur. 2010). Promotori PcasSe
operona 1 Pcas3 gena cas3 pod snaznom su represijom proteina H-NS koji u manjoj mjeri
reprimira i promotor Pcrisprl lokusa CRISPR-1. Protein H-NS globalni je regulator
transkripcije koji sudjeluje u represiji gena uklju¢enih u odgovor na stres (Schroder i Wagner
2002). U odsustvu proteina
H-NS, promotor Pcas8e negativno je reguliran paralogom represora H-NS - proteinom StpA
(Miti€ 1 sur. 2020). Promotor Pcas8e reprimiran je i proteinom CRP (od eng. cAMP receptor
protein), ¢ineci sustav CRISPR-Cas ovisan o glukozi s obzirom da njeno prisustvo inducira
proizvodnju cAMP-a (Yang i sur. 2014). S druge strane, prisustvo proteina CRP pozitivno
utjece na ekspresiju gena cas3 s promotora Pcas3. Pozitivni regulator promotora Pcas8e jest
protein LeuO koji s proteinom H-NS kompetira za isto vezno mjesto. No, u standardnim
uvjetima ne dolazi do ekspresije operona s obzirom da se protein H-NS konstitutivno
eksprimira 1 negativno utjeCe na ekspresiju proteina LeuO Cija je ekspresija tranzijentna.
Pokazano je da se ekspresija proteina LeuO pojafava u stacionarnoj fazi rasta, u odsustvu
aminokiselina te prisustvu gvanozin tetrafosfata (Markulin 1 sur. 2020). Na lancu suprotnom
od promotora Pcas3 nalazi se promotor PantiCas, takoder reprimiran proteinom H-NS.
Njegova uloga nije u potpunosti razjasnjena, no pretpostavka je da sudjeluje u terminaciji

transkripcije ili prevenciji translacije mRNA gena Cas3.
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Slika 1.4. Transkripcijska regulacija sustava CRISPR-Cas u bakteriji Escherichia coli K-12. Aktivatori
(zeleno) 1 represori (crveno) ekspresije djeluju na promotore Pcas3 (kontrola gena cas3), PcasSe
(kontrola gena kompleksa Cascade, casl i1 cas?2), Pcrispr (kontrola lokusa CRISPR) i anti-Pcas.
Pretpostavlja se da promotor anti-Pcas sudjeluje u terminaciji transkripcije ili prevenciji translacije

mRNA gena cas3. Preuzeto iz: Markulin i sur. 2020.

Na posttranslacijskoj razini, u mutantu Ains uoceno je da je za stabilnost proteina
Cas3 pri 37 °C potrebna prisutnost proteina HtpG koji je dijelom porodice molekularnih
Saperona Hsp90 (Majsec i sur. 2016, Yosef i sur. 2013). U dvostrukom mutantu Ahns AhtpG
bakterija je osjetljiva na infekciju fagom Avir. Prekomjernom ekspresijom proteina Cas3 vraca
se rezistencija na 30 °C, ali ne i na 37 °C gdje je nadekspresija proteina Cas3 vratila
rezistenciju samo u soju ipG" Ahns. S obzirom na temperaturnu osjetljivost proteina Cas3,
moguce da je temperatura faktor koji odreduje aktivnost sustava CRISPR-Cas u bakteriji E.

coli (Miti¢ 1 sur. 2023).

Budu¢i da sustav CRISPR-Cas nije aktivan u standardnim laboratorijskim uvjetima, za
prouCavanje naivne adaptacije najprije je potrebno aktivirati gene casl 1 cas2. NajceSce se
pribjegava ekspresiji gena cas/ 1 cas2 pod inducibilnim promotorom (Miti¢ 1 sur. 2020).
Dosad, to se postizalo transformacijom bakterija plazmidom koji nosi gene casl 1 cas?2.
Stvaranjem soja s navedenim genima pod inducibilnim promotorom na kromosomu, bio bi
rijeSen problem inkompatibilnosti plazmida i rezistencije na antibiotike, a uvelike bi se

olakSao i rad s drugim, dodatnim plazmidima.



1.4. Procesiranje strane DNA u stvaranju supstrata za kompleks Cas1-

Cas2

Kako bi tijekom naivne adaptacije kompleks Casl-Cas2 mogao vezati ssDNA i
komplementarnu spojiti u dsDNA, potrebna je fragmentacija strane DNA aktivnoScu
domacdinskih egzonukleaza i helikaza (Xue i Sashital 2019). Osnovni enzim koji sudjeluje u
tome jest RecBCD kodiran genima recB, recC i recD. Kompleks RecBCD primarno sudjeluje
u popravku DSB pomoc¢u HR (Dixon i Kowalczykowski 1993, Dillingham i Kowalczykowski
2008). Prepoznaje tupe krajeve dsDNA te helikaznom aktivno$¢u podjedinica RecB 1 RecD i
egzonukleaznom aktivnos¢éu podjedinice RecB degradira dsDNA. Taj proces traje sve dok
enzim ne naide na 3' kraj asimetri¢ne sekvence Chi (5' — GCTGGTGG — 3') koju prepoznaje
podjedinica RecC. Vezanje slijeda Chi dovodi do konformacijskih promjena, pri ¢emu se
smanjuje 3'—5', a pojacava 5'—3' egzonukleazna aktivnost enzima. To rezultira stvaranjem
jednolanc¢anih 3' krajeva na koje podjedinica RecB nanosi protein RecA. Jednolancani 3' kraj
s vezanim proteinom RecA invazivan je za rekombinaciju s drugom dsDNA. Kako bi enzim
RecBCD stvorio fragmente ssDNA koji su komplementarni i na taj nacin prikladni supstrati
za kompleks Casl-Cas2, mora djelovati na dvolancani lom genomske DNA domacina koji
definira segment DNA bez slijeda Chi ili pak na stranu DNA koja ne sadrZi slijed Chi (Miti€ 1
sur. 2023). Sekvenca Chi u genomu bakterije E. coli pojavljuje se 1009 puta Sto je sedam puta
ceS¢e od onoga Sto je predvideno nasumicnoS¢u (Smith 2001). Time bakterija osigurava
genomski integritet (Dillingham 1 Kowalczykowski 2008), no pretpostavlja se da je to 1
mehanizam kojim se omogucava da se strana, a ne domacinska DNA, preferentno prepoznaje
kao supstrat kompleksa Cas1-Cas2 (slika 1.5A) (Miti¢ i sur. 2023). Povrh toga, dvolanc¢ani
lomovi koje prepoznaje holoenzim RecBCD ceS¢e se pojavljuju na mjestu zaustavljanja
replikacijskih raslji (George i1 sur. 2001). Iako razmaknice ugradene iz kromosomske DNA
¢ine mali udio u ukupnom bazenu razmaknica, analizom njihova podrijetla utvrdeno je da je
najcesce rije¢ o DNA iz podru¢ja izvorista (ori) 1 terminacije (fer) replikacije (Levy 1 sur.
2015). Mjesto ori prvo se replicira pa je u kulturi uvijek najzastupljenija ta DNA. S druge
strane, iako se mjesta ter zadnja repliciraju, na njima neizbjezno dolazi do zaustavljanja
replikacijskih raslji s obzirom da brze raslje, zaustavljene proteinom Tus, ¢ekaju sporije kako
bi se replikacija kompletirala. Imajuci to na umu, replikacija plazmidne 1 virusne DNA ¢eSc¢a

je od replikacije genomske DNA a time i1 fragmentacija DNA, ¢ime se povecava vjerojatnost



za nastajanjem potencijalnih supstrata za ugradnju razmaknice (Xue i Sashital 2019) (slika

1.5B).
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Slika 1.5. Kompleks Casl-Cas preferentno uzima stranu, a ne domacinsku DNA kao supstrat za
ugradnju razmaknice. (A) Nakon prepoznavanja slijeda Chi, enzim RecBCD prestaje stvarati
jednolancane supstrate za kompleks Cas1-Cas2. Sekvenca Chi puno je ¢esca u bakterijskom genomu
nego u stranoj DNA pa se u zalihi jednolanc¢anih fragmenata pogodnih za ugradnju vecinski nalazi
strana DNA. (B) Dvolancani lomovi koje prepoznaje enzim RecBCD ces¢e se pojavljuju na mjestu
zaustavljanja replikacijskih raslji tijekom replikacije DNA. Replikacija plazmidne i virusne DNA
ceS¢a je od replikacije genomske DNA, a time i stvaranje jednolancanih fragmenata koji ¢e se

potencijalno ugraditi tijekom adaptacije. Preuzeto i prilagodeno iz: Xue i Sashital 2019.

Budu¢i da su mutanti recD pokazivali smanjenu efikasnost naivne adaptacije,
pretpostavljalo se da je nukleazna aktivnost enzima kljuna u stvaranju jednolancanih
supstrata za kompleks Cas1-Cas2 (Levy i sur. 2015). No, kada su isti eksperimenti provedeni
na mutantima rec4 recD, uspjesnost adaptacije vratila se na pocetne razine (Radovci€ 1 sur.
2018). Enzim RecBC nanosi protein RecA neovisno o slijedu Chi (Churchill i sur. 1999).
Stoga, u mutantu recD ugradnja razmaknice nije bila inhibirana odsutno$¢u nukleazne
aktivnosti, ve¢ nespecificnim vezanjem proteina RecA na jednolanCane krajeve DNA
(Radov¢i¢ 1 sur. 2018). Time je pokazano kako je helikazna aktivnost enzima RecBCD bitnija

u stvaranju supstrata za sustav CRISPR-Cas. U bakterijskoj stanici postoji velik broj
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egzonukleaza koje mogu pocijepati lance DNA koje helikaza RecBC razdvoji, no mogucnost
alternativnog procesiranja DNA nije najbolje istrazena. Nadalje, jednom kada kompleks Casl-
Cas2 veze komplementarne ssDNA, 3' strSeé¢i krajevi znatno su dulji od 5 bp koje su
optimalne za ugradnju (Ramachandran i sur. 2020). Stoga, i tu su potrebne domacinske 3'—5'
egzonukleaze. Veliku porodicu 3'—5' egzonukleaza saCinjavaju egzonukleaze DnaQ koje su
konzervirane od bakterije E. coli do covjeka (Wang i sur. 2013). Porodica se sastoji od vise od
1000 poznatih ¢lanova koji sudjeluju u procesiranju ssDNA tijekom replikacije, razgradnje,
popravka i rekombinacije, ali i RNA tijekom sazrijevanja, interferencije 1 obrta (Hsiao 1 sur.
2014). Egzonukleaze te porodice sadrze domenu DEDDh koja moze biti povezana s DNA
polimerazom tijekom replikacije DNA S§to je, primjerice, slu¢aj u egzonukleaze DnaQ (u
ovom slucaju ime proteina, a ne porodice) holoenzima DNA polimeraze III bakterije E. coli.
Ramachandran i suradnici (2020) pokazali su u uvjetima in vitro kako egzonukleaze iz
spomenute porodice, DnaQ i ExoT (poznata i kao RNaza T), mogu posredovati ugradnji
razmaknice u bakteriji E. coli, u pravilnoj orijentaciji, procesiranjem 3' jednolanc¢anih krajeva
protorazmaknice. Stoga, u ovom istrazivanju ispitao sam ulogu gena exoT i dnaQ te njihovih

proteinskih produkata u uvjetima in vivo.

Kao $to je ve¢ spomenuto, novija istrazivanja pokazala su kako je helikazna, a ne
nukleazna aktivnost enzima RecBCD nuzna u naivnoj adaptaciji (Radov¢i¢ i sur. 2018).
Potrebno je istraziti sudjeluju li druge helikaze u tome procesu, a jedna od mogucih jest
helikaza UvrD. Poznata je jo§ i kao DNA helikaza II, a odmata DNA u 3'—5' smjeru u
prisustvu ATP-a (Sharma 1 Rao 2012). Posjeduje brojne uloge u bakterijskoj stanici od kojih
se najvise isti¢u one u popravku DNA mehanizmima NER 1 MMR. Iz tog razloga, mutante
AuvrD karakterizira mutatorski fenotip, povec¢ana stopa rekombinacije i osjetljivost na UV
(Washburn i Kushner 1991). U ovom radu prvi put su istraZzeni u kontekstu naivne adaptacije

sustava CRISPR-Cas.
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2. Cilj istrazivanja

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Konstruirati soj bakterije Escherichia coli s kromosomski inducibilnim genima cas/ i cas2.

2. Konstruirani soj potvrditi na genotipskoj 1 fenotipskoj razini te istraziti eksperimentalne

uvjete za naivnu adaptaciju.

3. Konstruirati i potvrditi mutante u genima dnaQ 1 exoT te istraziti naivnu adaptaciju u

mutantima AdnaQ, AexoT i mutantu AuvrD.
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Bakterijski sojevi

U tablici 3.1 navedeni su sojevi bakterije E. coli K-12 koje sam koristio u ovom

istrazivanju.

Tablica 3.1. Oznaka, relevantni genotip te izvor ili metoda dobivanja sojeva bakterije Escherichia coli

K-12 koristenih u ovom istrazivanju.

Oznaka soja

Relevantni genotip

Izvor

MG1655 (wi)

+F, rec’

Bachmann 1996

11B253 + recD1903::mini-Tn/0 I. Ivanci¢ Bace
[IB312 + recA::cam I. Ivanci¢ Bace
[IB1041 + AuvrD288::Tn5 I. Ivanci¢ Bace
BW5113 F, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), | B. L. Wanner (Keio kolekcija

N, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514

sojeva bakterije E. coli)

Oznaka soja

dobivenog od

Razlika u genotipu u odnosu na soj

BW25113

Izvor ili metoda dobivanja

soja

BW25113

1IB888 + Acas3::apra AcasC760::kan I. Ivanci¢ Bace

[IB1165 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT I. Ivanci¢ Bace

1IB1438 + pBad casl-cas2::spec Ovaj rad (recombineering)
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT pBad '

1IB1439 Ovaj rad (recombineering)
casl-cas2::spec
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT '

1IB1440 Ovaj rad (recombineering)
AdnaQ744::kan

1IB1441 + Arnt-730::kan Ovaj rad (recombineering)
+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT Ovaj rad (P1. [IB253 x

1IB1444

AdnaQ744::kan ArecD1903::mini-Tnl0

1IB1440)
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Tablica 3.1 - nastavak

+ Acas3::apra A(casC-casl)::FRT '
o Ovaj rad (P1. [IB312 x
11B1447 AdnaQ744::Kan ArecD1903::mini-Tn/0
1IB1440)

ArecA::cam
B1451 + Acas3::apra A(casC-casl)::FRT Ovaj rad (P1. I[IB1041 x

AuvrD282::Tn5 [IB1165)
3.1.2. Plazmidi

U tablici 3.2 navedeni su plazmidi koje sam koristio u ovom istrazivanju.

Tablica 3.2. Oznaka, opis te izvor plazmida koristenih u ovom istrazivanju.

Oznaka
Opis Izvor
plazmida
‘ Negativna kontrola za pEB628; Amp'; izvoriste replikacije _
pBad-HisA InVitrogen
pBR322
Geni red (gam, bet, exo) faga lambda pod promotorom .
S o Datsensko i
pKD46 araBAD, temperaturno osjetljivo izvoriste replikacije
Wanner 2000
oriR101; Amp’
Geni cas! 1 cas2 uklonirani u plazmid pBad-HisA pod
pEB628 E. L. Bolt
promotor araBAD; Amp'
pEB628 + kazeta FRT-Str-FRT nizvodno od gena cas! 1 _
pMR27 M. Radov¢i¢
cas2; Amp’
Prazan vektor za kloniranje proteina s 6 x His; izvoriSte
pRSF-1b L Novagen
replikacije RSF 1030; Kan®
— Prazan vektor za kloniranje; veliki broj kopija; izvoriSte New England
p o .
replikacije pMB1; Amp” Biolabs

3.1.3. Pocetnice

U tablici 3.3 navedene su pocetnice koje sam koristio u ovom istrazivanju.
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Tablica 3.3. Oznaka, sekvence te opis pocetnica koriStenih u ovom istrazivanju. Plavom bojom

oznaceni su 5' strSe¢i krajevi homologni genomu E. coli K-12 za homolognu rekombinaciju metodom

recombineering.

Oznaka

pocetnice

Sekvenca (§' — 3")

Opis

araBad casl-

2 1IB1165-F

5’-GCCAGCAACTTCTGGAAGATTTTG
TATTGACCACAAACAAAAATGCGTA
AAAGAAACCAATTGTCCATATTG-3’

Priprema soja 1IB1439 metodom

recombineering

araBad casl-
2 BW-
25113-F

5’-TGGGATGTGGCTTGCTATCTTTGG
CTCCACTGTGATTGAGGTGTAATAAA
AAGAAACCAATTGTCCATATTG-3’

Priprema soja 1IB1438 metodom

recombineering

araBad_casl-

5’—ACCTTAATGTAACATTTCCTTATT

Priprema sojeva [1B1438 i

ATTAAAGATCAGCTAATTCTTTGTTT | IIB1439 metodom
2 recomb-R
- AAAAGGCCATCCGTCAGG—3’ recombineering
5’~ACGACAAGTCTGACATAAATGAC | Priprema i provjera genotipa
DELdnaQ-F | CGCTATGATTCCGGGGATCCGTCGAC | soja [IB1440 metodom
c-3 recombineering
5’-CACAGGTATTTATGCTCGCCAGA . )
Priprema soja 1IB1440 metodom
DELdnaQ-R | GGCAACTTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
recombineering
G
5~GCAATTTATCCGTATTAAGAGAAT | Priprema i provjera genotipa
DELexoT-F CAGATGATTCCGGGGATCCGTCGAC | soja [IB1441 metodom
-3 recombineering
5’-TCGACTCGATTACACCTCTTCGGC . .
Priprema soja [IB1441 metodom
DELexoT-R | GGCAGATGTAGGCTGGAGCTGCTTC
recombineering
G
Provjera genotipa sojeva
kt-R 5'-CGGCCACAGTCGATGAATCC-3' ]
11B1440 1 [1B1441
Provjera ugradnje nove
5'-GCGACCGCTCAGAAATTCCAGAC ‘ , '
CRISPR-Sp4 razmaknice, provjera genotipa

CCGATCCAAA-T

soja [IB1438 1 [IB1439
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Tablica 3.3 — nastavak

Provjera ugradnje nove

CRISPR-R 5'-GAGATGCAGGCCATCGGA-3' razmaknice, provjera genotipa
soja [IB1438

CRISPR- 5'-TGCTTTAAGAACAAATGTATACTT | Provjera ugradnje nove

NGS-F T-3' razmaknice

CRISPR- Provjera ugradnje nove

5'-CAACATTATCAATTACAACCGA-3' )
NGS-R razmaknice
. Provjera genotipa soja [IB1438 i

yecj3-F 5-GGATGTTGACCTGGTGG-3'
1IB1439

casE-F 5'-GCCTCGACAATTTGCTTC-3' Provjera genotipa soja [IB1438

3.1.4. Hranjive podloge i puferi

1. Hranjivi medij LB

Sastav: 10,0 g/L tripton (BD); 10,0 g/L NaCl; 5,0 g/L kvascev ekstrakt (BD) u
destiliranoj vodi; podesiti pH na 7,0. Otopina se autoklavira (20 min, 120 °C, 1 bar).

Dodatci u medij LB po potrebi: 15,0 g/L ili 6,0 g/L agaroza (BD) (za ¢vrsti ili meki
medij - dodaje se prije autoklaviranja); 0,02% (v/v) L-arabinoza; 100 pg/mL ampicilin; 15
pg/mL kloramfenikol; 50 pg/mL streptomicin; 40 pg/mL kanamicin; 10 pg/mL tetraciklin.

2. Pufer MC
Sastav: 5 mM CaClz; 100 mM MgSOys; u sterilnoj destiliranoj vodi.
3. Pufer M/15

Sastav: 5,94 g/l NaoHPOs4; 4,54 g/ KH2POs; u sterilnoj destiliranoj vodi; podesiti pH
na 7,0. Otopina se autoklavira (20 min, 120 °C, 1 bar).

4. 50 x Pufer TAE za elektroforezu u agaroznom gelu

Sastav: 242 g/L tris-baza; 5,71% (w/v) octena kiselina; 50 mmol/L, pH = 8,0 EDTA; u

destiliranoj vodi.

16



5. Pufer za lizu

Sastav: 25 mM, pH = 8,0 Tris-HCI; 300 mM NaCl; 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid; u

destiliranoj vodi.
6. Pufer za denaturaciju

Sastav: 25 mM, pH = 6,8 Tris-HCI; 6% (w/v) SDS; 5% (v/v) f-merkaptoetanol; 20%

(v/v) glicerol; 0,1% (w/v) bromfenol plavo; u destiliranoj vodi.
7. 10 x Elektrodni pufer za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu

Sastav: 0,25 M tris; 1,92 M glicin; 10% (w/v) SDS; u destiliranoj vodi; podesiti na
pH = 8,3.

8. Otopina za bojanje poliakrilamidnih gelova

Sastav: 0,1% (w/v) Coomasie Brilliant Blue R-250, 45% (v/v) etanol; 10% (v/v) ledena

octena kiselina; u destiliranoj vodi.
9. Otopina za odbojavanje poliakrilamidnih gelova

Sastav: 10% (v/v) octena kiselina; 20% (v/v) metanol.
10. Bradfordova mati¢na otopina

Sastav: Coomasie Brilliant Blue G-250 — 350 mg; 96% (v/v) etanol — 30 mL; 88%
H3PO4 — 200 mL

11. Bradfordova radna otopina

Sastav: Bradfordova mati¢na otopina — 30 mL; 96% (v/v) etanol — 15 mL; 88% H3PO4
— 30 mL; destilirana voda — 425 mL

3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj bakterija

SvjeZe prekonoéne kulture pripremao sam ili inokuliranjem pojedinacne bakterijske

kolonije sterilnim nastavkom pipete ili razrjedivanjem starije prekono¢ne kulture, u 3 mL
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teku¢eg medija LB, uz dodatak antibiotika za bakterije transformirane plazmidom. Bakterije
su rasle prekono¢no u tresilici G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) na 37 °C (300 rpm).
Tijekom analize uspjesnosti naivne adaptacije ugradnjom razmaknice, bakterije sam uzgajao
uz dodatak L-arabinoze - kako bih potaknuo ekspresiju gena cas! i cas2 s promotora araBAD.
Ucinkovitost naivne adaptacije promatrao sam tijekom tri dana pa je prekonoc¢na kultura
inokulirana s krute podloge oznacavala prvu pasazu. Razrjedivanjem prve pasaze (300 puta),
pripremio sam drugu, uz iste dodatke i uvjete uzgoja kao u prvoj pasazi. Iz druge pasaze

pripremio sam trecu na isti nacin.

Na ¢vrstoj LB-podlozi (25 mL) bakterije su rasle do pojedina¢nih kolonija 24-48 h u
inkubatoru na 37 °C, uz dodatak antibiotika, po potrebi.

3.2.2. Mjerenje opticke gustoce bakterije

Opticku gustocu bakterija mjerio sam u svrhu postizanja optimalne faze rasta bakterija
za korak transformacije plazmidom te tijekom pripreme lizata faga P1. Mjerenje sam
provodio pri valnoj duljini 4 = 600 nm na denzitometru Ultrospec 10 Cell Density Meter (GE

Healthcare). Kao slijepu probu koristio sam teku¢i medij LB.

3.2.3. Transformacija bakterijskih stanica plazmidnom DNA

Bakterijske stanice sojeva BW25113 1 IIB1165 ucinio sam kemijski kompetentnima te
th transformirao plazmidom pKD46 tijekom pripreme insercijskih 1 delecijskih sojeva
metodom recombineering. Takoder, transformirao sam konstruirane bakterijske sojeve
plazmidima pEB628, pRSF1, pUC19 ili pBad kako bih provjerio uspjeSnost naivne

adaptacije.

Stanice (1,5 mL) u eksponencijalnoj fazi rasta (ODsoo = 0,5 — 0,6) istalozio sam
centrifugiraju¢i 2,5 min na 10 000 rcf pri sobnoj temperaturi, u uredaju 5415D (Eppendorf).
Uklonio sam supernatant, i resuspendirao stanice u 200 pL kalcijeva klorida (50 mM)
ohladenog u ledu. Kalcijevi ioni neutraliziraju negativnho nabijenu bakterijsku stani¢nu
membranu ¢ime se olakSava ulazak plazmidne DNA u stanicu. Potom, ponovio sam korak

centrifugiranja 1 resuspendiranja, ovaj put u 50 puL kalcijeva klorida. Nakon 15-minutne
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inkubacije na ledu, stanicama sam dodao 1 pL plazmida (y = 50 — 200 ng/uL) te lagano
promijesao. Uslijedila je joS jedna inkubacija na ledu, 20 min. Potom, stanice sam podvrgnuo
toplinskom Soku (42 °C, 90 s) te vratio na led (90 s). Stanicama sam zatim dodao 500 pL
tekuc¢eg medija LB te ih inkubirao u tresilici Novotron AKS82 (Infors HT) na 30 °C (pKD46) ili
G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) na 37 °C (ostali plazmidi) (30 min, 300 rpm).
Plazmid pKD46 suicidalni je vektor koji posjeduje temperaturno osjetljivo izvoriste
replikacije pa se ne moze umnazati na 37 °C. Zatim, nasadio sam 100 pL stanica na ploce s
ampicilinom, kako bih selektirao transformante, te ih inkubirao prekono¢no na 30 °C ili 37

°C.

3.2.4. Priprema elektrokompetentnih stanica i elektroporacija linearnom
DNA

Postupak sam proveo na bakterijskim stanicama sojeva BW25113 i IIB1165
transformiranima plazmidom pKD46 tijekom pripreme insercijskih 1 delecijskih sojeva

metodom recombineering.
Stanice je najprije potrebno uciniti elektrokompetentnima:

U 20 mL teku¢eg medija LB dodao sam 50 pL prekonoc¢ne bakterijske kulture, L-arabinozu
konacne koncentracije 0,2% (v/v), kako bi doSlo do ekspresije gena red faga lambda, te
ampicilin (y = 100 pg/mL) 1 inkubirao ih do opticke gustoc¢e ODsoo = 0,6 u tresilici Novotron
AKS82 (Infors HT) na 30 °C. Sljede¢e korake izvodio sam na ledu. Sva centrifugiranja
provodio sam na 8000 rpm, 5 min, na 4 °C, u uredaju Sigma 3K30 (Sigma Laborzentrifugen
GmbH). Stanice sam premjestio u epruvete falcon (15 mL) i istalozio centrifugiranjem. Odlio
sam supernatant i talog resuspendirao u 1 mL hladnog sterilnog 10%-tnog glicerola te sadrZaj
premjestio u nove mikroepruvete (2 mL). Korake centrifugiranja 1 resuspendiranja proveo
sam jo$ dvaput uz napomenu da sam nakon drugog centrifugiranja stanice resuspendirao u

100 pL sterilne destilirane vode. Stanice sam podijelio u dva alikvota po 50 pL.

Zatim, uslijedila je elektroporacija:

U stanice (50 pL) dodao sam 100 ng procis¢ene linearne DNA te Citav sadrzaj jednom
resuspendirao 1 prebacio u kivetu za elektroporaciju koja se nalazi na ledu. Kivetu sam

posusio ubrusom, kako voda ne bi stupila u kontakt s elektricnom strujom, te smjestio u
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elektroporator MicroPulser (Bio-Rad). Primijenio sam elektri¢ni puls uz parametre: 1800 V
(E. coli) 1 trajanje pulsa 4 — 5 ms. Stanicama sam odmah dodao 400 pL medija SOC
Outgrowth Medium (New England Biolabs) i L-arabinozu konac¢ne koncentracije 0,2% (v/v) te
sadrzaj resuspendirao. Citav sadrZaj prebacio sam u mikroepruvetu te inkubirao preko no¢i na
34 °C uz tres$nju (300 rpm) u termobloku Thermomixer Comfort (Eppendorf). Sutradan sam
nasadio po 200 pL stanica na dvije krute LB-podloge sa streptomicinom te ih inkubirao preko

noc¢ina 37 °C.

3.2.5. Konstrukcija bakterijskih sojeva transdukcijom fagom P1.-vir

3.2.5.1. Priprema lizata P1 donorskog soja

Uzgojio sam stanice donorskog soja do rane eksponencijalne faze rasta (ODsoo = 0,4) u
10 mL tekuéeg medija LB. Stanicama sam dodao 50 puL faga P1.-vir i 50 pL kalcijeva klorida
(1 M), nuznog za adsorpciju faga na bakterijske stanice. Suspenziju bakterija i faga, inkubirao
sam u tresilici G25 (New Brunswick Scientific Co. Inc.) (300 rpm) na 37 °C sve dok nije
doSlo do primjetne lize bakterijskih stanica. Zatim, lizatu sam dodao 500 pL kloroforma uz
desetominutnu inkubaciju na sobnoj temperaturi 1 povremeno mijeSanje, kako bih dodatno
pospjesSio lizu bakterijskih stanica. Nakon toga, stanicne ostatke istalozio sam
centrifugiranjem (12 000 rpm, 13 min, 4 °C) u uredaju Sigma 3K30 (Sigma Laborzentrifugen
GmbH), a supernatant, u kojem se nalazi lizat, dekantirao sam u novu sterilnu epruvetu i

pohranio u hladnjak na 4 °C.

3.2.5.2. Transdukcija fagom P1.-vir

Istalozio sam stanice svjeze prekono¢ne kulture soja recipijenta (1,5 mL)
centrifugiranjem (2,5 min, 10 000 rcf) na sobnoj temperaturi u uredaju 5415D (Eppendorf).
Uklonio sam supernatant te stanice resuspendirao u 200 uL pufera MC. Potom, stanicama sam
dodao 100 pL lizata P1 donorskog soja. Smjesu sam inkubirao 30 min na 37 °C kako bi doslo
do infekcije (adsorpcije faga). Infekciju sam prekinuo s 200 pL natrijeva citrata (1 M) kako
novi fagi, oslobodeni lizom, ne bi inficirali transducirane bakterijske stanice. Citav volumen
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smjese prebacio sam u 3 mL otopljenog i ohladenog mekog medija LB te, nakon laganog
mijesanja, izlio na krute hranjive podloge s odgovaraju¢im antibiotikom. Nakon $to se sloj
mekog medija LB stvrdnuo, plo¢e sam smjestio u inkubator na 37 °C, 1 — 2 dana. Narasle
transduktante presadio sam sterilnom ezom na istu selektivnu podlogu kako bih potvrdio

rezistenciju na antibiotik te procistio bakterije od faga.

3.2.6. Lanéana reakcija polimerazom (PCR, od eng. polymerase chain

reaction)

Koristio sam dvije DNA polimeraze, ovisno o potrebama eksperimenta: U slucajevima
kada je bila nuzna visoka to¢nost, koristio sam DNA polimerazu visoke vjernosti umnazanja
05 (New England Biolabs): u koraku umnazanja linearne DNA metodom recombineering za
pripremu insercijskih i delecijskih sojeva, te za njihovu genotipsku provjeru Sangerovim
sekvenciranjem. U ostalim slucajevima, upotrebljavao sam DNA polimerazu Phire Green
(Thermo Fisher Scientific). To ukljucuje genotipsku provjeru konstruiranih sojeva metodom
colony PCR 1 analizu naivne adaptacije. Reakcije sam provodio u uredaju 7/00 Thermal

Cycler (Bio-Rad).

3.2.6.1. PCR s DNA polimerazom Q5

Kao kalup za umnaZanje linearne DNA koristio sam genomsku DNA iz soja [IB888,
tijekom stvaranja delecijskih mutanata, te plazmid pMR27, za pripremu insercijskih mutanata.
Koristio sam razli¢ite parove pocetnica: DELdnaQ-F/-R (za soj AdnaQ (11B1440)), DELexoT-
F/-R (za soj AexoT (11B1441)), araBad casl-2 1IB1165-F/ araBad casl-2 recomb-R (za
insercijski soj 1IB1439), araBad casl-2 BW-25113-F/ araBad casl-2 recomb-R (za
insercijski soj [IB1438).

Kalupe za umnazanje regije insercije sojeva [1B1438 1 [IB1439 za analizu Sangerovim
sekvenciranjem pripremio sam liziraju¢i stanice prekono¢nih kultura istraZivanih sojeva
visokom temperaturom: Dodao sam 10 pL prekono¢ne kulture u 50 pL destilirane vode uz
petominutnu inkubaciju na 98 °C u termocikleru. Koristio sam sljede¢e parove pocetnica:

ygcJ3-F/CRISPR-Sp4, za soj [IB1439, i casE-F/CRISPR-Sp4, za soj [IB1438.
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Reakcijsku smjesu pripremio sam prema tablici 3.4.

Tablica 3.4. Sastav smjese za reakciju PCR s DNA polimerazom Q5 (New England Biolabs).

Komponenta V (nL)
2 x Q5 High-Fidelity 2X Master Mix | 25
F-pocetnica (¢ = 10 uM) 2,5
R-pocetnica (¢ = 10 uM) 2,5
kalup 2
destilirana voda do 50

Reakciju sam proveo slijedeci uvjete iz tablice 3.5.

Tablica 3.5. Uvjeti za reakciju PCR s DNA polimerazom 05 (New England Biolabs).

Korak T (°C) | t(s)
inicijalna denaturacija | 98 30
98 10
30 ciklusa * 30
72 *ok
finalna ekstenzija 72 120

*Temperatura prianjanja za umnazanje linearne DNA tijekom pripreme insercijskih sojeva iznosi 57

°C, tijekom pripreme delecijskih 60 °C i za potrebe Sangerova sekvenciranja 54 °C.

**Vrijeme ekstenzije za umnazanje linearne DNA tijekom pripreme insercijskih sojeva te za potrebe

Sangerova sekvenciranja iznosilo je 90 s, a za pripremu delecijskih sojeva 40 s.

3.2.6.2. PCR s DNA polimerazom Phire Green

S ciljem provjere genotipa: izgradnje gena od interesa te ugradnje kanamicinske
kazete, za knock-out sojeve AdnaQ (11B1440) 1 AexoT (IIB1441), te ugradnje gena od interesa
pod inducibilnim promotorom i streptomicinske kazete na ciljano mjesto, za knock-in sojeve
(IIB1438 1 1IB1439), proveo sam colony PCR. Provjeravao sam kolonije narasle na

selektivnim plo€ama nakon transformacije elektroporacijom. Kao kalup posluzila su 2 pL
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bakterijskih stanica iz pojedina¢nih kolonija koje sam resuspendirao sterilnom ¢ackalicom u

kapljici destilirane vode (oko 20 uL).

Za analizu uspjeSnosti naivne adaptacije, koristio sam lizirane stanice prekono¢nih

kultura istrazivanih sojeva, uzgajanih tijekom triju pasaza. Kalupe sam pripremio kako je

opisano u poglavlju 3.2.6.1. Koristio sam dva razliita para poCetnica: CRISPR-NGS-F/-R, za
insercijske sojeve, te CRISPR-Sp4/CRISPR-R, za ostale sojeve.

Pripremio sam reakcijsku smjesu prema tablici 3.6.

Tablica 3.6. Sastav smjese za reakciju PCR s DNA polimerazom Phire Green (Thermo Fisher

Scientific).
Komponenta V (nL)
2 x Phire Green Hot Start I PCR Master Mix | 10
pocetnica-F (¢ = 10 uM) 1
pocetnica-R (¢ = 10 uM) 1
kalup 2
destilirana voda do 20

Reakcije sam proveo uz uvjete priloZene u tablici 3.7.

Tablica 3.7. Uvjeti za reakciju PCR s DNA polimerazom Phire Green (Thermo Fisher Scientific).

Korak T (°C) | £ (s)
inicijalna denaturacija | 98 30
98 5
30 ciklusa 54 5
72 *
finalna ekstenzija 72 60

*Za provjeru genotipa insercijskih sojeva metodom colony PCR vrijeme ekstenzije iznosilo je 70 s, za

insercijske, te 20 s, za delecijske sojeve. Za analizu efikasnosti naivne adaptacije vrijeme ekstenzije

iznosilo je 7 s, za insercijske, te 10 s, za delecijske sojeve.
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3.2.7. Cijepanje restrikcijskim enzimima

Cijepanje restrikcijskim enzimom Dpnl proveo sam tijekom stvaranja insercijskih
mutanata prije koraka elektroporacije, s ciljem izbjegavanja laznih pozitiva. Koristio sam
enzim proizvodaca Thermo Fisher Scientific, a restrikcijsku reakciju pripremio sam prema

podatcima iz tablice 3.8.

Tablica 3.8. Reakcijska smjesa za cijepanje zaostalog plazmidnog kalupa nakon provedene reakcije

PCR enzimom Dpnl (Thermo Fisher Scientific).

Komponenta V (uL)

10 x pufer FastDigest | 4

procis¢ena PCR smjesa | 30

Dpnl 1

destilirana voda do 40

Reakcijsku smjesu inkubirao sam na 37 °C, 15 min.

3.2.8. Elektroforeza u agaroznom gelu

Produkte reakcije PCR analizirao sam elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu u
1% puferu TAE, uz dodatak 1/10 000 volumena interkalirajuce boje 710 000 % SYBR Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen). Izuzetak su bili produkti reakcije PCR za analizu uspjeSnosti naivne

adaptacije koje sam analizirao u 2%-tnom agaroznom gelu.

Produkte reakcije PCR s DNA polimerazom Q5 bilo je potrebno obojiti pa sam im
prije nanoSenja na gel dodao Sestinu konacnog volumena 6 x Purple Loading Dye. Produkte
DNA polimeraze Phire Green 2x Mastermix direktno sam nanosio na gel. U jazice sam
nanosio 3 pL (produkti polimeraze Q5) ili 5 uL (produkti polimeraze Phire Green) uzorka. Na
svaki gel nanosio sam i 2 pL. DNA markera GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific) ili 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforezu sam provodio
u sustavu OneRun Electrophoresis Cell (EmbiTec) pri naponu 100 V, 15 min, za elektroforezu
u 1%-tnom agaroznom gelu, ili pri 50 V, 35 min (PCR s pocetnicama CRISPR-NGS-F/-R) ili
45 min (PCR s pocetnicama CRISPR-R/CRISPR-Sp4), za 2%-tni agarozni gel. Gelove sam
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vizualizirao u transiluminatoru Uvitec 1 snimio kamerom EDAS 290 (Kodak). Fotografije sam

uredio u programu IrfanView.

3.2.9. Prodis¢avanje DNA

Bilo je potrebno procistiti produkte reakcije PCR za korak elektroporacije linearne
DNA u bakterijske stanice tijekom provedbe metode recombineering te za korak provjere
genotipa konstruiranih sojeva Sangerovim sekvenciranjem. Koristio sam komercijalni

komplet GeneJET PCR Purification (Thermo Fisher Scientific) prema uputama proizvodaca:

Smjesama reakcije PCR dodao sam jednak volumen otopine Binding Buffer. Zatim,
¢itav volumen otopine prebacio sam u kolonicu smjeStenu u epruvetu za skupljanje eluata i
centrifugirao. Sva centrifugiranja provodio sam 60 s na 16 000 rcf u uredaju 5415D
(Eppendorf). Eluat sam odbacio, a kolonicu isprao sa 700 pL otopine Wash Buffer te ponovno
centrifugirao i odbacio supernatant. Potom, proveo sam suho centrifugiranje. Kolonicu sam

premjestio u mikroepruvetu (1,5 mL) i eluirao u 30 pL otopine Elution Buffer:

3.2.10. Mjerenje koncentracije DNA

Koncentraciju DNA odredio sam nakon proc¢is¢avanja DNA, spektrofotometrijski (1 =
260 nm), na uredaju NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare). Kao slijepu probu
koristio sam 2 pL tekucine kojom je DNA eluirana (Elution Buffer), a za mjerenje 2 pL

uzorka.

3.2.11. Test razmaza (od eng. streak test)

Svim pripremljenim sojevima provjeravao sam fenotip, odredujuéi rezistenciju na
antibiotike 1 UV, testom razmaza. Gene za antibiotsku rezistenciju uvodio sam tijekom
transdukcije 1 metode recombineering kao selektivne markere. Stoga, prisustvo (ili odsustvo)
rezistencije indirektni je dokaz uspjesnosti samog postupka. UV je izvor oStecenja DNA pa

osjetljivost na UV, tj. nemoguénost popravka DNA, moze biti informativna kod provjere
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delecijskih mutanata odredenih gena, posebice onih ukljuc¢enih u popravak DNA 1 HR, koji su

1 bili predmet mog istrazivanja.

Male alikvote svjezih prekonoc¢nih kultura ispitivanih bakterijskih sojeva razmazao
sam na ¢vrste LB-podloge koje sadrze razliite antibiotike te na dvije podloge bez antibiotika:
jedna je posluzila kao kontrola, a drugu sam ozracio UV-om u dozi 60 J/m?. Bakterije sam

inkubirao preko no¢i na 37 °C te idu¢i dan provjerio ispravnost sojeva.

3.2.12. Provjera stabilnosti plazmida

Nakon analize naivne adaptacije u sojevima transformiranima plazmidom pEB628,
bilo je nuzno provjeriti dolazi li do gubitka plazmida tijekom uzgoja bakterija s ciljem
izbjegavanja laznih negativnih rezultata. Za svaki istrazivani soj napravio sam razrjedenja (10
2,10, 10%) prekonoénih kultura triju pasaza u puferu M/15. Po 10 uL svakog razrjedenja
kapao sam na podloge bez antibiotika (kontrola) te na podlogu s ampicilinom. Otpornost na

ampicilin indirektno ukazuje na prisustvo plazmida u stanicama. Bakterije sam uzgajao
prekonoéno na 37 °C. Broj naraslih kolonija uvrstio sam u izraz: % = N (kolonija) %

Razrjedenje X 100. Gubitak plazmida se prati usporedbom vrijednosti dobivenih za bakterije

rasle na podlozi s antibiotikom 1 bez antibiotika.

3.2.13. Analiza ukupnih proteina metodom SDS-PAGE

Kako bih kod insercijskih mutanata potvrdio da u stanici dolazi do nadekspresije
proteina za koje ugradeni geni kodiraju, analizirao sam ukupne bakterijske proteine metodom

SDS-PAGE.

3.2.13.1. Stani¢na liza i izolacija ukupnih proteina

Svjeze prekonoéne kulture (3 mL) istrazivanih sojeva uzgajanih u prisustvu ili

odsustvu (negativna kontrola) induktora L-arabinoze istalozio sam centrifugiranjem (14 000
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rcf, 5 min, 4 °C) u uredaju Sigma 3K30 (Sigma Laborzentrifugen GmbH). Zatim, odbacio
sam supernatant te talog resuspendirao u 600 pL pufera za lizu. Stanice sam potom lizirao
soniciranjem u uredaju High Intensity Ultrasonic Processor 50-Watt Mode (Bioblock
Scientific) u 2 ciklusa po 30 s. Tijekom postupka otpustaju se velike koliine topline pa je,
zbog ocCuvanja proteinske strukture, postupak nuzno provoditi na ledu te izmedu ciklusa

soniciranja napraviti pauzu (30 s). U daljnjoj analizi koristio sam ukupni stani¢ni lizat.

3.2.13.2. Odredivanje masene koncentracije proteina

Uzorcima sam odredio masenu koncentraciju proteina Bradfordovom metodom
(Bradford 1976) koja se temelji na kolorimetrijskoj reakciji proteina s bojom Coomasie
Brilliant Blue u kiselim uvjetima, pri ¢emu se obojenje otopine mijenja iz smedega

(maksimum apsorbancije pri A =465 nm) u plavo (maksimum apsorbancije pri 4 =610 nm).

Pripremio sam radnu Bradfordovu otopinu iz mati¢ne. U 980 pL radne Bradfordove
otopine dodao sam 20 pL proteinskog uzorka ili pufera za lizu (slijepa proba) u duplikatu.
Smjesu sam promijesao vorteksiranjem i inkubirao 5 min, u tami. Uzorke sam prebacio u
staklene kivete 1 izmjerio im apsorbanciju (4 = 595 nm) pomocu spektrofotometra Specord 50
Plus (Analytic Jena). Koncentracije uzoraka odredio sam pomocu bazdarne krivulje
pripremljene iz otopina govedeg serumskog albumina poznatih koncentracija (0,2 — 2,0

mg/mL) u puferu za lizu.

3.2.13.3. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijeva dodecil
sulfata (SDS-PAGE, od eng, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis)

Proteinske uzorke (100 pL) denaturirao sam dodavanjem pufera za denaturaciju (25
pL) 1 inkubacijom u termobloku Thermomixer Comfort (Eppendorf) na 95 °C (5 min). SDS-
PAGE proveo sam u uredaju Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad). Najprije, bilo je potrebno
pripremiti gel. Koristio sam sustav gela za sabijanje (4%-tni akrilamid/ bis-akriamid) i gela za

razdvajanje (10%-tni akrilamid/ bis-akriamid) kojim se postize maksimalna razlucivost.
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Gelovi su pripremljeni prema sastavu iz tablice 3.9, pri ¢emu se APS, inicijator polimerizacije
gela, i TEMED, katalizator polimerizacije, dodaju neposredno prije izlijevanja kako bi se
sprijeCila preuranjena polimerizacija. Gelovi se izlijevaju izmedu prethodno postavljenih
stakalaca: najprije gel za razdvajanje, pa nakon 45 min i gel za sabijanje u koji se umece
ceSalj za oblikovanje jazica. Nakon polimerizacije gela za sabijanje (45 min), uklanja se
cesalj, a okvir sa stakalcima postavlja se u elektrodni nosac i u prostor izmedu gelova ulijeva
se svjezi 1 x elektrodni pufer za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu. Nanosio sam 10 pg
proteinskih uzoraka te 5 pL markera Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo
Fisher Scientific). Potom, postavio sam elektrodni nosa¢ u kadicu za elektroforezu ispunjenu
1 x elektrodnim puferom za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu. Pokrenuo sam
elektroforezu pri naponu 100 V, prvih 15 min, pa zatim 180 V, idu¢ih 45 min. Potom,
rasklopio sam aparaturu za elektroforezu, a gelove sam odvojio od stakalaca. Proteine u gelu
sam obojio u otopini za bojanje poliakrilamidnih gelova (1h, u tresilici). Boju koja se
nespecificno vezala za gel uklonio sam prekono¢nom inkubacijom u otopini za odbojavanje
poliakrilamidnih gelova. Gelove sam fotografirao na uredaju Epson Perfection V700 Photo

(Epson).

Tablica 3.9. Sastav poliakrilamidnog gela za SDS-PAGE.

Otopine 10% Gel za | 4% Gel za
razdvajanje | sabijanje
tris-HCI* 2,5mL 1,25 mL
30% (w/v) Akrilamid/ bisakrilamid | 3,3 mL 665 uL
10% (ew/v) SDS 100 uL 50 uL
10% APS 50 uL 35 ulL
TEMED 5uL 8 uL
destilirana voda 4,05 mL 3,05 mL

*U gel za sabijanje dodaje se 1,5 M Tris-HCI (pH = 8,8), a u gel za razdvajanje 0,5 M Tris-HCI (pH =
6,0).
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4. Rezultati

4.1. Insercijski mutanti casI-cas2

4.1.1. Konstrukcija mutanata metodom recombineering

Metoda recombineering (Datsenko 1 Wanner 2000) koristi se za ciljano uvodenje
insercija, delecija ili supstitucija u DNA u bakteriji £. coli u uvjetima in vivo (Sharan i sur.
2009). Strategija se temelji na recipro¢noj izmjeni linearne DNA od interesa s regijom
bakterijskog genoma ¢ijim je homolognim sekvencama linearna DNA omedena. Ugradnju
kataliziraju geni red faga lambda koji zahtijevaju kratke regije homologije (minimalno 35 bp

sa svake strane) (Mosberg i sur. 2010).

Prvi cilj ovog rada bio je konstruirati sojeve bakterije E. coli K-12 s kromosomskom
insercijom gena cas/ i cas2 pod inducibilnim promotorom araBAD. Time bi izostala potreba
za unoSenjem tih dvaju gena na plazmidu tijekom analize uspje$nosti naivne adaptacije. U tu
svrhu konstruiran je plazmid pMR27 (slika 4.1) u kojem su geni casl-cas2 stavljeni pod
promotor araBAD, a na 3' kraj dodana je spektinomicinska/streptomicinska kazeta kako bi se
olaksala selekcija (napravio dr. sc. Marin Radov¢i¢). S ovog plazmida bilo je potrebno
umnoziti linearnu DNA od interesa (sa sva tri gena) koja ¢e se koristiti za HR. Parovi
pocetnica koje sam koristio (tablica 3.3) posjeduju na svojim 5' krajevima dodanih 50

nukleotida homolognih regiji u koju je cilj ugraditi linearnu DNA, a izgraditi kromosomsku.
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Slika 4.1. Mapa plazmida pMR27 izvezena iz programa Snapgene. Plazmid sadrzi konstrukt za
pripremu soja s inducibilnim genima cas/-cas2. Konstrukt se sastoji od gena casl i1 cas2 pod
kontrolom promotora araBAD ¢iji je induktor L-arabinoza i streptomicinsku/spektinomicinsku kazetu
za selekciju uspjesnih dogadaja. Plazmid nosi i gen za rezistenciju na ampicilin. Plazmid je

konstruirao dr. sc. Marin Radov¢ié.

Isti konstrukt bilo je planirano uvesti u dva soja recipijenta: jedan u soj BW25113, koji
je divlji tip za sve gene cas, a drugi u soj [IB1165, u kojem je gen cas! deletiran. U prvome
soju trebala se dogoditi zamjena gena cas/ 1 cas2 pod kontrolom nativnhog promotora tim
istim genima pod kontrolom promotora araBAD te streptomicinskom kazetom. U drugome
soju trebala se odviti ugradnja istih gena uz izgradnju gena cas2 pod nativnim promotorom.
Geni casl 1 cas2 sa streptomicinskom kazetom dugi su oko 3000 bp, pa je to ocekivana
duljina amplikona. Produkte reakcije PCR analizirao sam agaroznom gel elektroforezom, a
prikazani su na slici 4.2. Prinos amplikona nije velik, no dobivena koli¢ina bila je dovoljna za

daljnje korake metode.
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kb M 1165 BW25113

Slika 4.2. Analiza uspjeSnosti umnazanja linearne DNA s genima cas/ i cas2, pod kontrolom
promotora araBAD, i streptomicinskom kazetom s regijama homologije za ugradnju u sojeve 1I1B1165
i BW25113 metodom recombineering. Kao marker veli¢ine (M) koriSten je GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Uocljivo je kako dobiveni amplikoni odgovaraju oc¢ekivanim veli¢inama te da izostaju
nespecifiéni fragmenti: to ujedno zna¢i da produkt reakcije PCR nije bilo potrebno
prociscavati iz gela, ve¢ direktno iz reakcije PCR, $to sam ucinio. Buduéi da se u smjesi
reakcije PCR, osim amplikona, nalazio i plazmid pMR27 koji je sluzio kao kalup, a koji
takoder nosi gen za rezistenciju na streptomicin, bilo ga je nuzno ukloniti cijepanjem
restrikcijskim enzimom Dpnl. Na taj nacin se izbjegava selekcija laznih pozitiva. Pocijepani
produkt reakcije PCR ponovno sam procistio. Pro¢is¢enoj DNA sam, zatim, izmjerio

koncentraciju. Dobivene vrijednosti prikazane su u tablici 4.1.

Tablica 4.1. Masene koncentracije (y) pro¢iS¢ene linearne DNA s genima cas/ i cas? umnozene

metodom PCR za ugradnju tehnikom recombineering u sojeve [IB1165 1 BW25113.

Linearna DNA y / ng pL!
casl-cas2u BW25113 | 17
casl-cas2 u 1IB1165 12

Bakterijske stanice recipijentnih sojeva (BW25113 1 [IB1165) transformirao sam
plazmidom pKD46 koji sadrzi gene red faga lambda (gam, bet, exo) - nuzne za HR linearne
DNA s dodanim homolognim regijama i homolognog bakterijskog genoma. Transformirane
bakterije ucinio sam elektrokompetentnima te ith ovaj put transformirao prociS¢enom
linearnom DNA (100 ng) tehnikom elektroporacije. Nakon elektricnog pulsa, stanice sam
uzgajao preko no¢i u tekuéem mediju u prisustvu L-arabinoze kako bi se stalno poticala

ekspresija gena red te kako bi se izgubio plazmid pKD46. Zatim, stanice sam nasadio na
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¢vrstu podlogu sa streptomicinom 1 uzgajao ih na 37 °C kako bi se dodatno osigurala selekcija
i gubitak plazmida. S obzirom da sadrzi temperaturno osjetljivo izvoriste replikacije, pKD46
se ne moze umnazati na 37 °C pa se daljnjim diobama bakterijskih stanica uspjesno gubi. Na

streptomicinskim podlogama naraslo je desetak kolonija.

Nakon §to je elektroporacijom dobiven znacajan broj kolonija-kandidata na selektivnoj
podlozi, ispravnost ugradnje valjalo je potvrditi na genotipskoj razini. Provjerio sam deset
pojedinacnih kolonija metodom colony PCR. Koristio sam par pocetnica ygcJ3-F/CRISPR-
Sp4 koji omeduje regiju ugradnje linearne DNA, pri ¢emu se F-pocCetnica veze na samom
kraju gena casB, a R-pocetnica unutar lokusa CRISPR. Soj 1IB1165, za razliku od soja
BW25113, posjeduje deleciju gena casC, casD i casE. Stoga, ocekivana duljina amplikona za
insercijski soj [IB1439 (nastao od [IB1165), iznosi 4 kb, a za [IB1438 (nastao od BW25113),
iznosi 6 kb. Kao negativna kontrola posluZzila je DNA iz recipijentnih sojeva s amplikonima
oc¢ekivanih duljina oko 0,9 kb (IIB1165) te oko 3,5 kb (BW25113). Produkti reakcije PCR

analizirani su elektroforezom u agaroznom gelu i prilozeni su na slici 4.3.

kb M K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

casl-cas2
— u
BW25113

casl-cas2
== u
11IB1165

Slika 4.3. Provjera uspjeSnosti stvaranja insercijskih mutanata cas/-cas? u sojevima BW25113 i
[IB1165 metodom colony PCR. Za oba soja ispitano je 10 kolonija (oznacenih 1-10) naraslih na
streptomicinskoj plo¢i nakon elektroporacije u sklopu metode recombineering. Kao marker velicine

(M) koristen je GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

U slucaju soja 11B1439, pozitivan ishod uocava se u kolonijama 1 1 7. Kod kolonije 1,

osim ocekivanog amplikona veli¢ine 4 kb, nalazi se i amplikon koji po veli¢ini odgovara
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negativnoj kontroli pa je za daljnje eksperimente izabrana kolonija 7. Kod soja 1IB1438
takoder se uocavaju dvije pozitivne kolonije (3 i 9), a kolonija 3 izabrana je za daljnje
eksperimente. Izabrane kolonije dvaju konstruiranih sojeva sterilnom ezom presadio sam na

podlogu bez antibiotika.

Ispravnost sojeva na fenotipskoj razini provjerio sam testom razmaza. Prisustvo (ili
odsustvo) rezistencije na antibiotik ili UV indirektan je dokaz uspjeSnosti samog postupka
stvaranja sojeva. Kao kontrole koristio sam polazne sojeve [IB1165 (rezistentan na apramicin)
1 BW25113 (susceptibilan na sve antibiotike). U skladu s ocekivanjima, ustanovljeno je kako
je insercijski soj 1IB1439 (nastao od IIB1165) rezistentan na apramicin i streptomicin, a

[IB1438 (nastao od BW25113) na streptomicin. Sojevi nisu osjetljivi na UV.

Buduéi da su u sojevima 11B1438 i [IB1439 uneseni geni cas! i cas2 trebali biti pod
kontrolom inducibilnog promotora araBAD, bilo je nuzno provjeriti dolazi li do nadekspresije
proteina Casl 1 Cas2 u prisustvu induktora L-arabinoze. 1z prekono¢nih kultura izolirao sam
ukupne proteine sonikacijom u puferu za lizu. Uzorcima sam odredio masenu koncentraciju
proteina kako bih u koraku SDS-PAGE elektroforeze mogao u jaZice nanijeti jednaku masu
proteina svakog uzorka. Na taj nacin moguce je semi-kvantitativno usporedivati ekspresiju
pojedinog proteina izmedu razliitih uzoraka. Dobivene koncentracije priloZene su u tablici

4.2.

Tablica 4.2. Masena koncentracija (y) ukupnih proteina u insercijskim sojevima cas/-cas2 (11B1438 i
[IB1439) uzgajanima prekono¢no na 37 °C u prisustvu i odsustvu 0,02%-tne (w/v) L-arabinoze.
Proteini su izolirani sonikacijom u puferu za lizu, a koncentracije su odredene Bradfordovom

metodom.

Uzorak y/ ug pL!
11B1438 Ara- | 0,58
[IB1438 Ara+ | 0,54
11B1439 Ara- | 0,45
11B1439 Ara + | 0,44

Uzorke sam zatim denaturirao, na gel sam nanio 10 pg proteina po uzorku i proveo

SDS-PAGE. Dobiveni gel priloZen je na slici 4.4.
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kDa ™M 1438 1438 1439 1439
- Ara + Ara - Ara +Ara

116,0

66,2

45,0

18,4

14,4

Slika 4.4. Ukupni proteini insercijskih mutanata cas/-cas? (sojevi 1IB1438 1 1IB1439) uzgajanih
prekono¢no na 37 °C u prisustvu ili odsustvu 0,02%-tne (w/v) L-arabinoze, analizirani metodom SDS-
PAGE. Kao marker veli¢ine (M) koriSten je Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo
Fisher Scientific). Pojacana ekspresija proteina koji velicinom odgovara proteinu Casl, u prisustvu

arabinoze, oznacena je crnom strelicom.

Protein Casl veli¢ine je 33 kDa. Uocljivo je kako se u obama sojevima u prisustvu L-
arabinoze pojavljuje vrpca na toj veli¢ini, koje nema u odsustvu L-arabinoze, §to je sugeriralo
da je rije¢ o proteinu Casl do ¢ije nadekspresije dolazi dodatkom induktora. Protein Cas2 je

znatno manji (10 kDa) pa njegovu vrpcu nisam detektirao.

4.1.2. Analiza u¢inkovitosti naivne adaptacije u insercijskim sojevima

Sve provedene provjere su sugerirale da su u sojeve BW25113 i 1IB1165 uspjesno
uneseni geni casl 1 cas2 pod inducibilnim promotorom araBAD ¢ime su nastali sojevi
[IB1438 1 IIB1439. Stoga sam u konstruiranim sojevima ispitao ucinkovitost naivne
adaptacije. Za naivnu adaptaciju u bakteriji E. coli, od gena cas, potrebni su samo geni cas/ i
cas2, pa konstrukcijom ovih sojeva naivna adaptacija mogla bi se proucavati bez dodavanja
ikakvih gena na plazmidu. Primarni cilj bio je istraziti mogu li kromosomski eksprimirani
geni casl 1 cas2 jednako, ili barem priblizno, dobro poticati naivnu adaptaciju kao oni

eksprimirani s plazmida, s obzirom da se plazmidna DNA u stanici pojavljuje u znatno ve¢em
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broju kopija. Plazmide je u ovim sojevima nuzno dodati samo kao izvor strane DNA.
Bakterijske stanice, sam, stoga, transformirao praznim plazmidima pRSF-1b ili pUC19 te ih
uzgajao tijekom tri dana u tri pasaze. Od svake od triju pasaza pripremio sam kalup za
reakciju PCR liziraju¢i stanice na visokoj temperaturi. U istrazivanju naivne adaptacije
standardno se koristi pocetnica CRISPR-Sp4, koja se veze unutar ¢etvrte razmaknice lokusa
CRISPR, i pocetnica CRISPR-R, koja se veze na 3' kraj gena cas/. Na taj nacin, umnaza se
dio lokusa CRISPR u kojem dolazi do ugradnje razmaknice. No, zbog insercije
streptomicinske kazete koja se zbila konstrukcijom ovih sojeva u regiji omedenoj tim parom
pocetnica, dobiveni amplikon bio bi isuviSe velik za analizu. Stoga, koristio sam pocetnicu
CRISPR-NGS-F, koja se veze unutar vodece regije, i CRISPR-NGS-R, koja se veze unutar
prve razmaknice. Omedena regija duljine je 217 bp, a ugradnjom razmaknice 278 bp, §to se
na agaroznom gelu detektira kao vrpca slabijeg intenziteta koja se nalazi tik iznad osnovne

vrpce. Rezultate reakcije PCR prilazem na slici 4.5.

M 1439 + pRSF-1 (Ara -) 1439 + pRSF-1 (Ara +) 1439 + pUC19 (Ara +)

kb 1p 2p 3p ‘ | 1p 2p 3p | | 1p 2p 3p|

Slika 4.5. Analiza efikasnosti naivne adaptacije u insercijskim mutantima cas/-cas2 (sojevi 11B1438 i
1IB1439) u 2%-tnom agaroznom gelu uzgajanima tijekom tri dana u tri pasaze (p) u odsustvu (Ara-,
negativna kontrola) ili prisustvu (Ara+) 0,02%-tne (w/v) L-arabinoze. Kao izvor strane DNA posluzili
su plazmidi pRSF-1 ili pUC19 kojim su bakterijske stanice transformirane. Kao marker veli¢ine (M)

koriSten je I kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Uocljivo je kako nema ugradnje nove razmaknice u prisustvu induktora. S obzirom na
rezultate SDS-PAGE-a (poglavlje 4.1.1) koji su sugerirali da se protein Casl eksprimira u
znaCajnoj razini, ocekivana je uspjeSna ugradnja razmaknice tijekom pasaziranja. Stoga,
umnozena je regija koja okruzuje insercije te poslana na Sangerovo sekvenciranje

pocetnicama casE-F, koja se veze unutar gena casE, i CRISPR-Sp4, koja se veze unutar
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cetvrte razmaknice lokusa CRISPR, u slucaju soja [IB1438, te ygcJ3-F, koja se veze unutar
gena casC, i CRISPR-Sp4, u slucaju soja 1IB1439. Dobivene sekvence poravnao sam s

referentnim insertom (slika 4.6).

araBAD_cas1-2_I1IB1165-F (1 .. 22)
araBAD_cas1-2_BW25113-F (1 .. 22) araBAD_casi-2_recomb_R (3022 .. 3039)
O —T > Ca——
\ |
oo seoe
: 40001 60001 1
z>—:>m—q O D -
araBAD promoter cas2 FRT | AmpR
FRT (minimal) AmpR promoter AmpR promoter
Insert IIB1438
araBAD_cas1-2_IIB1165-F (1 .. 22)
araBAD_cas1-2_BW25113-F (1..22) araBAD_cas1-2_recomb_R (3022 .. 3039)
— ——
\ |
L) = — — e e e
2000 B 40001 60001 1
E>—|:>1_q OO > i >
araBAD promoter cas2 FRT | AmpR
FRT (mlmrnal) ArnpR promoter AmpR promoter

Insert IIB1439

Slika 4.6. Provjera uspjeSnosti stvaranja insercijskih sojeva (araBAD casl-cas2) sekvenciranjem
regije koja omeduje insert. Sekvencirane regije (oznatene crveno i plavo u Zutom pravokutniku)
poravnane su na fiziCku mapu plazmida pMR27 koji je i posluzio kao kalup za umnazanje linearne
DNA inserta. Insercijski soj [IB1438 (slika A) sekvenciran je pocetnicama CasE-F (crveno) i
CRISPR-Sp4 (plavo), a insercijski soj [IB1439 (slika B) pocetnicama ygcJ3-F (crveno) i CRISPR-Sp4
(plavo). Prilikom poravnanja uklonjeni su dijelovi sekvenci koji nisu bili homologni plazmidu. Slika je

dobivena u programu SnapGene.

Kod soja 11B1438 uocljivo je kako je doslo do ugradnje streptomicinske kazete, Sto 1
objasnjava rast kolonija na streptomicinskoj podlozi nakon elektroporacije. Medutim,
bakterije su zadrzale gene cas/ i cas2 pod kontrolom nativnog promotora, s obzirom da
poklapanje izmedu sekvence dobivene pocetnicom CasE-F i referentne sekvence pocinje tek
prvim nukleotidom kodirajuceg slijeda gena casl. Sli¢na situacija je 1 kod soja 11B1439:
postoji prirodno prisutni cas2 (pod kontrolom nativnog promotora) te streptomicinska kazeta
koja je ugradena. No, za razliku od soja 1IB1438, ne postoji cas/ s obzirom da soj [IB1165
(od kojeg je 1IB1439 nastao), posjeduje deleciju tog gena. Zaklju¢no, u oba soja ugradena je

samo streptomicinska kazeta.

36



Zbog navedenih rezultata, nametalo se pitanje zaSto je metodom SDS-PAGE, u
prisustvu L-arabinoze, uocena povecana ekspresija proteina koji veli¢inom odgovara proteinu
Casl (33 kDa)? Iako sojevi BW25113 i IIB1165 (od kojih su nastali 1IB1438 i 11B1439)
posjeduju deleciju gena araB, aradA i araD, oba sadrze intaktan araC, ¢ija se ekspresija
aktivira u prisustvu L-arabinoze. Toj tezi iSla je u prilog i veliCina proteina AraC koja takoder
iznosi 33 kDa. Stoga, da bih provjerio postavljenu hipotezu, uzgajao sam sojeve 11B1439
(araBAD casl-cas2) te BW25113 (wt) u odsustvu ili prisustvu L-arabinoze. Iz prekono¢nih
kultura izolirao sam ukupne proteine, izmjerio im koncentraciju, denaturirao ih, te proveo
SDS-PAGE. Izmjerene koncentracije prilozene su u tablici 4.3. Na gel sam nanosio 10 pg

proteina po uzorku.

Tablica 4.3. Masena koncentracija (y) ukupnih proteina u insercijskom soju cas/-cas2 (11B1439) i
kontrolnom soju BW25113 (wf) uzgajanima prekono¢no na 37 °C u prisustvu i odsustvu 0,02%-tne
(w/v) L-arabinoze. Proteini su izolirani sonikacijom u puferu za lizu, a koncentracije su odredene

Bradfordovom metodom.

Uzorak y/ pg pL!
BW25113 Ara- | 1,66
BW25113 Ara+ | 1,50
[IB1439 Ara - 1,61
[IB1439 Ara + 1,46

Vizualizirao sam proteine 1 fotografirao gel. Dobivena fotografija priloZena je na slici

4.7.
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Slika 4.7. Ukupni proteini insercijskog soja casi-cas2 (1IB1439) i kontrolnog soja BW25113 (wr)
uzgajanih prekono¢no na 37 °C u prisustvu (+Ara) ili odsustvu (-Ara) 0,02%-tne (w/v) L-arabinoze,
analizirani metodom SDS-PAGE. Kao marker veli¢ine (M) koristen je Unstained Protein Molecular
Weight Marker (Thermo Fisher Scientific). PojaCana ekspresija proteina veli¢ine 33 kDa (oznaCen
crnom strelicom) u prisustvu arabinoze u obama sojevima sugerira da nije rije¢ o proteinu Casl, veé

proteinu AraC.

U soju BW25113 uocava se isti obrazac ekspresije kao u ,,insercijskom* soju 11B1439:
nadekspresija proteina veli¢ine 33 kDa u prisustvu L-arabinoze. Budu¢i da u kontrolnom soju
BW25113 ne postoji gen cas! ¢ija bi ekspresija bila inducirana dodatkom L-arabinoze, rijec je
o proteinu AraC. To je ujedno konacna potvrda da insercijski sojevi nisu uspjesno

konstruirani.

4.2. Delecijski mutanti

4.2.1. Konstrukcija mutanata AdnaQ i AexoT metodom recombineering

Stvaranju delecijskih mutanata pristupio sam na sli¢an nacin kao stvaranju insercijskih

pa su 1 pojedini koraci detaljnije objasnjeni u tom poglavlju (4.1). Cilj je bio stvaranjem
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delecijskih sojeva za gene dnaQ 1 exoT istraziti njihov utjecaj na ugradnju razmaknice tijekom
naivne adaptacije. Metodom PCR umnozio sam kanamicinsku kazetu pocetnicama koje na
svom 5' kraju sadrze 30 bp homologije s ciljnom regijom genoma. Kanamicinska kazeta duga
je 1500 bp pa je to ujedno bila 1 ocekivana duljina amplikona. Produkt reakcije PCR
analiziran je elektroforezom u agaroznom gelu, a dobivena fotografija priloZena je na slici

4.8.

kb M Kan —dhaQ Kan - exoT

Slika 4.8. Analiza uspjeSnosti umnazanja linearne DNA s kanamicinskom kazetom i regijama
homologije za izgradnju gena dnaQ i exoT metodom recombineering u sojeve 1IB1165 i BW25113,

tim redom. Kao marker veli¢ine (M) koristen je I kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Primjetno je kako su dobiveni odgovarajuéi amplikoni. Citavu smjesu reakcije PCR
sam procistio 1 izmjerio joj koncentraciju DNA. Dobivene vrijednosti prikazane su u tablici

44.

Tablica 4.4. Masene koncentracije (y) procis¢ene linearne DNA s kanamicinskom kazetom umnozene
metodom PCR za izgradnju gena dnaQ 1 exoT tehnikom recombineering u sojeve 1IB1165 1 BW25113,

tim redom.

Linearna DNA 7/ ng pL!
delecija exoT u BW25113 | 56
delecija dnaQ u 1IB11165 | 69

Kao 1 kod stvaranja insercijskih sojeva, stanice recipijentnih sojeva (BW25113 i
[IB1165) bilo je nuZno transformirati plazmidom pKD46. Bakterije transformirane
plazmidom pKD46 transformirao sam procis¢enom linearnom DNA, tehnikom
elektroporacije. Elektroporirane stanice uzgajao sam preko no¢i u teku¢em mediju u prisustvu

L-arabinoze kako bi doSlo do HR. Stanice sam, potom, nasadio na cvrstu podlogu s
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kanamicinom 1 uzgajao ih na 37 °C kako bi se osigurao gubitak plazmida. Naraslo je pregrst

kolonija, uz napomenu da je mutantu Aexo7 trebalo dva dana rasta.

Ispravnost ugradnje potvrdena je metodom colony PCR. Koristio sam istu F-pocetnicu
kao za umnazanje linearne DNA, no kao R-pocetnicu koristio sam kt-R koja se veze unutar
kanamicinske kazete. Oc¢ekivana duljina amplikona iznosi 1,2 kb. Kao pozitivnu kontrolu
koristio sam genomsku DNA iz soja 1IB888, koji sadrzi kanamicinsku kazetu. Analizirani

produkti reakcije PCR priloZeni su na slici 4.9.

kb M PK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

— dnaQ

- exoT

Slika 4.9. Provjera uspjesnosti stvaranja mutanata AdnaQ i AexoT metodom colony PCR. Za oba gena
ispitano je 10 kolonija (oznacene 1-10) naraslih na kanamicinskoj plo¢i nakon elektroporacije u sklopu
metode recombineering. Kao marker veli¢ine (M) koristen je / kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher

Scientific).

Sve kolonije dale su ocekivani amplikon, kao i pozitivnha kontrola. Za daljnje
eksperimente izabrana je kolonija 8§ u obama sojevima. Izabrane kolonije presadio sam na

podlogu bez antibiotika.

S ciljem daljnje potvrde ispravnosti konstruiranih sojeva, proveo sam test razmaza.
Kao kontrole koriSteni su polazni sojevi IIB1165 (rezistentan na apramicin) i BW25113
(susceptibilan na sve antibiotike). Kao Sto je i ocekivano, mutant AdnaQ (soj 11B1440, nastao
od [IB1165) rezistentan je na apramicin i kanamicin, a mutant AexoT (soj, IIB1441, nastao od
BW25113) na kanamicin. Sojevi nisu osjetljivi na UV. Time je potvrdeno da su sojevi

uspjesno konstruirani.

40



4.2.2. Konstrukcija mutanata transdukcijom

Nadalje, htio sam istraziti ulogu domacinskih 3'—5' egzonukleaza u mutantu u kojem
je prisutna i u kojem je uklonjena nukleazna aktivnost kompleksa RecBCD. To sam uc¢inio
provevsi dvije transdukcije na mutantu AdnaQ (11B1440): Najprije sam u navedenom mutantu
transdukcijom ubacio deletirani gen recD 1 na taj nalin ukinuo nukleaznu aktivnost
enzimskog kompleksa RecBCD. Tom soju dana je oznaka [IB1444. Budu¢i da kompleks
RecBC neovisno o slijedu Chi nanosi protein RecA i na taj nacin ¢ini jednolancane supstrate
strane DNA neupotrebljivima za kompleks Casl-Cas2, u soju AdnaQ ArecD (11B1444)
transdukcijom sam ubacio deletirani gen rec4 1 na taj nacin konstruirao mutanta AdnaQ

ArecD ArecA (11B1447) na kojem sam proucavao naivnu adaptaciju.

Na sli¢an sam nacin pripremio i mutanta za gen uvrD (IIB1451). Transdukcijom sam
ubacio mutaciju AuvrD u soj IIB1165 kako bih istrazio potencijalnu ulogu helikazne

aktivnosti proteina UvrD u procesu naivne adaptacije.

Ispravnost dobivenih sojeva ispitao sam testom razmaza. Soj AdnaQ ArecD ArecA
(IIB1447) rezistentan je na apramicin i kanamicin (iz polaznog soja 1IB1440), tetraciklin
(transdukcijom s P1.1IB253 (ArecD)) te kloramfenikol (transdukcijom s P1.1IB312 (ArecA)).
S obzirom da deletirani geni sudjeluju u popravku DSB pomoc¢u HR, 11B1447 je osjetljiv na
UV.

Soj 1IB1451 rezistentan je na apramicin (iz polaznog soja [IB1165) i kanamicin
(transdukcijom s P1.IIB1036 (AuvrD). Kao 1 11B1447, soj 1IB1451 osjetljiv je na UV s
obzirom da deletirani gen uvrD sudjeluje u popravku MMR 1 NER.

4.2.3. Analiza ucinkovitosti naivne adaptacije u delecijskim sojevima

Sljedec¢i korak bio je istraziti uspjeSnost naivne adaptacije. S obzirom da su za naivnu
adaptaciju od proteina Cas, potrebni Casl i1 Cas2, bakterijske stanice bilo je nuZno
transformirati plazmidom pEB628 koji nosi gene cas!/ 1 cas? pod kontrolom promotora
araBAD. Bakterije sam transformirao i plazmidom pBad, koji je, kao okosnica plazmida
pEB628 bez gena cas, posluzio kao negativna kontrola. Plazmidi su, takoder, bili izvorom

strane DNA. Transformirane bakterije uzgajao sam tijekom tri dana u ,,tri pasaze* u prisustvu
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L-arabinoze kao induktora. Od svake od triju pasaza pripremio sam kalup za reakciju PCR
lizirajudi stanice na visokoj temperaturi. Nije koriSten isti par pocetnica kao za analizu knock-
in sojeva (CRISPR-NGS-F i -R) (poglavlje 4.1.2) jer u slucaju knock-out sojeva ne postoji
insercija u regiji koju omeduju pocetnice CRISPR-R i CRISPR-Sp4 pa je produkt reakcije
PCR prihvatljive veli¢ine (662 bp). Rezultate reakcije PCR prilazem na slici 4.10.

A

M AexoT + pBad AexoT + pEB628 K1 + pEB628 AuvrD + pEB628 AdnaQ + pEB628

kb [ 1 2 3p 1l 1 2 3p I 1 2 3p 11 2 3 11 2 A5 |

1,0
0,75 - > > > > > -
T S S . ———— — W R N —
0,5
B C
K2 K2 AdnaQ ArecA ArecD  AdnaQ ArecA ArecD

+ pBad + pEB628

kb

1,0
0,75

0,5

Slika 4.10. Analiza efikasnosti naivne adaptacije u mutantima AdnaQ (11B1440), AexoT (1IB1441) i
AuvrD (IIB1451) (A) i AdnaQ ArecA ArecD (11B1447) (C) u 2%-tnom agaroznom gelu. Simbol K1
(wt — BW25113) (A) oznacava kontrolu za mutanta Aexo7, a K2 (IIB1165) (B) za mutante AdnaQ,
AuvrD 1 AdnaQ ArecA ArecD. Bakterijske stanice transformirane su plazmidom pBad (negativna
kontrola) ili pEB628 (geni cas! i cas2 pod promotorom araBAD) te uzgajani u prisustvu induktora L-
arabinoze tijekom tri dana u tri pasaze (p). Plazmidi su ujedno posluzili kao izvor strane DNA. Kao
marker veli¢ine (M) koriSten je GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
Novougradene razmaknice, tamo gdje se pojavljuju, oznaCene su bijelom strelicom. Prikazan je

reprezentativan gel od najmanje triju ponavljanja.

Kao kontrola za mutanta AexoT (IIB1441) koriSten je soj BW25113, dok je za sojeve
AdnaQ (11B1440), AdnaQ ArecA ArecD (11B1447) i AuvrD (1IB1451) koristen soj [IB1165. U
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kontrolnim sojevima BW25113 (wt za sve gene cas) te [IB1165 primjetno je povecanje
intenziteta razmaknice od druge prema tre¢oj pasazi, nesto slabijeg intenziteta od ocekivanog,
ali u skladu s prethodnim istrazivanjima da se ugradnja razmaknica uglavnom uocava od
druge pasaze (Radov¢i¢ 1 sur. 2018). Najprimjetnija je ugradnja u mutantu AexoT (1IB1441).
Ponesto slabija ugradnja uocava se u mutantima AdnaQ (11B1440) i AuvrD (1IB1451), uz
pojavu razmaknice slabog intenziteta tek u tre¢oj pasazi. U viSestrukom mutantu AdnaQ
ArecA ArecD (IIB1447) ugradnja se intenzivira od prve prema drugoj pasazi, no izostaje u

trecoj.

Kako bih isklju¢io moguénost da tijekom uzgoja bakterija dolazi do gubitka plazmida,
Sto direktno utjece na efikasnost ugradnje novih razmaknica, pratio sam stabilnost plazmida u
trima pasazama. Rezultati su priloZeni na slici 4.11. U kontrolama K1 (wf) 1 K2 (IIB1165) 1
mutantima AdnaQ, AexoT 1 AuvrD plazmid se ne gubi tijekom pasaziranja jer ne postoji
znacajna razlika izmedu stanica uzgajanih na kontrolnoj ploci bez antibiotika te stanica
uzgajanih na ampicilinskoj plo¢i. U mutantu AdnaQ ArecA ArecD doslo je do gubitka
plazmida u drugoj pasazi u manjoj mjeri (priblizno deset puta veci rast u kontroli), te trecoj
pasazi u vecoj mjeri (priblizno tisucu puta veci rast u kontroli) $to je u skladu s dobivenim

rezultatima da se ugradnja razmaknice uocava u prvoj i drugoj pasazi, no ne i u trecoj.

— 1 T — —
- T T -
T T orr &
6
Ip 2p 3p 1p 2p 3p 1p 2p 3p 1p 2p 3p 1p 2p 3p 1p 2p 3p

K1 (wt) K2 AdnaQ AexoT AdnaQ ArecA AuvrD
ArecD

(=]

log(CFU/mL)

~J
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Slika 4.11. Stabilnost plazmida pEB628 u kontrolama K1 (BW25113) i K2 (IIB1165) te mutantima
AdnaQ (1I1B1440), AexoT (1IB1441), AdnaQ ArecA ArecD (1IB1447) i AuvrD (IIB1451) uzgajanima
tijekom tri dana u tri pasaze (p) u prisustvu L-arabinoze i odsustvu (kontrola) ili prisustvu ampicilina.
Rezultat je srednja vrijednost CFU/mL dviju, triju ili Cetiriju replika, a izraZzene su logaritamske
vrijednosti i naznacene su standardne devijacije. Gubitak plazmida uocava se u drugoj (u manjoj

mjeri) i tre¢oj (u vecoj mjeri) pasazi mutanta AdnaQ ArecA ArecD.
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5. Rasprava

5.1. Insercijski mutanti

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je konstruirati soj s genima cas/ i cas2 pod
kontrolom inducibilnog promotora araBAD. Naime, sustav CRISPR-Cas u bakteriji E. coli
nije aktivan pri standardnim laboratorijskim uvjetima s obzirom da su promotori gena cas i
lokusa CRISPR pod represijom proteina H-NS te proteina StpA (u odsustvu proteina H-NS)
(Pul 1 sur. 2010, Miti¢ 1 sur. 2020). Stoga, za izu€avanje naivne adaptacije najprije je potrebno
osigurati aktivnost gena casl i cas2. To je moguce posti¢i delecijom gena hns i sipA,
nadekspresijom gena leuO, zamjenom nativnih promotora gena cas/ i cas2 s inducibilnima ili

uvodenjem tih gena pod inducibilnim promotorom na plazmidu (Xue i Sashital 2019).

Ova posljednja ujedno je 1 najCeS¢a strategija s obzirom da je transformacija
bakterijskih stanica rutinski postupak, a plazmidi, koji se u stanici mogu nalaziti u mnogo
kopija, osiguravaju snaznu ekspresiju proteina Casl i Cas2. Ipak, odrzavanje plazmida, kao i
prisustvo antibiotika nuznog za selekciju stanica s plazmidom, metabolicko je opterecenje za
stanicu (Sabri 1 sur. 2013). Takoder, fluktuacije u broju kopija plazmida direktno utjeu na
interpretaciju rezultata, a u odredenim sojevima plazmidi su nestabilni i gube se tijekom
dioba. Taj fenomen uocen je kod mutanata u genima recB 1 recC ili recD (Wendel 1 sur. 2014),
a potonji je deletiran i u jednome od sojeva (IIB1447) proucenih u ovom istrazivanju.
Nadalje, ponekad postoji potreba za dodatnim plazmidima: primjerice, u proucavanju
adaptacije u uvjetima nadekspresije odredenog gena na plazmidu: kao Sto je bio slucaj u
istrazivanju Killelee 1 suradnika (2023) za gen dnaK. Tada razli¢iti plazmidi, s obzirom na
nacin particije i regulaciju replikacije, mogu biti medusobno inkompatibilni (Thomas 2014), a

za valjanu selekciju nuzno je i da nose rezistenciju na razlicite antibiotike.

Zamjenom nativnog promotora gena cas/ 1 cas2 inducibilnim, spomenuti problemi bili
bi uklonjeni, a istraZivanje naivne adaptacije postalo bi znacajno jednostavnije i pouzdanije.
Za konstrukciju sojeva koristio sam metodu recombineering. Dobiveni sojevi (IIB1438 i
1IB1439) pokazali su se ispravnima u provjeri metodom colony PCR, a u provjeri metodom
SDS-PAGE u prisustvu arabinoze nadeksprimirali su protein koji veliCinom odgovara
proteinu Casl. Ipak, kod konstruiranih sojeva nije uoc¢ena ugradnja razmaknice, a Sangerovim

sekvenciranjem utvrdeno je kako je doSlo do ugradnje streptomicinske kazete, ali ne 1 dijela s
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genima casl/ 1 cas2 pod kontrolom promotora araBAD. Protein koji je detektiran metodom
SDS-PAGE, a koji je veli¢inom odgovarao proteinu Casl, jest protein AraC, ¢ija se ekspresija
takoder inducira u prisustvu L-arabinoze. Metoda recombineering efikasna je za inserte krace
od 1,5 kb, a ve¢ za inserte dulje od 2,5 kb ugradnja je znatno otezana (Sabri i1 sur. 2013).
Stoga, Sansa za uspjeSan knock-in dogadaj s insertom cas/-cas? (= 3 kb) nije bila velika. U
idué¢im istrazivanjima bilo bi uputno postupak ponoviti vise puta te provesti screening veéeg
broja kolonija kako bi se u bazenu neispravnih rekombinacijskih dogadaja izdvojio ispravni.
Nadalje, budu¢i da soj BW25113 posjeduje oba gena, casl i cas2, ali pod nativnim
promotorom cijelog operona, ¢ime se ovi geni eksprimiraju u manjim koli¢inama (Westra 1
sur. 2010), za konstrukciju soja s inducibilnim genima cas/-cas2, mogao bi se zamijeniti
nativni promotor inducibilnim. Jedan od mogucih pristupa jest modifikacija metode
recombineering — FRUIT, koju su opisali Stringer 1 suradnici (2012). U prvom koraku se
primjenjuje klasi¢ni recombineering gdje se ispred gena od interesa ugraduje produkt reakcije
PCR koji sadrzi gen za selekciju thy4' omeden sa svake strane kopijom inducibilnog
promotora od interesa te regijama homologije. Istovremeno se izgraduje nativni promotor, a
uspjesni dogadaji selektiraju se na podlozi bez timina. U idu¢em koraku, uslijed spontane HR
dviju kopija promotora, dolazi do izgradnje kazete s genom thyA, a kao ,,0ziljak* ostaje jedna
kopija promotora koji kontrolira ekspresiju gena od interesa. Spontana izgradnja selektira se
na podlozi s trimetoprimom. Ovim pristupom znacajno bi se smanjila veli¢ina inserta (= 1,5
kb). Postupak bi se morao provoditi na mutantima za gen thy4 1 insercijski mutant ne bi
sadrzavao selektivni marker za prijenos u druge bakterijske sojeve §to su dvije manjkavosti
ove metode. Druga mogucénost bila bi da se, umjesto na 3' kraj, streptomicinska kazeta stavi
na 5' kraj ispred inducibilnog promotora i gena casl/-cas2. Moguce je da bi prisustvo
selektivnog markera u blizini promotora osiguralo njegovu ugradnju. U tom slu¢aju morao bi

se napraviti novi pocetni plazmid i nove pocetnice za metodu recombineering.

5.2. Delecijski mutanti

Veéinu poznatih faga obiljezava dsDNA kao nasljedni materijal (Fokine 1 Rossmann
2014). Kako bi dsDNA faga postala supstratom kompleksa Casl1-Cas2 potrebna je helikaza

koja ¢e komplementarne lance DNA faga razdvojiti te egzonukleaza koja ¢e fragmentirati

! Upotreba gena thyA kao selektivnog agensa opisana je u Wong i suradnici (2005).
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dugu ssDNA (Xue i Sashital 2019). Nadalje, kompleks Casl-Cas2 prepoznaje fragment
ssDNA sa sekvencom komplementarnom sekvenci PAM, a aktivno$Séu kompleksa
komplementarni lanci spajaju se u dsDNA (Kim i sur. 2020). Tako spojena dsDNA sadrzi
duge jednolancane krajeve koje prepoznaju i1 procesiraju 3'—5' egzonukleaze i tako stvaraju
optimalan supstrat za ugradnju razmaknice. U mutantu ArecD, u kojem je ukinuta nukleazna
aktivnost enzima RecBCD, te u mutantu ArecB, u kojem su ukinute obje aktivnosti enzima,
uocena je smanjena ucinkovitost naivne adaptacije (Levy i sur. 2015). No, to ne proizlazi iz
nuznosti nukleazne aktivnosti enzima, ve¢ iz Cinjenice da enzim RecBC neovisno o slijedu
Chi nanosi protein RecA na jednolancane 3' krajeve (Churchill i sur. 1999), ¢ine¢i tu DNA
nedostupnom za adaptacijsku masineriju, $to je postalo jasno kada je u mutantu Arec4 ArecD
adaptacija vracena na prethodne razine (Radov¢i¢ i sur. 2018). NuZzna je helikazna aktivnost, a
ne nukleazna aktivnost enzima RecBCD s obzirom da, u istom istrazivanju, u mutantu ArecA
ArecB nije uocen taj efekt. Time je otvoreno pitanje koje su egzonukleaze esencijalne u tom
procesu? U bakteriji Streptococcus thermophilus procesiranje dugih jednolanc¢anih krajeva
obavlja domena iz porodice egzonukleaza DnaQ koja je prirodno fuzionirana s proteinom
Cas2 (Drabavicius 1 sur. 2018). Ramachandran i suradnici (2020) biokemijskim pristupom
pokazali su da dvije egzonukleaze bakterije E. coli, DnaQ i ExoT (iz porodice DnaQ),
procesiranjem 3' jednolanc¢anih krajeva DNA stvaraju pogodan supstrat za ugradnju u lokus
CRISPR. Konkretnije, pokazali su da dolazi do procesiranja dsDNA (23 bp) s 3
jednolan¢anim krajevima (15 nt s obiju strana), te ugradnje procesirane DNA, u prisustvu
egzonukleaza DnaQ ili ExoT, integracijskog kompleksa Casl-Cas2 i proteina IHF (koji
pripomaze ugradnju). Ugradnju ,,razmaknice* detektirali su koriste¢i ranije razvijenu metodu
plasmid topology assay gdje ugradnjom razmaknice u plazmid s lokusom CRISPR topoloski

oblik plazmida mijenja se iz superzavijenog u relaksirani (Nufiez i sur. 2015b).

Spomenute egzonukleaze prvi put su u ovom istrazivanju proucene u kontekstu naivne
adaptacije u uvjetima in vivo. Metodom recombineering konstruirao sam mutante za gene
dnaQ te exoT, a uvodenjem delecija transdukcijom pripremio sam i trostrukog mutanta
AdnaQ ArecA ArecD s obzirom da sam htio ispitati ulogu te egzonukleaze i u mutantu kojem
je ukinuta nukleazna aktivnost enzima RecBCD. Utjecaj ovih mutacija na naivnu adaptaciju

diskutirat ¢u u poglavlju 5.2.1.

S druge strane, iako je helikaza holoenzima RecBCD izdvojena kao nuzna, htio sam
istraziti sudjeluju li druge domacinske helikaze u tom procesu. Shiriaeva 1 suradnici (2022)

proucili su utjecaj helikaze RecQ, koja je dijelom rekombinacijskog puta RecFOR, na
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pripremljenu adaptaciju. Ucinkovitost pripremljene adaptacije bila je jednaka divljem tipu u
mutantu ArecQ, ali znatno sniZzena u dvostrukom mutantu ArecQ ArecB gdje je ukinuta i
helikazna aktivnost enzima RecBCD, u odnosu na wt i mutanta ArecB. Helikaza UvrD pak,
koja sudjeluje u putovima popravka NER i MMR, prvi put je u ovom radu istrazena u
kontekstu adaptacije. Transdukcijom pomocu faga P1 pripremio sam mutanta AuvrD. Ulogu
helikaze UvrD u u naivnoj adaptaciji bilo je uputno istrazivati i u odsustvu osnovne helikaze
koja sudjeluje u tom procesu (RecBCD), tj. u mutantu ArecB AuvrD, ali zbog vremenske
ogranicenosti pripremio sam samo mutanta AuvrD koji je 1 sam zahtijevao viSestruke
pokusaje uvodenja delecije. Pitanje je bi li uopée bilo moguce proucavati naivnu adaptaciju u
dvostrukom mutantu ArecB AuvrD s obzirom na nisku vijabilnost koja je uocena ranije

(Lestini i Michel 2007).

5.2.1. Egzonukleaze DnaQ i ExoT

Kod mutanta AexoT uocen je usporen rast na krutoj LB-podlozi pri 37 °C: za
dobivanje pojedina¢nih kolonija potrebno je stanice uzgajati 48 h. Egzonukleaza ExoT,
poznata i kao RNaza T, sudjeluje 1 u sazrijevanju tRNA 1 5S rRNA (Lovett 2011) pa je
moguce da je uklanjanje tih funkcija uzrok usporenog rasta mutanta Aexo7. Trostruki mutant
AdnaQ ArecA ArecD takoder raste usporeno, no ipak brze od mutanta AexoT. Usporeni rast
tog soja svakako ne potjece od delecije gena dnaQ s obzirom da jednostrukog mutanta AdnaQ
ne karakterizira taj fenotip. Iz literature je poznato kako delecija gena recD uzrokuje
produljeni rast, a pretpostavlja se da je uzrok defekt u terminaciji replikacije zbog kojeg ti
mutanti imaju poteSkoce i1 u odrzavanju plazmida (Wendel 1 sur. 2014), Sto je objasnjeno u

idu¢em odlomku.

U sva tri pripremljena soja uocena je ugradnja razmaknice tijekom trodnevnog uzgoja
(od prve, druge ili tek u trec¢oj pasazi) s izuzetkom trostrukog mutanta AdnaQ ArecA ArecD u
kojem se ugradnja intenzivira od prve prema drugoj pasazi, ali izostaje u trecoj. Izostanak
ugradnje u trostrukom mutantu ne ¢udi s obzirom da je utvrden gubitak plazmida u trecoj
pasazi. To je u skladu s ranije spomenutim istrazivanjima u kojima je pokazana nestabilnost
plazmida u mutantu ArecD te dvostrukom mutantu ArecB ArecC (Wendel 1 sur. 2014,
Radov¢i¢ i sur. 2018). Autori predlazu kako nedostatak enzima RecBCD i njegove nukleazne

aktivnosti onemogucuje razdvajanje plazmida tijekom zavrSetka replikacije Sto rezultira
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stvaranjem multimera koji se gube u jednoj stanici kéeri prilikom diobe stanica. U svim
ostalim sojevima, intenzitet novougradene razmaknice u pasazi ,,n“ veci je od onog u pasazi
,N-1 jer daljnjim rastom i pasaziranjem umnazaju se stanice u kojima se zbila ugradnja, uz

samu ugradnju de novo koja se i dalje odvija.

Uzevsi u obzir i1 kontrolne i eksperimentalne sojeve, adaptacija je bila najizrazenija
kod mutanta AexoT gdje se novougradena razmaknica uocava u sve tri pasaze u snaznijem
intenzitetu u odnosu na svoju kontrolu (BW25113 — wr). U mutantu AdnaQ novougradena
razmaknica primjetna je tek u treCoj pasazi, neSto slabijim intenzitetom negoli u kontroli
(ITIB1165). 1z ovih rezultata svakako se moze zakljuciti kako proucavane egzonukleaze nisu
neizostavni dio adaptacijske masinerije, no na temelju razlike u intenzitetu ugradnje izmedu
dvaju mutanata, te njihovih kontrola, moze se pretpostaviti da DnaQ ima ulogu u procesiranju
protorazmaknica. Shiriaeva 1 suradnici (2022) takoder su istrazili u¢inkovitost adaptacije u
mutantima AdnaQ i AexoT te dvostrukom mutantu AdnaQ AexoT, no predmet njihova
istrazivanja bila je pripremljena, a ne naivna adaptacija. U usporedbi s divljim tipom, u
mutantima nisu uoc€ili promjenu u duljini razmaknice ni u strukturi jednolancanih krajeva.
Zabiljezili su da je ucinkovitost adaptacije u dvostrukom mutantu bila dvostruka manja, u
usporedbi s divljim tipom, pa su zakljucili da egzonukleaze DnaQ i1 ExoT zajednicki
doprinose optimalnoj ugradnji razmaknice tijekom pripremljene adaptacije, no nisu
esencijalne. Za egzonukleazu DnaQ), to je i u skladu s naSim rezultatima za naivnu adaptaciju.
Naime, u bakteriji E. coli identificirano je trinaest 3'—5' egzonukleaza (Lovett 2011) pa je
moguce da se uklanjanje pojedine egzonukleaze nadomjesta aktivnos¢u druge. U uvjetima in
vitro utvrdeno je da djelovanjem egzonukleaze DnaQ preferentno nastaju razmaknice duge 32
bp (uzmemo li u obzir da je citozin slijeda PAM dio ponavljanja), a djelovanjem ExoT
protorazmaknice duljine 33 ili 34 bp (Ramachandran i sur. 2020). S obzirom da je u bakteriji
E. coli 95% razmaknica duljine 32 bp (Savitskaya 1 sur. 2013), moguce je da DnaQ ima
znacajniju ulogu u naivnoj adaptaciji (Ramachandran i sur. 2020), a to bilo i u skladu s naSim
rezultatima koji pokazuju da je efikasnost naivne adaptacije veca u mutantu Aexo7, negoli u
AdnaQ, u usporedbi s njihovim kontrolama. U spomenutom eksperimentu in vitro ugradnja
razmaknice nije detektirana u prisustvu trece istrazene egzonukleaze (Exol) Sto sugerira da ne
sudjeluju sve domacinske 3'—5' egzonukleaze u tom procesu, ili barem ne u istoj mjeri. Treba
istaknuti 1 kako je u istrazivanju Ramachandrana i suradnika (2020) koriStena samo kataliticka
domena egzonukleaze DnaQ, a u bakteriji E. coli taj se enzim nalazi u sklopu DNA

polimeraze III (McHenry 1988). Nije razjasnjeno na koji na¢in bi egzonukleaza djelovala na
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procesiranje jednolancanih krajeva DNA koji se ne nalaze u procesu replikacije. Moguce je da
postoji povezanost izmedu procesiranja dugih jednolancanih krajeva 1 duplikacije
ponavljajuc¢e regije tijekom ugradnje razmaknice (Kim 1 sur. 2020). U joS jednom
eksperimentu pokazano je kako dolazi do procesiranja i ugradnje protorazmaknica s dugim
jednolancanim krajevima u prisustvu egzonukleaze DnaQ ili ExoT u uvjetima in vitro (Tang 1
sur. 2023). Fokus tog istrazivanja bila je egzonukleaza iz porodice DnaQ u bakteriji S.
thermophilus koja je prirodno fuzionirana s kompleksom Casl-Cas2. Autori su predlozili
mehanizam kojim egzonukleaza DnaQ iz kompleksa, osim standardnog procesiranja
jednolancanih krajeva, sudjeluje i u cijepanju slijeda PAM uoc¢i druge transesterifikacijske
reakcije ugradnje, a time i1 pravilnom orijentiranju razmaknice. Prema trenutnim saznanjima u
bakteriji E. coli, protein Cas] cijepa slijed PAM prilikom ugradnje (Wang i sur. 2015), no ovo
istrazivanje u bakteriji S. thermophilus jo§ jednom potvrduje vaznost egzonukleaza iz

porodice DnaQ u podtipu I-E sustava CRISPR-Cas.

Ostaje pitanje zasto je ucinkovitost adaptacije veca u mutantu AexoT u usporedbi s
kontrolom? Egzonukleaza T vjerojatno ne utjeCe na naivnu adaptaciju, a moguce je da je
inhibira - kompeticijom za 3' jednolancane krajeve s egzonukleazom DnaQ ili nekom drugom
3'—>5' egzonukleazom koja stvara bolji supstrat za ugradnju. Takoder, moguce je da sporiji
rast mutanta Aexo7, §to je vjerojatno posljedica sporije replikacije DNA, omogucava

efikasniju ugradnju novih razmaknica.

Sto se ti¢e trostrukog mutanta AdnaQ ArecA ArecD, intenzitet ugradnje prve i druge
pasaze bio je slican mutantu AexoT, no razmaknica se ne uocava u tre¢oj pasazi zbog gubitka
plazmida, Sto je objasnjeno ranije. U usporedbi s mutantom AdnaQ, u€inkovitost adaptacije
veca je u trostrukom mutantu, a preostaje odgovoriti zaSto? Buduc¢i da u trostrukom mutantu
nema nanoSenja proteina RecA na 3' krajeve DNA, mozebitno je veci udio onih fragmenata
ssDNA koji su potencijalni supstrat adaptacijske masSinerije 1 egzonukleaza koje nisu DnaQ i
RecBCD, a koje te fragmente mogu procesirati do optimalne duljine za ugradnju. Nadalje,
helikazna aktivnost enzima RecBC znatno je sporija od helikazne aktivnosti holoenzima
RecBCD (Taylor 1 Smith 2003) pa je moguce da preostaje viSe vremena da na razdvojene
lance djeluju odgovarajuce 3'—5' egzonukleaze. Ipak, u istrazivanju Radovcica i suradnika
(2018) na drugoj egzonukleazi (ExoVII) nije uofena znacajna razlika izmedu ucinkovitosti
adaptacije u mutantu za gen xsed (kodira za podjedinicu XseA te egzonukleaze) te trostrukom
mutantu Axsed ArecA ArecD, izuzev treCe pasaze u kojoj nema ugradnje u trostrukom

mutantu zbog gubitka plazmida. Stoga, moguce je da uocena razlika u naSem mutantu nije
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znacCajna. Kod ostalih egzonukleaza u istom istrazivanju nije primije¢ena ugradnja u
mutantima s inaktiviranima recA i recD, no uzrok toga je nestabilnost plazmida u svim
pasazama. Za mutanta AdnaQ ArecA ArecD nisam proucio naivnu adaptaciju u kontroli
(ArecA ArecD), no usporedujuéi s ve¢ postoje¢im rezultatima za mutanta ArecA ArecD
(Radov¢i¢ 1 sur. 2018), nema znacajne razlike Sto sugerira da egzonukleaza DnaQ nije
esencijalna u naivnoj adaptaciji, a to je bio zakljucak i eksperimenta s jednostrukim mutantom
AdnaQ iako je tada ugradnja ipak bila snaznija u kontroli. Kombinacijom rezultata iz obaju
mutanata moze se re¢i da DnaQ sudjeluje u procesiranju protorazmaknice, no nema
esencijalnu ulogu - vjerojatno jer u stanici postoje i druge 3'—5' egzonukleaze. U buduc¢im
istrazivanjima trebalo bi razjasniti mehanizam koji omoguéuje egzonukleazi DnaQ,
podjedinici holoenzima DNA polimeraze III, da sudjeluje u procesiranju protorazmaknice.
Takoder, bilo bi zanimljivo napraviti dvostrukog mutanta AdnaQ AexoT te istraziti dolazi li do

veceg uinka na ugradnju razmaknica u odsustvu obiju nukleaza.

5.2.2. Uloga helikaze UvrD

U mutantu AuvrD uocena je slaba ugradnja razmaknice samo u trecoj pasazi. Ugradnja
je manja negoli u kontroli (IIB1165) u kojoj se razmaknica pojavljuje 1 u drugoj pasazi, ja¢im
intenzitetom. Mutant AuvrD dosad nije proucavan u kontekstu adaptacije, no jest u procesima
rekombinacije, popravka krivo sparenih baza i replikacije. Poznato je kako u uvjetima
nadekspresije gena uvrD dolazi do smanjenja stope HR dok delecijom gena dolazi do njenog
porasta. Dva su modela koja bi mogla objasniti taj fenomen (Centore 1 Sandler 2007). Prvi se
temelji na istraZivanju Veautea 1 suradnika (2005) koji su ustanovili da helikaza UvrD aktivno
uklanja protein RecA s nukleofilamenata. Predlozili su kako bi ta aktivnost mogla imati
znaajnu ulogu u progresiji replikacije tijekom kolapsa replikacijskih raslji s obzirom da
ponekad na mjestu kolapsa dolazi do nanoSenja proteina RecA pomocu kompleksa RecFOR
koje je toksi¢no za stanicu. To je zakljuCeno na temelju opservacija u mutantu Arep AuvrD.
Naime, u mutantu Arep (kodira za helikazu Rep) replikacija je dvostruko sporija u odnosu na
wt, a dvostruki mutant Arep AuvrD sinteticki je letalan. Medutim, letalnost se suprimira
mutacijom gena recF, recO 1ili recR. Nadalje, u drugom istraZivanju uocen je porast fokusa

proteina RecA u mutantu AuvrD (Centore 1 Sandler 2007).

50



Imaju¢i na umu da vezanjem proteina RecA, ssDNA prestaje biti potencijalnim
supstratom kompleksa Casl-Cas2 (Radov¢€i¢ 1 sur. 2018), moguce je da je to razlog zasto u
odsustvu helikaze UvrD se smanjuje ucinkovitost naivne adaptacije. To bi se moglo potvrditi
stvaranjem dvostrukog mutanta recF uvrD u kojem se ocekuje porast ugradnje u odnosu na
mutanta uvrD. Uklanjanje proteina RecA nije izolirani slucaj u kojem helikaza UvrD uklanja
proteine s DNA. Primjerice, u popravku NER helikaza UvrD uklanja protein UvrC zajedno s

izrezanom lezijom (Orren i sur. 1992).

Drugi model koji objaSnjava povisenu rekombinacijsku stopu u mutantu AuvrD nesto
je intuitivniji (Arthur i Lloyd 1980, Centore i Sandler 2007). Budué¢i da protein UvrD
sudjeluje u popravku NER, u njegovu odsustvu povecan je broj ureza i praznina u DNA, a
time 1 rekombinacijskih dogadaja: Nailaskom replikacijskih raslji na takve strukture moze
do¢i do nastanka DSB koji se popravljaju RecBCD-ovisnim putem HR. To mozda i1

objasnjava zasto je dvostruki mutant ArecB AuvrD letalan.

Medutim, u tom sluc¢aju enzim RecBCD bi u mutantu AuvrD stvarao vise supstrata za
adaptacijsku masineriju svojom helikaznom i nukleaznom aktivnoséu, a time bi se povecala i
ucinkovitost adaptacije $to nisam uocio. Dva predlozena modela medusobno se ne iskljucuju
pa je povecana rekombinacijska stopa mutanta AuvrD mozda rezultat obaju predlozenih
modela, a budu¢i da se uklanjanje proteina RecA ne odvija u mutantu AuvrD, uocena je
smanjena ugradnja razmaknice. S obzirom na nisku vijabilnost soja ArecB AuvrD, teSko je
istraziti direktnu ulogu helikaze UvrD u stvaranju supstrata za adaptacijsku masineriju koja bi
bila puno jasnija u odsustvu osnovne helikaze u tom procesu — RecBCD, ali kako sam ve¢
naveo, moze se indirektno pokazati da je vezanje proteina RecA na jednolanCane praznine
pomoc¢u kompleksa RecFOR, prilikom popravka kolabiranih replikacijskih raslji, razlog
smanjene ugradnje novih razmaknica. Druga opcija bila bi odrediti efikasnost naivne
adaptacije kad je protein UvrD u suvisku (nadeksprimiran s plazmida). U tom slucaju
o¢ekujem da bi trebalo do¢i do smanjene rekombinacije i efikasnije naivne adaptacije. Buduca

istrazivanja su potrebna kako bi se uloga proteina UvrD bolje razjasnila.
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6. Zakljucak

Iz provedenog istrazivanja proizlaze sljede¢i zakljuccei:

- Zbog prezahtjevne duljine inserta nisam uspio konstruirati soj bakterije E. coli K-12 s

kromosomski inducibilnim genima cas/ i cas?2.

- Uspjesno sam konstruirao delecijske mutante bakterije E. coli K-12 za gene dnaQ i exoT te

njihovu ispravnost potvrdio na genotipskoj i fenotipskoj razini.

- U mutantu AdnaQ uocio sam smanjenu uspjeSnost naivne adaptacije u usporedbi s
kontrolom dok razlika nije uocena u mutantu AdnaQ ArecA AdnaD S$to upuluje da
egzonukleaza DnaQ djelomi¢no sudjeluje u naivnoj adaptaciji, vjerojatno procesirajuci

jednolanc¢ane krajeve protorazmaknica.

- U mutantu AexoT zabiljezio sam povecanu uspjesnost naivne adaptacije u usporedbi s
kontrolom $to sugerira da egzonukleaza ExoT ili ne utje¢e na naivnu adaptaciju, ili je inhibira:
mogucée kompetirajuéi za jednolancane krajeve s egzonukleazama koje stvaraju bolje

supstrate za kompleks Cas1-Cas2.

- U mutantu AuvrD ustanovljena je smanjena ucinkovitost naivne adaptacije u usporedbi s
kontrolom §to ukazuje da helikaza UvrD poti¢e ugradnju razmaknice naivnom adaptacijom,

vjerojatno uklanjajuci protein RecA s jednolan¢ane DNA tijekom kolapsa replikacijskih raslji.
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