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1. UVOD

1.1. Sustav CRISPR-Cas

Prokarioti se nalaze u raznim okoliSima na €ije su se uvjete trebali adaptirati. Jedna
od potencijalnih opasnosti za njih je infekcija stranim nukleinskim kiselinama kao Sto
su virusi i plazmidi. Pretpostavlja se da u oceanima dolazi do oko 1023 infektivnih
dogadaja u sekundi (Suttle 2007). Kako bi se obranili od napada virusa (bakteriofaga),
prokarioti su razvili mnoge obrambene mehanizme poput mutacije membranskih
receptora kako bi se sprijeCila adsorpcija bakteriofaga, altruisticki suicid inficiranih
stanica, obrana putem restrikcijskih endonukleaza, te sustav CRISPR-Cas (od engl.
clustered regularly interspaced short palindromic repeat; CRISPR associated)

(Gasiunas i sur. 2014; Makarova i sur. 2015).

Sustav CRISPR-Cas sastoji se od lokusa CRISPR i gena cas koji se nalaze u blizini
lokusa. Lokus CRISPR sastoji se od niza palindromskih ponavljajucih sekvenci (engl.
repeats) izmedu kojih se nalaze razmaknice (engl. spacers). Ponavljajuce sekvence
istog lokusa imaju gotovo iste sekvence, obi¢no duljine od 21 do 48 parova baze, no
znacajno variraju izmedu razlicitih sustava. Razmaknice su dijelovi virusa ili plazmida,
koji su inficirali stanicu prokariota, te zatim ugradeni u lokus CRISPR. Informacije u
razmaknicama daju prokariotima otpornost na infekciju od tih istih bakteriofaga ili
plazmida. Buduci da potjeCu od stranih nukleinskih kiselina njihove sekvence variraju
unutar samog lokusa i duljine su od 25 do 72 parova baza. Unutar jednog lokusa
CRISPR mozZze se nalaziti niz od 2 do 249 parova ponavljajucih sekvenci i razmaknica
(Gasiunas i sur. 2014). Ispred prve ponavljajuce sekvence nalazi se regulatorna

vodeca (engl. leader) sekvenca, bogata nukleotidima A i T, unutar koje se nalazi slabi



promotor (Pcrisprl) lokusa CRISPR (Pougach i sur. 2010; Pul i sur. 2010). Uz lokus
CRISPR nalaze se geni cas Cijom se ekspresijom stvaraju proteini Cas koji su

ukljuceni u razne korake obrambenog mehanizma.

Sustavi CRISPR-Cas pronadeni su u 85 % arhealnih i 48 % bakterijskih genoma, te je
u istom genomu moguce pronaci viSe lokusa CRISPR, npr. arheja Metanocaldococcus
jannaschii sadrzi osamnaest lokusa (Gasiunas i sur. 2014). Sustavi CRISPR-Cas
danas su podijeljeni na dva razreda (klase), Sest tipova i devetnaest podtipova.
Klasifikacija se temelji na informacijama o jedinstvenim genima cas koji su specificni
za razne tipove i podtipove sustava, o usporedbi sliCnosti sekvenci proteina Cas koji
su zajednicki raznim tipovima sustava, o filogeniji proteina Cas1 koji ima najviSu
evolucijsku oCuvanost medu proteinima Cas, te o organizaciji gena cas i strukturi
lokusa CRISPR (Slika 1). Glavnu razliku dvaju razreda pronalazimo u strukturi
proteinskih efektora. Sustavi razreda 1 stvaraju efektorski proteinski kompleks iz
nekoliko razli€itih proteina Cas, dok je efektor razreda 2 jedan protein s viSe domena
koji pronalazi i cijepa strane nukleinske kiseline. U razred 1 spadaju tipovi I, lll i IV, a

u razred 2 tipovi ll, Vi VI (Koonin i sur. 2017).
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Slika 1. Klasifikacija sustava CRISPR. NK — nukleinska kiselina; NU — nepoznata uloga; LS — engl.
large subunit (velika podjedinica); SS — engl. small subunit (mala podjedinica), zvjezdica oznatava da
je SS spojena sa LS. Isprekidana linije oznaCava elemente koji nisu neophodni za funkcioniranje
sustava. Proteini koji su oznaceni sa viSe boja imaju ulogu u razli¢itim fazama obrambenog mehanizma.

Preuzeto i prilagodeno prema Makarova i sur. 2015.

Sustav CRISPR-Cas tip | najraSireniji je tip sustava. Pronalazimo ga kod 65 %
arheja i 60 % bakterija. Podijeljen je na sedam podtipova, od I-A do I-F i I-U koiji jo$
nije okarakteriziran. Podtipovi se razlikuju po broju gena i organizaciji operona, no
svaki sadrzi jedinstveni gen cas3 (Makarova i sur. 2015). Struktura i mehanizam rada

ovog sustava detaljnije su opisani u nastavku.

Sustav CRISPR-Cas tip Il nalazimo u svega 13 % bakterija (Makarova i sur. 2015)
kojeg karakterizira specificni gen cas9. Cas9 je protein s viSe domena koje sadrze dva
nukleazna mjesta (HNH i RuvC) i €ini kompleks sa crRNA i tracrRNA. Kompleks Cas9-
RNA pronalazi stranu DNA i stvara dvolan€ane lomove (Makarova i sur. 2015). Zbog
svoje jednostavnosti, protein Cas9 pokazao se kao dobar alat za uredivanje genoma

(Koonin i sur. 2017).



U bakteriji E. coli K12 nalazi se sustav CRISPR-Cas tipa I-E koji se sastoji od osam
gena cas (cas 3, csel, cse2, cas’, casb, cas6, caslicas?2) i lokusa CRISPR | koji se
sastoji od 13 ponavljajucih sekvenca i 12 razmaknica. lzmedu gena cas3 (ygcB) i gena
csel (ygclL) nalazi se regija IGLB (od engl. intergenic region ygcL-ygcB) koja sadrzi
promotor gena cas (Pcas). Unutar IGLB regije nalazi se i anti-Pcas promotor koji
potiCe antisense transkripciju gena cas3 (Pul i sur. 2010). Izmedu gena cas2 i prve
ponavljajuce sekvence nalazi se regulatorna vodeca regija (engl. leader region) duljine
oko 500 parova baza u kojoj se nalazi promotor lokusa CRISPR (Pcrispr) (Pul i sur.
2010). U genomu se nalaze jo$ dva dodatna lokusa CRISPR, CRISPR Il i CRISPR Il

(Brouns i sur. 2008). Grada sustava CRISPR-Cas I-E prikazana je na Slici 2.

Pcas3 anti—Pcos Pcaos Pcrisprl

N rwlomwolm

cas3 IGLB csel cse? cas7 cos5  cos6  cosl  cos2  Leader

Slika 2. Grada sustava CRISPR-Cas I-E u bakteriji Escherichia coli K-12. Crni kvadrati predstavljaju
ponavljaju¢e segmente, dok kvadrati u boji razmaknice. Preuzeto i prilagodeno prema Brouns i sur.

2008.

Pet proteina Cas stvaraju kompleks Cascade (od engl. CRISPR-associated
complex for antiviral defence) za koji se veze crRNA (405 kDa,
(Csel)1:(Cse2)2:(Cas7)s: (Casb)i:(Cas6)1:(crRNA)1) (Gasiunas i sur. 2014). Helikalni
trup kompleksa Cascade, koji sluzi kao oslonac za ostale proteine Cas i crRNA Cine
Sest podjedinica Cas7. Na jednom kraju trupa vezana je podjedinica Cas6e za koju se

veze 3’ kraj crRNA, dok se svojim 5’ krajem veZe za podjedinicu Cas5 vezanu za drugi



kraj trupa. Time se crRNA razvlaci duz trupa kompleksa Cascade, te koordinirana
podjedinicama Cas7, poprima poziciju koja joj omogucava interakciju sa stranom
nukleinskom kiselinom (Plagens i sur. 2015). Velika (protein Cse1) podjedinica veze
se za Cas5, dok je mala podjedinica (dimeri proteina Cse2) kompleksa Cascade
vezana za Cas6e podjedinicu. Velika i mala podjedinica stvaraju “trbuh” kompleksa,
te Cascade poprima oblik nalik morskom konjicu (Brouns i sur. 2008; Gasiunas i sur.
2014; Plagens i sur. 2015; Westra i sur. 2013). Kompleks Cascade, prikazan na Slici

3, se preko velike podjedinice veze za protein Cas3.

crRNA

Dimeri
proteina Cse2

Protein Csel

Slika 3. Grada kompleksa Cascade. Preuzeto i prilagodeno prema Makarova i sur. 2015.

Protein Cas3 (engl. CRISPR - associated protein 3), mase oko 100 kDa, sastoji se
od N-terminalne HD (histidine - aspartate) nukleazne domene i C-terminalne SF2
(superfamily 2) helikazne domene (Mulepati i Bailey 2011; Slika 4). Helikaza proteina
Cas3, koja se sastoji od dvije RecA, linker i C terminalne domene (Huo i sur. 2014),

prepoznaje i veze kratku jednolananu DNA (engl. ssDNA), te uz utroSak ATPa



odmotava lance DNA u 3’5’ smjeru (Sinkunas i sur. 2011). Slaba aktivhost nukleaze
(ssDNAse) ovisna je o ionima Zeljeza i cijepa prezentiranu ssDNA. Mutacije u tim
domenama smanjuju afinitet proteina Cas3 prema proteinskom kompleksu Cascade

(Huo i sur. 2014).

a)

1 259 546 778 834 944

Slika 4. Grada proteina Cas3: a) organizacija domena; b) kristalna struktura. Nukleazna HD domena
obiliezena je srebrnom bojom, C-terminalna domena ljubiastom, RecA1 domena plavom, RecA2
domena zelenom, te linker domena rozom bojom. Zutom bojom obilieZena je vezana ssDNA. Preuzeto

i prilagodeno prema Huo i sur. 2014.

Proteine Casl i Cas2 pronalazimo u gotovo svim sustavima CRISPR-Cas, te

pokazuju visoku evolucijsku o€uvanost izmedu vrsta (Makarova i sur. 2015).



Medusobno stvaraju stabilni kompleks koji prepoznaje kratke dvolancane fragmente
DNA i nuzan su dio faze adaptacije. Cas1 i Cas2 su nukleaze, no samo
endonukleazna aktivnost proteina Cas1 je nuzna za proces ugradnje nove razmaknice

(Amitai i Sorek 2016).

1.2. Mehanizam obrane sustavom CRISPR-Cas

Mehanizam obrane putem sustava CRISPR-Cas odvija se u tri razliCite faze: faza
adaptacije, faza ekspresije i faza interferencije. Proteinski kompleks prepoznaje strane
nukleinske kiseline, procesira ih i ugraduje u lokus CRISPR. Lokus se prepisuje, a
prekursorska RNA se procesira u manje segmente zvane CRISPR-RNA (crRNA) koji
se spajaju s jednim ili vise proteina Cas. Kompleks proteina Cas i crRNA pronalazi
strane nukleinske kiseline, te ukoliko dode do uspjeSnog prepoznavanja, strana

nukleinska kiselina se cijepa i degradira (Amitai i Sorek 2016).

Principi obrambenog mehanizma zajednicki su svim sustavima, no grada i broj
komponenata koje provode ovaj sloZzeni mehanizam razlikuju se medu tipovima
sustava CRISPR-Cas, te je u ovome radu mehanizam obrane opisan na primjeru

sustava tipa I-E bakterije E. coli (Slika 5).

1.2.1. Faza adaptacije

Tijekom faze adaptacije dolazi do prepoznavanja stranih nukleinskih kiselina koje
se obraduju i u obliku nove razmaknice ugraduju unutar lokusa CRISPR uz duplikaciju
nove ponavljaju¢e sekvence (Amitai i Sorek 2016). Glavni dio adaptacijskog procesa
obavlja proteinski heksamer koji je nacinjen od dva dimera proteina Cas1 koji su

medusobno spojeni jednim dimerom proteina Cas2 (kompleks Cas1-Cas2). Kompleks



Casl1-Cas2 prepoznaje dsDNA s jednolan¢anim krajevima. Takve fragmente stvara
egzonukleazna aktivnost enzim RecBCD, koji prepoznaje dvolanCane lomove,
odmotava molekulu DNA i cijepa do tzv. chi mjesta (sekvenca od 8 nt). Nastali
jednolanc¢ani fragmenti mogu hibridizirati i postati potencijalni supstrat za kompleks
Casl-Cas2. Cas1 podjedinice vezu 3'- krajeve pronadenog fragmenta, prepoznaju
PAM, te rezu lance, ¢ime stvaraju protorazmaknicu karakteristicne duljine od oko 33
parova baza. Dvolancani dio protorazmaknice stabiliziran je interakcijama sa Cas2

dimerom (Amitai i Sorek 2016; Westra i sur. 2013; Yosef i sur. 2012).

Nova razmaknica se uvijek ugraduje izmedu vodece sekvence i prve ponavljajuce
sekvence lokusa CRISPR (Yosef i sur. 2012) kroz dvije transesterifikacijske reakcije.
Pretpostavlja se da podjedinica Casl kompleksa Cas1-Cas2 za koju nije vezan 3’-kraj
protorazmaknice prepoznaje mjesto insercije na temelju nekoliko faktora. Istrazivanja
su pokazala da samo na mjestima superzavojnica moze doc¢i do insercije nove
razmaknice (Amitai i Sorek 2016). Osim toga, potrebne su i palindromske regije koje
imaju potencijal poprimanja strukture ukosnice (strukture koju prepoznaju integraze),
te heterodimer IHF koji se veze za vodecu sekvencu, inducira savijanje molekule DNA,
Sto naposljetku odreduje to¢no mjesto ugradnje nove razmaknice (Amitai i Sorek 2016;
Jacksonisur. 2017; Nufiez i sur. 2016). UspjeSna ugradnja nove razmaknice neovisna
je o broju ponavljajucih sekvenci, no potrebna je minimalno jedna (Yosef i sur. 2012),
a ispravnu orijentaciju nove razmaknice odreduje 3’-citozin PAM-a (5-CTT-3’) (Amitai

i Sorek 2016).



1.2.2. Faza ekspresije

Prisutnost stranog genetiCkog materijala potice prepisivanje lokusa CRISPR Cime
nastaje dugacki transkript - pre-crRNA (Gasiunas i sur. 2014). Kod bakterije E. coli
zadnja ponavljaju¢a sekvenca vrlo je degradirana i predstavlja potencijalni signal za
terminaciju transkripcije kako bi se sprijeCilo antisense prepisivanje nizvodnih gena

(Pougach i sur. 2010).

Pre-crRNA sadrzi ponavljajuce sekvence koje zbog svoje palindromske prirode
mogu stvarati om€e (engl. hairpin loop). Om¢e uklanja endonukleaza Cas6e koja
ostaje vezana za 3’-kraj zrele crRNA, zatim se za 5’-kraj veze protein Casbe, te ostali
proteini Cas cCinec¢i kompleks Cascade. Podjedinica Csel svojom domenom L1
prepoznaje PAM na 3’-kraju protorazmaknice (Hochstrasser i sur. 2014), te
sparivanjem baza crRNA i protorazmaknice, dolazi do istiskivanja
nekomplementarnog lanca i stvaranja R-omce (Gasiunas i sur. 2014; Plagens i sur.
2015; Westra i sur. 2013). Formiranje R-om¢e zapocinje na PAM proksimalnome 3’-
kraju protorazmaknice nakon uspjeSnog prepoznavanja “seed” sekvence crRNA i
“seed” regije protorazmaknice (Semenova i sur. 2011). Ukoliko se R-om¢a proSiri do
kraja protorazmaknice, ona postaje vrlo stabilna te postaje signal koji potiCe vezanje
proteina Cas3 za kompleks Cascade (Rutkauskas i sur. 2015). Mutacije u “seed” regiji
protorazmaknice mogu zaustaviti i sprijeCiti formiranje R-omc€e i omoguciti bijeg

bakteriofaga (Semenova i sur. 2011).



1.2.3. Faza interferencije

Tijekom faze interferencije kompleks Cascade dovodi protein Cas3 koji cijepa

protorazmaknicu.

Kompleks Cascade, s formiranom i stabilnom R-omc€om, veze protein Cas3 svojom
podjedinicom Csel (Hochstrasser i sur. 2014), ¢ime se otvaraju mjesta za vezanje
nukleinskih kiselina u helikaznoj i nukleaznoj domeni proteina Cas3. Istisnuti lanac
DNA protorazmaknice se izboCuje i priblizava HD nukleazi proteina Cas3 Cija
endonukleazna aktivnost stvara lom u nekomplementarnom lancu. Nakon cijepanja,
protein Cas3 se translocira na novonastali jednolancani (ss od engl. single-stranded)
ssDNA lanac te helikaznom aktivno$¢u zapocinje odvajanje lanaca u 3’'—»5’ smjeru uz
utroSak ATPa (Hochstrasser i sur. 2014; Westra i sur. 2012; Xiao i sur. 2018). Helikaza
pomice i prezentira 3’-kraj sSDNA HD nukleazi koja cijepa lanac na mjestima bogatim
nukleotidom T (Loeff i sur. 2018). Cas3 ima tendenciju “proklizavanja” unatrag, Sto
omogucava opetovano prezentiranje ssDNA HD nukleazi koja zbog slabe aktivnosti

moze propustiti pogodna mjesta za cijepanje (Kiinne i sur. 2016; Loeff i sur. 2018).

Produkti egzonukleazne aktivnosti proteina Cas3 sli¢ne su duljine razmaknicama i
mogu hibridizirati. Takvi dvolan€ani fragmenti Ciji jednolan€ani privjesci mogu
sadrzavati konsenzus 5’-CTT-3’ PAM sekvencu predstavljaju potencijalni supstrat za

kompleks Casl-Cas2 koji ih iskoriStava u fazi adaptacije (Kinne i sur. 2016; Loeff i

sur. 2018).

Mutacije u PAM ili regiji “seed” protorazmaknice mogu prouzrokovati suboptimalno
sparivanje protorazmaknice i kompleksa Cascade te smanijiti efikasnost interferencije
(Westra i sur. 2013). Tada postoji moguc¢nost da mutirani bakteriofag ili plazmid

izbjegne mehanizam obrane, te nasteti stanici, no tako suboptimalno sparen kompleks
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Cascade i protorazmaknica postaju meta za kompleks Casl-Cas2, koji mutiranu
protorazmaknicu koristi u procesu adaptacije (Amitai i Sorek 2016). Ovim
mehanizmom pripremljene (engl. primed) adaptacije, bakterija E. coli neutralizira

mutante koji su izbjegli pocetni korak obrane temeljen na vec postojecoj razmaknici.

Infekcija fagom
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Faza [
adaptacije B
Geni cas
) f d
iy 1 U . ham
pre-crRNA O O O
Faza O 0 0
ekspresije @ @ ﬁ?
crRNA Proteini Cas
Kompleks proteina Cas
i crRNA
P
/ Vezanje
E 1k komplementarnih sekvenci
aza !
interferencije
%, O
NN
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Slika 5. Faze obrambenog mehanizma CRISPR-Cas. Preuzeto i prilagodeno prema Jackson i sur.

2017.
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1.3. Regulacija sustava CRISPR-Cas tipa I-E

Razni faktori utjeCu na aktivnost sustava CRISPR-Cas tipa I-E. Oni mogu biti
okolisni kao $to su promjene temperature, osmolarnosti, pH, “quorum sensing” signali,
razni anti-Cas proteini nastali tijekom evolucijske utrke prokariota i bakteriofaga, pa i
sami proteini domacdina koji nisu produkt gena cas. Neki proteini koji reguliraju
aktivnost sustava CRISPR-Cas tipa I-E su H-NS (od engl. heat-stable nucleoid-

structuring protein), LeuO i HtpG (od engl. high-temperature protein G).

1.3.1. Protein H-NS

Protein H-NS, mase oko 15 kDa, sastoji se od N- i C- terminalne domene spojene
veznom domenom. Monomeri proteina H-NS spajaju se N-domenom, te postoje
unutar stanice u obliku dimera, no mogu i oligomerizirati. Dimeri svojom C-domenom
prepoznaju i veZzu molekulu DNA. Protein H-NS ima afinitet prema savijenim dijelovima
molekule DNA koji su bogati nukleotidima A i T. Dimeri se prvo vezu za mjesta visokog
afiniteta, nakon €ega oligomeriziraju i pokrivaju okolna mjesta nizeg afiniteta (engl.
DNA stiffening). Oligomeri mogu prekriti promotorska mjesta ili zatoCiti RNA
polimerazu unutar protein-DNA kompleksa i sprijeciti transkripciju gena (Dorman i
Deighan 2003; Fang i Rimsky 2008). Regija IGLB, u kojoj se nalazi sekvenca bogata
nukleotidima A i T, sadrzi promotor Pcas, dok vode¢a sekvenca sadrzi promotor
Pcrispr1. Oba promotora veze i utiSava protein H-NS ¢ime negativho regulira
transkripciju gena cas i lokusa CRISPR (Pul i sur. 2010). Majsec i sur. (2016) pokazali
su da protein H-NS negativno regulira transkripciju gena cas3 osobito ako su stanice
uzgojene do stacionarne faze rasta na 37 °C. Osim na regulaciju gena, protein H-NS

sudjeluje u organizaciji kromosomske DNA (Fang i Rimsky 2008). Utjecaj proteina H-
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NS moze smanijiti promjena u temperaturi, osmolarnosti, pH, te razni proteini koji su

sa njim u kompeticiji (Pul i sur. 2010).

1.3.2. Protein LeuO

Za obranu od stranih nukleinskih kiselina potrebno je ponistiti represiju gena cas
uzrokovanu proteinom H-NS kako bi se aktivirao sustav CRISPR-Cas. Na represiju
sustava CRISPR-Cas proteinom H-NS utje€u razni faktori, npr. promjena temperature,
pH, osmolarnosti, te razni proteni. Jedan od takvih proteina je LeuO. Protein LeuO je
regulator koji pripada porodici LysR transkripcijskih faktora i djeluje kao antagonist
proteinu H-NS. Delecija gena hns ili pove¢ana ekspresija gena leuO povecava
transkripciju gena csel, cse2, cas7, casb, cas6, casl i cas2, i akumulaciju zrelih

crRNA.

Proteini H-NS i LeuO vezu se za regiju IGLB gdje protein LeuO sprje€ava daljnje
vezanje i oligomeriziranje proteina H-NS. Prisutnost proteina LeuO smanjuje
osjetljivost stanica bakterije E. coli, koje u lokusu CRISPR sadrze razmaknicu

komplementarnu dijelu genoma faga A, na infekciju fagom A.

Nakon infekcije stranom nukleinskom kiselinom, moguée je da dolazi do
redistribucije proteina H-NS te se time smanjuje represija sustava CRISPR-Cas, ali i
gena leuO. Veca transkripcija gena leuO pozitivno utjeCe na transkripciju lokusa

CRISPR (Westra i sur. 2010).

1.3.3. Protein HtpG

Protein HtpG iz bakterije E. coli homologan je eukariotskom proteinu Hsp83 (od

engl. heat shock protein 83) i spada u skupinu $aperona Hsp90. Saperoni se za
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vrijeme poviSene temperature, infekcije virusom ili u prisustvu toksi¢ne tvari
intenzivnije sintetiziraju, kako bi pomogli zauzimanje pravilne konformacije drugih
proteina (Bardwell 1987). Pretpostavlja se da protein HtpG utjee na razinu
funkcionalnog proteina Cas3 time Sto sudjeluje u njegovom ispravhom smatanju i/ili
sprjeCavanju njegove agregacije. Nedostatak aktivhog proteina Cas3, u nedostatku
proteina HtpG, moZe se nadomijestiti pove¢anom koli€inom proteina Cas3 (ekspresija
sa plazmida) (Yosefi sur. 2011). Utjecajem na razinu aktivnhog proteina Cas3, protein

HtpG posredno regulira aktivnost sustava CRISPR-Cas.

U bakteriji E. coli potrebno je aktivirati sustav CRISPR-Cas kako bi zastitio stanice
od infekcije virusima i/ili plazmidima. Konstruirani mutanti u kojima je deletiran gen hns
(Ahns) i kojima je u lokus CRISPR ugradena razmaknica anti-lambda AT3 koja je
komplementarna dijelu genoma faga A postaju otporni na infekciju fagom A (Westra i
sur. 2010). Soj Ahns + AT3 pokazuje 100000 puta vecu otpornost na infekciju fagom
A, nego soj Ahns koji ne posjeduje razmaknicu AT3, samo ako se stanice uzgajaju na
30 °C. Poput soja bez razmaknice, soj Ahns + AT3 gubi steGenu otpornost na infekciju
ako su stanice uzgajane na 37 °C. Stanice s aktivnim genom hns (hns*) osjetljive su
na infekciju fagom A neovisno o temperaturi uzgoja ili prisutnosti razmaknice AT3
(Majsec i sur. 2016). Ovi rezultati pokazuju da je za uspjeSnu otpornost nuzan uzgoj

bakterija nakon infekcije na 30 °C.

Analizom transkripata gena cas3 u sojevima hns* i Ahns uoc¢ena je razlika u koligini
transkripata ovisna o fazi rasta, no ne o temperaturi. Naime, koli¢ina transkripcije gena
cas3 bila je slicna u logaritamskoj fazi rasta, dok su u stacionarnoj fazi koli€ine
transkripata bile znacajno vece kod soja Ahns nego kod soja hns®, neovisno o

temperaturi rasta (Majsec i sur. 2016). Stoga je zaklju€eno da osjetljivost soja Ahns
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na fag A pri temperaturi 37 °C vjerojatno nije posliedica smanjene transkripcije gena
cas3, nego posljedica smanjene koliCine proteina Cas3 i/ili njegove naruSene

stabilnosti (Majsec i sur. 2016).

Povecana ekspresija proteina Cas3 s plazmida vratila je otpornost mutantima Ahns
koji su uzgajani na 37 °C, no pri istoj temperaturi rasta soj postaje osjetljiv na infekciju
fagom ako je deletiran gen htpG. Otpornost se kod dvostrukog mutanta (AhtpG Ahns)
vratila ako su stanice uzgajane samo na 30 °C. Zaklju¢eno je da otpornost soja Ahns
ovisi 0 povecanoj koli¢ini proteina Cas3 pri 30 °C, dok na 37 °C dodatno ovisi o

prisutnosti proteina HtpG (Majsec i sur. 2016; Westra i sur. 2010).
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1.4. Cilj istrazivanja

Cilj istraZivanja bio je odrediti koli€ine proteina Cas3 metodom Western blot pri

uzgoju stanica na 30 °C i 37 °C, te ovise li 0 mutacijama u genima hns i htpG.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Materijali

2.1.1. Bakterijski sojevi

U Tablici 1 prikazani su genotipovi Cetiri mutanata soja bakterije E. coli koja su

koriStena u ovom radu.

Tablica 1. Sojevi bakterije E. coli koristeni u istrazivanju

Soj Genotip Referenca
11B1088 BW25113 His6x-cas3::kan ovaj rad
11B1103 BW25113 His6x-cas3::kan Ahns::cat ovaj rad
11B1104 BW25113 His6x-cas3::kan AhtpG::FRT ovaj rad
11B1105 BW25113 His6x-cas3::kan AhtpG::FRT Ahns::cat ovaj rad

2.1.2. Protutijela i markeri molekulskih masa

U ovom radu su koristeni slijedeci markeri i protutijelo:

1. Protutijelo - Monoclonal Anti-polyHistidine Peroxidase Conjugate Clone HIS-
1 (Sigma-Aldrich)

2. Marker masa za proteine - Pierce™ Unstained Protein MW Marker,
ThermoFisher Scientific

3. Marker za nukleinske kiseline Gene Ruler 1 kb, DNA Ladder (Thermo Fisher

Scientific).
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2.1.3. Gelovi i puferi

U ovom poglavlju prikazani su puferi koriSteni za lizu uzorkovanih stanica i
denaturanciju izoliranih ukupnih proteina, puferi i gelovi za razdvajanje proteina
elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata (SDS-

PAGE), te puferi potrebni za detekciju proteina od interesa metodom Western blot.
Pufer za lizu:
25 mM Tris-HCI pH 8
300 mM NacCl
1 mM PMSF
Pufer za denaturaciju proteina (Laemmli sample buffer):
125 mM Tris-HCI pH 6.8
4 % (w/v) SDS
4 % (w/v) B-merkaptoetanol
32 % (v/v) glicerol
Kap bromfenol plavog
Elektrodni pufer pH 8,3:
25 mM Tris
192 mM glicin

1 % (w/v) SDS
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Tablica 2. Poliakrilamidni gelovi koriSteni za razdvajanje proteina elektroforezom u poliakrilamidnom

gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata (SDS-PAGE)

Gel za razdvajanje (10 ml) Gel za koncentriranje (5 ml)
reH20 4 ml reH20 3,050 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5 mi 1,5 M Tris-HCI pH 6,8 1,250 ml
30 % AA/Bis 3,35 ml 30 % AA/Bis 0,665 ml
10 % SDS 100 10 % SDS 50 pl
10 % APS 50 ul 10 % APS 35ul
TEMED 5ul TEMED 8 pl

Pufer za prijenos pH 8,3:

28 mM Tris

192 mM glicin

10 % (v/v) metanol

1 x TBS pufer pH 7,5:

20 mM Tris

73 mM NacCl
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1 x PBS pufer pH 7,4:

10 mM Na2HPO4

1,7 mM KH2PO4

130 mM NacCl

2,7 mM KCI

Pufer za blokiranje (30 ml):

1,5 g mlijeka u prahu

30 ml 1x PBS

Pufer za ispiranje (25 ml):

25 ml 1x PBS

12,5 ul TWEEN 20 detergent
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2.2. Metode

2.2.1. Uzgoj bakterijskih sojeva

Bakterijski sojevi uzgojeni su na krutom hranjivom (LB) (10 g/L baktotripton, 5 g/L
ekstrakt kvasca, 10 g/L NaCl, 15 g/L agar) mediju na temperaturi od 37 °C dok ne
formiraju pojedinacne kolonije. Pojedinacne kolonije inokulirane su u tekuci LB medij
(10 g/L baktotripton, 5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L NaCl), dodana je L-arabinoza
(krajnja koncentracija: 0,2 %) kako bi se inducirala transkripcija obiljeZzenog gena
His6x-cas3, te su zatim kolonije inkubirane u razli¢itim tresilicama na 30 °C i 37 °C

preko noéi (oko 18 sati) kako bi dostigle stacionarnu fazu razvoja.

Sojevi su uzgojeni do logaritamske faze rasta tako Sto se tekuci LB medij (20 ml)
inokulirao s 0,5 ml prekonoc¢ne kulture te inkubirao u razli¢itim tresilicama na 30 °C i
37 °C. Pri optickoj gusto¢a medija od ODew = 0,5 dodana je L-arabinoza (krajnja
koncentracija: 0,2 %) kako bi se inducirala transkripcija obiljezenog gena His6x-cas3.
Sojevi su uzorkovani svakih sat vremena kroz tri sata nakon indukcije transkripcije. U

LB medij dodan je antibiotik kanamicin (50 pg/ml).

2.2.2. Izolacija proteina

Stanice su sakupljene centrifugiranjem (Centrifuga Eppendorf 5430 R) 0,5 ml
prekonoéne kulture bakterija uzgojene do stacionarne faze rasta, odnosno 2 ml za
stanice uzgojene do logaritamske faze rasta (20 800 rcf, 5 minuta, sobna
temperatura), supernatant (LB medij) je dekantiran te su stanice resuspendirane u 300
pl pufera za lizu. Stanice su lizirane sonikatorom (High Intensity Ultrasonic Processor
(Bioblock Scientific)) 10 puta po 2 sekunde uz pauzu od 4 sekunde izmedu svakog

soniciranja pri +4 °C. Nakon sonikacije, uzorci su centrifugirani (20 800 rcf, 10 minuta,
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+4 9C), te odvojen supernatant u kojem se nalaze topivi proteini i protein Cas3 s

histidinskim privjeskom ((His)s-Cas3).

Koncentracija proteina u supernatantu izmjerena je pomodéu spektrofotometra
UV/VIS (Unicam) pri valnoj duljini 595 nm, koriste¢i metodu prema Bradfordu

(Bradford 1976).

Izolirani proteini su se pomije8ali sa puferom za denaturaciju, te denaturirali u

termobloku Thermomixer comfort (Eppendorf) 5 minuta pri 95 °C.

2.2.3. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog

dodecilsulfata (SDS-PAGE)

Elektroforeza je provedena u uredaju Mini-PROTEAN Cell 3 (Bio-Rad). Prvo je
pripremljen 10 %-tni gel za razdvajanje (Tablica 2) koiji je izliven izmedu dviju staklenih
plo¢a. Gelovi su nadsvodnjeni otopinom 20 %-tnog etanola obojenom bromfenol
plavim, te ostavljeni da se polimeriziraju 45 minuta. Nakon polimerizacije, odstranjen
je etanol, pripremljena otopina 4 %-tnog gela za koncentriranje koiji je izliven na gel za
razdvajanje (Tablica 2). U tek izliveni gel za koncentriranje umetnut je ,Cesljic" koji
stvara jazice. Gel za koncentriranje se polimerizira oko 15 minuta. Nakon
polimerizacije ,Ceslji¢“ je odstranjen i u svaku jazicu nanesena je jednaka koli¢ina (9
Hg) denaturiranih proteina. Gelovi s uzorcima su stavljeni u kadicu sa elektrodnim
puferom, te su proteini razdvojeni elektroforezom. Elektroforeza je tekla 15 minuta na
100 V kako bi proteini usli u gel za koncentriranje i sabrali se na granici dvaju gelova.
Time su proteini dovedeni u gotovo istu pocCetnu poziciju, $to omogucuje ravhomjerno
razdvajanje proteina u zasebne vrpce. Razdvajanje je teklo na 200 V oko 45 minuta.

Gelovi su obojani bojom Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1 % (w/v) CBB R-250, 45
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% (v/v) metanol, 10 % (v/v) ledena octena kiselina) u trajanju od 60 minuta, zatim
odbojeni u otopini za odbojavanje (10 % octena kiselina, 10 % etanol). Gelovi s

obojenim vrpcama su skenirani i slike pohranjene na racunalu.

2.2.4. Prijenos proteina na membranu (Western blot)

Denaturirani proteini razdvojeni su elektroforezom po postupku opisanog u proslom
poglavlju, a zatim preneseni na nitrocelulozne membrane (Whatman Protan BA 83
(GE Healthcare)) u puferu za prijenos mokrim prijenosom (Western blot). Prijenos je
trajao 60 minuta pri 60 V. Nakon prijenosa, membrane su kratko obojane crvenom
bojom Rouge Ponceau S (0,2 % Ponceau, 3 % octena kiselina) kako bi provjerili
uspjeSnost prijenosa, isprane destiliranom vodom, te su obojane vrpce markera
oznaCene grafitnom olovkom. Crvena boja s membrana uklonjena je kratkim
ispiranjem 1 x TBS puferom, zatim se membrane inkubiraju 60 minuta u puferu za
blokiranje kako bi se sva ostala slobodna vezna mjesta na membrani zasitila
proteinima iz mlijeka. Time se sprjeCava nespecificno vezanje antitijela, a time i

stvaranje laznog signala prilikom detekcije.

Nakon blokiranja, membrane se ispiru tri puta po 5 minuta s po 25 ml pufera za
ispiranje, te se inkubiraju dva sata u 20 ml otopine protutijela anti-His (10 ul “stock”
otopine protutijela (1 mg/ml) razrijedeno u 20 ml pufera za ispiranje). Nakon
inkubiranja, membrane su isprane tri puta po 5 minuta s po 25 ml pufera za ispiranje.
Proteini na membrani su detektirani kemiluminiscentno pomocu reagensa za detekciju
ECL Western Blotting Substrate (Promega). Kemiluminiscentnu detekciju
omogucavaju protutijela anti-His, vezana =za proteine, koja su obiljezena

peroksidazom iz hrena (horseradish peroxidase). 1 ml otopine luminol pojaCivaca
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pomijeSano je s 1 ml otopine peroksida, preliveno preko membrane i inkubirano u
mraku na 5 minuta. Signal je detektiran pomoc¢u uredaja C-DiGit Blot Scanner (Li-
COR, Biosciences), te intenziteti istih odredeni pomocu softverskog paketa Image

Studio v.4.0 (Li-COR).

StatistiCka analiza dobivenih podataka provedena je u programu Microsoft Excel,
odredene su srednje vrijednosti i standardne devijacije. Srednje vrijednosti dvaju
uzoraka usporedene su pomoc¢u studentovog t-test koristeéi alat ,data analysis®
programa Microsoft Excel koristeci opciju ,t-Test: Paired Two Sample for Means®. T-
testom odredujemo postoji li znacajna razlika izmedu srednijih vrijednosti dviju grupa
podataka, odnosno koja je vjerojatnost da je razlika proizvod slu¢ajnosti. U ovom radu
to su dvije srednje vrijednosti koli¢ina proteina Cas3 jednog soja uzgojenog na dvije
razliCite temperature. Razina znac€ajnosti postavljena je na 0.95, te su razlike srednjih

vrijednosti dvaju uzoraka smatrane znacajnima ako je p-vrijednost bila manja od 0.05.

2.2.5. Izolacija ukupne RNA

Izolacija ukupne RNA iz sojeva bakterije E. coli izvedena je prema uputama
proizvodaca kita RNeasy Mini Kit (QIAGEN). Koncentracija i Cistoc¢a izolata izmjerena
je pomocu spektrofotometra NanoVue. Potencijalni raspad izolirane RNA provjeren je
gel elektroforezom na 1 % agaroznom gelu (30 ml 1 x pufer TAE (40 mM Tris, 20 mM
CH3COOH, 1 mM EDTA), 0.3 g agaroza, 2 pl boje SyberGreen dye) i vizualizaciji
razdvojenih vrpci pomo¢u Kodak kamere. Elektroforeza se odvijala u 1 x puferu TAE
oko 15 minuta na 100 V. Izolirani uzorci RNA tretirani su DNazom, za Ciju reakciju se

koristio DNazni pufer (40 mM Tris-HCI pH 7.5, 6 mM MgCl,). Reakcija DNazom trajala
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je 10 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su se uzorci inkubirali 10 minuta u

termobloku pri 70 °C kako bi se DNaza inaktivirala.

2.2.6. Lan€ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR)

Izolirani uzorci ukupne RNA iz sojeva bakterije E. coli koriSteni su za lan€anu
reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR) kako bi se provjerila ispravnost
inducibilnog konstrukta gena cas3. Uzorci ukupne RNA (kalup) dodani su na PCR
»ploCicu” zajedno sa reakcijskom otopinom (engl. master mix) sa zavrSnim volumenom
od 20 pl. U zasebne jaZice su naneseni pocetnice za tzv. house-keeping gene - geni
sa konstitutivnom i stalnom stopom ekspresije. Jedan od tih gena je i gen groES koji
zajedno s genom GroEL kodira za $aperon uklju€en u procese pravilnog smatanja
mnogih proteina, te je koriSten za usporedbu relativnih koliina transkripata. Na
»ploCici“ su dodane jazice bez kalupa kao kontrola kontaminacije jaZica ili reagenata
stranom DNA ili stvaranja primer dimera (NTC, engl. no template control). Na istoj

»ploCici“ za svaku reakciju napravljene su dvije tehnicke replike (Slika 6).

LanCana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu izvedena je prema uputama
proizvodaca One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit Il (TaKaRa), uz napomenu
da su se u reakciji koristili uzorci RNA krajnje koncentracije 0.1 ng/ul, Koristeci

instrument Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR System.
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1. replika

2. replika

Slika 6. Priprema ,ploCice” za lan€anu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR). Na
»plo€ici“ su naneseni uzorci iz dvije bioloSke replike. Sojevi: 1 - 11B1088 (wt), 2 - [IB1103 (Ahns), 3 -
[1B1104 (AhtpG) i 4 - 11B1105 (Ahns AhtpG) uzgojeni do stacionarne faze rasta; NTC — no template

control.
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3. REZULTATI

3.1. Provjeraispravnosti konstruiranih sojeva bakterije E. coli

Za potrebe ovog istrazivanja konstruirani su razli€iti sojevi (Tablica 1) bakterije E.
coli. Svi konstruirani sojevi imaju gen cas3 obiljezen s histidinskim privjeskom His6 na
5' kraju i gen cas3 je stavljen pod inducibilni promotor psap kako bi se inducirala
ekspresija dodatkom 0,2 % L-arabinoze. U ovaj poc€etni bakterijski soj (,divlji tip, wt®)
zatim su uvedene mutacije u gene hns i/ili htpG kako bi se istrazio moguci utjecaj ovih
gena na stabilnost, odnosno koli€ine proteina Cas3.

Sojevi su uzgojeni do stacionarne faze rasta na dvije razli¢ite temperature (30 °C i
37 °C) i izolirana je ukupna RNA iz uzorkovanih stanica (Slika 7). Metodom qRT-PCR,
u kojoj je koristena izolirana ukupna RNA iste koliine (s uklonjenom DNA, rezultati
nisu prikazani), kvantificirana je koli¢ina transkripata gena cas3 u konstruiranim

sojevima i prikazana graficki na Slici 8.

37°C 30°C

1181088 1181103 1181104 11B1105 1181088 1181103 1181104 11B1105

Slika 7. 1zolacija ukupne RNA iz sojeva uzgojenih do stacionarne faze uz induktor L-arabinozu na

30°Ci37°C.
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m30°C
m37°C

[IB1088 (wt) 11B1103 (Ahns) 11B1104 (AhtpG) 11B1105
(Ahns AhtpG)

Slika 8. Kvantifikacija transkripata gena cas3 u konstruiranim sojevima [1B1088 (wt), [IB1103 (Ahns),
[1IB1104 (AhtpG) i 1IB1105 (Ahns AhtpG), uzgojenih do stacionarne faze uz induktor L-arabinozu na
30 °C i 37 °C. Omedenim crnim linijama su oznac¢ene standardne devijacije. Prikazane su srednje

vrijednosti iz dvije bioloske replike.

Analizom je utvrdeno da do transkripcije gena cas3 dolazi u svim konstruiranim
sojevima u sliénim koli¢inama, oko 6 - 8 puta, Sto potvrduje aktivnost arabinoznog
promotora. Kako su koliCine transkripata gena cas3 slicne neovisno o temperaturi ili

genotipu to ukazuje da transkripcija ovisi samo o jacini promotora.

3.2. Optimizacija uvjeta detekcije proteina Cas3 metodom SDS-

PAGE i Western Blot

Sva Cetiri soja su uzgojena do stacionarne i logaritamske faze rasta na dvije razliCite
temperature $to je detaljnije opisano u materijalima i metodama (Tablica 1). Stanicama

uzgojenim do log faze uzorci su uzimani nakon 60, 120 i 180 minuta nakon dodavanja
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induktora L-arabinoze, dok su stanice uzgojene do stacionarne faze raste rasle cijelu
no¢ uz induktor. Frakcije izoliranih ukupnih proteina analizirane su elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata (SDS-PAGE), te su gelovi
obojani bojom Coomassie brilliant blue (Slika 9 i 10). Vizualizacijom vrpci ukupnih
proteina na Slici 9 ne uoCavaju se razlike u koli¢inama ukupnih proteina izmedu
razli¢itih sojeva uzgojenih u istim uvjetima do logaritmaske faze rasta. U stacionarnim
stanicama se uoCava jaca proteinska vrpca od oko 100 kDa u talogu Sto odgovara

molekularnoj masi proteina Cas3 (Slika 10b).
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Slika 9. Analiza ukupnih stani¢nih proteina izoliranih iz sojeva 11B1088 (wt), 11B1103 (Ahns), 11B1104
(AhtpG) i 11B1105 (Ahns AhtpG) uzgojenih do logaritamske faze rasta na poliakrilamidnim gelovima
(SDS-PAGE) obojani bojom Coomassie brilliant blue: a) supernatant 30 °C; b) talog 30 °C; c)

supernatant 37 °C; d) talog 37 °C.

30



e ——— - i ———
116.0 — "

662 —

450 — |~ 3 g = —

350 — A o . -
- — 350 — |A T s e w— w— —
250 — A -— S = 250 — |n - e
184 —
A 184 — |a
144 — |y |
N 194 — a
————— B

Slika 10. Analiza ukupnih stani¢nih proteina iz sojeva 1 - 1IB1088 (wt), 2 - IB1103 (Ahns), 3 - 1IB1104
(AhtpG) i 4 - 11B1105 (Ahns AhtpG) uzgojenih do stacionarne faze rasta na poliakrilamidnim gelovima

(SDS-PAGE) obojani bojom Coomassie brilliant blue: a) supernatant; b) talog.

Detekcija proteina Cas3 napravljena je metodom Western blot pomocu anti-His
antitijela koji specificno veze bilieg od Sest aminokiselina histidina (His6).
Vizualizacijom proteina Cas3 metodom Western blot vidljivo je da se koli€ina proteina
Cas3 ne mijenja kroz 3 sata nakon indukcije niti u supernatantu, niti talogu u sva 4 tipa
logaritamskih stanica (sojeva) na obje temperature (Slika 1la-d). U stanicama
uzgojenim na 37 °C, i narodito u talogu, vide se razne necistoce ili razgradeni protein
Cas3. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je protein Cas3 prisutan u sli¢nim

koli¢inama u sva 4 tipa logaritamskih stanica na obje temperature.
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Slika 11. Detekcija proteina Cas3 iz sojeva 11B1088 (wt), 1IB1103 (Ahns), 11B1104 (AhtpG) i [IB1105

(Ahns AhtpG) uzgojenih do logaritamske faze metodom Western blot: a) Supernatant 30 °C; b) Talog

30 °C; c) Supernatant 37 °C; d) Talog 37 °C.
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Sli¢no kao u frakciji taloga stanica uzgojenih do logaritamske faze, koli€ina proteina
Cas3 ne razlikuje se ovisno o temperaturi rasta u frakciji taloga razli€itin stacionarnih
stanica (Slika 12b). Medutim, uoCava se veca koliCina necisto¢a u talogu svih
stacionarnih stanica uzgojenih na 37 °C. Nasuprot tome, koli¢ine proteina Cas3 u
frakciji supernatanta (Slika 12a) ukazuju na moguce razlike koje ovise o temperaturi
rasta, gdje sojevi uzgojeni na nizoj temperaturi (30 °C) pokazuju jaéi intenzitet vrpca
proteina Cas3 u odnosu na iste sojeve uzgojene na viSoj temperaturi (37 °C).

Na temelju dobivenih preliminarnih rezultata (Slika 11 i 12) za daljnje istrazivanje
odabrani su uvjeti uzgoja stanica do stacionarne faze rasta uz dodani induktor, te

analiza koli¢ine proteina Cas3 u frakciji supernatanta u ovisnosti o temperaturi rasta.

a) b) . .
37 oc 30 Oc MW 37 C 30 c
kDa 1 2 3 4 1 2 3 a4 kDa 1 2 3 a 1 2 3 a
1160 s.
1160 __ - - — = =EE§
=g =g
wE =

Slika 12. Detekcija proteina Cas3 iz sojeva 1 - [1B1088 (wt), 2 - 11B1103 (Ahns), 3 - [IB1104 (AhtpG) i 4

- 1IB1105 (Ahns AhtpG) uzgojenih do stacionarne faze metodom Western blot: a) supernatant; b) talog.

3.3. Utjecaj temperature rasta na koli€inu proteina Cas3

Nakon Sto smo odredili najbolje uvjete za uzgoj stanica za analizu koli€ina proteina
Cas3, sojevi su uzgojeni na dvije razlicite temperature (30 °C i 37 °C) do stacionarne

faze rasta (Tablica 1), izolirani su ukupni proteini te je detektirana prisutnost proteina
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Cas3 u frakciji supernatanta metodom Western blot. Proteini Cas3 su detektirani
kemiluminiscentno, a intenziteti luminiscencije (signali) na nitroceluloznoj membrani
odredeni su pomocu softverskog paketa Image Studio v.4.0 (Li-COR). Signali su
analizirani pomoc¢u programa Microsoft Excel te prikazani graficki.

Na slici 13 moZe se uociti da temperatura inkubiranja ne utje€e znac¢ajno na koli€ine
proteina Cas3, ve¢ da je veéi utjecaj genotipa istrazivanog bakterijskog soja. U
sojevima uzgojenima na 30 °C najveca koli¢ina proteina Cas3 (oko 11 puta veéa u
odnosu na divlji tip) izmjerena je kod soja 11B1103 (Ahns), oko 6 puta veca u soju
[IB1105 (Ahns AhtpG), dok je koli¢ina proteina Cas3 u soju [IB1104 (AhtpG) najmanja

(oko 3 puta manja u odnosu na divlji tip).

30000

25000
= 1181088 (wi)

20000 B [IB1103 (Ahns)
15000 11B1104 (AhtpG)
10000 ® [1B1105 (4hns AhtpG)
5000 i

, mll-0 mild

30°C 37°C

Signal

Slika 13. Intenziteti signala kemiluminescencije za protein Cas3 u sojevima [1B1088 (wt), [1B1103
(Ahns), 11B1104 (AhtpG) i 1IB1105 (Ahns AhtpG) uzgojenih do stacionarne faze rasta na 30 °C i 37
9C. Omedenim crnim linijama su oznacene standardne devijacije. Prikazane su srednje vrijednosti

iz Cetiri bioloSke replike.

34



Kod sojeva uzgojenih na 37 °C nesto vece koli¢ine proteina Cas3 (oko 3, odnosno
5 puta) izmjerene su u sojevima 11B1103 (Ahns) i 11B1105 (Ahns AhtpG), dok su nize
koliCine proteina Cas3 izmjerene u sojevima 1IB1088 i [IB1104. Sojevi 1IB1088 (wt) i
[IB1104 (AhtpG) medusobno pokazuju slicnu kolicinu proteina Cas3 (Slika 13).

Usporedujudéi isti soj na dvije temperature uoceno je da nema znacajne razlike u
koli€ini proteina Cas3 u sojevima 11B1088, 11B1104 i IB1105 u ovisnosti o temperaturi
rasta, dok jedini soj koji pokazuje razliku u koli¢inama proteina Cas3 je soj 11B1103
(Ahns). Soj 11B1103 uzgojen na 30 °C sadrzi statisticki znacajno (p < 0.05) veéu
koli¢inu proteina Cas3 u odnosu na isti soj uzgojen na 37 °C unato¢ tome $to je
ekspresija gena cas3 inducirana dodatkom induktora i ne ovisi o represoru H-NS.
Vece koli€ine proteina Cas3 u odnosu na divlji tip uo€ene su u sojevima IIB1103 i
[IB1105, opet sojevima s deletiranim genom hns uz deletiran gen htpG, u odnosu na

ostale (Slika 14).

30000
p = 0,0006988
25000
p 0,6490
20000
r_g m30°C
@ 15000
) m37°C
10000
p = 0,8035
5000 — p 0,1991
b £
11B1088 (wt) 11B1103 (Ahns) 11B1104(AhtpG)  11B1105 (Ahns AhtpG)

Slika 14. Usporedba koli¢ine proteina Cas3 u istrazivanim sojevima [1B1088 (wt), 11B1103 (Ahns),
[IB1104 (AhtpG) i 11B1105 (Ahns AhtpG) ovisno o temperaturi rasta. Omedenim crnim linijjama su

oznacene standardne devijacije. Provedena je statisticka analiza sa razinom znacajnosti od 0.05.
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4. RASPRAVA

Majsec i sur. (2016.) pokazali su kako soj Ahns gubi otpornost na infekciju fagom A
ako su stanice nakon infekcije uzgajane na 37 °C, dok je otpornost bila prisutna na
temperaturi rasta od 30 °C. Transkripcija gena cas3 nije ovisila o temperaturi nego o
fazi rasta te je predloZzeno da je osjetljivost soja Ahns na fag A pri 37 °C vjerojatno

posljedica smanjene koliCine proteina Cas3 i/ili njegove narusene stabilnosti.

U ovome radu odlucio sam provjeriti tu hipotezu i odrediti koliine proteina Cas3
metodom Western blot pri uzgoju stanica pri 30 °C i 37 °C, te ulogu mutacija u genima
hns i htpG, kako bi se bolje razumio razlog gubitka otpornosti pri 37 °C. U tu svrhu
koristio sam sojeve bakterije E. coli u kojima transkripcija gena cas3 ne ovisi o
genotipu, ve¢ samo jacini inducibilnog promotora $to je potvrdeno sli€¢nom pove¢anom
koli¢inom transkripata cas3 u svim istrazivanim sojevima metodom gRT-PCR (Slika

8).

Izmjerene koli€ine proteina Cas3 kod svih sojeva koji su uzgojeni do logaritamske
faze rasta bile su podjednake neovisno o temperaturi rasta i analiziranoj frakciji, dok
je kod sojeva uzgojenih do stacionarne faze uo€ena razlika u koli€ini proteina Cas3 u
frakciji supernatanta ovisno o temperaturi rasta. Kako bi se podrobnije istrazila ta
razlika, uCinjene su Cetiri bioloSke replike iz Cijih rezultata se moze vidjeti da zapravo
nema razlike u koli€ini proteina Cas3 ovisno o temperaturi rasta, vec razlike postoje

ovisno o genotipu (Slika 13 i Slika 14).

Sojevi sa deletiranim globalnim represorom H-NS (11B1103 i 11B1105) imali su vece
koli€ine proteina Cas3 u odnosu na ostale hns* sojeve (1IB1088 i 11B1104) neovisno o

temperaturi rasta (Slika 13 i Slika 14). U sojevima Ahns, iako je gen cas3 pod
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inducibilnim promotorom te represor H-NS nema utjecaja na njegovu transkripciju,
nedostatak represora ipak nekako utje€e na koli€inu proteina Cas3. Zanimljivo, samo
se kod soja 11B1103 (Ahns) uoCava statistiCki znaCajna razlika (oko 3 puta; p < 0.05) u
koli€ini proteina Cas3, gdje su vece koli€ine proteina Cas3 uocene pri temperaturi od
30 °C, a manje na 37 °C $to je u skladu s o¢ekivanjima. No da bi rezultati bili pouzdaniji
mogla bi se odrediti koli€ina kontrolnog proteina Cija se koli¢ina ne mijenja (engl.
loading control). Time se sprjeCava utjecaj pogreske koja nastaje ukoliko nije doslo do
jednolikog nanoSenja proteina na gel izmedu jaZica i prijenosa istih sa gela na
nitroceluloznu membranu. 1z rezultata analize ukupnih stani¢nih proteina metodom
SDS-PAGE (Slika 9 i Slika 10) moze se uociti da su koli¢ine nanesenih proteina za
istraZivane sojeve slicne, tako da smatram da su rezultati dobiveni metodom Western

blot pouzdani.

Buduci da je koli¢ina proteina Cas3 u stanicama Ahns 3 puta manja na 37 °C u
odnosu na 30 °C, gubitak otpornosti stanica pri temperaturi od 37 °C mogla bi se
objasniti nedovoljnom koli¢inom proteina Cas3. Ovaj rezultat bi mogao objasniti nalaz
da se povec¢anom ekspresijom proteina Cas3 s plazmida uspostavila otpornost stanica

Ahns na infekciju fagom A (Majsec i sur. 2016).

Medutim, soj 1IB1105 (Ahns AhtpG) ne sadrzi vece koli¢ine proteina Cas3 na 30 °C
u odnosu na 37 °C, ve¢ je koli¢ina proteina Cas3 na obje temperature sli¢na i veca
oko 5 puta u odnosu na stanice divljeg tipa (Slika 13 i Slika 14). U odnosu na soj
[IB1103, u soju 1IB1105 dodatno je deletiran gen htpG. Zanimljivo, koli¢ina proteina
Cas3 veca je u stanicama Ahns AhtpG u odnosu na Ahns stanice na 37 °C, ali je manja
u stanicama AhtpG u odnosu na wt stanice na obje temperature. Za Saperon HtpG je

poznato da povecava koli€ine proteina Cas3 i utjeCe na aktivnost sustava CRISPR-
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Cas (Yosefisur. 2011; Majsec i sur. 2016), pa je smanjena koli¢ina proteina Cas3 u
stanicama AhtpG u skladu s literaturom. Medutim, iako stanice Ahns AhtpG pokazuju
vise proteina Cas3 one nisu otporne na infekciju fagom (Majsec i sur. 2016). Sve
navedeno ukazuje da se iz izmjerene koli€ine proteina Cas3 ne moze pouzdano
zakljugiti o aktivnosti sustava CRISPR-Cas (ne uogava se korelacija). Saperon HtpG
vjerojatno utjeCe na nacin da stabilizira protein Cas3. Neobjavljeni rezultati iz grupe
prof. lvanci¢ Bace pokazuju da protein Cas3 mijenja konformaciju pri temperaturi od
35 °C pa postoji moguénost da protein Cas3 ne moze zauzeti pravilnu konformaciju

bez proteina HtpG i zato gubi aktivnost.

Sumarno, dobiveni rezultati ukazuju da protein H-NS, osim Sto negativno regulira
ekspresiju sustava CRISPR-Cas, moguce negativno regulira sustav CRISPR-Cas i na
post-translacijskoj razini na nacin da utje€e na stabilnost proteina Cas3 na, za sada,
nepoznat nacin. U nedostatku gena hns dolazi do povec¢ane transkripcije svih gena
cas (Pul i sur. 2010; Westra i sur. 2010; Majsec i sur. 2016), a ovi rezultati pokazuju
da dolazi i do promjene u koli€ini proteina Cas3. Koli¢ina proteina Cas3 je oko 11 puta
veca u stanicama Ahns u odnosu na stanice divljeg tipa na 30 °C, a povec¢ana je i u
stanicama Ahns AhtpG iako transkripcija gena cas3 nije ovisila o proteinu H-NS. Kako
je protein H-NS globalni represor i utjeCe na ekspresiju mnogih gena, moguce je da
nedostatak ovog represora aktivira transkripciju nekih drugih faktora koji povecava
koli¢ine proteina Cas3. Moguce je da se primjerice poveca efikasnost translacije ili da
se inhibira proteaza koja je uklju¢ena u degradaciju proteina Cas3 ili da se Saperoni
vezu i Stite protein Cas3 od proteaza. Ipak treba imati na umu da sojevi s kojima je
provedeno istrazivanje imaju inducibilan promotor, a ne nativan, pa postoji moguc¢nost

da zbog sinteze nefizioloskih koli¢ina proteina Cas3 rezultati nisu pouzdani. Kao
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kontrolu mogli bi se konstruirati sojevi s nativnim promotorom i genom cas3
obiliezenim s histidinskim biljegom. Medutim, tu postoji opasnost da su koliCine
proteina Cas3 preniske da bi se mogle detektirati metodom Western blot. Bit ¢e
potrebna daljnja istraZivanja da se potvrdi i razjasni uloga proteina H-NS na post-

translacijskoj razini, te utvrdi koju ulogu u tom procesu ima protein HtpG.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sliedece:

1. Transkripcija gena cas3 podjednaka je u svim istraZivanim sojevima i ovisi 0

inducibilnom promotoru pBad, odnosno dodatku induktora L-arabinoze

2. Koli¢ine proteina Cas3 su podjednake u obje frakcije u svim istrazivanim

sojevima uzgojenim do logaritamske faze rasta

3. Razlike u koli€ini proteina Cas3 uofene su ovisno o genotipu soja, a ne o
temperaturi rasta u frakciji supernatanta kada su sojevi uzgojeni do stacionarne faze

rasta.

4. Sojevi sa deletiranim globalnim represorom transkripcije H-NS (11B1103 i
[IB1105) imaju vece koliine proteina Cas3 u odnosu na druga hns* dva soja (11B1088

i IB1104), neovisno o temperaturi rasta.

5. Utjecaj proteina HtpG na koli€inu proteina Cas3 u konstruiranim sojevima na obje

temperature nije sasvim jasan, no rezultati ukazuju da stabilizira protein Cas3.

6. Dobiveni rezultati ukazuju da protein H-NS negativho utjeCe na stabilnost

proteina Cas3 na 30 °C na post-translacijskoj razini na nepoznat nadin.
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