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1 UVOD

1.1 Sortiranje geneticki promijenjenih stanica

Genetickom manipulacijom ljudskih stanica u kulturi mijenja se njihov nasljedni
materijal s ciljem stvaranja i ispitivanja novih stani¢nih karakteristika. Taj proces nije u
potpunosti efikasan zbog ¢ega nasljedni materijal ne podlijeze promijeni unutar svih stanica.
Rezultat toga je formiranje heterogene stani¢ne populacije s geneticki promijenjenim i
nepromijenjenim stanicama. Da bi se proucilo ponasanje i odgovor isklju¢ivo promijenjenih
stanica bilo je potrebno usavrSiti metode sortiranja i obogacivanja pojedinih stani¢nih
populacija. Zadatak tih metoda je izdvojiti promijenjene stanice u velikom prinosu i ¢istoci

bez negativnog utjecaja na stani¢nu vijabilnost.

Vodeéi pristupi u sortiranju geneticki modificiranih stanica su fluorescencijom
aktivirano sortiranje stanica - FACS (od engl. Fluorescence-Activated Cell Sorting) i
magnetski aktivirano sortiranje stanica - MACS (od engl. Magnet-Activated Cell Sorting)
(Plouffe i sur. 2015). Zajednicko tim dvjema metodama je moguénost sortiranja stanica prema
jedinstvenom sastavu stani¢nih membranskih proteina. 1z tog razloga geneticka manipulacija
uz nova svojstva od interesa, stanicama mora dati 1 nov profil proteinskog sastava na povrsini
staniéne membrane. Dodavanjem visoko specificnih biomolekula s afinitetom vezanja tih
proteina, populacije pojedinih stanica poprimaju individualan profil obiljezavanja §to ih ¢ini
pogodnima za sortiranje. Najce$ce upotrebljene biomolekule u tu svrhu su antitijela (Dainiak i

sur. 2007).

1.2 Fluorescencijom aktivirano sortiranje stanica - FACS

Sortiranje  geneticki  promijenjenih stanica metodom FACS podrazumijeva
oznacCavanje stanica s fluorescentno obiljeZenim biomolekulama nakon ¢ega se u uredaju za
proto¢nu citometriju stanice sortiraju u razli¢ite spremnike na temelju fluorescentnih signala,
a po potrebi i na temelju stani¢ne veli¢ine i granularnosti. Ovom metodom osim $to se stanice
mogu sortirati obiljezavanjem membranskih proteina, jednako efikasno mogu se sortirati i

obiljezavanjem unutarstani¢nih proteina.



Pozitivne znacajke metode FACS su cistoa prociS¢avanja do preko 99% bez
ugrozavanja Vvijabilnosti stanica (Plouffe i sur. 2015) te velik prinos prilikom izolacije nisko
zastupljenih stanica (kao primjerice izolacija fetalnih stanica iz uzorka krvi majke) (Wang i
sur. 2000). Fluorescentno obiljeZzene biomolekule danas su komercijalno dostupne za Sirok
spektar proteina $to ovu metodu ¢ini lako primjenjivom za razlicite uzorke. Iako je jo$ uvijek
jedna od najSire upotrebljenih platformi za sortiranje stanica, ograni¢enja metode FACS su
njegova cijena i slozenost postupka. Kako bi se osigurala ucinkovitost i Cisto¢a sortiranih

stanica za rukovanje opremom neophodno je i visoko obuceno osoblje (Plouffe i sur. 2015).

1.3 Magnetski aktivirano sortiranje stanica — MACS

U usporedbi s metodom FACS, MACS je brza i1 jednostavnija metoda, pogodna za
istovremenu obradu viSe uzoraka (Dainiak i sur. 2007, Miltenyi i sur. 1990), a njegova
pristupac¢nost, niski troSkovi i znatno manja oprema ucinili su ga Siroko upotrebljenim u
temeljnim ali i klinickim ispitivanjima (Plouffe i sur. 2015). Iz tih je razloga MACS odabran

kao metoda izolacije transfeciranih stanica u eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada.

Izdvajanje geneticki promijenjenih stanica metodom MACS temelji se na oznacavanju
jedinstvenih membranskih proteina na povrSinama promijenjenih stanica biomolekulama
pri¢vr§¢enim na paramagneti¢ne kuglice nanometarske velic¢ine. PovrSine stanica koje nisu
uspjesno geneticki promijenjene ne obiljeZavaju se nanometarskim kuglicama jer nemaju
ciljani membranski protein. Propustanjem takvih stanica kroz kolonu za magnetsku
separaciju, samo stanice s vezanim nanometarskim kuglicama ostaju imobilizirane na koloni.
Prostrani matriks unutar kolone osigurava da sve ne oznacene stanice bez stvaranja agregata i
drugih negativnih utjecaja na oznacene stanice lako napuste kolonu. Takav pristup sortiranja
stanica naziva se pozitivna selekcije (Plouffe i sur. 2015). Po jednakom principu metoda
MACS moze biti prilagodena i za negativnu selekciju. U tom slucaju stanice koje nisu
uspjesno prosle genetiCku manipulaciju u membranama moraju zadrZati protein koji viSe nece
biti prisutan u promijenjenim stanicama. Oznacavanjem i imobilizacijom nepromijenjenih
stanica, stanice od interesa koje su uspjeSno geneticki promijenjene bit ¢e sakupljene kao

frakcija koja nije zaostala na koloni.

Imobilizacija stanica moguca je zahvaljuju¢i posebnoj gradi separacijske kolone i

jakom magnetskom polju. Kolona za separaciju ispunjena je matriksom od zeljeznih kuglica,



a njezinim smjeStanjem u magnetski separator, kuglice pojacavaju magnetski tok i do 10000
puta, zbog cega djeluje snazna magnetska sila koja ¢e stanice oznacene i sa samo nekoliko
nanometarskih kuglica zadrzati na koloni. Jako magnetsko polje neophodno je u ovom
postupku, jer mali promjer paramagneticnih nanometarskih kuglica stvara samo slabu
magnetsku silu, nedovoljnu za samostalnu imobilizaciju stanica na koloni. Naposljetku,
premjestanjem separacijske kolone izvan jakog magnetskog polja, oznacene stanice vise ne
zaostaju na koloni te se eluiraju kao prociS¢ena stani¢na suspenzija (Slika 1) (Grutzkau i
Radbruch 2010). Ovaj postupak dopusta minimalno oznacavanje Zeljenih stanica zbog ¢ega
mnogo povrsinskih epitopa ostaje slobodno. To je vazno jer preveliki broj vezanih kuglica po
pojedinacnoj stanici, moze uzrokovati aktivaciju novih signalnih puteva i tako promijeniti
ekspresiju stani¢nih gena. Zbog toga bi se nakon separacije mogao dobiti pogresan uvid 0
stani¢nom ponasanju i vijabilnosti (@ren i sur. 2005). Kako bi se izdvojene stanice oslobodile
tog stresa, njihovom inkubacijom u reagensima za odstranjivanje kuglica ali i sam
biorazgradiv materijal od kojega su nanometarske kuglice napravljene, omogucuju stanicama

brz oporavak i njihovu daljnju primjenu nakon separacije.

Sortiranje stanica metodom MACS moze biti napravljeno i bez kolone za magnetsku
separaciju. U tom slucaju stanice je potrebno oznaditi znatno ve¢om koli¢inom kuglica
mikrometarske veliine. Posljedica toga je nespecificno oznaCavanje stanica kao i1 ve¢
spomenuta aktivacija novih signalnih puteva koje mogu dovesti do promjena u staniénim
karakteristikama (@ren i sur. 2005).



Oznaéavanje stanica s 0
G J . P Oznacavanje stanica
paramagneti¢nim kuglicama
nanometarske veliéine oblozenim
biomolekulama.

" .. . Separacijska kolona
Pozitivna selekeija stanica na

separacijskoj koloni priévriéenoj za

Magnetski separator
magnetski separator. v . -
Elucija pozitivno selektiranih stanica

‘eo®
nakon premjestanja kolone s - ._‘

magnetskog separatora.

" -

Sakupljanje frakcije

oznadenih stanica

Slika 1: Tehnologija magnetski aktiviranog sortiranja stanica - MACS. Preuzeto i izmjenjeo iz Griitzkau
i Radbruch 2010.

Iz dosadasnje primjene metoda FACS i MACS ne moze se jednozna¢no odrediti koja
je vecée efikasnosti. Pokazano je da uspjeSnost metode ovisi i o samoj vrsti heterogene
stani¢ne populacije koja se Zeli sortirati (Kerényi i sur. 2016, Shibata i sur. 2006), stoga ako
su znanstvenicima obje metode jednako dostupne, pozeljno bi bilo provjeriti postoje 1i u

literaturi informacije o tome koja je od spomenutih metoda efikasnija za uzorak s kojim rade.



1.4 Plazmidi kao posrednici geneticke manipulacije

Jedni od najceS¢e upotrebljenih posrednika tijekom geneticke manipulacije su
plazmidi - male cirkularne dvolan¢ane molekule DNA. U njihovu okosnicu tehnologijom
rekombinantne DNA ugraduju se geni koji ¢e stanicama dati nove karakteristike od interesa.
Ranije je spomenuto da postupak geneticke manipulacije nije uvijek efikasan, zato je vazno
da se uz gene od interesa u plazmidnu okosnicu ugrade i geni koji ¢e promijenjenim
stanicama dati jedinstven i detektibilan fenotip prema kojemu ¢e one biti izdvojene. Jednako
tako, plazmidi moraju sadrzavati i regulatorne elemente: pojaivaCe i promotore koji ce

regrutirati stani¢nu transkripcijsku masineriju neophodnu za ekspresiju plazmidnih gena.

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada konstruirani su plazmidi s
koordiniranom koekspresijom gena od interesa (dCas9-DNMT3A), reporter gena (mRuby3) i
gena temeljem kojeg je napravljeno MACS sortiranje geneticki promijenjenih stanica
(SBP-ALNGEFR). Idu¢ih nekoliko odlomaka donosi pregled glavnih obiljeZja 1 sastavnica

pripremljenih plazmida.

1.4.1 Koekspresija plazmidnih gena

Koordinirana koekspresija viSe gena s jedne plazmidne DNA upotrebljena je da bi se s
jednog promotora istovremeno eksprimiralo vise gena. Taj sustav razvijen je po uzoru na
RNA viruse s otkricem kratkog samocijepajuceg oligopeptida "2A" u virusu slinavke i Sapa
(od engl. Foot and mouth disease virus) iz porodice Picornaviridae. Njegova je zadaca u
inficiranoj stanici omoguciti proizvodnju vise virusnih proteina iz jedne policistronske mRNA

(Slika 2) (Luke i Ryan 2013).

Sekvence oligopeptida 2A odjeljuju virusne gene prepisane u policistronsku mMRNA.
Nakon sinteze prvog proteina u nizu zapocinje sinteza samocijepajuc¢eg oligopeptida 2A.
Njegov prvi dio interagira s izlaznim kanalom ribosoma, zbog cega se u peptidil
transferaznom centru blokira sinteza peptidne veze izmedu posljednjih aminokiselina —
glicina i prolina na C-terminalnom kraju oligopeptida 2A. Prirodno prisutni faktori otpustanja
eRF1 i eRF3 (od engl. Eukaryotic translation termination factor 11 2) oslobadaju do tada
sintetiziran peptidni lanac nakon ¢ega se na ribosomima neometano nastavlja translacija
nizvodnog dijela mRNA molekule. Efikasna ekspresija veceg broja plazmidnih gena

medusobno povezanih samocijepaju¢im oligopeptidima 2A moguca je u svim stani¢nim

5



tipovima jer aktivnost cijepanja oligopeptida ovisi samo o ribosomu koji je strukturno ocuvan

u svim eukariotima (Luke i Ryan 2013).

Sekvence slicne 2A oligopeptidu otkrivene su i u drugim virusima unutar porodice
Picornaviridae. Tako su za koordiniranu koekspresiju plazmidnih gena u ovom diplomskom
radu odabrane upravo sekvence samocijepajucih oligopeptida P2A podrijetlom iz Porcine
Teschovirus-1 2A i T2A podrijetlom iz Thosea Asigna Virus 2A (Wang i sur. 2015).

Jedini nedostatak ovog ekspresijskog sustava je zaostajanje fragmenta 2A oligopeptida
na C-terminalnom kraju uzvodnog proteina te zaostajanje prolinskog ostatka vezanog na
N-terminalni kraj nizvodnog proteina (Luke i Ryan 2013, Wang i sur. 2015). lako
N-terminalni prolin moze dati dug poluzivot proteinu, on isklju¢uje mnoge N-terminalne post-
translacijske modifikacije koje mogu biti vazne za njegovu aktivnost. Ako je to slucaj, takav
protein treba staviti prvi u lanac spojenih sekvenci jer oligopeptidni ostatak na C-terminalnom

kraju uglavnom ne ometa funkciju proteina (Luke i Ryan 2013).

Jedan okvir ¢itanja @~ ———®

TmeGg ﬁ Gen 1 Gen 2 mmm  Poli-A
2A

l Translacija

I Protein 1 I B I Protein 2
2A

1 : 1

Slika 2: Mehanizam koekspresije gena sa samocijepajué¢im oligopeptidom 2A. Kodirajuée sekvence gena
1i 2 povezane su u jedan policistronski konstrukt putem 2A linkera. Njihovom translacijom sintetiziraju se
proteini u stehiometrijskom omjeru 1:1. Jedini negativan utjecaj takve koekspresije je zaostajanje uzvodnog
produzetka 2A oligopeptida na C-terminalnom kraju uzvodnog proteina te zaostajanje prolina na
N-terminalnom kraju nizvodnog proteina. Preuzeto i izmijenjeno iz Luke i Ryan 2013.



1.42 CRISPR/Cas9 i dCas9-DNMT3A

Prema mehanizmu adaptivne bakterijske imunosti u vrsti Streptococcus pyogenes,
razvijen je do sada najmoc¢niji molekularni alat za ciljanu genomsku manipulaciju
CRISPR/Cas9 (od engl. Clustered regularly interspaced short palindromic repeat/ CRISPR
associated protein 9) (Jinek i sur. 2012).

U bakterija, zadaca CRISPR/Cas sustava je zapamtiti, a onda i razviti obranu na
patogene koji su u njoj prouzrocili infekciju. Mehanizam takve obrane obavljaju: CRISPR
lokus, 4 Cas gena (Cas9, Timel, Time2 i CSN2) i tracrRNA (od engl. Transactivating
CRISPR RNA) (Heler i sur. 2015). Razvitak bakterijske imunosti zapocinje procesom
adaptacije. Tijekom njega se u CRISPR lokus ugraduje 30-ak nukleotida dug slijed
podrijetlom iz genoma patogena koji je prouzrocio infekciju. Inace, CRISPR lokus sastavljen
je od 30-ak nukleotida dugih ponavljanja isprekidanih s 30-ak nukleotida dugim sljedovima

podrijetlom iz genoma patogena na koje je bakterija vec stekla otpornost (Marraffini 2016).

Idu¢i korak u postizanju bakterijske imunosti je faza ekspresije. Tijekom nje se
formira aktivan DNA endonukleazni kompleks sastavljen od Cas9 endonukleaze, crRNA (od
engl. CRISPR RNA) prepisane s CRISPR lokusa i tractRNA uklju¢ene u njezino sazrijevanje.
U tom kompleksu zadaca crRNA je prepoznati odgovarajuci fragment na stranoj DNA dok je
zadaca Cas9 endonukleaze prepoznati 3 nukleotida dugacak motiv 5'-NGG-3’ (gdje je N bilo
koji nukleotid, a G gvanin) nazvan PAM sekvenca (od engl. Protospacer adjacent motif) koji
je udaljene nekoliko nukleotida od mjesta prepoznavanje crRNA (Ran i sur. 2013). Nakon
efikasnog prepoznavanja, Cas9 s dvije endonukleazne domene RuvC i HNH stvara

dvolancani lom u stranoj DNA i tako bakteriju lisava patogena (Savell i Day 2017).

UsavrSavanjem opisanog mehanizma razvijen je trenutno najmoc¢niji alat za genomsku
manipulaciju. Njegova je zadaca uvesti ciljane dvolan¢ane lomove u genomskoj DNA 1 tako
otvoriti mogucénost specificne izmjene nasljednog materijala. Poznato je da se u ljudskim
stanicama dvolancani lomovi na genomskoj DNA popravljaju ili direktnim povezivanjem
pocijepanih krajeva - NHEJ (od engl. Non-Homologous End Joining) ili popravkom po uzoru
na homologno podrucje sestrinske kromatide - HDR (od engl. Homology-Directed Repair).
Direktnim povezivanjem uglavnom nastaju nepredvidive indel (insercija/delecija) mutacije
zbog Cega se taj oblik popravka favorizira za ciljano utiSavanje gena. S druge strane, unosom

nove sekvence s krajevima homolognim prouzro¢enom dvolan¢anom lomu, u stanicama se



favorizira popravak po uzoru na homologno podrucje Sto rezultira pojavom novog

nukleotidnog slijeda u genomskoj DNA (Ran i sur. 2013).

CRISPR/Cas9 alat za ciljanu genomsku manipulaciju sastavljen je od dvije
komponente - Cas9 endonukleaze i kimerne gRNA molekule (od engl. guide RNA) dobivene
fuzijom prirodno prisutnih crRNA i tracrRNA. Funkcija mu je izazvati cijepanje oba lanca
genomske DNA na ciljanom podruéju i tako otvoriti mogucénost genomske manipulacije bilo
kroz NHEJ ili HDR oblik popravka. Dizajniranjem sintetskih gRNA te zahvaljujuci prirodnoj
rasprostranjenosti motiva PAM svakih 8-12 pb u ljudskom genomu, ovaj kompleks moze

precizno prepoznati bilo koji lokus eukariotskih stanica (Jinek i sur. 2012).

CRISPR/Cas9 tehnologija se osim za uredivanje genoma sve se CeS¢e koristi 1 za
ciljanu epigeneticku manipulaciju te gensku regulaciju. Vezanjem efektorskih domena
transkripcijskih regulatora na Cas9 s deaktiviranim endonukleaznim domenama - dCas9 (od
engl. dead Cas9) razvijeni su kimerni konstrukti za epigeneticku manipulaciju (Pulecio i sur.
2017). Tako je 1 fuzijom dCas9 s Kkatalitickom domenom de novo DNA
metiltransferaze 3A - DNMT3A (od engl. DNA methyltransferase 3 alpha), razvijen kimerni
konstrukt dCas9-DNMT3A, odnosno alat za ciljanu metilaciju genoma (Slika 3) (Vojta i sur.
2016). DNA metilacija predstavlja nasljednu epigeneticku oznaku koja nastaje kad DNA
metiltransferaze (DNMT) kovalentno vezu metilnu skupinu na peti C atom citozina unutar
DNA molekule. Ovakva promjena mijenja strukturu DNA zbog ¢ega se mijenja i njezina
interakcija s transkripcijskom masSinerijom. Veliki broj procesa kao $to su utiSavanje gena,
genomski imprinting, inaktivacija X kromosoma te utiavanje ponavljaju¢ih elemenata
koreliraju s DNA metilacijom. Sam proces je visoko specifi¢an, te se u stanicama kraljeSnjaka
dogada na citozinu koji prethodi gvaninu unutar CpG mjesta (od engl. Cytosine-phosphate-
guanine) (Jin i Liu 2018). Taj alat danas se upotrebljavaju u temeljnim istrazivanjima genske
ekspresije 1 strukture kromatina. Tako je u ovom diplomskom radu pripremljen plazmid s
modulom dCas9-DNMT3A koji je u stanicama vrSio ciljanu metilaciju unutar promotora gena
BACH2. lako u ovom radu nije napravljena analiza metilacijskog statusa tog promotora,

pripremljeni plazmid mozZe biti upotrebljen s tom svrhom u daljnjim istrazivanjima.
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Slika 3: Shematski prikaz fuzijskog konstrukta dCas9-DNMT3A u kompleksu s gRNA i ciljnim DNA
slijedom. Fuzioniranjem neaktivne dCas9 endonukleaze s katalitiCkom domenom DNMT3A putem GlysSer
linkera razvijen je alat za ciljanu metilaciju CpG mjesta. Po uzoru na CRISPR-Cas9 alat za ciljanu genomsku
modifikaciju, gRNA molekula komplementarnim sparivanjem s genomskom DNA navodi taj konstrukt na
podrucje gdje ¢e DNMT3A svojom aktivno$c¢u vrsi ciljanu metilaciju.

Pojasnjenje kratica. Domene Cas9 proteina: reznjevi prepoznavanja Recl, 11 i 111, endnukleazne domene HNH,
RuvC i PI (od engl. PAM-interacting domain) koja prepoznaje sekvencu PAM; NLS signal jezgrine lokalizacije
(od engl. Nuclear Localization Signal); GS, GlysSer peptidni linker; kataliticka domena DNMT3A u in vivo
uvjetima regrutira endogene proteine za dimerizaciju: DNMT3A i DNMT3L. Preuzeto iz Vojta i sur., 2016.

1.4.3 Reporter gen mRuby3

Reporter geni kao sastavni dijelovi ekspresijskih plazmida pokazuju jesu li stanice
podvrgnute genetickoj manipulaciji uspjesno primile i eksprimirale stranu DNA. Sekvence
reporter gena ugraduju se pod zajednicku transkripcijsku kontrolu s genom od interesa ¢ime
se oba gena istovremeno eksprimiraju u stanicama. 1z tog razloga, detekcijom produkta

reporter gena u stanicama se dokazuje i neposredna ekspresija gena od interesa.

Fluorescentni proteini ¢esto su upotrebljeni reporter geni. Oni nemaju Stetan utjecaj na
stani¢ni metabolizam, a mogu se lako detektirati fluorescentnom mikroskopijom. Tako je

prilikom konstrukcije plazmida u ovom diplomskom radu za reporter gen odabran crveni



fluorescentni protein mRuby3. On je razvijen ciljanom mutagenezom kao poboljSana inacica
svojeg prethodnika mRuby?2 (Bajar i sur. 2016). Karakteristike su mu povecana fotostabilnosti
1 jaci intenzitet fluorescencije za 35%. Pod osvjetljenjem fluorescentnih lampi mRuby3 ima
poluzivot od 349 sekundi, §to je cak 200% viSe od njegovog prethodnika mRuby?2. Danas je

mRuby3 najsvjetliji i najstabilniji monomerni crveni fluorescentni protein (Bajar i sur. 2016).

1.4.4 SBP-ALNGFR

Kako je ranije spomenuto, u ovom diplomskom radu napravljeno je sortiranje
transfecirane populacije stanica metodom MACS. Jedinstveni profil vanjske povrSine stani¢ne
membrane transfeciranih stanica postignut je ekspresijom fuzijskog membranskog kompleksa
sastavljenog od 38 aminokiselina dugog streptavidin vezujuceg peptida - SBP (od engl.
Streptavidin Binding Peptide) pri¢vrs¢enog na N-terminalni kraja skra¢ene verzije receptora
LNGFR (od engl. Low Affinity Nerve Growth Receptor) (Slika 4) (Matheson i sur. 2014).
LNGFR je transmembranski glikoprotein, a njegov skrac¢en oblik bez citoplazmatske domene
u kompleksu SBP-ALNGFR omogucuje orijentaciju SBP-a u izvanstani¢an prostor. Uloga
SBP-a je imitirati biotin i tako omoguciti ¢vrstu interakciju sa streptavidinom Kkoji se nalazi na

paramagneti¢nim kuglicama za separaciju stanica.

Interakcija izmedu streptavidina i biotina jedna je od najjac¢ih nekovalentnih
interakcija pronadenih u prirodi. Streptavidin je tetramerni biotin vezujuci protein izvorno
izoliran iz vrste Streptomyces avidinii. Unato¢ njegovom velikom afinitetu za vezanje biotina
pokazano je da u nekim uvjetima poput niskog pH ili visoke temperature njihova interakcija
slabi. Zbog tih nedostataka izvorni oblik streptavidina unaprijeden je ciljanom mutagenezom
koja je pridonijela poboljSanoj mehanickoj 1 termickoj stabilnost interakcije streptavidina i

biotina (Chivers i sur. 2010).

Naposljetku, jednako kao Sto magnetna sila zadrzava nanokuglice na separacijskoj
koloni, jaki afinitet vezanja izmedu streptavidina na kuglicama i SBP-a na membranama
transfeciranih stanica takoder uz nanokuglice zadrzava i stanice na koloni. Tako se

transfecirane stanice izdvajaju iz ostatka stani¢ne populacije.
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Slika 4: Rekombinantan membranski protein SBP-ALNGFR orijentiran prema izvanstani¢nom
prostoru namijenjen oznacavanju stanica s paramagneti¢nim nanokuglicama konjugiranim
streptavidinom. ALNGFR je modificiran transmembranski glikoprotein koji usmjerava SBP prema
izvanstani¢nom prostoru. Streptavidin na paramagneti¢énim kuglicama u kontaktu sa stanicama koje sadrze
SBP-ALNGFR, vezu SBP te kuglice ostaju pric¢vrs¢ene za stani¢nu povrSinu, $to stanice ¢ini pogodnima za
magnetsku separaciju. Preuzeto i izmijenjeno iz Matheson i sur. 2014.
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj provedenog istrazivanja bio je nakon postupka transfekcije, metodom magnetski
aktiviranog sortiranja stanica - MACS izdvojiti uspjeSno transfecirane stanice FreeStyle 293-F
od ostatka netransfecirane stani¢ne populacije. U tu svrhu, metodom Golden Gate kloniranja
sastavljeni su plazmidi za transfekciju stanica s kodiraju¢om sekvencom rekombinantnog
proteina SBP-ALNGFR. On je transfeciranim stanicama davao jedinstven profil vanjske

povrsine stani¢éne membrane temeljem kojeg je napravljeno sortiranje stanica.
Specificni ciljevi ovog istrazivanja bili su:

o Konstrukcija donor plazmida s modulom MACS_G-block sa sekvencom
rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR.

o Konstrukcija donor plazmida s modulom za fluorescentni biljeg mRuby3.

o Sastavljanje finalnih plazmidnih konstrukata metodom Golden Gate kloniranja s
koordiniranom koekspresijom gena: dCas9-DNMT3A, mRuby3 i SBP-ALNGFR te s
molekulom gRNA. Jedan finalni konstrukt morao je imati dCas9-DNMT3A s
aktivnom, a drugi s inaktiviranom katalitickom domenom DNMT3A.

o Transfekcija stanica FreeStyle 293-F finalnim plazmidnim konstruktima.

o Odredivanje efikasnosti postupka transfekcije vizualizacijom fluorescentnog biljega
mRubya3.

o Vizualizacija SBP-ALNGFR metodom imunofluorescencije na membranama
transfeciranih stanica 24, 48 i 72 sata nakon transfekcije.

O lzdvajanje transfeciranih stanica FreeStyle 293-F metodom MACS - 24, 48 i 72 sata

nakon postupka transfekcije od ostatka ne transfecirane stani¢ne populacije.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

Komercijalni setovi kemikalija

Herculase 11 Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD); QlAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka); EmeraldA Amp MAX HS PCR Master Mix
(Takara, Tokio, Japan); ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, SAD);
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka).

Enzimi i pridruZeni puferi

Xbal (10 U/pL; New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Xhol (10 U/uL; New
England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); 10x Cut Smart pufer (New England Bio
Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); T4 DNA Ligaza (350 U/pL; Takara, Tokio, Japan);
10x T4 DNA ligacijski pufer (Takara, Tokio, Japan); Ncol (10 U/pL; New England Bio Labs,
Ipswich, SAD); Kasl (5 U/uL; New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD);
FastAP termosenzitivna alkalna fosfataza (1 U/uL; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD); 10x FastAP pufer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD); Bsal (10 U/puL; New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Egzonukleaza
RecBCD (10 U/ pL; New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Sphl (10 U/uL;
New England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); Bpil (10 U/uL; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); T4 polinukleotid kinaza (10 U/uL; Takara, Tokio,
Japan); 10x G pufer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); Fosfatni
pufer - PBS (137 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 4.3 mM Na2HPO4; 1.47 mM KH2PO4; pH 7.4)

Boje i markeri molekulskih masa

CSL-MDNA-100BPH marker (Cleaver Scientific, UK); Gel Loading Dye Purple 6x (New
England Bio Labs, Ipswich, Massachusetts, SAD); 10000x GelGreen Nucleic Acid Gel Stain
(Biotium, Fremont, SAD); 100bp DNA ladder (Solis Biodyne, Tartu, Estonija);
10x CoralLoad Dye (Qiagen, Hilden, Njemacka)
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Plazmidi

pUK21gg (2657 pb); pUK21 FP_T2A_Ruby G414A (3705pb); pUK21 FP_T2A-X
(3016 pb); tNS-pSg-G+mRuby (4339 pb); tNS-pPro-CBh (2 (3909 pb);
pN-FD_DNMT3A-AKT (2) (3635 pb); pN-C9_SpCas9 (6924 pb);
pUK21_FP_T2A-X_mRuby (2) (3682 pb); pUK21_FP_X-P2A_MACS_(6) (3621 pb);
tNS-pTer-H (3299 pb); pBB-Cl-noSV (2394 pb)

DNA odsjecci i pocenice

Odsjetak DNA MACS G-block (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, SAD);
Odsjecak DNA sa sekvencom gRNA molekule (Macrogene, Seul, Juzna Koreja); pocetnice

(Macrogen, Seul, Juzna Koreja)
Stanice

Escherichia coli soj XL10-Gold (Agilent, Santa Clara, SAD); suspenzijske stanice
FreeStyle 293-F (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)

Uredaji

Uredaj za elektroforezu PowerPac Basic (Bio-Rad, Hercules, SAD); Termoblok tresilica
Mixer HC (StarLab, Milton Keynes, UK); Mini centrifuga Combi-SpinFVVL-2400N (BioSan,
Riga, Latvija); Centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka); NanoVue
uredaj (GE Healthcare Life Sciences, SAD); Uredaj za lan¢anu reakciju polimerazom Veriti
96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, SAD); transiluminator s plavim
svjetlom UVI Blue (Uvitec, Cambridge, UK); Tresilica Orbital Shaker PSU-20i (BioSan,
Riga, Latvija); Inkubator Panasonic MCO-230AICUV IncuSafe CO; (Panasonic Healthcare,
Tokyo, Japan); Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka); uredaj za
automatsko brojanje stanica EVE (NanoEnTek, Juzna Koreja); Invertni mikroskop IX73

(Olympus, Tokio, Japan)
Racunalni programi

NEBioCalculator (New England BioLabs, Ipswich, SAD); SnapGene (GLS Biotech, SAD);
ImageJ (National Institutes of Health, SAD)
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Ostalo

Luria-Bertani (LB) teku¢i medij (5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L BactoTrypton, 10 g/L NaCl);
Luria-Bertani (LB) kruti medij (5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L BactoTrypton, 10 g/L NaCl,
15 g/L agar); Agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD); Pufer TAE (1ImM Tris, 1mM octena
kiselina, 1 mM EDTA, pH 8.0); Destilirana voda; Kanamicin (50 mg/mL); 10 mM ATP;
Ampicilin (100 mg/mL; BioChemica, Darmstadt, Njemacka); IPTG -
Izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid (100 mM;  ThermoFisher  Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD); X-Gal (20 mg/mL); DTT (10 mM); 4% paraformaldehid (Agilent,
Santa Clara, SAD); FreeStyle 293 hranjivi medij (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD); FITC anti-human CD271 (NGFR) antitijelo (BioLegend, San Diego,
Kalifornija, SAD); Fluorescentna boja DAPI (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD);
Medij za odrzavanje fluorescencije Fluorescence Mounting Medium (Dako, Glostrup,
Danska); Opti-MEM | medij (Gibco, Waltham, Massachusetts, SAD); Transfekcijski reagens
293fectin (Gibco, Waltham Massachusetts, SAD); labeling pufer (PBS, pH 7.2, 2 mM EDTA,;
Miltenyi Biotec, Bolonja, Italija); separacijski pufer (PBS, pH 7.2, 0.5% BSA, 2 mM EDTA;
Miltenyi Biotec, Bolonja, Italija); Paramagneticne nanometarske kuglice oblozene
streptavidinom (Miltenyi Biotec, Bolonja, Italija): Magnetski separator MACS (Miltenyi

Biotec, Bolonja, Italija)

3.2 Metode

3.2.1 Opée metode u konstrukciji plazmidnih vektora
3.2.1.1 Transformacija bakterijskog soja XL10-Gold metodom temperaturnog Soka

Kemijski kompetentne bakterijske stanice E.coli soja XL10-Gold transformirane su
metodom temperaturnog Soka s produktima ligacijskih smjesa. Alikvoti bakterijskih stanica
od 50 ul premjesteni su s temperature pohrane od -80°C na led u trajanju od 10 min.
Ligacijska smjesa i odgovarajuc¢a negativna kontrola dodane su u bakterijske alikvote, uz
ponovnu inkubaciju na ledu od 10 min. Bakterije su transformirane u termobloku 30 s, pri
42 °C. Slijedio je oporavak stanica 2 min na ledu te im je dodano 450 L tekuceg LB medija
sobne temperature. Uzorci su inkubirani u termobloku 45 min pri 37 °C i agitaciju od 750 rpm
nakon ¢ega je na jednu hranjivu podlogu od krutog LB medija s odgovaraju¢im antibiotikom

(zajedno s drugim komponentama u slucaju Golden Gate kloniranja) nasadeno 50 pL uzorka,
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a na drugu 50 pL negativne kontrole. Slijedila je inkubacija 16 h na 37 °C. Ovakvom
selekcijom omogucen je rast samo transformanti rezistentnih na antibiotik iz podloge,
odnosno samo onih bakterijskih stanica koje su primile kona¢ni plazmid. Nekoliko

bakterijskih kolonija nasumic¢no je izabrano za analizu metodom colony PCR.

3.2.1.2 Colony PCR

Reakcijska smjesa za colony PCR pripremljena je prema protokolu Emerald Amp
MAX HS PCR Master Mix u kona¢nom volumenu od 25 pL. U raunalnom programu
SnapGene odabrane su pocetnice, napravljena je simulacija mjesta njihovog vezanja i
predvideni su pozitivni rezultati. Produkti reakcije analiziranu su elektroforezom na gelu

agaroze.

3.2.1.3 Elektroforeza na gelu agaroze

Detekcija PCR i colony PCR produkata napravljene su u 1% gelu agaroze. Gel je pripremljen
otapanjem agaroze u TAE puferu pri temperaturi vrenja. Otopina je hladena 30 s ispod mlaza hladne
vode nakon cega je obojena GelGreen Nucleic Acid Gel Stain bojom (1:10000) i izlivena u
kalup za polimerizaciju u gel. Polimerizacija je trajala 20 min. Gel je premjesten u kadicu za
elektroforezu s TAE puferom i na njega su naneseni uzorci. Elektroforeza je provedena pri jakosti
elektricnog polja od 10 V/cm nakon &ega su na transiluminatoru s plavim svjetlom (470 nm)

vizualizirane vrpce DNA u gelu agaroze.

3.2.1.4 1zolacija rekombinantnih plazmida

Nakon vizualizacije produkata metode colony PCR, detektirane su pozitivne kolonije i
pripremljene su prekono¢ne kulture u LB mediju s odgovaraju¢im antibiotikom. Prekono¢ne
kulture inkubirane su na tresilici, 16 h pri 37 °C. Iz umnozenih bakterijskih stanica izolirani su
rekombinantni plazmidi sa setom ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit. Koncentracija i ¢isto¢a
izoliranih DNA odredene su mjerenjem apsorbancije na 260 nm i 280 nm uredajem NanoVue.

Rekombinantni plazmidi provjereni su sekvenciranjem Sangerovom metodom.

3.2.1.5 Ostale napomene

o Koli¢ine inserta i vektora za ligaciju u odgovaraju¢im molarnim omjerima izracunate
su u racunalnom programu NEBioCalculator unosenjem velicine inserta i vektora u pb

(parovima baza).
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o Nakon PCR reakcija te restrikcijskih digestija DNA odsjeCaka i plazmida za
kloniranje, DNA je procisé¢ena setom QIAquick PCR Purification Kit prema uputama
proizvodaca.

o Koncentracija i ¢isto¢a DNA odredene su mjerenjem apsorbancija na 260 nm i 280 nm

uredajem NanoVue.

3.2.2 Konstrukcija donor plazmida s modulom MACS_G-block
3.2.2.1 PCR umnaZanje odsjecka DNA MACS_G-block

Komercijalno sintetizirani odsjecak DNA MACS_G-block (Slika 5) nabavljen je u
ukupnoj koli¢ini od 1pg. Kako bi ta koli¢ina bila dovoljna za dovrSetak planiranog
eksperimenta, MACS_G-block je umnoZzen PCR reakcijom prema protokolu Herculase Il
Fusion Enzyme with dNTPs Combo za veli¢inu kalupa DNA od 1 do 10 kb (kilobaza).
Koristene su pocetnice C9seql- forward i C9seq2- reverse (Tablica 1). PCR program je bio:
2 min pocetna denaturacija pri 95 °C; 30 ciklusa umnazanja - denaturacija 20 s pri 95 °C,
prianjanje pocetnica 20 s pri 55 °C i elongacija 40 s pri 72 °C; zavrsna elongacija 3 min pri
72 °C.

Na 1% gel agaroze naneseno je 3 pL produkta PCR reakcije s 1 puL Gel Loading Dye
Purple 6x boje i 5 uL CSL-MDNA-100BPH molekulskog markera. Nakon vizualizacije vrpce

DNA, produkt PCR reakcije je proc¢iS¢en i izmjerene su mu koncentracija i ¢istoca.
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Slika 5: Shematski prikaz MACS_G-block u programu SnapGene. Veli¢ine od 1108 pb ovaj odsje¢ak
DNA ima kodiraju¢u sekvencu fuzijskog membranskog kompleksa sastavljenog od 38 aminokiselina dugog
streptavidin vezujuéeg peptida (SBP, od engl. Streptavidin Binding Peptide) i N-terminalnog kraja skracene
verzije receptora LNGFR (od engl. Low Affinity Nerve Growth Receptor). Dio kodiraju¢e sekvence ovog

signalni peptid (od engl. Murine Immunoglobulin Signal Peptide). Na ovoj shemi prikazana su i mjesta
vezanja pocetnica C9seql i C9seq2 te mjesta cijepanja enzimima Xbal i Xhol upotrebljenih tijekom
ugradnje tog fragmenta u vektor pUK21gg.

3.2.2.2 Ugradnja odsjecka DNA MACS_G-block u plazmid pUK21gg

Plazmid pUK2lgg bio je vektor za kloniranje odsjecka DNA MACS_G-block
(Slika 6). Radi se o derivatu vektora pUK21 (Vieira i Messing 1991) skra¢enom za 432 pb, iz
kojeg su ciljanom mutagenezom uklonjena restrikcijska mjesta za enzime Bsal, Esp3l i Bbsl,

koji se koriste u Golden Gate kloniranju.
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Slika 6: Shematski prikaz plazmidnog vektora pUK21gg. Znaajke ovog plazmida su: a podjedinica
B-galaktozidaze, ishodiste replikacije specificno za prokariote te kanamicinska rezistencija. Na slici su
prikazana mjesta prepoznavanja enzima Xbal i Xhol upotrebljena prilikom ugradnje odsje¢ka DNA
MACS_G-block.

Odsjecak DNA MACS_G-block i plazmid pUK21gg pocijepani su restrikcijskim
enzimima Xbal i Xhol. Restrikcijska smjesa MACS_G-block sadrzavala je: 1 pug procis¢enog
produkta PCR; 10 U Xbal; 10 U Xhol; 2 uL 10x Cut Smart pufera; dH20O do konac¢nog
volumena od 20 pL. Restrikcijska smjesa pUK21gg sadrzavala je: 500 ng plazmidne DNA,;
5U Xbal; 5U Xhol; 2 uL 10x Cut Smart pufera; H2O do kona¢nog volumena od 20 pL.
Digestija se odvijala u termobloku 60 min pri 37 °C. Uzorci su procis¢eni, odredene su im

koncentracija i Cistoca te su pohranjeni na temperaturi od -20°C.

Insert MACS_G-block ligiran je u plazmid pUK21gg u molarnom omjeru 5:1.
Ligacijska smjesa je sadrzavala: 104.5 ng inserta; 104 ng plazmida; 175U T4 ligaze; 2 ul
10x T4 DNA ligacijskog pufera; dH.O do kona¢nog volumena od 20 pL. Nezeljena
recirkularizacija vektora ispitana je negativnhom kontrolom pripremom smjese u koju je
umjesto inserta dodana dH20 do jednakog kona¢nog volumena. Ligacija se odvijala u uredaju
za PCR 30 min pri 16 °C.

Ligacijska smjesa je transformirana u XL10-Gold stanice metodom temperaturnog
Soka. Transformante su nasadene na hranjivu podlogu s kanamicinom i nekoliko bakterijskih

kolonija je analizirano metodom colony PCR s pocetnicama pUX21_seqF- forward i
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pUX21 seqR- reverse (Tablica 1). PCR program je bio: 3 min pocetna denaturacija DNA pri
98 °C; 35 ciklusa umnazanja zeljenog odsjecak DNA - 10 s pri 98 °C, 30 s pri 53 °C, 55 s pri
72 °C; 5min zavr$na faza sinteze pri 72 °C; pohrana uzoraka na temperaturi od 4 °C.
Produkti reakcije vizualizirani su u 1% gelu agaroze i identificirane su pozitivne kolonije. U
njima su umnozeni rekombinantni plazmidi 1 ispravnost ugradnje odsjecka DNA

MACS_G-block provjerena je sekvenciranjem Sangerovom metodom.

3.2.3 Konstrukcija donor plazmida s modulom mRuby3

Odsjecak DNA mRuby3 ligiran je u destinacijski plazmid nizvodno od njegove regije
T2A samocijepajuceg oligopeptida. Ostale znaCajke destinacijskog plazmida bile su mjesta
prepoznavanja Golden Gate enzima Bsal, kanamicinska rezistencija i ishodiSte replikacije
specifi¢no za prokariote. Donor odsjec¢ka mRuby3 bio je plazmid s jednakim znacajkama ali

bez mjesta prepoznavanja enzima Bsal.

Restrikcijom su formirani medusobno kompatibilni kohezivni krajevi izmedu mRuby3
odsjecka i destinacijskog plazmida. Pripremljene su dvije restrikcijske smjese, jedna s 1.5 pg
plazmida donora i druga s 1 pg destinacijskog plazmida te s idu¢im komponentama: 10 U
Ncol; 10 U Kasl; 2 pl 10x CutSmart pufera; dH20 do kona¢nog volumena od 20 pL. Uzorci
su cijepani 16 h pri 37 °C, a prije posljednjeg sata, u restrikcijske smjese dodano je jos 5 U

Kasl enzima za kojeg se sumnjalo da cijepa nesto manjom efikasnosti od enzima Ncol.

Produkti restrikcije su analizirani u 1% gelu agaroze. Restrikcijskim smjesama dodano
je po 3 UL 10x CoralLoad boje te je 20 pL tih smjesa naneseno na gel. Na gel je naneseno i
4 uL 100 bp DNA Ladder Ready to Load molekulskog markera. Vizualizirana je vrpca DNA
velicine od 712 pb koja je odgovarala odsjecku DNA mRuby3 i vrpca od 2969 pb koja je
odgovarala destinacijskom plazmidu. Vrpce su procis¢ene setom QIAquick Gel Extraction kit

1 odredene su im koncentracija i ¢istoca.

Destinacijski plazmid je defosforiliran ¢ime je onemoguéena njegova spontana
recirkularizacija. Reakcija smjesa je sadrzavala: 200 ng plazmidne DNA; 1 U temperaturno
osjetljive alkalne fosfataze FastAP; 2 pl 10x FastAP pufera; dH20 do konac¢nog volumena od
20 pL. Defosforilacija se odvijala 15 min pri 37 °C nakon c¢ega je alkalna fosfataza
inaktivirana 5 min pri 75 °C.
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U defosforilirani plazmid ligiran je mRuby3. Ligacijskoj smjesi molarnog omjera 5:1
(insert : vektor) dodano je 175U T4 ligaze i 2 pl 10x T4 DNA ligacijskog pufera do
kona¢nog volumena od 20 pL. Negativna kontrola bila je smjesa bez inserta. Ligacija se
odvijala 30 min pri 16 °C. Sa 4 uL ligacijske smjese i s 3 pL negativne kontrole, metodom
temperaturnog Soka transformirane su XL10-Gold stanice. Transformante su nasadene na
podloge s kanamicinom. Rekombinantni plazmidi provjereni su metodom colony PCR s
pocetnicama: FP_Ruby Ncol_Fw- forward koja je dijelom komplementarna ugradenom
mRuby3 modulu i dijelom uzvodnoj regiji plazmida i pocetnicom pUX21-seqR- reverse
komplemenarnom nizvodnoj plazmidnoj regiji (Tablica 1). PCR program je bio: 3 min pri
98 °C; 35 ciklusa - 10s pri 98 °C, 30 s pri 53 °C, 55 s pri 72 °C; 5 min pri 72 °C; pohrana

uzoraka na 4 °C.

PCR produkti analizirani su u 1% gelu agaroze. Na gel je naneseno 3 puL uzorka i 4 pL
100 bp DNA Ladder Ready to Load molekulskog markera. Detektirani su pozitivni bakterijski

klonovi i rekombinantni plazmidi su provjereni sekvenciranjem Sangerovom metodom.

3.2.4 Konstrukcija finalnog plazmida metodom Golden Gate kloniranja
3.2.4.1 Princip rada metode Golden Gate kloniranja

Metoda Golden Gate kloniranja temelji se na sposobnosti restrikcijskih endonukleaza
tipa IIS da cijepaju DNA distalno od mjesta prepoznavanja ostavljaju¢i nepalindromske
kohezivne krajeve proizvoljne sekvence, dugacke cetiri nukleotida. U ovoj metodi kloniranja
zeljeni fragmenti DNA okruZuju se restrikcijskim mjestima 1 distalnim krajevima koji ¢e dati
medusobno kompatibilne strSece krajeve prema redoslijedu kojim se fragmenti zele povezati u
finalni produkt. Kako ligirani konstrukt vise neée imati mjesta prepoznavanja enzima IS,
digestija i ligacija mogu se odvijati istovremeno u jednoj reakcijskoj tubici (Slika 7). Unato¢
kompleksnosti reakcije, vecina novonastalih klonova dobivenih nakon transformacije sadrze

zeljeni konstrukt.
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Slika 7: Shematski prikaz metode Golden Gate kloniranja. Bsal je restrikcijska endonukleaza tipa IS koja
prepoznaje DNA slijed 5'-GGTCTC-3' te nizvodno cijepa DNA ostavljajuci 4 nukleotida duge nepalindromske
kohezivne krajeve. Metodom PCR u inserte se ugraduju mjesta prepoznavanja Bsal enzima s distalnim
krajevima prema redoslijedu kojim se fragmenti DNA namjeravaju povezani u finalni konstrukt. Ugradnja se
radi poCetnicama koje na 5' kraju nose sekvence tih fragmenata. Digestija destinacijskog plazmida i inserata s
enzimom Bsal kao i njihova ligacija u finalni konstrukt odvija se u istoj reakcijskoj tubici jer ligirani konstrukt
gubi mjesta prepoznavanja tog enzima. U ovom diplomskom radu mjesta prepoznavanja enzima Bsal ve¢ su
bila dio plazmida iz kojih su izrezivani inserti zbog ¢ega ugradnja tih mjesta nije bila potrebna. Slika je preuzeta
i uredena od: https://international.neb.com/

3.2.4.2 Konstrukcija plazmida s koordiniranom policistronskom ekspresijom gena:
dCas9-DNMT3A, mRuby3 i MACS_G-block

Metodom Golden Gate kloniranja DNA odsjecci iz 7 donorskih plazmida izrezani su
enzimom Bsal i povezani su u okosnicu destinacijskog plazmida koja je sadrzavala: slijed za
unos plazmida u jezgru DTS (od engl. DNA nuclear Targeting Sequences), mjesto za
kloniranje, izvoriste replikacije u prokariota i gen za ampicilinsku rezistenciju. U mjesto
kloniranja destinacijskog plazmida ugradeni su redom: U6 promotor; mRuby3 gen pod
ekspresijskom kontrolom lac promotora; DNMT3A, dCas9, T2A samocijepajuéi oligopeptid,
mRuby3, P2A samocijepajuci oligopeptid i MACS_G-block povezani u konstrukt s
policistronskom ekspresijskom pod kontrolom pile¢eg p-aktinskog promotora i CMV
pojacivaca (od engl. Human Cytomegalovirus Enhancer); te  terminator

transkripcije - konstrukt Assembly 1. Sastavljen je i konstrukt s jednakim elementima ali s
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mutacijom E756A unutar kataliticlke domene DNMT3A zbog cega je ona bila
inaktivna - konstrukt Assembly 2.

Konstrukti su sastavljeni u moralnom omjeru 1:3 (inserti: destinacijski plazmid) u
reakcijskoj smjesi s: 10 U Bsal; 175 U T4 DNA ligaze; 2 pl 10x Cut Smart pufera; 10 mM
ATP; dH20 do kona¢nog volumena od 20 pL. Program reakcije je bio: 30 ciklusa - restrikcija
5 min pri 37 °C i ligacija 10 min pri 16 °C; inaktivacija enzima 5 min pri 50 °C i 10 min pri
80 °C; pohrana na temperaturi od 4 °C. Zaostali linearni fragmenti DNA uklonjeni sus 10 U
RecBCD endonukleaze i 1 puL 10 mM ATP-a. Metodom temperaturnog Soka smjese su
transformirane u XL10-Gold stanice i nasadene su na podloge s ampicilinom, IPTG-om i
X-Galom. Kolonije crvene boje provjerene su metodom colony PCR s pocetnicama
C9seq4- forward i tNS-Ter-H-Ncol- reverse (Tablica 1) te je u pozitivnim klonovima

napravljeno umnaZzanje plazmida.

3.2.4.3 Restrikcijska analiza plazmida nakon Golden Gate kloniranja

U racunalnom programu SnapGene napravljena je simulacija reakcije restrikcije
plazmida s enzimima Xbal i Sphl. Restrikcijske smjese sadrzavale su: 500 ng plazmidne
DNA; 5U Xbal; 5U Sphl; 2 pl 10x Cut Smart pufera; dH20 do konac¢nog volumena od
20 pL. Program je bio: restrikcijska digestija 8 h pri 37 °C; inaktivacija restrikcijskih enzima
20 min pri 65 °C; skladistenje na temperaturi od 4 °C. Produkti su vizualizirani u 1% gelu

agaroze i detektirani su pozitivno sastavljeni plazmidi.

3.2.4.4 Sastavljanje i ugradnja sekvence gRNA u finalne plazmide s koordiniranom
policistronskom ekspresijom gena

Iz pozitivno sastavljenih plazmida restrikcijskim enzimom Bpil izrezani su mRuby3 gen i
pridruzen mu lac promotor. Umjesto njih je ugradena DNA sekvenca gRNA molekule (tablica 1) za
navodenje kompleksa dCas9-DNMT3A na promotor gena BACH2. Sekvenca je formirana
sparivanjem jednolanCanih sense i antisense lanaca u dvolancane oligonukleotide s
kohezivnim krajevima koji su bili kompatibilni krajevima pocijepanog plazmida a enzimom
Bpil. Sadrzaj reakcije bio je: 1 pL sense i 1 pL antisense jednolancanih oligonukleotida
(100 uM); 5U T4 polinukleotid kinaze; 1 uL 10x T4 DNA ligacijski pufer; dH.O do
kona¢nog volumena od 10 pL. Program je bio: fosforilacija 30 min pri 37 °C; denaturacija
5min pri 95°C; sastavljanje dvolan¢anih oligonukleotida postepenim snizavanjem

temperature 5 °C po min do konaénih 25 °C.
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Sekvenca gRNA ugradena je u finalne plazmide u molarnom omjeru 5:1 (insert:
plazmid). Sastav smjese bio je: 100 ng plazmidne DNA; 0.95 ng sparenih oligonukleotida;
5 U Bpil; 175U T4 DNA ligaze; 2 uL 10x pufer G; 1 uL 10mM DTT; 1 pL 10 mM ATP;
dH20 do kona¢nog volumena od 20 pL. Program reakcije bio je: 6 ciklusa - 5 min pri 37 °C i

5 min pri 23 °C; pohrana na temperaturi od 4 °C.

Konstrukti su transformirani u XL10-Gold stanice i transformante su nasadene na
podloge s ampicilinom i IPTG-om. Finalni konstrukti provjereni su metodom colony PCR s
pocetnicama pUX21-seqF- forward i F3f-sgRNA(dual)_A- reverse (Tablica 1). PCR program
je bio: 3 min pri 98 °C; 30 ciklusa - 10 s pri 98 °C, 20 s pri 49 °C, 25 s pri 72 °C; 3 min pri
72 °C; pohrana uzoraka na temperaturi od 4 °C. Pozitivni konstrukti provjereni su

sekvenciranjem Sangerovom metodom.

Tablica 1: Oligonukleotidni sljedovi pocetnica koristeni prilikom konstrukcije plazmidnih vektora te slijed
gRNA molekule klonirane u finalne konstrukte Assembly 1 i 2.

Naziv Sekvenca (5'23’)
C9seql TGAACCCCGACAACAGCGAC
C9seq2 ATCCTGACCTTCCGCATCCC
pUX21 seqF GTAAAACGACGGCCAGT
puUX21 segR AGCGGATAACAATTTCACACAGG
FP_Ruby Ncol Fw GAGAGAGCCATGGTGTCTAAGGGCGAAGAGCTGA
pUX21-segR AGCGGATAACAATTTCACACAGG
C9-seq4 GAAGTCCAAGCTGGTGTCCG
tNS-Ter-H-Ncol TTACTCCATGGTCTCAACCTCATGCCTGCTATTCTCTTCCCAATCCTC
pUX21-seqF GTAAAACGACGGCCAGT
F3f-sgRNA(dual)A AAACTTCCCGTTCCTAGAAAATGC
gRNA CACCGCATTTTCTAGGAACGGGAA

3.2.5 Odrzavanje stanica FreeStyle 293-F u kulturi

Alikvot suspenzijskih stanica FreeStyle 293-F u volumenu od 1mL i gustoéi

1x107 st/mL nalazio se u otopini od 90% FreeStyle 293 hranjivog medija i 10%
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krioprotektanta DMSO. Izvaden iz tekuceg duSika te kratko odleden, alikvot je dodan u
29 mL hranjivog medija zagrijanog na temperaturu od 37 °C. Stani¢na kultura odrzavana je u
sterilnom Erlenmeyer flasku pri uvjetima: 37 °C, 8% CO: i stalne agitacije od 135 rpm.
Pasaze su se radile svaki tre¢i dan u volumenu od 30 mL i gusto¢i od 200000 st/mL.

Minimalna vijabilnost stanica za njihovo daljnje odrzavanje bila je 90%.

3.2.6 Transfekcija stanica FreeStyle 293-F

Prema uputama proizvodaca, prije postupka transfekcije, stanice FreeStyle 293-F
morale su dosegnuti gustoéu od oko 1x108 st/mL s vijabilnosti iznad 90% u stani¢noj kulturi.
Na dan transfekcije iz alikvota 30 mL stani¢ne kulture uredajem za automatsko brojanje
stanica EVE izmjerene su zadovoljavajuce vrijednosti. Transfekcija je napravljena prema
protokolu Invitrogen s konstruktom Assembly 2. Odluéeno je da c¢e transfekcija i s
konstruktom Assembly 1 biti napravljena nakon §to potvrdimo efikasnost same metode s

razlogom $tednje potroSnog materijala.

Po jednoj transfekcijskoj reakciji razrijeden je 1 pg plazmidne DNA u Opti-MeM |
mediju u kona¢nom volumenu od 80 pL, te 2 pL transfekcijskog reagensa 293Fectin u
jednakom mediju i konaénom volumenu. Otopine su inkubirane 5 min na sobnoj temperaturi.
Otopina s plazmidnom DNA premjestena je na vorteks i dokapavanjem joj je dodana otopina
s 293Fectin reagensom, slijedila je inkubacija 20 min na sobnoj temperaturi. Na dvije ploce sa
6 bunara nasadeno je 1x10° FreeStyle 293-F stanica u volumenu od 1840 pL. Na 6 uzoraka
nakapano je po 160 pL transfekcijske smjese, a na preostalih 6 nakapan je jednak volumen
Opti-MeM | medija (MOCK kontrola). Uzorci su premje$teni u inkubator s uvjetima: 37 °C,
8% CO: i stalne agitacije od 135 rpm.

Efikasnost transfekcije odredena je 24 h nakon postupka detekcijom crvenih
fluorescentnih signala mRuby3 proteina u uspjeS$no transfeciranim stanicama. Detekcija je

napravljena na invertnom mikroskopu Olympus 1X73.
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3.2.7 Detekcija SBP-ALNGFR na membranama transfeciranih stanica
FreeStyle 293-F metodom imunofluorescencije

Metodom imunofluorescencije provjerena je prisutnost rekombinantnog proteina
SBP-ALNGFR na membranama stanica FreeStyle 293-F; 24, 48 i 72 h nakon postupka
transfekcije. Na dan analize stanicama je odredena gustoca i vijabilnost. Ukupan sadrzaj
stani¢nih kultura prebacen je u epice i centrifugiran 5 min na 100 g, supernatant je odstranjen
I talog stanica je resuspendiran u 1 mL PBS-a. Postupak je ponovljen jos§ jedan put. 1 mL
stani¢nih suspenzija razrijeden je 5 do 10 puta te je na predmetna stakla nakapano 30 pL.
Svrha razrjedivanja bila je dobiti pojedinacne stanice nakon nakapavanja na predmetno staklo.
Stakla su posusena u suSioniku i uzorci su fiksirani 15 min u paraformaldehidu. Fiksacijsko
sredstvo odstranjeno je ispiranjem tri puta s 200 pL PBS-a. Glicerolom je oznaceno mjesto s

fiksiranim stanicama.

Protein SBP-ALNGEFR vizualiziran je FITC-om (od engl. Fluorescein Isothiocyanate)
obiljezenim antitijelima anti-human CD271 s afinitetom vezanja za LNGFR. Antitijela su
razrijedena u PBS-u 20 puta i na uzorke je nakapano 100 pL. Nakon 24 h antitijela su
odstranjena ispiranjem uzoraka 3 puta u PBS-u. Pripremljena je otopina od DAPI
fluorescentne boje i medija Dako Fluorescent Mounting u omjeru 1:2000 te je na uzorke

nakapano 20 L te otopine. Slijedila je analizira na invertnom mikroskopu Olympus 1X73.

Pozitivna kontrola metode imunofluorescencije napravljena je prema jednakom
protokolu na stani¢noj liniji ljudskog osteosarkoma U20S vizualizacijom prirodno prisutnog

receptora neuralnog faktora rasta NGFR (od engl. Nerve Growth Factor Receptor).

3.2.8 Magnetski aktivirano sortiranje populacije stanica FreeStyle 293-F
nakon postupka transfekcije

Magnetski aktivirano sortiranje stanica napravljeno je prema uputama proizvodaca
Miltenyi Biotec za 107 stanica po uzorku u periodu od 24, 48 i 72 h nakon transfekcije. Na dan
postupka, suspenzije stanica FreeStyle 293-F centrifugirane su 5 min na 300 g. Supernatant je
odstranjen i talog stanica je resuspendiran u 1 mL labeling pufera nakon Cega je ponovljen
jednak postupak centrifugiranja. Stani¢ni pelet je resuspendiran u 90 pL labeling pufera,
dodano mu je 10 uL streptavidin vezujuéih paramagneti¢nih kuglica nanometarske veli¢ine i

slijedila je inkubacija 15 min na 4 °C. Paramagneti¢ne kuglice imale su afinitet vezanja
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peptida SBP kao sastavnog djela rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR. Uzorci su isprani s
1 mL labeling pufera, centrifugirani 5 min na 300 g i supernatant je odstranjen. Stani¢ni talog

je resuspendiran u 500 pL separacijskog pufera.

Kolona za separaciju premjeStena je u podrucje jakog magnetskog polja na MACS
separator i isprana je s 500 pL separacijskog pufera. Stani¢na suspenzija je nakapana i
propustena kroz kolonu te je kolona isprana tri puta s 500 pL separacijskog pufera. Kolona je
skinuta s magnetskog separatora, premjestena iznad kolekcijske tubice i ispiranjem s 1 mL
separacijskog pufera. U kolekcijsku tubicu sakupljen je ukupan sadrzaj stanica koje su bile
vezane na separacijskoj koloni. Sortiranim stanicama odredena je gustoa i vijabilnost.
Pozitivno sortirane stanice centrifugiraju se 5 min i separacijski pufer se zamjenjuje hranjivim

medijem.
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4 REZULTATI

4.1 Pregled konstruiranih donor plazmida

Pripremljena su dva donorska plazmida. Jedan s DNA odsjeckom MACS_G-block
koji je kodirao za SBP-ALNGFR, a drugi s odsje¢kom reporter gena mRuby3. Ti su odsjecci
kasnije ugradeni u finalne konstrukte za transfekciju stanica - Assembly 11 2.

4.1.1 Donor plazmid s modulom MACS_G-block

Prije ugradnje DNA odsjecka MACS G-block u okosnicu plazmida pUK21gg,
napravljeno je njegovo umnazanje metodom PCR. Pozitivan rezultat reakcije zabiljezen je

elektroforezom u gelu agaroze vizualizacijom DNA vrpci veli¢ine 1062 pb.

Bakterije XL10-Gold transformirane ligacijskom smjesom odsjecka MACS_G-block i
plazmida pUK21gg na hranjivoj podlozi s kanamicinom formirale su 20-ak kolonija. S
obzirom na to da za vrijeme ligacije moze do¢i i do nespecificne ugradnje DNA odsjecka kao
i recirkularizacije plazmida u kojeg se vrsi ugradnja, napravljena je analiza metodom colony
PCR. S hranjive podloge odabrano je 13 bakterijskih kolonija za tu analizu. Pozitivni rezultati
zabiljezeni su u 11 uzoraka u gelu agaroze, vizualizacijom vrpci DNA veli¢ine 1196 pb.
Plazmidna DNA iz dviju pozitivnih kolonija umnozena je u prekonoénim kulturama
XL10-Gold stanica te je provjerena sekvenciranjem Sangerovom metodom. Jedan replika
rekombinantnog plazmida imala je tockastu mutaciju unutar modula MACS G-block na
poziciji Glu53 gdje je kodon ,,GAA* promijenjen u stop kodon ,,TAA*. Druga replika bila je

ispravna te je upotrebljena u daljnjem eksperimentalnom postupku.

4.1.2 Donor plazmid s modulom mRuby3

Bakterijske stanice XL10-Gold transformirane ligacijskom smjesom modula mRuby3
s destinacijskim plazmidom, na hranjivoj podlozi s kanamicinom formirale su 7 bakterijskih
kolonija. Sve kolonije su analizirane metodom colony PCR. U gelu agaroze vizualizirane su
vrpce DNA veli¢ine 1334 pb ¢ime su u svim klonovima potvrdeni pozitivni rekombinantni
plazmidi. Dvije replike rekombinantnih plazmida sekvencirane su Sangerovom metodom i u

njima je finalno potvrdena ispravna ugradnja modula mRuby3.
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4.2 Konstrukcija finalnih plazmida za transfekciju stanica FreeStyle 293-F

Metodom Golden Gate kloniranja pripremljeni su plazmidi s koordiniranom
policistronskom koekspresijom gena: dCas9-DNMT3A, mRuby3 i SBP-ALNGFR pod
kontrolom pile¢eg B-aktinskog promotora i CMV pojacivaca. Jedan plazmid kodirao je za
dCas9-DNMT3A s aktivnom katalitickom domenom DNMT3A — konstrukt Assembly 1, dok
je drugi kodirao za inaktivan oblik iste domene - konstrukt Assembly 2. Koordinira
koekspresija postignuta je povezivanjem dCas9-DNMT3A i mRuby3 sa samocijepajuéim
oligopeptidom T2A te povezivanjem mRuby3 i SBP-ALNGFR sa samocijepaju¢im
oligopeptidom P2A. Uzvodno od tih modula, pod kontrolom lac promotora kloniran je
reporter gen uspjeSnog postupka Golden Gate kloniranja mRuby3. Naposljetku, u finalnim
konstruktima on je zamijenjen s DNA odsjeckom gRNA molekule pod transkripcijskom
kontrolom U6 promotora. U transfeciranim stanicama gRNA je navodila kompleks za ciljanu
metilaciju genoma - dCas9-DNMT3A na promotor gena BACH2 (Slika 8) (promjena

metilacijskog statusa tog podrucja nije prac¢ena u ovom radu).

Golden Gate reakcija pripremljena je povezivanjem fragmenata iz 7 donorskih vektora
u okosnicu recipijentnog plazmida koji je imao izvoriste replikacije prokariota pUC, sekvencu
za unos plazmida u jezgru DTS (od engl. DNA nuclear Targeting Sequences) i gen za

rezistenciju na antibiotik ampicilin.

Bakterijske stanice XL10-Gold transformirane su reakcijskim smjesama Golden Gate
kloniranja te su na ploama od krutog LB medija s ampicilinom, IPTG-om i X-Gal-om
formirale stotinjak bakterijskih kolonija; plavih, bijelih i crvenih. Plava boja kolonija
ukazivala je na negativan rezultat reakcije Golden Gate kloniranja. Kako su znacajke 6 od 7
donorskih plazmida bile: kodirajuca sekvenca o podjedinice B-galaktozidaze (lacZ-o. modul) s
uzvodno smjestenim lac operatorom, IPTG iz hranjive podloge nakon ulaska u transformirane
bakterijske stanice vezao je represor lac operatora zbog Cega je nesmetano vrSena sinteza
a podjedinice P-galaktozidaze. Bakterijske stanice XL10-Gold kodirale su za drugu
podjedinicu B-galaktozidaze (podjedinica Q), §to je omoguéilo sastavljanje funkcionalnog
oblika tog enzima u transformiranim stanicama. B-galaktozidaza hidrolizirala je X-Gal iz
podloge u 5-bromo-4-kloro-indoxyl, spoj s tendencijom spontane dimerizacije u pigment
plave boje. Tako je plava boja kolonija ukazivala na to da su transformante zadrzale svojstvo
ekspresije lacZ-o. modula, ¢ija prisutnost nije ocekivana u ispravno formiranim finalnim

konstruktima. Bijela boja kolonija ukazivala je na to da iako transformante nisu eksprimirale
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lacZ-o. modul, nisu eksprimirale niti mRuby3 reporter gena ¢ija se ugradnja i ekspresija
oc¢ekivala nakon uspjesnog postupka Golden Gate kloniranja. Crvena boja kolonija ukazivala
je na pozitivnu reakciju kloniranja. Naime, pod kontrolom lac promotora, mRuby3 bio je prvi
kodiraju¢i segment Assembly 112 prije ugradnje gRNA molekule. lako je mRuby3
fluorescentni protein, zbog svojeg jakog intenziteta, nakupljanjem u transformantama obojio

je njihove kolonije u golim okom vidljivu crvenu boju.

Metodom colony PCR potvrdeni su pozitivno sastavljeni konstrukti Assembly 112 u
19 od 20 analiziranih crvenih kolonija. Pozitivan rezultat detektiran je vizualizacijom vrpci
DNA velic¢ine 3315 pb u gelu agaroze. Analiza metodom restrikcije napravljena je na tri
pozitivna uzorka Assembly 1 i tri Assembly 2. Vrpce DNA veli¢ina od: 4411 pb, 2941 pb,
1888 pb, 1555 pb i 817 pb prethodno predvidene simulacijom reakcije restrikcije s enzimima
Xbal i Sphl u programu SnapGene vizualizirane su u gelu agaroze u 5 od 6 uzoraka. Ugradnja
gRNA molekule napravljena je u jedan pozitivan uzorak Assembly 1i2. Sekvenciranjem

Sangerovom metodom potvrdena je ispravnost formiranih konstrukata.
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Slika 8: Shematski prikaz finalnog plazmidnog konstrukta s policistronskom ekspresijom gena - Assembly 1. U
uokvirenim prozorima oznaceni SU moduli od kojih je plazmid izgraden, a ljubi¢astom bojom bez okvira oznacena su
mjesta vezanja pocetnica koje su upotrebljene tijekom eksperimentalnog postupka. Plazmid Assembly 2 razlikuje se
od prikazanog plazmida Assembly 1 samo po tockastoj mutaciji E756A zbog koje je kataliticka domena njegovog

DNMTS3A inaktivirana.

4.3 Detekcija transfeciranih stanica FreeStyle 293-F

Prema protokolu Invitrogen napravljena je transfekcija stanica FreeStyle 293-F s
konstruktom Assembly 2. Udio transfeciranih stanica odreden je 24 h nakon postupka,
vizualizacijom crvenih signala reporter proteina mRuby3 unutar Cetiri vidna polja na

invertnom mikroskopu (Slika 9). Udio transfeciranih stanica bio je 14.5%.
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Slika 9: Primjer vidnog polja prema kojemu je odreden postotak transfekcije stanica FreeStyle 293-F s
konstruktom Assembly 2. Heterogena stani¢na populacija formirana je nakon postupka transfekcije jer sve
stanice nisu uspje$no primile plazmidni konstrukt Assembly 2. Crveni signali odgovaraju eksprimiranom
mRuby3 reporter proteinu u citoplazmama transfeciranih stanica. Slika je dobivena preklapanjem fotografija u
programu ImageJ uslikanih na svjetlom i fluorescentnom vidnom polju.

4.4 Detekcija rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR u membranama
stanicama FreeStyle 293-F metodom imunofluorescencije

Metodom imunofluorescencije provjerena je prisutnost rekombinantnog proteina
SBP-ALNGFR na membranama transfeciranih stanica 24, 48 i 72 h iza postupka transfekcije.
Vizualizacija SBP-ALNGFR napravljena je FITC-om obiljezenim antitijelima s afinitetom
vezanja podjedinice LNGFR, a kromatinska DNA u stanicama vizualizirana je

fluorescentnom bojom DAPI.

Pozitivan rezultat zabiljeZzen je nakon 24 h u transfeciranim stanicama vizualizacijom
zelenih signala na stani¢nim membranama. S druge strane, takvi signali izostali su 48 i 72 h
nakon postupka transfekcije (Slika10). U tim uzorcima zabiljeZzeni su samo

autofluorescirajuci zeleni signali. Da se nije radilo o vjerodostojnim signalima dokazno je
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time $to mnoge stanice s takvim signalima u svojim citoplazmama nisu imale eksprimiran
mRuby3 reporter gen pozitivne transfekcije. Takoder, u nekim transfeciranim stanicama s
eksprimiranim mRuby3 reporter genom nisu opazeni takvi zeleni signali. Pozitivna kontrola
metode imunofluorescencije napravljena je jednakim antitijelom na stani¢noj liniji ljudskog
osteosarkoma U20S. Vizualiziran je receptor neuralnog faktora rasta NGFR smjesten unutar
jezgrine membrani i endoplazmatske mrezice. Detekcijom reporter proteina mRuby3 i
membranskog kompleksa SBP-ALNGFR ujedno je potvrdena sposobnost P2A
samocijepajuceg oligopeptida da pridonese funkcionalnoj ekspresiji gena s plazmida za

koordiniranu policistronsku koekspresiju.
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Slika 10: Vizualizacija rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR metodom imunofluorescencije U
stanicama FreeStyle 293-F transfeciranim s plazmidom Assembly 2. Antitijelima obiljezenim s FITC-om
vizualiziran je LNGFR dio proteina SBP-ALNGFR na membranama transfeciranih stanicama (zeleni
fluorescentni signali), a kromatin u stani¢nim jezgrama vizualiziran je bojom DAPI (plavi fluorescentni signali).
A.) 24 h nakon transfekcije, na membranama transfeciranih stanica detektirani su zeleni signali koji odgovaraju
proteinu SBP-ALNGFR. B.) Pozitivna kontrola imunofluorescencije - vizualizacija NGFR unutar jezgrine
membrane i endoplazmatske mrezice u staniénoj liniji USO2. C.) i D.) 48 i 72 h nakon transfekcije
SBP-ALNGFR nije detektiran na membranama stanica. U slu¢aju tih uzoraka na slici su prikazani i crveni signali
koji odgovaraju eksprimiranom mRuby3 reporter genu uspjeSne transfekcije. Kako su blago zeleni signali
zabiljeZeni u stanicama u kojima ujedno nije zabiljezena i pozitivna transfekcija, zakljuCeno je da se radi o
autofluorescirajuéim zelenim signalima. Fotografije su uslikane na invertnom mikroskopu i preklopljene u
programu ImageJ.
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4.5 Magnetski aktivirano sortiranje transfeciranih stanica FreeStyle 293-F

Kljucan dio ovog istrazivanja bio je metodom MACS izdvojiti transfecirane stanice
FreeStyle 293-F iz heterogenih stani¢nih populacija formiranih nakon postupka transfekcije

(Slika 9). Stanice su sortirane redovnim protokolom Miltenyi Biotec za 10’ stanica po uzorku.

Stanice su sakupljene 24, 48 i 72 h nakon transfekcije. Dodane su im paramagneti¢ne
kuglice nanometarske veliine sa streptavidinom koji je imao visok afinitet vezanja djela SPB
na proteinu SBP-ALNGFR. Vezanje se odvijalo 15 min na 4 °C. Uzorci su naneseni na
separacijsku kolonu na MACS separatoru. Stanice oznacene sa svega nekoliko nanometarskih
kuglica trebale su ostati imobilizirane na koloni, dok su neoznacene stanice ispiranjem sa
separacijskim puferom trebale napustiti kolonu. Unato¢ tome sakupljanjem frakcije
imobiliziranih — kuglicama obiljeZenih stanica nije zabiljeZena izolacija transfeciranih stanica
FreeStyle 293-F niti nakon jednog od tri ispitana vremenska perioda, to¢nije nije zabiljezena

izolacija niti jednog stanic¢nog tipa.

Kako se redovan protokol Miltenyi Biotec pokazao neuspjesnim, iduéi cilj bio je
optimizirati isti protokol ispitivanjem novih uvjeta separacije. Tako je ishod separacije stanica
ispitan jos§ tri puta promjenom iduéi uvjeta: dodavanjem 0.5% BSA (od engl. Bovine albumin
serum) bez biotina u labeling pufer, elucijom stanica u zadnjem koraku s hranjivim medijem
FreeStyle 293 umjesto sa separacijskim puferom te produzivanjem vremena vezanja
paramagneti¢nih kuglica s predlozenih 15 min na 25 min. Niti jedan od ispitanih uvjeta nije

rezultiralo separacijom stanica.
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5 RASPRAVA

U ovom radu pokusano je sortirati transfeciranu populaciju stanica FreeStyle 293-F
metodom magnetski aktiviranog sortiranja - MACS. Postupkom transfekcije plazmidnu DNA
primilo je 14.5% stanica u kulturi, stoga je cilj bio odvojiti takve stanice od ostatka stani¢ne
populacije. Za izdvajanje transfeciranih stanica odabran je fuzijski protein sastavljen od
38 aminokiselina dugog peptida SBP kovalentno vezanog na skradenu verziju receptora
LNGFR. Nakon njegove ekspresije, LNGFR lokalizira na stanicnim membranama i
usmjerava SBP u izvanstanian prostor gdje mu je zadaca bila ¢vrsto vezati streptavidin na

paramagneti¢nim kuglicama za separaciju.

Plazmidi kojima su transfecirane stanice nisu imali mehanizam za ugradnju u stani¢ni
genom zbog cega je njihova prisutnost kao i ekspresija njihovih gena u stanicama bila
prolazna. Iz tog razloga, prije sortiranja stanica zanimalo nas je u kojem vremenskom periodu
nakon transfekcije dolazi do ekspresije i lokalizacije rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR
u stanicnim membranama transfeciranih stanica. Metodom imunofluorescencije pokazano je
da 24 sata nakon postupka, SBP-ALNGEFR lokalizira na stani¢nim membranama, dok njegova
prisutnost nije dokazana nakon 48 i 72 sata. Takav rezultat moZe se objasniti prirodnim
mehanizmom diobe eukariotskih stanica koji u stanice kéeri vrSe pravilnu raspodjelu samo
kromosomske DNA dok preostala DNA kao $to je plazmidna, biva uklonjena
citoplazmatskim endonukleazama. Sukladno tome nakon nekoliko stani¢nih diobi plazmidna
DNA i8¢ezava kao 1 produkti ekspresije njezinih gena. Kako je prosjecan poluzivot mRNA u
stanicama ljudi 9 sati, a proteina 46 sati (Schwanhéausser i sur. 2011) s gubitkom plazmida
ubrzo se gubi i svaki njegov utjecaj na stanice. U sluc¢aju ovog eksperimenta, sude¢i po
lokalizaciji SBP-ALNGFR na membranama stanica moze se pretpostaviti da je u
transfeciranim stanicama FreeStyle 293-F s ucestalos¢u diobe svakih 20 do 25 sati, glavnina

plazmida izgubljena ve¢ pri prvim diobama.

Prema rezultatima metode imunofluorescencije oc€ekivali smo da ¢e od ispitana tri
vremenska perioda, 24 sata nakon transfekcije, stanice biti najpogodnije za sortiranje
metodom MACS. Unato¢ tome, redovan protokol Miltenyi Biotec nije rezultirao pozitivnom
separacijom stanica 24, 48 i 72 sata poslije transfekcije zbog ¢ega smo odludili isprobati
nekoliko promijenjenih uvjeta tog protokola. Prvo je ispitan postupak u kojem su stanice s

kolone eluirane u ekspresijskom mediju umjesto u separacijskom puferu. Time je izbjegnut
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posljednji korak centrifugiranja izoliranih stanica i zamjene separacijskog pufera s
ekspresijskim medijem §to je potencijalno predstavljalo dodatan stres za stanice nakon
sortiranja. Potom je prema sugestijama proizvodaca pripremljen labeling pufer sa BSA koji
nije sadrzavao biotin te je ponovljen jednak postupak sortiranja. Uloga BSA bila je blokirati
nespecificna mjesta vezanja na stanicama 1 tako povecati specificnost vezanja izmedu
streptavidina na kuglicama i SBP peptida. Posljednje je ispitana efikasnost sortiranja stanica
produzivanjem vremena vezanja paramagneti¢nih kuglica s preporucenih 15 na 25 minuta, no
kao i u prva dva slucaja pozitivan rezultat je izostao. Tako niti redovan niti izmijenjen
protokol Miltenyi Biotec nije rezultirao pozitivnom separacijom stanica 24, 48 i 72 sata poslije

transfekcije.

Na temelju provedenog istrazivanja nije moguce odrediti zasto je magnetski aktivirano
sortiranje transfeciranih stanica FreeStyle 293-F bilo neuspjesno. Premda je na membranama
transfeciranih stanica 24 sata nakon transfekcije metodom imunofluorescencije dokazana
prisutnost rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR, postavlja se pitanje je li prije sortiranja
stanica streptavidin s paramagneti¢nih nanokuglica efikasno vezao SBP na membranama istih
stanica. Predlazemo da se efikasnost vezanja nanokuglica provjeri elektronskom
mikroskopijom na uzorcima sakupljenim 24 sata nakon transfekcije. U slucaju pozitivnog
rezultata podupiremo daljnji rad na optimizaciji istog protokola. Pozeljno bi bilo ispitati
efikasnost sortiranja nakon oznacavanja stanica s ve¢im brojem kuglica za separaciju. Kako se
u broSurama proizvodaca Miltenyi Biotec radi ocuvanja stani¢nog integriteta favorizira
minimalno oznacavanje stanica, poZeljno bi bilo ispitati je li preporucena koli¢ina kuglica
uistinu dovoljna za oznaCavanje 1 efikasno zaustavljanje transfeciranih stanica
FreeStyle 293-F na separacijskoj koloni. Nakon oznafavanja stanica s vecom koli¢inom
kuglica trebalo bi koristiti labeling pufer s dodanim BSA bez biotina kao u jednom od
prethodnih pokuSaja optimizacije sortiranja stanica. Time bi se umanjila mogucnost
nespecifi¢nog vezanja zbog poveéanog broja kuglica. Smatramo da bi i preciznije definiranje
perioda tijekom kojeg SBP-ALNGFR lokalizira na membranama transfeciranih stanica
takoder moglo pridonijeti pozitivnom ishodu sortiranja. Zato predlazemo ponoviti postupak
imunofluorescencije svakih 8-12 sati unutar vremenskog razdoblja koje daje pozitivne
rezultate, te sukladno rezultatu prilagoditi vremenski period od postupka transfekcije do
sortiranja. Takoder, u literaturi je pronadena primjena alternativnog protokola za sortiranje
stanica metodom MACS temeljem rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR koji je dao

pozitivan rezultat u slucaju sortiranja geneticki promijenjenih CD4+ T stanica (Matheson i
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sur. 2014, Naamati i sur. 2019). Radi se o protokolu proizvodaca Invitrogen koji zahtjeva
upotrebu paramagnetickim kuglicama Dynabeads Biotin Binder mikrometarske veliCine.
Protokol tog proizvodaca takoder predlazemo kao potencijalan pristup u postizanju uspjesne

separacije transfeciranih stanica FreeStyle 293-F metodom MACS.

Prema mnogim literaturnim navodima metoda MACS iznimno je efikasna u izolaciji
geneti¢ki promijenjenih stanica (Han i sur. 2011, Matheson i sur. 2014, Wei 2001). U
usporedbi s jednako Cesto upotrebljenom metodom sortiranja Stanica - metodom FACS,
prednosti metode MACS su jednostavnije rukovanje te niza cijena i opseg opreme. Stoga
prema navedenim sugestijama podupiremo daljnji rad na optimizaciji te metode u slucaju

sortiranja transfecirane populacije stanica FreeStyle 293-F.

U ovom diplomskom radu klasicnom metodom kloniranja uspje$no su konstruirana
dva plazmidna konstrukta, jedan s modulom SBP-ALNGFR, a drugi s modulom mRuby3. Oni
su zajedno s modulima dCas9-DNMT3A i odgovarajucom gRNA, metodom Golden Gate
kloniranja sastavljeni u finalne plazmidne vektore s policistronskom ekspresijom gena. Njima
su transfecirane stanice FreeStyle 293-F te je nakon 24 sata u 14.5% stanica potvrdena
efikasna transfekcija. Potom je od ispitana tri vremenska perioda: 24, 48 i 72 sata nakon
transfekcije zabiljezeno da fuzijski membranski protein SBP-ALNGFR, temeljem kojeg je
napravljeno sortiranje stanica metodom MACS, lokalizira na stanicnim membranama samo 24
sata nakon transfekcije. Unato¢ tome, prema protokolu Miltenyi Biotec, stanice su sortirane
nakon sva tri vremenska perioda od postupka transfekcije. Kako je pozitivan rezultat izostao,
pokusali smo variranjem nekoliko uvjeta separacije optimizirati isti protokol, no takoder bez
pozitivnog ishoda. Zato prema datim sugestijama predlazemo daljnji rad na optimizaciji istog
protokola kao i primjenu alternativnog protokola proizvodaca Invitrogen s kuglicama

Dynabeads Biotin Binder mikrometarske veli¢ine.
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6 ZAKLJUCAK

o Uspjesno je konstruiran donor plazmid s modulom MACS_G-block koji je nosio
sekvencu rekombinantnog proteina SBP-ALNGFR.

o Uspjesno je konstruiran donor plazmid s modulom mRubya3.

o Uspjesno su sastavljeni finalni plazmidni konstrukti metodom Golden Gate kloniranja
s koordiniranom koekspresijom gena: dCas9-DNMT3A, mRuby3 i SBP-ALNGFR te s
molekulom gRNA. Jedan finalni konstrukt sadrzavao je dCas9-DNMT3A s aktivhom
katalitic(kom domenom DNMT3A — Assembly 1, a drugi s inaktiviranom istom
domenom — Assembly 2.

o Stani¢na populacija FreeStyle 293-F uspjesno je transfecirana konstruktom Assembly 2
Sto je potvrdeno u 14.5% stanica detekcijom fluorescentnog biljega mRuby3.

o Metodom imunofluorescencije vizualizirana je prisutnost rekombinantnog proteina
SBP-ALNGFR na membranama transfeciranih stanica 24 sata nakon transfekcije, dok
nakon 48 i 72 sata njegova prisutnost vise nije zabiljezena.

o Sortiranje transfecirane populacije stanica FreeStyle 293-F metodom MACS prema
protokolu Miltenyi Biotec nije dalo pozitivan rezultat niti nakon jednog od tri ispitana
vremenska razdoblja: 24, 48 i 72 sata nakon postupka transfekcije.

o Predlazemo ponoviti isti protokol obiljezavanjem stanica s velim brojem
paramagnetickih kuglica. Takoder predlazemo isprobati alternativni protokol s

kuglicama Dynabeads Biotin Binder proizvodaca Invitrogen.
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