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SAZETAK

UTJECAJ NARUSAVANJA GENA HBSIL, PELO, NONO 1 SNDI NA mRNA KOJA
KODIRA MUTIRANI PROTEIN S-ADENOZILHOMOCISTEIN-HIDROLAZU

Ena Simunié

S-adenozilhomocistein-hidrolaza (SAHH) je enzim koji katalizira reakciju hidrolize S-
adenozil-L-homocisteina na adenozin i homocistein. SAHH ima klju¢nu ulogu u odrzavanju
metilacijskog potencijala u stanici te njegov nedostatak dovodi do teSkog metaboli¢kog
poremecaja. Preliminarni podaci pokazuju da jedna od dosad opisanih mutacija (c.982 T>QG),
uz smanjenje aktivnosti enzima uzrokuje i smanjenje razine SAHH mRNA uz smanjenu
razinu proteina SAHH u stanicama pacijenta. Pretpostavlja se da je mehanizam razgradnje
uslijed zastajanja ribosoma tijekom translacije vjerojatni mehanizam razgradnje t¢e mRNA. U
svrhu potvrde hipoteze generirane su cCetiri stani¢ne linije u kojima su metodom CRISPR-
Cas9 pojedina¢no naruSeni geni HBS1L, PELO, NONO i SND1, potencijalni klju¢ni ¢imbenici
u razgradnji mRNA koja kodira mutirani protein SAHH, te je analiziran utjecaj njihovog
naruSavanja na razinu ekspresije t¢ mRNA. Rezultati analize razine SAHH mRNA u
stani¢nim linijama s narusenim genima metodom RT-qPCR pokazuju da jedino u stani¢noj
liniji s naruSenim genom NONO dolazi do povrata razine ekspresije mutiranog transkripta.
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ADENOSYLHOMOCYSTEINE HYDROLASE mRNA
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S-adenosylhomocystein hydrolase (AHCY) is an enzyme that catalyses hydrolysis of S-
adenosyl-L-homocysteine to adenosine and homocysteine. AHCY has the key role in
maintaining cells' methylation potential, and its deficiency leads to severe metabolic disorder.
Preliminary data shows that one of the mutations described so far (c.982 T>G) leads to
decrease of the enzyme function and also causes a decrease of AHCY mRNA levels together
with decreased AHCY protein levels in patient cells. It can be assumed that no-go decay is the
probable mechanism of AHCY mRNA decay. To test this hypothesis, four knock-out cell
lines have been generated. Using a CRISPR-Cas9 mediated approach, four genes, e.g.
HBSIL, PELO, NONO and SNDI have been proposed as potential key factors in AHCY
mRNA decay. Subsequently, all aforementioned genes have been individually knocked-out,
and knock-out effects on AHCY mRNA expression levels have been analysed. RT-qPCR
results show an expected rise in AHCY mRNA levels only in NONO knock-out cell line.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

S-adenozilhomocistein-hidrolaza (SAHH) katalizira reakciju hidrolize S-
adenozilhomocisteina (SAH) na adenozil i homocistein'. Budué¢i da je SAH produkt svih
reakcija transmetilacije ovisnih o adenozilmetioninu i njihov kompetitivni inhibitor, njegovo
uklanjanje klju¢no je za odrzavanje normalnog metilacijskog potencijala stanice te za
normalnu funkciju organizma.’

Nedostatna aktivnost SAHH dovodi do inhibicije reakcija transmetilacije ovisnih o
adenozilmetioninu §to uzrokuje teSke metabolicke poremecaje te patoloska stanja kod ljudi,
kao Sto su usporen psihomotorni razvoj, miopatija i poremecaji mijelinizacije. Takoder, teskoj
klini¢koj slici doprinose i biokemijski poremecaji kao $to su povecana koncentracija SAH, S-
adenozilmetionina (SAM) te metionina u krvnoj plazmi. Ova teSka i nasljedna metabolicka
bolest uzrokovana nedostatnom aktivnosti enzima SAHH prvi put je opisana u Hrvatskoj
2004. godine. ?

Do sada je pronadeno nekoliko mutacija koje uzrokuju smanjenje aktivnosti SAHH
(R49C, R49H, G718, D86G, A89V, Y143C, Y328D i WI112Ter). Posebno je zanimljiva
mutacija Y328D (c.982 T > G; p.Tyr328Asp) za koju je pokazano da u fibroblastima
pacijenta uzrokuje smanjenu ekspresiju mutirane molekule mRNA. Budu¢i da ova mutacija
ne uzrokuje preuranjeni STOP kodon, uzrok smanjene razine mutiranog transkripta nije
potpuno jasan, no ovaj fenotip primijecen je 1 u stanicnom modelu HEK293 stanica koji
stabilno eksprimiraju fuzijski protein EGFP_SAHH Y328D.

Molekula mRNA nastaje procesom transkripcije, pomocu RNA-polimeraze, na
temelju kalupa DNA. Kod eukariota se nakon transkripcije doraduje te potom sluzi kao kalup
u translaciji za nastajanje polipeptidnog lanca. Po zavrSetku translacije mRNA se razgraduje
stani¢nim mehanizmima za degradaciju mRNA. U stanici se razgraduju i pogresni transkripti 1
polipeptidi ¢ime se sprjeCava nastajanje pogreSnih proteina. Dosada poznati mehanizmi
degradacije mRNA uklju¢uju mehanizam degradacije mRNA s preuranjenim STOP kodonom
(engl. non-sense mediated decay, NMD) * mehanizam degradacije mRNA bez STOP kodona
(engl. non-STOP decay, NSD) ° i mehanizam degradacije mRNA uslijed zastalih ribosoma
(engl. no-go decay, NGD) °. Buduéi da mutacija Y328D (c.982 T > G; p.Tyr328Asp) ne

dovodi do nestanka ili nastanka preuranjenog STOP kodona, pretpostavlja se da bi
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§ 1. Uvod 2

mehanizam degradacije uslijed zastalih ribosoma mogao biti odgovoran za primije¢enu
smanjenu razinu mRNA mutiranog enzima SAHH.

Kod kvasca Saccharomyces cerevisiae identificirana su dva proteina Hbsl i Dom34
(humani Pelota homolog) koja sudjeluju u mehanizmu degradacije mRNA uslijed zastalih
ribosoma.’” lako njihova uloga u vi$§im organizmima nije potpuno razja$njena, moZe se
pretpostaviti da bi njihovi homolozi mogli imati ulogu u mehanizmu degradacije mRNA
uslijed zastalih ribosoma i1 kod covjeka, budu¢i da se radi se o evolucijski oCuvanim
proteinima.’ Preliminarnim istrazivanjima diferencijalnog vezanja proteina na mRNA enzima
SAHH divljeg tipa i na mRNA mutiranog enzima identificirano je oko 40 proteina koji se
vezu na mRNA. Iz dobivenih podataka izdvojena su dva proteina, odnosno gena, NONO i
SND1, ¢ija funkcija nije u potpunosti razjaSnjena, no trenutno dostupni podaci ukazuju na
moguénost njihovog utjecaja na smanjenu razinu ekspresije mRNA mutiranog enzima. Zbog
toga su oni, zajedno s genima HBSIL i PELO, odabrani za istraZivanje u ovom radu.

Cilj ovog rada je istraziti utjecaj narusavanja gena HBSIL, PELO, NONO i SNDI na
razinu ekspresije mRNA koja kodira mutirani protein SAHH. Za naruSavanje gena koristit ¢e
se metoda modificiranja genoma CRISPR-Cas na stani¢noj liniji HEK293-EGFP-SAHH-YD
koja stabilno eksprimira fuzijski protein EGFP-SAHH-Y328D. UspjeSnost modifikacije
genoma na razini DNA provjerit ¢e se pomocu endonukleaze T7. Ekspresija mutirane
molekule mRNA koja kodira za fuzijski protein EGFP-SAHH-Y328D u stani¢nim linijama s
naruSenim genima analizirat ¢e se metodom reverzne transkripcije spregnute s kvantitativnom
lan¢anom reakcijom polimeraze (RT-qPCR), dok ¢e se protocnom citometrijom analizirati

promjene u proteinskoj ekspresiji fuzijskog proteina SAHH.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. S-adenozilhomocistein-hidrolaza

2.1.1. Struktura i funkcija

Enzim S-adenozilhomocistein-hidrolaza (SAHH) prvi je put opisan 1959. godine. Katalizira
reakciju sinteze S-adenozilhomocisteina (SAH) iz adenozina i L-homocisteina uz pomo¢
kofaktora NAD". Reakcija je reverzibilna te je pri fizioloSkim uvjetima ravnoteza pomaknuta
u smjeru hidrolize SAH zbog brzog uklanjanja adenozina i1 homocisteina odgovaraju¢im
metaboli¢kim putevima. Ukoliko se produkti reakcije hidrolize ne uklanjaju, ravnoteza
reakcije pomaknuta je u smijeru sinteze S-adenozilhomocisteina.! S-adenozilhomocistein-
hidrolaza visoko je specifican enzim 1 jedini koji kod sisavaca hidrolizira S-
adenozinhomocistein, produkt svih reakcija transmetilacije ovisnih o adenozilmetioninu, $to
ga Cini kljuénim faktorom za pravilno odrzavanje cjelokupnog stanicnog metilacijskog
potencijala.’

SAHH je jedan od evolucijski najo¢uvanijih enzima, njegova se evolucija moze pratiti od
bakterija do suvremenih sisavaca i biljaka.® Kod ¢ovjeka, gen za SAHH, priblizne veli¢ine
31,5 kb, nalazi se na 20. kromosomu, na polozaju 20q11.22.° Do danas je identificirano 6
razli¢itih transkripcijskih varijanti gena, a naj¢esS¢a izoforma 1, kodira za polipeptid od 432
aminokiseline. U nastavku je prikazan aminokiselinski slijed humanog proteina SAHH

(izoforme 1), preuzet iz baze podataka NCBI (NP_000678.1)!°

MSDKLPYKVADIGLAAWGRKALDIAENEMPGLMRMRERYSASKPLKGARIAGCLHMTVETAVLIETLVTL
GAEVQWSSCNIFSTQODHAAAATAKAGIPVYAWKGETDEEYLWCIEQTLYFKDGPLNMILDDGGDLTNLIH
TKYPQLLPGIRGISEETTTGVHNLYKMMANGILKVPAINVNDSVTKSKEDNLYGCRESLIDGIKRATDVM
IAGKVAVVAGYGDVGKGCAQALRGFGARVIITEIDPINALQAAMEGYEVTTMDEACQEGNIFVTTTGCID
ITLGRHEFEQMKDDAIVCNIGHFDVEIDVKWLNENAVEKVNIKPQVDRYRLKNGRRIILLAEGRLVNLGCA
MGHPSFVMSNSEFTNQVMAQIELWTHPDKYPVGVHFLPKKLDEAVAEAHLGKLNVKLTKLTEKQAQYLGMS
CDGPFKPDHYRY

Iz kristalne strukture S-adenozilhomocistein-hidrolaze vidljivo je da se radi o
tetrameru. Svaka podjedinica sastoji se od C-terminalne domene, kataliticke domene i
domene za vezanje kofaktora. Struktura enzima vrlo je slicna stukturi NAD/NADH-ovisnih
dehidrogenaza, no za razliku od njih, kod SAHH su za vezanje kofaktora potrebne dvije
podjedinice (dimer). Za rigidnu strukturu srediSnjeg dijela enzima dva dimera se trebaju

povezati u tetramer. Podjedinice su ¢vrsto povezane u sredini tetramera, a rubni dijelovi, na
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§ 2. Literaturni pregled 4

kojima se nalaze kataliticke domene su mobilniji. Kataliticke domene povezane su domenama
za vezanje kofaktora. Kombinacijom rigidne sredine i fleksibilnog vanjskog dijela, SAHH
postize dvije konformacije - otvorenu i zatvorenu. Kada ligand nije vezan, enzim je u
otvorenoj konformaciji, s aktivnim mjestom izloZenom okolini. Vezanjem liganda dolazi do
konformacijske promjene te enzim prelazi u zatvorenu konformaciju. Ligand se veze u

kataliti¢ku domenu koja se zatim priblizava domeni za vezanje kofaktora.!!

Slika 1. Tetramerna struktura proteina SAHH, svaki monomer prikazan je drugaijom

bojom.!?

2.1.2. Reakcija koju katalizira S-adenozilhomocistein-hidrolaza

S-adenozilhomocistin-hidrolaza (SAHH) u in vivo uvjetima katalizira reakciju hidrolize S-
adenozilhomocisteina na homocistein i adenozin (slika 2). S-adenozilhomocistein (SAH) je
produkt mnogobrojnih bioloSkih reakcija transmetilacije. Nastaje prijenosom aktivirane
metilne skupine sa S-adenozilmetionina (SAM) na velik broj razli¢itih supstrata, kao §to su

DNA, RNA, proteini, polisaharidi te fosfolipidi.’
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Pri povisenim koncentracijama, SAH djeluje kao kompetitivni inhibitor metiltransferaza
ovisnih o S-adenozilmetioninu. Budu¢i da je SAHH jedini enzim kod sisavaca koji hidrolizira
S-adenozilhomocistein, njegova je uloga kljuéna u mnogobrojnim stani¢nim putevima.
Osigurava normalno odvijanje cijelog spektra razli¢itih metabolickih reakcija, zbog Cega
nedostatak enzima ili njegova smanjena funkcija imaju ozbiljne posljedice na organizam.

NH,
2 NH,

N AN
g {1
NHz*
O\H)\/\s N N/ - N N) \H)\/\
—_ + °
~— SH

S-adenozilhomocistein (SAH) Adenozin Homocistein

Slika 2. Reakcija koju katalizira S-adenozilhomocistein-hidrolaza. Nacrtano pomocu

programa ChemDraw Professional 15.1.

Reakcija koju katalizira S-adenozilhomocistein-hidrolaza ovisna je o kofaktoru NAD".
Mehanizam reakcije zapocCinje oksidacijom ugljika na polozaju 3' ¢ime nastaje 3'-
ketoadenozinski meduprodukt i NADH. Nastanak oksidiranog intermedijera omogucuje bazi
iz aktivnog mjesta deprotoniranje polozaja 4'. B-eliminacijom homocisteina nastaje 3'-keto-
4',5'-dehidroadenozin, te u posljednjem koraku dolazi do Michaelove adicije vode na
dvostruku vezu i regeneracije NAD". Mehanizam reakcije prikazan je na slici 3. Na temelju
kinetickih mjerenja i kristalne strukture mutiranog enzima i divljeg tipa pokazano je da
klju¢nu ulogu u mehanizmu reakcije imaju aminokiselinski ostaci His54, Asp130, Glul5S5,

Lys185 i Asp189.13
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Slika 3. Shematski prikaz mehanizma reakcije katalizirane S-adenozilhomocistein-

hidrolazom, preuzeto i modificrano iz '3

Produkti reakcije hidrolize, adenozin i homocistein, koriste se kao supstrati u ostalim
metaboliCkim putevima. Adenozin se u metaboliCkom putu razgradnje purinskih baza prevodi
u inozin djelovanjem adenozin-deaminaze ili u adenozin-trifosfat pomocu adenozin-kinaze.
Homocistein sudjeluje u biosintezi metionina i citozina. Metionin nastaje u jetri i bubrezima
remetilacijom homocisteina pomocu betaina ili prijenosom metilne skupine s 5-
metiltetrahidrofolata na homocistein pomoc¢u metionin-sintaze. Reakcijom transulfuracije iz
homocisteina nastaje cistation djelovanjem cistation-p-sintaze, koji potom sudjeluje u

metaboliCkom putu biosinteze citozina (slika 4).
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metiltransferaze remetilacija
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Slika 4. Shematski prikaz metabolickih puteva u koje je ukljucen SAHH. Preuzeto i

adenozin-trifosfat cistation

modificirano iz '# .

2.2. Nedostatna aktivnost S-adenozilhomocistein-hidrolaze
Nedostatna aktivnost S-adenozilhomocistein hidrolaze teSka je i nasljedna metabolicka bolest,
prvi puta opisana u Hrvatskoj 2004. godine.® Zbog iznimno vaZne uloge SAHH u brojnim
metabolickim reakcijama, njena smanjena aktivnost dovodi do teskih metaboli¢kih
poremecaja, najvise zbog inhibicije metiltransferaza ovisnih o S-adenozilmetioninu. Kljucni
simptomi nedostatne aktivnosti enzima SAHH su usporeni psihomotorni razvoj, miopatija
(smanjen tonus misi¢a) te poremecaji mijelinizacije.'” Ovakve klinicke slike popraéene su i
biokemijskim poremecajima povisenih koncentracija S-adenozilhomocisteina (SAH), S-
adenozilmetionina (SAM) i metionina u krvnoj plazmi.'¢

Do sada je identificirano nekoliko mutacija koje uzrokuju smanjenu aktivnost SAHH.
Mutacije R49C, R49H, G71S, D86G, A89V 1 W112Ter nalaze se u domeni za vezanje
supstrata SAH, mutacija Y143C u aktivnom mjestu enzima (katalitickoj domeni), a mutacija
Y328D nalazi se u domeni za vezanje kofaktora NAD". Vecina navedenih mutacija (R49C,
G718, D86G, A89V i1 Y328D) spada u skupinu mutacija u kojima je originalna aminokiselina

zamijenjena drugom aminokiselinom (engl. missense). Takve mutacije Cesto dovode do
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neaktivnosti enzima ili njegove smanjene funkcije. Mutacija W112Ter uzrokuje preuranjeni
STOP kodon, $to dovodi do nepotpune translacije i biosinteze proteina te potpunog gubitka
aktivnosti enzima.’

Prvi pacijent kojem je dijagnosticiran nedostatak funkcije enzima SAHH bio je djecak iz
Hrvatske, ¢iji je psihomotorni razvoj od rodenja bio usporen. Glavni simptomi poremecaja
bili su smanjen tonus misSi¢a, loSa kontrola pokreta glave te nezainteresiranost za podrazaje.
Laboratorijskim dijagnostickim pretragama krvi uofene su poviSene razine alanin-
aminotransferaze, aspartat-aminotransferaze te kreatin-kinaze. Takoder, u krvnoj plazmi
uocCene su znatno povisene razine metionina, S-adenozilhomocisteina i S-adenozilmetionina.
Dijagnostickim pretragama aktivnosti enzima SAHH uocena je njegova smanjena aktivnost,
tocnije samo 3% aktivnosti u ekstraktima jetre 1 5-10% aktivnosti u ekstraktima fibroblasta 1
hemolizatima eritrocita.’

Sekvenciranjem gena koji kodira za S-adenozilhomocistein-hidrolazu kod pacijenta su
otkrivene dvije tockaste mutacije u 4. eksonu, po jedna u svakom alelu. Mutacije se nalaze na
polozajima c.336 G > A; p.WI112Ter i c.428A > G; p.Y143C te je svaka naslijedena od
jednog roditelja. Mutacija naslijedena od majke, na polozaju 112 aminokiselinskog slijeda
proteina, uvodi preuranjeni STOP kodon, dok mutacija naslijedena od oca, na polozaju 143
mijenja tirozin u cistein.’ Daljnja istraZivanja enzima SAHH s mutacijom Y 143C pokazala su
da mutirani enzim ne zadrZava svoju tetramernu strukturu, ve¢ se raspada na monomere, §to
dovodi do potpunog gubitka njegove funkcije.'®

Drugi pacijent bio je mladi brat prvog pacijenta. Od rodenja je pokazivao iste simptome
nedostatne aktivnosti enzma SAHH. Kao terapija, ograni¢ena je koli¢ina metionina u prehrani
oba pacijenta. Oba pacijenta pocela su napredovati u psihomotornom razvoju nakon uvodenja
restriktivne prehrane.!” Treéi pacijent kod kojeg je dijagnosticirana nedostatna aktivnost
enzima SAHH bio je 26-godisnjak koji je, kao i prva dva pacijenta, od rodenja pokazivao
znakove usporenog psihomotornog razvoja. Njegova je dijagnoza postavljena na temelju
povisene koncentracije S-adenozilhomocisteina u krvnoj plazmi i mutacija u genu za SAHH
pronadenih sekvenciranjem. Radi se o dvije toCkaste mutacije, prethodno opisanoj mutaciji
Y143C (c.428A > G; p.Y143C) naslijedenoj od oca i mutaciji A89V (c.266C > T; p.A89V)
koja nije pronadena kod roditelja. Daljnjim istrazivanjima utvrdeno je da mutacija AS9V

takoder uzrokuje znatno smanjenje funkcije enzima.'®
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Godine 2015. opisana je nova mutacija, Y328D (c.982 T > G; p.Tyr328Asp) kod
pacijentice koja je od najranije dobi pokazivala sve veé navedene simptome.'* Za ovu
mutaciju je takoder ustanovljeno da uzrokuje znatno smanjenje aktivnosti enzima SAHH, tako
Sto onemogucuje dimerizaciju podjedinica, zbog ¢ega enzim ne moze zauzeti funkcionalnu
tetramernu strukturu. U daljnjim istrazivanjima pokazana je i smanjena ekspresija molekule
mRNA kao i samog proteina u fibroblastima pacijenta s naslijedenim mutacijama Y143C i
Y328D u genu za SAHH. Budu¢i da obje navedene mutacije ne dovode do nastanka STOP
kodona, smanjena razina mRNA kod pacijenta ostaje nerazjasnjena. Ne moze se objasniti
pomocu stani¢nog mehanizma za uklanjanje transkripata s preuranjenim STOP kodonom
(engl. non-sense mediated decay, NMD), s obzirom da ga ne sadrzi, te se pretpostavlja da do
smanjene razine mRNA dolazi zbog aktivacije nekog drugog stanicnog mehanizma uklanjanja
pogresnih transkripata. U stanicnom modelu koji stabilno eksprimira mutirani SAHH Y328D

(c.982 T > G; p.Tyr328Asp) takoder je zabiljezena smanjena razina mRNA."

2.3. Mehanizmi razgradnje mRNA

Molekula mRNA nastaje procesom transkripcije pomocu RNA-polimeraze koja kao kalup
koristt DNA. Kod eukariota, mRNA se nakon transkripcije doraduje. Na 3' kraj dodaje se
poliadenozinski rep, a na 5' kraj 7-metilgvanozinska kapa. Posttranskripcijski doradena
mRNA spremna je za sljede¢i korak u biosintezi proteina, odnosno translaciju, gdje dolazi do
sinteze polipeptidnih lanaca na ribosomima u citoplazmi.

Proces translacije odvija se u tri faze: inicijacija, elongacija i terminacija. U fazi
inicijacije sastavlja se 80S ribosomski kompleks sa inicijatorskom metionil-tRNAM® u P
mjestu ribosoma na START kodonu mRNA. Proces inicijacije pokrecu inicijatorski faktori u
citoplazmi. U fazi elongacije produzuje se polipeptidni lanac, aminoacilirana tRNA veze se u
A mjesto ribosoma te nastaje peptidna veza izmedu aminokiselina u A i P mjestu. Deacilirana
tRNA se iz P mjesta ribosoma, pomakom ribosoma za jedan kodon prema 3'-kraju mRNA,
pomice u E mjesto, gdje se otpusta u citoplazmu. Elongaciju omogucuju elongacijski faktori.
Posljednja faza sinteze polipeptidnog lanca je faza terminacije. Ulaskom STOP kodona na
mRNA u P mjesto ribosoma terminacijski faktori uzrokuju hidrolizu terminalne peptidil-
tRNA veze, otpusStanje sintetiziranog polipeptidnog lanca i slobodne tRNA u citoplazmu te
rastavljanje 80S ribosomskog kompleksa na 40S i 60S podjedinice.

Nakon zavrsetka translacije, molekula mRNA se daljnjim stani¢nim mehanizmima usmjerava

prema degradaciji. Dva glavna puta degradacije =zapoCinju deadenilacijom 3'-
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poliadenozinskog kraja mRNA te uklanjanjem ,,kape™ s 5'-kraja, $§to dovodi do degradacije
mRNA u 3'25"1 5'23" smjeru. Odrzavanje ravnoteze izmedu translacije i degradacije mRNA

vazno je za regulaciju ekspresije gena.?”

MM&MM% \ 0.

EN \
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posttranskripcijska
dorada mRNA

tratislacij

usmjeravanje
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Slika 5. Zivotni ciklus mRNA. Preuzeto i modificirano iz 2!

Kako bi se osigurala tocnost cjelokupnog procesa biosinteze proteina, stanica provodi razlicite
mehanizme nadzora, popravka te u konacnici uklanjanja transkripata koji sadrze gresku.
Pogreske u biosintezi mRNA mogu se pojaviti u svim koracima: prilikom transkripcije,
dorade 5'- i 3- kraja te poliadenilacije. Takve pogresno sintetizirane mRNA mogu dovesti do
nastanka pogresnog produkta translacije, odnosno do nastajanja pogreSnog polipeptidnog
lanca. Kako bi se to izbjeglo, u stanici su prisutni razli¢iti mehanizmi degradacije odnosno

uklanjanja pogresno sintetiziranih molekula mRNA.

2.3.1. Razgradnja mRNA s preuranjenim STOP kodonom

Najpoznatiji mehanizam razgradnje mRNA je razgradnja mRNA koja sadrzi preuranjeni
STOP kodon (engl. non-sense mediated decay (NMD)) kojim se uklanjaju mRNA koje sadrze
preuranjeni STOP kodon. Preuranjeni STOP kodon u molekuli mRNA moze nastati zbog

tockaste mutacije, pomaka okvira Citanja ili uslijed pogreSaka kod dorade primarnog

Ena Simuni¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 11

transkripta. Ukoliko se takva mRNA ne bi uklonila, translacijom bi doslo do sinteze
nepotpunog polipeptidnog lanca te do nastanka nefunkcionalnog proteina.

Ovaj mehanizam uklanjanja pogresno sintetiziranih mRNA jedan je od najbolje istrazenih
i prisutan je u gotovo svim organizmima.* S medicinske perspektive, ima vaznu ulogu u
fenotipskom izrazavanju genetickih poremecaja koji su posljedica preuranjene terminacije
translacije zbog postojanja preuranjenog STOP kodona. Kljuénu ulogu u ovom mehanizmu
degradacije imaju RNA-helikaze. Koriste ATP kako bi se pomicale duz mRNA i uklanjale
sekundarne strukture te djeluju kao ,,markeri* koji su privremeno vezani na jednom mjestu.
Na taj nacin signaliziraju drugim sudionicima degradacijskog mehanizma koja mRNA se
treba ukloniti. Kod vecine organizama, za ovaj mehanizam degradacije mRNA, najvaznija je
ATP-ovisna RNA-helikaza UPF1/SMG2 iz obitelji helikaza SF1. Fosforilacijom helikaza
prelazi u aktivan oblik, uklanja proteine vezane na mRNA te njene sekundarne strukture, $to

oslobada put nukleazama za degradaciju.*

2.3.2. Razgradnja mRNA bez STOP kodona
Nasuprot mRNA s preuranjenim STOP kodonom, uslijed mutacija i pogreSaka tijekom
biosinteze, mogu nastati molekule mRNA bez STOP kodona, koje se razgraduju procesom
razgradnje mRNA bez STOP kodona (engl. non-stop decay, NSD).

U stanicama sisavaca klju¢nu ulogu u ovom mehanizmu degradacije imaju SKI kompleks
1 adaptorski protein Ski7. Struktura C-kraja proteina Ski7 slicna je strukturi elongacijskog
faktora EF1A 1 faktora otpustanja eRF3, §to omogucéuje vezanje proteina Ski7 u A myjesto
ribosoma zastalog na 3' kraju mRNA. Posljedi¢no, dolazi do otpustanja ribosoma i terminacije
translacije. SKI kompleks povezan s eksosomom potom deadenilira 1 degradira nastali

transkript u 3' = 5' smjeru.’

2.3.3. Razgradnja mRNA uslijed zastajanja ribosoma

Mehanizam razgradnje mRNA uslijed zastajanja ribosoma (engl. no-go decay, NGD) jos je
jedan od mehanizama popravka pogreske koji djeluju tijekom translacije u eukariotskim
stanicama. Mehanizam prepoznaje mRNA na kojima zastaju ribosomi tijekom koraka
elongacije u translaciji i oznac¢ava ih za endonukleazno cijepanje. Nastali fragmenti mRNA

uklanjaju se egzonukleazom Xrnl u 5' = 3' smjeru.
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Dva evolucijski ocuvana proteina Dom34 (humani Pelota homolog) i Hbsl pokrecu
mehanizam degradacije mRNA uslijed zastajanja ribosoma. Ovi proteini su sli¢ni faktorima
otpustanja eRF1 1 eRF3, pa se pretpostavlja da mehanizam ovog procesa nalikuje na proces
terminacije translacije. Prilikom elongacije ribosom moze zastati zbog npr. postojanja
sekundarnih struktura mRNA. Ukoliko zastoj traje duze i pritom je A mjesto ribosoma
prazno, dolazi do interakcije kompleksa Dom34/Hbs1 s A mjestom ribosoma. Ta interakcija
dovodi do hidrolize peptidil-tRNA 1 otpustanja polipeptidnog lanca ili do otpustanja peptidil-
tRNA dok ribosom ostaje vezan na mRNA. U sljede¢em koraku postoje tri moguénosti: moZze
do¢i do nukleaznog cijepanja mRNA u blizini ribosoma, do otpustanja ribosoma i do
degradacije nastalog polipeptidnog lanca ubikvitinacijom. Na kraju se fragmenti mRNA

uklanjaju egzonukleazom Xrn/ ili eksosomom. (slika 6).°
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Slika 6. Razgradnja mRNA uslijed zastajanja ribosoma (engl. no-go decay), pretpostavljeni

mehanizam, preuzeto i modificirano iz ©
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2.4. Modificiranje genoma

Razvoj novih tehnologija i metoda manipulacije genoma pocetkom 21. stolje¢a obiljezio je
prekretnicu za bioloska i medicinska istrazivanja te modernu znanost opcenito. Uvodenje
modifikacija u genome zivih organizama omogucilo je i unaprijedilo istrazivanje nasljednih
genetskih bolesti 1 poremecaja te razvoj boljih modelnih sustava.

Do danas je razvijeno nekoliko metoda modifikacije genoma (ZFN, TALEN, CRISPR-
Cas) koje se temelje na uvodenju ciljanog dvolananog loma molekule DNA. Nastalo
oste¢enje DNA stanica nastoji ukloniti postoje¢im mehanizmima popravka koji ukljucuju
nehomologno spajanje krajeva (engl. nonhomologus end-joining, NHEJ) ili homolognu
rekombinaciju. Nehomologno spajanje krajeva dovodi do uvodenja insercija i delecija na
mjestu dvolancanog loma §to Cesto uzrokuje pomak okvira ¢itanja, odnosno naruSavanje
funkcije modificiranog gena (engl. knock-down). Ovaj pristup inaktivacije odredenog gena
omogucuje proucavanje njegove funkcije te njegovog utjecaja na mnogobrojna patogena
stanja prisutna kod oboljelih pacijenata. S druge strane, homologna rekombinacija omoguéuje
ugradnju Zeljene mutacije ili cijelog inserta na ciljano mjesto u genomu (engl. knock-in) ¢ime

uvelike unaprjeduje razvoj Zivotinjskih i stani¢nih modela u znanosti 1 medicini.

Nukleaze s cinkovim TALEN CRISPR/Cas9
prstima

NNNNNN NNN NNN NNNNNNNNNNN

Dvolanéani lom

/ \ Kalup/insert
HDR

Insercije/delecije Precizna modifikacija DNA

Umetanje inserta

Slika 7. Shematski prikaz metoda modificiranja genoma, preuzeto i modificirano iz 2.
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2.4.1. Prva generacija modificiranja genoma, ZFN i TALEN

Prve metode uvodenja modifikacija u genom temeljene su na nukleazama s cinkovim prstima
(engl. zinc-finger nucleases, ZFNs) te transkripcijskim efektorskim nukleazama (engl.
transcription activator-like effector nucleases, TALENs). Obje metode koriste prethodno
programirane nukleaze sastavljene od DNA-vezuju¢ih domena specificnih za ciljani
nukleotidni slijed, te domene za nespecifi¢no cijepanje DNA endonukleaze Fok I. Cijepanjem
DNA uvode se dvolanc¢ani lomovi te se pokrecu prethodno spomenuti stani¢éni mehanizami za
popravak molekule DNA.

Kod eukariota, proteini koji mogu vezati DNA naj¢esc¢e sadrze domenu cinkovog prsta
s motivom Cys2-His2. Sam cinkov prst najcesce se sastoji od tridesetak aminokiselina te ima
oc¢uvanu BPo konfiguraciju. Aminokiseline na povrSini a-zavojnice, s razli¢itim stupnjem
selektivnosti, vezu tri para baza u velikom utoru DNA. Modularna struktura cinkovog prsta i
endonukleaze Fok I omogucuje stvaranje sintetskih varijanti proteina za vezanje odredenih
nukleotidnih slijedova u DNA, §to omoguc¢uje uvodenje modifikacija na Zeljeno mjesto u
genom.?

Kao i cinkovi prsti, TALE nukleaze prepoznaju specificne nukleotidne sljedove.
PotjeCu iz patogenih bakterija Xanthomonas, koje uzrokuju bolesti kod biljaka, te sadrze
DNA-vezuju¢e domene sastavljene od 33-35 ponavljaju¢ih aminokiselina koje prepoznaju
odredeni par nukleotidnih baza. Specificnost TALE nukleaza odredena je s dvije
hipervarijabilne aminokiseline (engl. repeat-variable disresidues, RVDs). Fuzioniranjem
efektorskih domena na ponavljaju¢e aminokiselinske slijedove TALE nukleaza mogu se

dobiti sintetski proteini za uvodenje ciljanih modifikacija u genom.*

2.4.2. CRISPR-Cas sustav

CRISPR (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) - Cas (engl.
CRISPR-associated) sustav jedna je od najnovijih metoda modificiranja genoma razli¢itih
organizama. Razvijena je na temelju kratkih ponavljajuéih nukleotidnih sljedova pronadenih u
genomima prokariota koji potjecu od DNA virusa koji su prethodno inficirali bakteriju.
Takoder je ustanovljeno da ti ponavljajuéi sljedovi imaju vrlo vaznu ulogu u imunoloSskom
sustavu bakterija te zapravo omogucuju vrlo specificno prepoznavanje i obranu od virusnih

DNA ukoliko dode do ponovne infekcije.?’
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CRISPR-Cas sustav kod bakterija djeluje u tri faze (adaptacija, ekspresija i
intereferencija) te osigurava specificno ciljanje egzogenih nukleinskih kiselina pomocu
informacija zapisanih u genomu bakterija te posredovanjem molekula RNA. Kratki sljedovi
DNA preuzeti od virusa, prilikom transkripcije prepisuju se u male interferirajuée CRISPR
RNA (crRNA) koje tvore ribonukleoproteinski kompleks s endonukleazom Cas te je
usmjeravaju prema komplementarnim sljedovima koji se trebaju cijepati.’® CRISPR-Cas
sustav moze se koristiti 1 u eukariotskim stanicama za ciljanu modifikaciju genoma, pomocu
dizajniranog oligonukleotidnog slijeda veli¢ine oko 20 nukleotida sadrzanog unutar
usmjeravaju¢e RNA. Do sada su opisana tri tipa i deset podtipova CRISPR-Cas sustava, no
zbog iznimne kompleksnosti i raznovrsnosti sustava, pretpostavlja se da ih ima jo§ mnogo

neopisanih.?’

2.4.3. Tipovi CRISPR-Cas sustava

Svi tipovi CRISPR-Cas sustava imaju zajedniCke molekularne mehanizme djelovanja, a
najviSe se razlikuju po tipu ribonukleoproteinskog kompleksa crRNA:Cas.?® U koraku
adaptacije kod tipa I, izbor protorazmaknice (nukleotidnog slijeda preuzetog od virusa, engl.
proto-spacer) temelji se na vrsti PAM motiva (engl. proto-spacer adjacent motif). Odabrana
protorazmaknica se zatim ugraduje u CRISPR lokus kako bi se mogla eksprimirati u
sljede¢em koraku. Ekspresijom ugradene razmaknice nastaje CRISPR transkript (pre-crRNA)
koji zatim kompleks pod nazivom Kaskada cijepa te nastaje crRNA, s ponavljaju¢im
fragmentom od 8 nukleotida na 5'-kraju i strukturom ukosnice na 3'-kraju. U koraku
interferencije, crRNA usmjerava kompleks Kaskadu do ciljnog, komplementarnog
nukleotidnog slijeda, $to dovodi do cijepanja strane molekule DNA nukleazom Cas3.%

Tip III CRISPR-Cas sustava djeluje na slican nacin kao tip I, no u koraku adaptacije nisu
vazni PAM slijedovi. U koraku ekspresije nastaje pre-crRNA, koja se zatim doraduje pomocu
nukleaze Cas6. Nastala crRNA kraca je od crRNA kod tipa I. Vazna razlika tipa III CRISPR-
Cas sustava u odnosu na tip I je moguénost ciljanja i cijepanja i DNA (podtip III-A) i RNA
(podtip I1I-B).?8
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Slika 8. CRISPR podsustavi. Preuzeto i modificirano iz 2.

2.4.4. Tip Il CRISPR-Cas sustava
U tipu II CRISPR-Cas sustava sudjeluje endonukleaza Cas9, koja pomocu crRNA uvodi
dvolanc¢ane lomove na to¢no odredenim mjestima u genomu. Kod prokariota, crRNA se
sastoji od dijela komplementarnog mjestu cijepanja (razmaknice, engl. spacer) i dijela
komplementarnog tracrRNA (trans-activating ctRNA). U sustavu CRISPR-Cas tip II, crRNA
1 tractrRNA tvore RNA dupleks koji s endonukleazom Cas9 tvori aktivan ribonukleoproteinski
kompleks.

Kako bi cijepanje endonukleazom Cas9 bilo moguce, ciljni gen mora sadrzavati PAM
sljedove nizvodno od zeljenog mjesta cijepanja. Razliciti tipovi endonukleaze Cas prepoznaju

razli¢ite PAM sljedove, SpCas9 (S. pyogenes Cas9) prepoznaje slijed NGG.? Kod sustava
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CRISPR-Cas tip I PAM sljedovi vazni su i u koraku adaptacije, gdje sudjeluju u izboru
protorazmaknice.

Nastale dvolancane lomove stanica popravlja nehomolognim spajanjem krajeva ili
homolognom rekombinacijom. Nehomolognim spajanjem krajeva, uz mogucénost pomaka
okvira ¢itanja, moze doc¢i 1 do uvodenja STOP kodona. Transkripcijom preuranjenog STOP
kodona u mRNA nastaje pogreSan transkript, Sto moze dovesti do pokretanja mehanizma
degradacije mRNA s preuranjenim STOP kodonom (Non-sense mediated decay, NMD), ili do
nastanka nefunkcionalnog proteina koji se potom degradira. Na temelju prirodnih crRNA 1
tractrRNA, za potrebe modificiranja genoma umjetno su stvorene sgRNA (single guide RNA,
usmjeravajuéi nukleotidni sljedovi za narusavanje gena). Dugacki su 20 nukleotida i sastoje se
od nukleotidnih sljedova koji odgovaraju crRNA 1 tracrRNA medusobno povezanih petljom.
sgRNA tvore funkcionalni kompleks s endonukleazom Cas9 te usmjeravaju enzim na
komplementarne sljedove u genomu.?’

Metoda CRISPR-Cas uz brojne prednosti i mogucnosti primjene ima i svoje nedostatke.
Trenutno, najveci nedostatak ukljucuje uvodenje nezeljenih modifikacija u genom na drugim,
neplaniranim mjestima (engl. off-target efekti) koje mogu dovesti do nezeljenih posljedica.
Kako bi se takvi nezeljeni efekti smanjili, prilikom dizajna sgRNA potrebno je obratiti paznju
na vjerojatnost modifikacija na neplaniranim mjestima. Takoder, na dizajn sgRNA utjece i
polozaj PAM slijeda, iako on sam nije dio sgRNA. Ciljni slijed koji usmjerava endonukleazu
Cas9 cini dvadesetak nukleotida uzvodno od PAM slijeda, a do samog cijepanja i nastanka
dvolan¢anog loma dolazi otprilike tri nukleotida uzvodno od PAM slijeda. Za dizajn sgRNA
dostupni su razliciti online alati koji izabiru i boduju nukleotidne sljedove prema vjerojatnosti
modifikacije genoma na ciljnom mjestu i1 vjerojatnosti modifikacija koje nisu na ciljnom

mjestu (off-target efekata).
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Slika 9. Djelovanje CRISPR-Cas9 sustava, preuzeto i modificirano iz *
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§ 3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Standardne kemikalije i reagensi

Agar (Fluka), agaroza (Roth), etanol, 96 % p.a. (Gram-Mol), dimetil sulfoksid, DMSO,
(Sigma), etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma), glicerol (Kemika), etidij bromid
(Sigma), propan-2-ol (Gram-Mol), glicerol (Thermo Scientific), reagens za transfekciju
Lipofectamine 3000 (Thermo Fischer Scientific), reagens za poboljSanje transfekcije p3000™
(Thermo Fisher Scientific), medij za transfekciju bez seruma Opti-MEM (Thermo Fisher

Scientific, Gibco).

3.1.2. Puferirane otopine

NEBuffer 3.1 (100 mmol dm™ NaCl, 50 mmol dm™ Tris — HCI, 10 mmol dm™ MgCla, 100 pg
mL"! BSA, pH 7,9), pufer za T4-DNA ligazu (NEB, 50 mmol dm™ Tris — HCI, 10 mmol dm™
MgClz, 1 mmol dm™ ATP, 10 mmol dm> DTT, pH 7,5), TAE pufer (40 mmol dm™ Tris-
acetat, | mmol dm> EDTA, pH 8,2), PBS pufer za stani¢ne kulture (140 mmol dm™ NaCl, 2,7
mmol dm™ KCI, 10 mmol dm™ NaHPOs, 1,8 mmol dm™ KH2POs, pH 7,4), pufer P1 (50
mmol dm™ Tris-HCI, 10 mmol dm™ EDTA, 100 ug mL! RNaza A, pH 8,0), pufer P2 (200
mmol dmNaOH, 1% SDS), pufer P3 (3 mmol dm CH3COOK, pH 5,5).

3.1.3. Enzimi
Restrikcijska endonukleaza- BsmB1 (NEB), T4-DNA-ligaza (NEB), otopina tripsina i EDTA
(Sigma), DNA polimeraza- Q5 Hot Start High-Fidelity (NEB), T7-endonukleaza 1 (NEB).

3.1.4. Hranjivi medij

LB (Luria-Bertani) medij je hranjivi medij koji se koristi za uzgoj bakterijskih kultura E.coli.
Medij sadrzi 5 g dm™ kvaS€evog ekstrakta, 10 g dm™ triptona i 10 g dm™ NaCl. Nakon
pripreme, medij se sterelizira autoklaviranjem 45 min na 120°C. Za pripremu krutih hranjivih
podloga u medij se dodaje agar kona¢ne koncentracije 12,5 g dm. Ohladenom mediju dodaju
se antibiotici ampicilin do kona¢ne koncentracije 100 ug mL"! i tetraciklin do konacne

koncentracije 10 ug mL™.
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DMEM medij, Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma), s dodanim L-glutaminom i

fetalnim govedim serumom (FBS) do konac¢ne koncentracije 10%.

3.1.5. Antibiotici

Antibiotici ampicilin (Thermo Scientific) 1 tetraciklin (Sigma) koriSteni su kod uzgoja
bakterijskog soja E.coli XL1. Sam baktrijski soj ima otpornost na tetraciklin, a koriSteni
transfecirani plazmid lentiCRISPRv2 sadrzi kodiraju¢i slijed za otpornost na ampicilin.

Puromicin (Thermo Fisher Scientific, Gibco) je koristen za selekciju stani¢nih linija u kulturi.

3.1.6. Plazmidi
Plazmid lentiCRISPRv23! (slika 10.) koristen je kao okosnica kod kloniranja usmjeravajué¢ih

nukleotidnih sljedova za naruSavanje gena. SadrZi kodirajuc¢i slijed za endonukleazu Cas9 iz
organizma S. pyogenes 1 mjesta prepoznavanja za restrikcijsku endonukleazu BsmBI koja
omogucuju ispravno kloniranje usmjeravajucih nukleotidnih sljedova za narusavanje gena. Uz
navedene sljedove, plazmid sadrzi i promotorski slijed U6, kodirajuce sljedove za otpornost
na ampicilin i puromicin te duge ponavljajuce nukleotidne sljedove na 5'- 1 3'-kraju (LTR)

koji omogucuju virusnu ugradnju plazmidnog fragmenta u genom stanica.

o |

A " [
5 MV promotor |
5'LTR
2
\J
e

BSmBI (2234)

lac operator S

12.005

lentiCRISPR v2
14.873 bp

o 1 Sv40 promomr
SV40 ori

—>t>

" BsmBI (4119)

o

.

Slika 10. Mapa plazmida lentiCRISPRv2. Konstruirano koristenjem SnapGene Viewer 4.3.7.

programskog alata.
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Za dobivanje lentivirusnih cestica, uz plazmid lentiCRISPRv2 koristeni su plazmidi
pMD2.G*?i psPAX2%. Ti plazmidi sadrze kodirajuée sljedove za proteine koji su potrebni za
nastajanje funkcionalnih lentivirusnih cestica (VSV-G, HIV-1 gag, HIV-1 pol). Mape

plazmida prikazane su na slikama 111 12.

pMD2.G

5822 bp

Slika 11. Mapa plazmida pMD2.G. Konstruirano koriStenjem SnapGene Viewer 4.3.7.

programskog alata.

psPAX2

10.668 bp

Slika 12. Mapa plazmida psPAX2. Konstruirano koriStenjem SnapGene Viewer 4.3.7.

programskog alata.
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3.1.7. Bakterijski sojevi

Za umnazanje plazmida s kloniranim usmjeravaju¢im nukleotidnim sljedovima za
naruSavanje gena koriSten je bakterijski soj E. coli XL1-Blue. Za transformaciju bakterija
plazmidnom DNA koristene su kemokompetentne i elektrokompetentne bakterije. Soj XL1 je
recA” soj, odnosno deficijentan je za rekombinazu A, §to omogucéuje umnazanje plazmida u

bakterijama bez mogucnosti njegove rekombinacije.

3.1.8. Stanicne linije

HEK 293 (human embryonic kidney) stani¢na linija dobivena je iz stanica bubrega embrija
1973. godine u Nizozemskoj i od tada se Cesto koristi u istrazivanjima zbog predvidljivog i
brzog rasta.* Postoji nekoliko varijanti stani¢nih linija izvedenih iz HEK 293, od kojih je
posebno vazna HEK 293T stani¢na linija koja je iznimno pogodna za transfekciju jer sadrzi
virusni (SV40) T-antigen koji omogucuje episomalnu replikaciju transfeciranih plazmida koji
sadrze SV40 ishodiste replikacije.

HEK 293 EGFP SAHH YD stani¢na linija stabilno eksprimira fuzijski protein mutirane
verzije proteina SAHH (Y328D) i1 zelenog fluorescentnog proteina (EGFP).

3.1.9. Komercijalni kompleti

Komercijalni kompleti za odredivanje koncentracije DNA 1 RNA u uzorku- Qubit® dsDNA
BR Assay Kit (Thermo Scientific), Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific) i Qubit®
RNA BR Assay Kit (Thermo Scientific), komplet za izolaciju DNA iz stanica u kulturi Dneasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen), komplet za izolaciju RNA iz stanica u kulturi Zymo Research
Quick-RNA, komercijalni komplet za izolaciju plazmidne DNA PureYield™ Plasmid
Miniprep System (Promega), komercijalni komplet za procis¢avanje DNA Agencourt AMPure
XP PCR Purification.

3.2. Metode

3.2.1. Odabir gena za narusavanje

Odabir gena za naruSavanje te ispitivanje njihovog utjecaja na smanjenu razinu ekspresije
mRNA koja kodira za mutiranu protein SAHH (Y328D) temeljio se na hipotezi da uslijed
translacije mutiranog transkripta dolazi do zastajanja ribosoma te degradacije NGD

mehanizmom. U tu svrhu, odabrani su humani geni HBSIL 1 PELO jer je pokazano da njihovi
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homolozi u kvascu, tocnije, njihovi proteinski produkti, imaju klju¢nu ulogu u aktivaciji i
provodenju tog stanicnog mehanizma.

S druge strane, u sklopu preliminarnih istrazivanja detektirano je 40 proteina vezanih
specificno na mutirani transkript. KoriStenjem tog seta podataka izdvojena su dva proteina,
odnosno gena, NONO i SNDI, ¢ija funkcija do danas nije detaljno istraZzena, no na temelju
trenutno dostupnih podataka snazno upucuje na moguéi utjecaj na razinu mutiranog

transkripta.

3.2.2. Dizajn usmjeravajucih nukleotidnih sljedova za narusavanje gena

Koristenjem online dostupnog alata ,,GPP sgRNA Designer**® dizajnirani su nukleotidni
sljedovi za naruSavanje gena (engl. small guide RNA, sgRNA) HBSIL, PELO, NONO i SND1
CRISPR-Cas9 sustavom. Kod dizajna navedenim alatom, odabrana je opcija enzima
»SpyoCas9“ 1 PAM slijeda ,,NGG* te verzija genoma ,,GRCh38 Ensembl v.98“. Uz to,
ukljucena je 1 opcija rangiranja dizajniranih nukleotidnih slijedova na temelju idealnih uvjeta
,»Pick order”. Kao konacni uvjet, odabrana su tri najbolje rangirana slijeda za svaki gen koji
ciljaju razlicite eksone Sto blize 5'-kraju gena (Tablica 1.). Ciljanjem razli¢itih eksona i
uvodenjem promjena na pocetku gena zeljela se povecati moguénost dobivanja funkcionalnog
narusavanja gena (engl. knock-out). Za potrebe kloniranja sljedova u plazmid lentiCRISPRv2,
dodane su baze CACC na 5'-kraj uzvodnog oligonukleotida. Dodatno, ukoliko uzvodni
oligonukleotid nije pocinjao bazom G, bilo ju je potrebno ukljuciti u dizajn (5'CACCG...). Na
svaki oligonukleotid usmjeren nizvodno, na 5'-kraj dodan je slijed 444C, a ukoliko slijed nije

zavrSavao bazom C, ona je dodana na njegov 3' kraj.

Tablica 1. Sekvence usmjeravajucih nukleotidnih sljedova za narusavanje gena

Oligonukleotidni slijed (5' -> 3) Ciljni ekson

sgRNA HBSIL KOl F  CACCGTATTGTATTTCGCCGTCAAC

sgRNA_HBSIL KOl R AAACGTTGACGGCGAAATACAATAC :
HBSIL sgRNA HBSIL KO2 F  CACCGATGCCTTGATCACATGAGAG
(LRI sgRNA _HBSIL KO2 R AAACCTCTCATGTGATCAAGGCATC )
sgRNA HBSIL KO3 F CACCGCACACGATTCAAGCATCAGA
6

sgRNA_HBSIL KO3 R AAACTCTGATGCTTGAATCGTGTGC
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PELO

(AF143952.2)

NONO

(NG_046742.1)

SND1

(NG_051199.1)

3.2.3. Kloniranje usmjeravajucih nukleotidnih sljedova za narusavanje gena

sgRNA PELO KOl F
sgRNA PELO KOl R
sgRNA PELO _KO2 F
sgRNA PELO KO2 R
sgRNA PELO KO3 F
sgRNA PELO KO3 R
sgRNA NONO_KO1 F
sgRNA NONO KOl R
sgRNA NONO_KO2 F
sgRNA NONO _KO2 R
sgRNA NONO KO3 F
sgRNA NONO KO3 R
sgRNA SNDI1 KOI1 F
sgRNA SNDI KOl R
sgRNA SND1 KO2 F
sgRNA SNDI KO2 R
sgRNA_SND1 KO3 F

sgRNA_SNDI KO3 R

CACCGCACACTTACAACCTCGTGC

AAACGCACGAGGTTGTAAGTGTGC

CACCGCTGCGGGTTAAGGGGACCA

AAACTGGTCCCCTTAACCCGCAGC

CACCGATCGAGCTTTCTATGGACT

AAACAGTCCATAGAAAGCTCGATC

CACCGCTGGACAATATGCCACTCCG

AAACCGGAGTGGCATATTGTCCAGC

CACCGTTAGATGATGAAGAGGGAC

AAACGTCCCTCTTCATCATCTAAC

CACCGCAACATCAAGGAGGCTCGTG

AAACCACGAGCCTCCTTGATGTTGC

CACCGAACCTCAGCAACATTCGTGC

AAACGCACGAATGTTGCTGAGGTTC

CACCGGAACGGTTCACATACTATC

AAACGATAGTATGTGAACCGTTCC

CACCGCTCCTCCCAGATTACTACC

AAACGGTAGTAATCTGGGAGGAGC

Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju i1 cijepaju specificne nukleotidne

slijedove. Enzim BsmBI prepoznaje i cijepa slijed prikazan na slici 13.

Slika 13. Nukleotidni slijed koji prepoznaje restrikcijska endonukleaza BsmBI.
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Kao okosnica za kloniranje koriSten je plazmid lentiCRISPRv2. Plazmid je pocijepan
restrikcijskom endonukleazom BsmBI kako bi se dizajnirani oligonukleotidi mogli ligirati u
ispravnoj orijentaciji. Za cijepanje okosnice plazmida lentiCRISPRv2 koriSteni su reagensi

navedeni u tablici 2 u navedenim koli¢inama.

Tablica 2. Sastav reakcije restrikcijske razgradnje.

Reagens V/ L
lentiCRISPRv2 (1400ng) 3,1
NEBuffer 3.1 1,4
BsmBI 1
mqgH,0O 8,5
V(ukupno) 14

Pripremljena reakcijska smjesa inkubira se sat vremena na temperaturi od 55 °C, nakon Cega
se uspjesnost reakcije cijepanja provjeri agaroznom gel-elektroforezom (100 V, 20 min). Kao
negativna kontrola na gel se nanese nepocijepani plazmid.

Agarozna gel elektroforeza je metoda za razdvajanje i prociS¢avanje nukleinskih
kiselina na temelju njihove veli¢ine. Metoda se temelji na razli¢itoj brzini putovanja Cestica
nukleinskih kiselina kroz pore agaroznog gela pod utjecajem elektri¢nog polja, pri cemu je
brzina putovanja obrnuto proporcionalna logaritmu molarne mase molekule. Agaroza je
linearni polimer D-galaktoze i 3,6-anhidro-L-galaktoze. Koli¢ina agaroze u gelu definira
veli¢inu pora gela, a time i1 raspon veli¢ina molekula nukleinskih kiselina koje se mogu
odijeliti. Za detekciju nukleinskih kiselina u gelu koriste se interkaliraju¢i reagensi, kao Sto je
etidij-bromid. Interkalacija etidij-bromida izmedu baza DNA znatno povecava njegovu
fluorescenciju §to omogucava vizualizaciju fragmenata DNA pobudom pod UV svjetlom
transiluminatora (A=312 nm). Za agaroznu gel elektroforezu koristen je 1%-tni agarozni gel,
pripremljen otapanjem 1 g agaroze u 100 mL TAE pufera uz dodatak 5 pL otopine etidij
bromida. U jazice se nanese 1 pL uzorka pomijesan s 1 pL boje Gel Loading Dye, Purple
(NEB). Za odredivanje velicine fragmenata koriSten je marker molekulskih masa Load 2-Log
DNA Ladder (NEB).

Prije kloniranja potrebno je spariti dizajnirane oligonukleotide u dvolancani fragment
koji ¢e se ligirati u plazmid 1 sluziti kao usmjeravajuci nukleotidni slijed za naruSavanje gena
(sgRNA). Pripreme se otopine parova oligonukleotida tako da je koncentracija svakog

oligonukleotida u smjesi 10 pmol dm™ prema tablici 3.
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Tablica 3. Sastav razrijedene smjese oligonukleotida

Reagens V/ uL
Uzvodni oligonukleotid 10
Nizvodni oligonukleotid 10
mqH,O 80
V(ukupno) 100

Pripremljena smjesa parova oligonukleotida prvo se inkubira 5 min na 95 °C a zatim 30 min
na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacija, smjesa oligonukleotida se razrijedi 20 puta do
konaéne koncentracije od 0,5 pmol dm™ svakog oligonukleotida. Sveukupno je pripremljeno
12 smjesa oligonukleotida, po tri smjese razli¢itih parova oligonukleotida za svaki gen.
Reagensi za reakciju ligacije okosnice lentiCRISPRvV2 1 pripremljenih smjesa
slijepljenih oligonukleotida pripreme se prema tablici 4. Reakcija se inkubira preko noci na

16°C.

Tablica 4. Reagensi potrebni za reakciju ligacije

Reagens V/uL
lentiCRISPRv2 (100 ng) 1
Pufer za T4-DNA-ligazu 1
Smijesa parova poéetnica (0,5 umol dm™) 1
T4-DNA-ligaza 0,5
mqH,O 6,5
V(ukupno) 10

Nakon prekonoéne inkubacije, cjelokupne reakcije ligacije ponovo se razgrade restrikcijskim
enzimom BsmBI kako bi se pocijepali nezeljeni produkti, npr. religirana okosnica
lentiCRISPRV2 ili ligirane dvije okosnice. Zeljeni produkt (plazmid s ugradenim ciljnim
slijedom) ostaje nerazgraden jer se pravilnom ugradnjom oligonukleotidnih sljedova naruSava
mjesto prepoznavanja (restrikcijsko mjesto) koriStene restrikcijske endonukleaze. Reakcija se

provodi 1 hna 55 °C.

3.2.4. Transformacija bakterija E.coli XL1 toplinskim Sokom
Toplinski Sok (engl. heat shock) jedna je od metoda transformacije bakterija. Radi se o
kemijskoj metodi transformacije u kojoj se bakterije podvrgavaju kratkom toplinskom Soku.

Tofan mehanizam unosa DNA u stanicu ovom metodom je nepoznat, no smatra se da
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toplinski Sok destabilizira stanicnu membranu, te tako omogucava ulazak molekule DNA u
stanicu.

Na ledu se alikvotima od 10 pL kemokompetentnih bakterija E.coli XL1 doda 10 pL
pojedine ligacijske smjese (plazmida s ugradenim ciljnim slijedom). Pripremljene smjese se
inkubiraju na ledu 15 min, zatim 45 s u termobloku na 42°C (heat shock), te kona¢no 2 min
na ledu. Transformiranim bakterijama doda se 100 pL prethodno temperiranog (37°C) LB
medija te se prenesu u tresilicu na 37 °C, uz 250 rpm, 1 h kako bi se oporavile od toplinskog
Soka.

Transformirane bakterije nasade se na ploce s hranjivom podlogom koja sadrzi
antibiotike ampicilin i tetraciklin. Hranjiva podloga pripremi se zagrijavanjem LB medija s
agarom uz dodatak antibiotika. Hranjivi medij izlije se u plasti¢ne Petrijeve zdjelice 1 ostavi
stajati dok se ne ohladi. Prilikom nasadivanja, suspenzija bakterijskih stanica razmazuje se po
hranjivoj podlozi pomocu sterilnog staklenog Stapi¢ca dok se potpuno ne upije. Za rast

bakterijskih kolonija, zdjelice se inkubiraju preko no¢i na 37°C.

3.2.5. Nasadivanje prekonoc¢nih kultura za izolaciju plazmida

U staklene epruvete koje sadrze 2 mL LB medija sa selektivnim antibioticima, sterilnim
nastavkom za pipetu prenese se mala koli¢ina bakterijskih stanica odabrane kolonije s krute
hranjive podloge. Nasadene su po cetiri kolonije za svaki plazmidni konstrukt, odnosno

sveukupno 48 bakterijski klonova. Epruvete se preko no¢i stave u tresilicu na 37°C, uz 250

rpm.

3.2.6. Izolacija plazmida

Plazmidi iz prekono¢nih kultura izolirani su metodom alkaline lize bakterijskih stanica u tri
koraka. Prekono¢ne kulture preliju se u 1,5 mL tube i centrifugiraju se 1 min na 11 000 xg.
Supernatant se odlije, a talog se resuspendira u 200 puL pufera P1. Doda se 200 pL pufera P2
te se inkubira 5 min. Tuba se nekoliko puta preokrene i doda se 200 pL pufera P3. Tuba se
ponovo nekoliko puta preokrene, a zatim se centrifugira 10 min na 4°C i1 18 000 g.
Supernatant se prebaci u nove tube i doda se 450 pL izopropanola (Gram-Mol). Centrifugira
se minimalno 30 min na 25 000 g pri 4 °C. Supernatant se odlije, doda se 500 pL 70%-tnog

etanola (Gram-Mol) te se centrifugira 10 min na 25 000 g pri 4 °C. Etanol se odlije i tube se

Ena Simuni¢ Diplomski rad



§ 3. Materijali i metode 28

ostave otvorene oko 15 min kako bi sav etanol ispario. Dobiveni talog DNA resuspendira se u
20 pL ultra ¢iste vode (mqH20).

Uspjesnost izolacije plazmida provjerena je agaroznom gel elektroforezom (100 V, 20
min). 2 pL uzorka pomijesSano je se 1 pL boje Gel Loading Dye, Purple (NEB). Kao marker
koristen je 1 uL Load 2-Log DNA Ladder (NEB).

3.2.7. Restrikcijska provjera izoliranih plazmida
Ukoliko izolirani plazmidi sadrze ugradeni ciljni slijed, mjesto prepoznavanja restrikcijske
endonukleaze BsmBI je naruSeno, te se oni ne cijepaju u reakciji s enzimom. Ova ¢injenica
iskoriStena je u svrhu prve provjere uspjesnosti kloniranja. Kao pozitivna kontrola cijepanja,
koriSten je pocetni plazmid lentiCRISPRv2.

U PCR tubama pomijesaju se reagensi navedeni u tablici 5, u navedenim koli¢inama.
Smjesa se inkubira 1 h na 55 °C, a zatim se provede temperaturna inaktivacija enzima na

80°C, 20 min. Produkti reakcije analiziraju se agaroznom gel elektroforezom (100 V, 20 min).

Tablica 5. Reakcija restrikcijske razgradnje plazmida enzimom BsmBI

Reagens V/ L
Izolirani plazmid 8
NEBuffer 3.1 1
BsmBI 0,1
mqgH,0 0,9
V(ukupno) 10

3.2.8. Transformacija bakterija E.coli XLI-elektroporacija i izolacija plazmida za konacnu
potvrdu sekvenciranjem

Elektroporacija je jedna od fizikalnih metoda za unos DNA u stanice. Stanice se podvrgavaju
jakom, kratkotrajnom elektricnom polju, Sto dovodi do otvaranja tranzijentnih pora na
stani¢noj membrani i omogucuje ulazak molekule DNA u stanicu. To je najucinkovitija i
najpouzdanija (najreproducibilnija) metoda za unos DNA u bakterijske stanice.

Uzorci plazmida za koje je restrikcijskom razgradnjom potvrdeno da se ne cijepaju u
reakciji s restrikcijskom endonukleazom BsmBI, razrijedeni su dodatkom 50 pL mqH20.
Alikvoti od 50 pL elektrokompetentnih bakterija E.coli XL1 drze se na ledu i doda im se 0,15

puL plazmidne DNA. Smjesa DNA 1 bakterija se prebaci u ohladene, sterlizirane kivete za
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elektroporaciju s aluminijskim elektrodama te se one pravilno postave u elektroporator.
Elektroporacija se provodi u uredaju Gene Pulser Xcell (Bio-Rad). Parametri elektroporatora
podese se na napon od 2,5 kV, otpor 200 Q i kapacitativnost 25 pF te se primijeni puls u
trajanju od 5,0 ms. Transformiranim stanicama odmah se doda 1 mL LB medija te se stave u
tresilicu na 37 °C, 1 h pri 250 rpm. Nakon oporavka, alikvoti transformiranih bakterijskih
stanica od 150 pL i 850 pL se nasade na ploCe s krutom hranjivom podlogom koja sadrzi
antibiotike. Ploce se inkubiraju preko no¢i na 37°C.

U staklene epruvete sa 6 mL LB medija te antibioticima ampicilin i tetraciklin nasade se
prekonoéne kuture za izolaciju plazmida iz odabranih klonova s ploca. Nasadeno je 12
prekonoé¢nih kultura, po jedna za svaki plazmid. Plazmidi se iz prekono¢nih kultura izoliraju
prema uputama proizvodaca, koriStenjem komercijalnog kompleta za izolaciju plazmida
PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega).*®Agaroznom gel elektroforezom na 1%-

tnom agaroznom gelu provjereni su prociséeni plazmidi (100 V, 20 min).

3.2.9. Mjerenje koncentracije uzoraka DNA - Qubit

Koncentracije uzoraka DNA mjerene su fluorimetrijskom metodom, koriStenjem uredaja
Qubit® 3.0 (Thermo Scientific). Metoda se temelji na specificnom vezanju fluorescentnog
reagensa na molekulu DNA koje dovodi do emitiranja zraCenja. Fluorimetar mjeri samo
zrac¢enje emitirano uslijed vezanja fluorescentne boje na molekulu DNA, ¢ime se eliminira
utjecaj oneciS€enja na rezultat analize. Ova metoda je pouzdanija od metode mjerenja
koncentracije klasicnim UV spektrofotometrom jer se klasiéhom metodom mjeri ukupna
apsorbancija koja moze potjecati od razli¢itih molekula i oneciS¢enja u otopini.

Za mjerenje koncentracije DNA koriSteni su komercijalni kompleti Qubit® dsDNA BR
Assay Kit (Thermo Scientific) 1 Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific). Prije
mjerenja koncentracije DNA u uzorku, potrebno je kalibrirati instrument koriStenjem
standardnih otopina, prema uputama proizvodaca. Radna otopina se pripremi mijeSanjem 1
pL fluorescentnog reagensa i 189 pL pufera te se u nju doda 10 pL otopine standarda 1,
odnosno standarda 2. Otopine za mjerenje koncentracije DNA u nepoznatim uzorcima
pripreme se mijeSanjem 1 pL otopine fluorescentnog reagensa s 198 pL pufera. Tako
pripremljenoj otopini dodaje se 1 uL uzorka DNA nepoznate koncentracije. Opticki pogodna
tuba s pripremljenim uzorkom stavi se u uredaj i izmjeri se masena koncentracija DNA u

uzorku.
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3.2.10. Konacna potvrda uspjesnosti kloniranja - Sanger sekvenciranje
Za kona¢nu potvrdu uspjeSnog kloniranja usmjeravaju¢ih nukleotidnih sljedova za
naruSavanje gena, plazmidima je odreden tofan nukleotidni slijed sekvenciranjem prema

Sangeru. Pripremljeni su alikvoti izoliranih plazmida od 20 pL priblizne koncentracije 100 ng

uL!. Izolirani plazmidi sekvencirani su u servisu Macrogen u Nizozemskoj.

3.2.11. Uzgoj stanicnih linija HEK293T WT i HEK293 EGFP SAHH YD

Stani¢ne linije HEK293T WT i HEK293 EGFP SAHH YD uzgajaju se u Dulbeco modified
Eagle Medium mediju, u plastiénim bocama povrsine 25 cm? i 75 cm?. Uzgoj stanica odvija
se u inkubatoru HERACell Vios 160i CO: Incubator (Thermo Scientific) na 37 °C, u atmosferi
zasi¢enoj s vodenom parom i uz 5 % ugljikova (IV) oksida, COz. Alikvot stanica odleden je iz
spremnika s teku¢im duSikom tako S$to je pomocu 5 mL medija temperiranog na 37°C
prebacen u Falcon epruvetu, te centrifugiran 5 min na 300 g, kako bi se stanice istalozile.
Medij se odlije, a stanice se resuspendiraju u 5 mL sterilnog medija i prebace se u plasticnu
bocu povrsine 25 cm?. Stanice se ostave preko noéi u inkubatoru na 37 °C. Nakon 24 h, ili
kad stanice popune povr§inu boce od 25 ¢cm?, potrebno ih je prebaciti u veéu bocu, povrsine
75 cm?. Presadivanje stanica odvija se na sljedeéi na¢in: iz boce se pipetom izvuée medij i
stanice isperu s oko 5 mL PBS pufera. Zatim se u plasti¢nu bocu doda 0,5 mL tripsina 1
priceka se oko 5 min kako bi se stanice odlijepile od podloge. Odlijepljene stanice se zatim
resuspendiraju u 5 mL DMEM medija, kako bi se inaktivirao tripsin i prebace se u plasticnu
Falcon tubu. Suspenzija se centrifugira 5 min na 300 g. Medij iznad taloga stanica se odlije, a
stanice se resuspendiraju u 10 mL sterilnog DMEM medija temperiranog na 37 °C.

Suspenzija se prebaci u plasti¢nu bocu veée povriine, 75 cm?.

3.2.12. Odredivanje toksicnosti puromicina - MTT test

Kako bi bilo moguce provesti selekciju stani¢nih linija puromicinom, potrebno je odrediti
njegovu radnu koncentraciju, odnosno najmanju koncentraciju antibiotika pri kojoj ne dolazi
do rasta stanica. Radna koncentracija odredena je MTT testom, kolorimetrijskom metodom
koja se temelji na mjerenju apsorbancije formazana (A=570 nm). Budu¢i da formazan nastaje
redukcijom 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijevog bromida (MTT) pomocu
NAD(P)H ovisnih oksidoreduktaza, ovom metodom se moze utvrditi udio metabolicki

aktivnih stanica.
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Slika 14. Reakcija redukcije MTT-a u formazan, nacrtano pomocu programa ChemDraw

Professional 15.1.

U mikrotitarsku ploc¢icu s 96 jazica nasadi se po 3000 stanica HEK293 EGFP SAHH YD
resuspendiranih u 200 phL DMEM medija. Stanice se 24 h inkubiraju na 37°C, a zatim im se
doda antibiotik puromicin (Thermo Fisher Scientific, Gibco) (y = 10 mg mL™") u sljede¢im
koncentracijama: 0,2 pg mL, 0,4 uyg mL!, 0,6 ygmL™", 0,8 uygmL!, 1 pgmL", 2 uyg mL!, 3
ug mL!, 4 ug mL!, 5 ug mL' i 10 pg mL!. Kao kontrola koriste se jaZice bez antibiotika, a
sam test se provodi u tehnic¢kim triplikatima. Stanice s antibiotikom se inkubiraju 5 dana na
37°C. Sadrzaj mikrotitarske plocice (medij) izlije se te se u svaku jazicu dodaje po 40 pL
otopine MTT-a. Stanice se inkubiraju 4 h na 37°C kako bi NAD(P)H ovisne oksidoreduktaze
u metabolicki aktivnim stanicama reducirale MTT u netopljivi formazan. Potom se u svaku
jazicu doda po 170 uL DMSO, te se stavi na tresilicu 15 min kako bi se kristali formazana
otopili. Mikrotitarska plocica se zatim stavi u spektrofotometar i oCita se apsorbancija na
A=570 nm za svaku pojedinu jazicu. Dobiveni podaci se analiziraju i odredi se postotak

prezivjelih stanica u mediju s razli¢itim koncentracijama puromicina.

3.2.13. Transfekcija- stvaranje lentivirusnih Cestica

Transfekcija je proces namjernog unosa DNA u eukariotske stanice. Postoje razlicite fizikalne
1 kemijske metode za transfekciju, kao Sto su elektroporacija, lipofekcija ili transfekcija
mikroinjekcijom. Ovdje je koriStena metoda transfekcije uz reagens Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagent (Thermo FisherScientific). Reagens sadrzi kationsku, lipidnu
formulaciju koja omogucuje nastajanje kompleksa s negativno nabijenom plazmidnom DNA

te pakiranje nastalih kompleksa u liposome. Nastali liposomi imaju pozitivno nabijenu
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povrsinu, §to im omoguéuje fuzioniranje s negativno nabijenom stani¢cnom membranom te
unos plazmidne DNA u stanicu.?!

U cetiri petrijevke promjera 10 cm nasadeno je po 4 milijuna stanica HEK293T WT, u
10 mL DMEM medija. Nakon 24 h, na stanice se dodaje smjesa reagensa za transfekciju
pripremljena na sljede¢i nacin: u jednoj tubi pomijesa se 42 uL transfekcijskog reagensa
Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent(Thermo FisherScientific) i 500 uL medija za
transfekciju Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, Gibco). U drugoj tubi pomijesa se 500 uL
medija za transfekciju Opti-MEM, 36 pL p3000™ (Thermo Fisher Scientific) reagensa i
ukupno 18 pg DNA, odnosno smjese plazmida (Tablica 6.). Pripremljene smjese se
pomijesaju i inkubiraju 15 min na sobnoj temperaturi, a zatim se kona¢na smjesa doda na
stanice. Za stvaranje lentivirusnih Cestica koje sadrze Zeljeni insert potrebno je, uz
lentiCRISPRv2 plazmid, dodati i plazmid koji kodira gene za pakiranje lentivirusa (psPAX2)

1 plazmid koji kodira gene za lentivirusnu ovojnicu (pMD2.G).

Tablica 6. Udio pojedinih plazmida koristenih u transfekciji, jednake koli¢ine plazmidne
DNA s ugradenim usmjeravaju¢im nukleotidnim sljedovima za narusavanje gena koriStene su

za sva 4 gena. (knock-out konstrukti 1, 2 1 3)

m/ng
pMD2G 3600
pSPAX2 6588
Knock-out konstrukt 1 2652
Knock-out konstrukt 2 2652 } 7956 ng
Knock-out konstrukt 3 2652

Nakon 24 h promjeni se transfekcijski medij u petrijevkama te se stanicama doda 6 mL
svjezeg medija. Medij koji sadrzi lentiviruse prvi put se skupi 48 h nakon transfekcije te se
profiltrira kroz filter sa veli¢inama pora od 0,45 um kako bi se iz lentivirusnog supernatanta
uklonile zaostale stanice. Na transfecirane stanice ponovno se doda 6 mL svjezeg medija te se
stanice ostave u inkubatoru dodatnih 24 h. Postupak sakupljanja lentivirusa se ponovi jos

jednom 72 h nakon transfekcije. Sakupljeni medij s lentivirusnim ¢esticama ¢uva se na -80°C.

3.2.14. Transdukcija- odredivanje funkcionalnog titra lentivirusnih cestica
Transdukcija je proces unosa DNA u stanicu pomoc¢u virusa. U prirodi dovodi do

horizontalnog prijenosa gena medu bakterijama, a u laboratoriju se koristi za uvodenje gena u
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genom bakterijskih 1 eukariotskih stanica. U prirodi transdukciju provode bakteriofazi, a u
laboratoriju se najcesce koriste retrovirusi te lentivirusi. Lentivirusi su podvrsta retrovirusa
koji, za razliku od retrovirusa, mogu inficirati i stanice koje se ne dijele, Sto ith Cini
najpogodnijima za unos DNA u stanicu. SadrZze gen za reverznu transkriptazu, koja
omogucuje prepisivanje virusne RNA u DNA, te integrazu koja omogucuje ugradnju DNA u
stanicu domacina.

Za povecanje uspjesnosti transfekcije koriSten je reagens Polybrene (Sigma), kationski
polimer (heksadimetrin bromid, slika 15.) koji neutralizira elektrostatsko odbijanje izmedu

virusnih Cestica i povrsine stanice.

/ Br
,N ~
/, +\/\/\/\+/\/ \\\
- N ~

Br /N

Slika 15. Polybrene, heksadimetrin bromid, konstruirano pomoc¢u programa ChemDraw

n

Professional 15.1.

U mikrotitarsku plocicu s 12 jazica nasadi se po 300 000 stanica HEK293 EGFP SAHH YD
po jazici, u 2 mL DMEM medija s dodanim Polybrene (Sigma) reagensom do konacne
koncentracije 8 pg mL!. Na stanice se dodaju sljedeé¢i volumeni lentivirusnih ¢estica: 0 pL,
50uL, 100uL, 150puL, 200uL i 400uL. Pripremljna smjesa za transdukciju centrifugira se 2 h
na 33 °C1 1000 g.

Nakon 24 h medij s reagensima za transdukciju se makne, stanice se dva puta isperu PBS-
om 1 presade se iz mikrotitarske plo¢ice s 12 jazica u plo€icu s 96 jaZica. Nasaduje se po 2500
stanica po jazici, po Cetiri jazice za svaki uvjet u kojem se provodila transdukcija (za svaki
dodani volumen lentivirusnih Cestica). Stanice se nasaduju u 200 pL DMEM medija. U dvije
od cetiri jazice nasadene za svaki uvjet, dodaje se antibiotik puromicin do konacne
koncentracije 0,6 pg mL!. Stanice se uzgajaju 5 dana u inkubatoru na 37°C.

Nakon 5 dana napravi se MTT test kako je opisano u odlomku 3.2.12. U svaku jazicu se
dodaje po 40 pL pripremljene otopine MTT-a. Iz oCitane apsorbancije pri 570 nm izracuna se

postotak prezivjelih stanica u jazicama s dodanim antibiotikom, odnosno stanica koje su
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ugradile plazmid s usmjeravaju¢im nukleotidnim slijedom za naruSavanje gena. Iz broja

prezivjelih stanica odredi se broj lentivirusnih ¢estica u 1 mL medija prema formuli:

) 1mL % prezivljenja ) ) )
titar = — — X X broj nasadenih stanica
razrijedenje 100 %

3.2.15. Transdukcija
Na temelju prethodno odredene koncentracije lentivirusa, izratuna se broj stanica koji je
potrebno inficirati tako da multiplicitet infekcije bude jednak 10 (engl. multiplicity of

infection, MOI), kako bi se osigurao gotovo siguran unos DNA u svaku stanicu. Multiplicitet

infekcije odnosi se na omjer broja lentivirusnih Cestica i broja stanica koje se inficiraju.

(Tablica 7.)

Tablica 7. Broj stanica za infekciju uz multiplicitet infekcije (MOI) 10.

Ciljani naruseni gen Broj stanica

HBS1L 45 525
PELO 28 575
NONO 47 962
SND1 41 452

Odgovaraju¢i broj stanica nasadi se u mikrotitarsku plo¢icu s 12 jazica u DMEM mediju s
dodatkom Polybrene reagensa do konaéne koncentracije 8 pg mL™!. Na stanice se doda 1 mL
suspenzije lentivirusnih Cestica te se pripremljena smjesa centrifugira 2 h na 33°C 1 1000 g.
Kao negativna kontrola transdukcije, koriste se stanice bez dodatka lentivirusa. Nakon
centrifugiranja, stanice se prebace u inkubator. Nakon 24 h stanicama se promjeni medij uz
dodatak puromicina do konaéne koncentracije od 0,6 pg mL™'. Selekcija puromicinom
provodi se 5 dana, odnosno sve dok u kontrolnim jazicama bez dodatka lentivirusa nema
prezivjelih stanica. Nakon selekcije, prezivjele stanice koje su primile plazmid s
usmjeravaju¢im nukleotidnim slijedom za narusavanje gena uzgajaju se u DMEM mediju do
potrebnog broja stanica da daljnju analizu. Preostali alikvoti stanica ¢uvaju se u mediju s 5 %

DMSO-a na -80°C te se nakon toga prebacuju u spremnik s teku¢im dusikom.
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3.2.16. Izolacija DNA i RNA iz stanicnih linija s narusenim genima

Odvoje se dva alikvota od milijun stanica svake stani¢ne linije HEK 293 EGFP SAHH YD s
narusenim genom (HBSIL knock-out, PELO knock-out, NONO knock-out 1 SNDI knock-
out) te se stanice dva puta isperu PBS-om. DNA se izolira prema uputama proizvodaca
koritenjem komercijalnog kompleta za izolaciju DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen).®
Agaroznom gel elektroforezom (100 V, 20 min) provijeri se integritet izolirane DNA.

RNA se izolira koriStenjem komercijalnog kompleta za izolaciju RNA Zymo Research
Quick-RNA Miniprep kit. Stanice se resuspendiraju u 600 pL RNA Iysis pufera i centrifugiraju
1 min pri 10 000 g. Supernatant se prenese u kolonicu za izolaciju ozna¢enu Zutom bojom 1
centrifugira se 1 min na 10 000 g. U ostatak nakon centrifugiranja doda se 600 pL 96% -tnog
etanola. Otopina se nakon mijeSanja prenese u kolonicu za izolaciju oznacenu zelenom bojom
1 centrifugira se 30 s pri 10 000 g. Kolonica se zatim ispere dodatkom 400 uL RNA wash
pufera i centrifugira se 30 s pri 10 000 g. Pripremi se reakcijska smjesa za tretman DNazom I,
tako da se pomijesa 75 uL. DNA digestion pufera i 5 uL DNaze 1. 80 pL pripremljene smjese
doda se direktno na matriks kolonice za izolaciju i inkubira se 15 min na sobnoj temperaturi.
Ponovo se centrifugira 30 s na 10 000 g, zatim se doda 400 uL. RNA prep pufera i centrifugira
se pri istim uvjetima. Kolonica se ispere dodatkom 700 puL. RNA wash pufera, centrifugira se
30 s na 10 000 g, te ponovo dodatkom 400 uL. RNA wash pufera i centrifugiranjem 2 min na
10 000 g. Kolonica se prenese u €istu 1,5 mL tubu i doda se 100 uL vode bez DNaza i RNaza
direktno na matriks kolonice. RNA se eluira centrifugiranjem 30 s na 10 000 g i spremi se na

-80°C.

3.2.17. Analiza uspjesnosti narusavanja gena metodom CRISPR-Cas9: T7 analiza
Jedna od metoda koja se koristi za analizu modifikacija genoma je analiza T7
endonukleazom. T7 endonukleaza prepoznaje i cijepa pogreSno sparene baze u DNA,
Hollidayeve strukture 1 heteroduplekse DNA. Enzim cijepa prvu, drugu ili trecu
fosfodiestersku vezu na 5'-kraju od pogresno sparenih baza.

Metoda se sastoji od PCR umnaZanja fragmenta molekule DNA od oko 1000 pb oko
predvidenog mjesta cijepanja T7 endonukleaze, reakcije cijepanja T7 endonukleazom,
procis¢avanja, analize produkata pomocu uredaja Bioanalyzer (Agilent Technologies) i

kvantifikacije rezultata. (slika 16.)
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Slika 16. Shematski prikaz glavnih koraka analize modifikacije genoma T7 endonukleazom,

preuzeto i modificirano iz *.

Konstruirane su pocetnice za umnazanje fragmenta od oko 1000 pb oko predvidenog mjesta

cijepanja koristenjem online dostupnog alata na stranici http://primer3.ut.ee/ (Tablica 8.)

Tablica 8. Pocetnice koriStene za umnazanje fragmenta od oko 1000 pb oko predvidenog

mjesta cijepanja endonukleaze T7.

777978 = HBSIL KOl T7_F
HBSIL KOl T7 R
HBSIL_KO2 T7_F
HBSIL_KO2 T7 R

HBSIL KO3 T7_F

Pocetnica

Nukleotidni slijed pocetnice

GAAAACTTGGGACCTGGGTA

GCAGGGCATTTTAACCTGTG

CACACTCACCCCTTCCTTTC

GCTGGCTGTCAATTTCCTTT

CCACGGTTGTATTTGTGTGG
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PELO KO3 T7 R

SND1_KO2 T7_F
SNDI_KO2 T7 R
SND1 KO3 T7_F

SND1 KO3 T7 R

HBSIL KO3 T7 R GTTTCATCCAAGACCCATGC
PELO KOl T7 F  AAACAGCTGGACAGGTTGCT
PELO KOl T7 R TTGAGAGTCGAAGTCGATGG
PELO KO2 T7 F ~ CATCCGCAAGGTACAGACAG
PELO KO2 T7 R TCTATTCGAAGCGAATGCAG
PELO KO3 T7 F TCGAGTTCGCACATCTTGTT

TACTGCATAGGCATCGTCTTT

NONO KOl T7 F GGCCAATGGTCTTTGTTTTC
NONO KOl T7F ~ TAGAGACGGGCTTTCAGCAT
NONO KO2 T7. F  CGTGGGATGACGATTATGAA
NONO KO2 T7 R GCATTCCTTGTGAGGACCAA
NONO KO2 T7 F  AGCTGGGGTAATTCTGGACA
NONO KO2 T7 R GGCACATGGGAGATATACCG
SND1_KO1_T7_F TTGTTGGATTTCTGGGTCAA
SNDI KOl T7 R AGCCCAATCCCCAACATTAC

TGGTGGCAGTACTGAGATGTG

CATGGAGTCAACCAACCACA

CTTCAGTGTGAGCCATGAGG

GCAAAGGCAAGGTAGGTGAG

PCR reakcija pripremljena je prema tablici 9 te se provodi uz postavke uredaja navedene u
tablici 10. Kao kalup, koriStene su cCetiri razliCite genomske DNA izolirane iz stani¢nih linija
HEK?293 EGFP SAHH YD koje potencijalno imaju naruSene gene (HBSIL, PELO, NONO ili
SNDI). Kao negativna kontrola koriStena je DNA izolirana iz stani¢ne linije HEK 293 EGFP
SAHH YD. Koncentracija genomske DNA izmjerena je uredajem Qubit® 3.0 (Thermo
Scientific), na nac¢in opisan u odlomku 3.2.9. PCR reakcija provodi se uz Q5 polimerazu,
enzim iznimno visoke vjernosti umnazanja DNA (oko 280 puta veca vjernost od Tag

polimeraze). Za ovu metodu iznimno je vazna niska stopa uvodenja pogreske polimeraze kako
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T7 endonukleaza ne bi cijepala pogresno sparene baze nastale uslijed PCR reakcije, ve¢ samo

one pogresno sparene baze koje su rezultat modifikacije genoma metodom CRISPR-Cas?9.

Tablica 9. Sastav PCR reakcije za umnaZanje fragmenta koji obuhvacéa predvideno mjesto

modifikacije genoma.

Konacna
LGTIE VL koncentracija
05 Hot Start High-Fidelity 2X 75 1X
Master Mix
Uzvodna pocetnica (10 pM) 2,5 0.5 uM
Nizvodna pocetnica (10 pM) 2,5 0.5 uM
Kalup DNA varijabilno 100 ng
mqH,O Do 50 pL

Tablica 10. Postavke PCR uredaja za reakciju umnazanja fragmenta DNA.

Temperatura/°C Vrijeme/s Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 98 30 1
Denaturacija 98 5 35
Sljepljivanje pocetnica 65 10 35
Produljenje 72 20 35
Konac¢no produljenje 72 2 min 1
Pauza 4-10

Dobiveni produkti provjere se agaroznom gel elektroforezom (100 V, 20 min) tako da se 3 pL.
uzorka pomijeSa s 1 uL boje Gel Loading Dye, Purple (NEB). Kao marker koristi se Load 2-
Log DNA Ladder (NEB). PCR produkti potom se prociste koriste¢i komercijalni komplet za
proci§éavanje DNA Zymo DNA Clean and Concentrator™, prema uputama proizvodaca®’, te
im se izmjeri koncentracija pomocu uredaja Qubit® 3.0 (Thermo Scientific), na na€in opisan u
odlomku 3.2.9.

Nakon procis¢avanja i kvantifikacije PCR produkata, pripremi se smjesa za njihovu
denaturaciju te ponovno sljepljivanje, kako bi nastali heterodupleksi koje T7 endonukleaza
moze pocijepati. 200 ng PCR produkta pomijesa se s 2 pL. 10X NEBuffer 2 pufera i nadopuni
vodom do 19 pL. Denaturacija i sljepljivanje provodi se prema uvjetima navedenim u tablici

11.
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Tablica 11. Postavke PCR uredaja za denaturaciju i ponovno sljepljivanje PCR produkata.

Brzina
Temperatura promjene Vrijeme
temperature
Pocetna 95°C 5 min
denaturacija
. 95-85°C -2°Cl/s
Sljepljivanje
85-25°C -0.1°C/s
Pauza 4°C

Nakon sljepljivanja i nastanka DNA heterodupleksa, u smjesu se dodaje 1 pL enzima T7
Endonukleaze 1 (NEB) te se reakcija cijepanja provodi 15 min na 37°C. Endonukleaza se
potom inaktivira dodatkom 1,5 pL otopine EDTA koncentracije 0,25 mol dm™. Produkti
reakcije prociste se pomoc¢u magnetskih kuglica (Agencourt AMPure XP PCR Purification) na
sljede¢i nacin: 20 pL uzorka prenese se u mikrotitarsku plocicu s 96 jazica te se svakom
uzorku doda po 36 pL (1.8X) suspenzije magnetskih kuglica (AMPure XP). Uzorci s
kuglicama se 10 puta izmjeSaju pipetom i inkubiraju se 10 min na sobnoj temperaturi $to
omogucuje vezanje fragmenata DNA na magnetske kuglice. Mikrotitarska ploc¢ica postavi se
na magnetski stalak (Agencourt SPRIPlate 96 Super Magnet Plate) kako bi se magnetske
kuglice vezale uz stijenke jazica, na 2 do 5 min, odnosno dok se otopina ne razbistri. Pipetom
se izvuce otopina iz jazica pazeéi da se ne dodiruju kuglice. Magnetske kuglice ispiru se
dodatkom 180 pL 80%-tnog etanola i inkubacijom od 30 s dva puta. Vazno je osigurati da u
jazicama nije zaostalo etanola nakon ispiranja. Mikrotitarska plocica skine se s magnetskog
stalka 1 u svaku jazicu doda se 20 pL. mqH20. Uzorak se promijesa pipetom 10 puta i inkubira
5 min na sobnoj temperaturi. Mikrotitarska plocica zatim se ponovo stavi na magnetski stalak
1 priceka se 2-5 min dok se otopina ne razbistri. 15 pL eluata prenese se u €istu jaZicu i spremi
se na -20°C.

ProciS¢eni uzorci analiziraju se pomocu uredaja Bioanalyzer (Agilent Technologies),
prema uputama proizvodaca*!. Uspjesnost sustava CRISPR-Cas9 kvantificira se na temelju
dobivenih koncentracija fragmenata DNA nastalih cijepanjem T7 endonukleazom i
koncentracije glavnog, nepocijepanog fragmenta. Postotak ucinkovitosti sustava racuna se
prema formuli:

ocijepani fragmenti mL™!
% modifikacije = — )/'(p JeP ,f g — )/.pg - — X 100%
y(nepocijepani fragmenti + pocijepani fragmenti)/pgmlL=1
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Kao negativna kontrola u reakcijama cijepanja endonukleazom T7 koristeni su PCR
produkti reakcija u kojoj je kao kalup koristena genomska DNA izolirana iz nemodificiranih

stanica HEK293 EGFP SAHH YD.

3.2.18. Reverzna transkripcija spregnuta s kvantitativnom lancanom reakcijom polimeraze
Metoda reverzne transkripcije spregnute s kvantitativnom lanc¢anom reakcijom polimeraze
(RT-gPCR) koristi se za kvantifikaciju ekspresijske razine mRNA. Ova vrlo osjetljiva
metoda sastoji se od sinteze cDNA reverznom transkriptazom koja se zatim amplificira
lancanom reakcijom polimeraze te se mjeri fluorescencija koja odgovara koli¢ini umnozene
DNA. Reverzna transkriptaza (RNA-ovisna DNA-polimeraza) je enzim koji kao kalup koristi
RNA i na njemu stvara komplementarnu DNA (cDNA). Kao pocetnice u ovoj reakciji mogu
se koristiti nasumic¢ni heksameri, pocetnice specificne za ciljani gen ili oligo (dT) pocetnice.
Oligo (dT) pocetnice omogucuju specificno pracenje kolicine mRNA, jer vecina eukariotskih
mRNA ima poliA rep na 3'-kraju. Fluorescencija se u ovoj metodi mjeri koriStenjem boje
SYBR Green koja fluorescira vezanjem na dvolan¢anu DNA. Za kvantifikaciju ekspresijske
razine mRNA potrebno je normalizirati razine ekspresije u odnosu na endogenu kontrolu. Kao
endogena kontrola koriste se geni Cija je ekspresija u zadanoj stani¢noj liniji stabilna, npr. -
aktin ili gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza (GAPDH).

Za sintezu cDNA koriStena je ukupna stani¢na RNA te komercijalni komplet za reakciju
reverzne transkripcije ProtoScript® First Strand c¢cDNA Synthesis Kit (NEB). KoriSteni
reagensi 1 odgovarajuce koli¢ine navedeni su u tablici 12. Koncentracija uzoraka ukupne
stanitne RNA izmjerena je fluorimetrijskom metodom koriStenjem uredaja Qubit® 3.0
(Thermo Scientific) 1 komercijalnog kompleta za mjerenje koncentracije RNA Qubit® RNA
BR Assay Kit (Thermo Scientific). Koncentracija RNA izmjerena je istim postupkom kao §to

je opisano u odlomku 3.2.9. za mjerenje koncentracije DNA.

Tablica 12. Sastav reakcije reverzne transkripcije za sintezu cDNA.

Reagens
Ukupna stani¢na RNA 650 ng
Pocetnice: oligo dT 0,1 pmol dm
mqgH,O Do 8 uL
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Uzorci se denaturiraju 5 min na 65°C, kratko se centrifugiraju i stave na led. Uzorcima se
potom doda 10 pL 2x Protoscript Il Reaction Mix (NEB) 12 puL 10x Protoscript Il Enzyme
Mix (NEB). Pripremljena reakcijska smjesa inkubira se prema postavkama navedenim u

tablici 13.

Tablica 13. Postavke uredaja za PCR za reakciju reverzne transkripcije

Temperatura Vrijeme
Sinteza cDNA 42°C 1h
Inaktivacija enzima 80°C 5 min

Kao endogena kontrola u reakciji RT-qPCR koristen je B-aktin. Buduéi da se radi o proteinu
klju¢nom za normalnu funkciju stanice, njegova je ekspresija stabilna te se moze koristiti kao
endogena kontrola. PocCetnice koriStene u reakciji za umnazanje endogene kontrole 1 gena za
S-adenozilhomocistein-hidrolazu fuzioniranog sa zelenim fluorescentnim proteinom navedene
su u tablici 14. Reakcijska smjesa sadrzi fluorescentnu boju ROX 1, koja sluzi kao pasivna
referentna fluorescencija. Ima ulogu u ponistavanju malih razlika u fluorescenciji koje potjecu
od npr. mjehuric¢a ili malih razlika izmedu jazica te tako omogucuje dobivanje preciznijih
rezultata. Reakcijska smjesa za reakciju RT-qPCR pripremi se prema tablici 15. Za svaki uzorak
napravljena su Cetiri tehnicka replikata. Reakcija se provodi u opticki pogodnim plo¢icma s 96
jazica u uredaju StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) nakon Cega
je provedena i temperaturna denaturacija produkata reakcija kako bi se provjerila njihova

specifi¢nost.

Tablica 14. Pocetnice za reakciju RT-qPCR

Pocetnica Nukleotidni slijed
L (Sl GCATGGACGAGCTGTACAAG
ahhg3/R

CGGAATGCCAGCCTTGGCAAT

B-aktin (uzvodna i Iz komercijalnog kompleta Human

A .. Housekeeping Gene Primer Sets
nizvodna pocetnica) s

(MCLAB)

Ena Simuni¢ Diplomski rad



§ 3. Materijali i metode 42

Tablica 15. Sastav RT-qPCR reakcije.

R V/ uL Konacna
cagens n koncentracija
2 x Power SYBR Master Mix 10 1x
(NEB)
Uzvodna pocetnica 0,2 0,1 pmol dm
Nizvodna pocetnica 0,2 0,1 pmol dm
cDNA 1
mQ H,O 8,6

Pripremljena reakcijska smjesa u opticki pogodnoj plocCici stavi se u uredaj za RT-qPCR

namjesten prema postavkama navedenim u tablici 16.

Tablica 16. Postavke uredaja za RT-qPCR

T/°C Vrijeme Broj ciklusa
Pocdetna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 15s 40
Produljenje 60 35s 40

Dobiveni podaci se analiziraju koristenjem programa StepOne™ Sofiware v.2.3 (Thermo
Fisher Scientific) 1 Microsoft Excel te se izrauna relativna koli¢ina RNA u uzorcima u odnosu

na divlji tip.

3.2.19. Protoc¢na citometrija

Protoc¢na citometrija je metoda koja omogucava analizu velikog broja pojedinacnih stanica u
kratkom vremenu. Takoder je moguée analizirati velik broj stani¢nih parametara koriste¢i
fluorescentne spojeve ili fluorescentno obiljezena protutijela. Na taj nacin moguce je
analizirati ekspresiju proteina, posttranslacijske modifikacije, koli¢inu DNA, organela,
membranski potencijal 1 sl. Uz navedene parametre, proto¢nom citometrijom mogu se
analizirati i fluorescentno obiljezeni proteini.

Proto¢ni citometar sastoji se od mehaniCkog dijela za fluide, optickog sustava i
elektronike. Mehanicki dio zaduZen je za izdvajanje pojedinacnih stanica iz suspenzije i
njihov prijenos do mjesta na kojem ih obasjava laser, §to dovodi do rasprSenja svjetlosti 1
pobude fluorofora. Sustavom leca i filtera rasprSena svjetlost i emitirana fluorescencija dolaze
do detektora. Detektirani signal se zatim obraduje i dobiveni rezultati analiziraju se

programom FlowJo (Tree Star, Inc.).
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Za analizu na protocnom citometru (BD FACSCalibur™, Becton Dickinson) izdvoji se
500 000 stanica svake stani¢ne linije HEK 293 EGFP SAHH YD s narusenim genom (HBSIL
knock-out, PELO knock-out, NONO knock-out i SNDI knock-out) te se stanice isperu PBS-
om. Na citometru je analizirano 10 000 stanica po uzorku. Plavim laserom (A = 488 nm)
pobuduje se zeleni fluorescentni protein fuzioniran s mutiranom verzijom proteina SAHH
(Y328D). Pobuda dovodi do emisije fluorescencije koja se detektira pomocu filtera za zelenu
boju (FL1, 530/30 nm). Analizom dobivenih rezultata odredi se udio fluorescentnih stanica,

odnosno razina ekspresije zelenog fluorescentnog proteina.

Procesor

signala

’%améenje L‘l

p—— svjetlosti

‘W
P Detelctor vy .
W

Slika 17. Shema proto¢nog citometra, preuzeto i modificirano iz 4.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Rezultati

4.1.1. Kloniranje usmjeravajucih nukleotidnih sljedova za narusavanje gena

Plazmid lentiCRISPRvV2 pocijepan je restrikcijskom endonukleazom BsmBI, kako bi se
konstruirani oligonukleotidi mogli pravilno ligirati na plazmidnu okosnicu. Na slici 18.

prikazan je gel nakon provedene agarozne gel elektroforeze.

M 1 2

10 kb

Slika 18. Restrikcijska razgradnja plazmida lentiCRISPR v2. M- marker molekulskih masa
Load 2-Log DNA Ladder (NEB), 1- lentiCRISPRv2 pocijepan restrikcijskom endonukleazom
BsmBlI, 2- kontrolni, nepocijepani plazmid lentiCRISPRv2.

U prvoj jazici, u kojoj je nanesen uzorak pocijepanog plazmida vidljiva je vrpca iznad 10 kb
koja odgovara ve¢em fragmentu plazmida veli¢ine oko 13 kb i vrpca koja odgovara fragmentu
izmedu restrikcijskih mjesta za BsmBI, veli¢ine oko 2 kb. U drugoj jazici pojavljuje se vrpca

iznad 10 kb koja odgovara superzavijenom obliku nepocijepanog plazmida lentiCRISPRv2.

4.1.2. Izolacija plazmida

Nakon reakcije ligacije slijepljenih oligonukleotida i pocijepane okosnice plazmida
lentiCRISPRv2 te kemijske transformacije ligacijske smjese u bakterije, provedena je
izolacija plazmida iz bakterijskih kolonija koje su narasle preko no¢i na selektivnim
podlogama, kako je opisano u odlomku 3.2.6. Nakon izolacije, dobiveni plazmidi analizirani

su na agaroznom gelu. Na slici 19. prikazani su neki od izoliranih plazmida.
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10kb

Slika 19. Izolirani plazmidi iz bakterijskih kolonija. M- marker molekulskih masa Load 2-Log
DNA Ladder (NEB), 1- H11, 2 - H12,3 —H21,4 — H22, 5 - H23, 6 — H24, 7 - H34,8 - P11, 9
-P12,10- P31, 11 - N33, 12 - N34, 13 - S13, 14 - S14, 15 - S31, 16 - S33. Oznake- slova H,
P, N i S odnose se na gene koje se Zeli narusiti- HBSIL (H), PELO (P), NONO (N) 1 SND1
(S). Prva znamenka odnosi se na usmjeravajuéi nukleotidni konstrukt za narusavanje gena (1,

2 ili 3), a druga znamenka odnosi se na koloniju iz koje je plazmid izoliran (1, 2, 3 ili 4).

Na slici je vidljivo da svaki uzorak izoliranog plazmida sadrzi dvije karakteristicne vrpce.
Gornja vrpca moZe se pripisati relaksiranom obliku izoliranog plazmida (14 kb) dok donja
vrpca manje veli¢ine pripada superzavijenom obliku plazmida koji putuje brze kroz agarozni
gel. Takoder je vidljivo da svaki uzorak pokazuje razliCit intenzitet vrpci Sto upucuje na

razli€it prinos izoliranih plazmida ovisno o uzorku.

4.1.3. Restrikcijska analiza izoliranih plazmida i sekvenciranje

Potvrda uspjesnog kloniranja dizajniranih oligonukleotida u plazmidnu okosnicu provedena je
na dva nacina: restrikcijskom razgradnjom endonukleazom BsmBI te kona¢no sekvenciranjem
izoliranih plazmida kao Sto je opisano u odlomku 3.2.7.1 3.2.10.

Na slici 20 prikazan je agarozni gel dobivenih fragmenata nakon restrikcijske razgradnje.
Ukoliko je nukleotidni slijed ispravno kloniran u plazmid, gube se restrikcijska mjesta za
cijepanje enzimom BsmBI te plazmid nakon reakcije ostaje nepocijepan. Ukoliko nije doslo
do ugradnje oligonukleotida u plazmidnu okosnicu, prilikom cijepanja nastaju dvije vrpce.
Vrpca veli¢ine 13 kb odgovara veem fragmentu pocijepanog plazmida, a druga vrpca
veli¢ine 2 kb odgovara fragmentu izmedu restrikcijskih mjesta za BsmBI. Plazmidi za koje je
utvrdeno da nemaju restrikcijsko mjesto za endonukleazu BsmBI poslani su u servis za

sekvenciranje na to¢no odredivanje nukleotidnog slijeda.
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10 kb

Slika 20. Restrikcijska razgradnja izoliranih plazmida endonukleazom BsmBI. M- marker
molekulskih masa Load 2-Log DNA Ladder (NEB). 1- negativna kontrola cijepanja,
prethodno provjeren plazmid lentiCRISPRv2-UPF1-KOI , 2- pozitivna kontrola cijepanja,
plazmid lentiCRIPSRvV2 koji ne sadrzi insert odnosno ima ocuvano restrikcijsko mjesto za
BsmBI. 3 1 4-uzorci plazmida s oligonukleotidom za narusavanje gena PELQO, konstrukt broj
3, klon 1 (P31), odnosno klon 2 (P32). 5 i 6- uzorci plazmida s oligonukleotidom za
naruSavanje gena NONO, konstrukt broj 1, klon 1 (N11), odnosno klon 2 (N12).

Na slici je vidljivo da ne dolazi do cijepanja plazmida u jazicama 3, 4, 5 i 6 buduéi da je
vidljiva karakteristicna vrpca superzavijenog plazmida. U jazici (2) u koju je nanesena
pozitivna kontrola cijepanja vidljive su dvije vrpce, jedna koja odgovara lineariziranom
obliku plazmida veli¢ine oko 13 kb te vrpca veli¢ine oko 2 kb koja odgovara pocijepanom
fragmentu plazmida izmedu restrikcijskih mjesta.

Konac¢na potvrda uspjeSnog kloniranja uzoraka plazmida koji se ne cijepaju dobivena
je odredivanjem to¢nog nukleotidnog slijeda plazmida Sangerovim sekvenciranjem.
Kromatogram s oznacenim nukleotidima koji odgovaraju sekvenci usmjeravajuceg

nukleotidnog slijeda za narusavanje gena HBSIL prikazan je na slici 21.

o/l Je ot N\\/\ AW AL

220

Slika 21. Kromatogram sekvenciranog plazmida s ugradenim usmjeravaju¢im nukleotidnim
slijedom 1 za naru$avanje gena HBSIL. Zutom bojom oznaden je nukleotidni slijed koji

odgovara nukleotidnom slijedu dizajniranog oligonukleotida (Tablica 1).
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4.1.4. Utjecaj antibiotika na preZivijenje stanica - MTT test

Prije pocetka rada sa stani¢nim linijama potrebno je odrediti radnu koncentraciju antibiotika
puromicina koji ¢e se koristiti za selekciju stanica koje su primile prethodno konstruirane
plazmide. Toc¢nije, potrebno je odrediti najmanju koncentraciju puromicina koja nakon
odredenog vremena dovodi do potpune smrti netransfeciranih stanica. U ovom radu ta
koncentracija odredena je MTT-testom, kao $to je opisano u odlomku 3.2.12. Iz dobivenih
vrijednosti apsorbancija pri A = 570 nm izracunat je postotak prezivjelih stanica u ovisnosti o
koncentraciji dodanog puromicina. Dobiveni graficki prikaz prikazan je na slici 22. Kao radna

koncentracija odabrana je koncentracija puromicina od 0,6 pg mL™"
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% prezivjelih stanica

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 2 3 4 5 10
y(puromicin)/pgmL?

Slika 22. Graficki prikaz ovisnosti postotka prezivjelih stanica nakon 5 dana selekcije o

koncentraciji dodanog puromicina.

4.1.5. Stvaranje lentivirusnih Cestica i odredivanje titra

Lentivirusne cestice dobivene su transfekcijom HEK293T WT stanica prikladnom
kombinacijom plazmida kao §to je opisano u odlomku 3.2.13. Za odredivanje funkcionalnog
titra dobivenih lentivirusnih Cestica (broja infektivnih virusa po mL) koristen je postotak
prezivljenja stanica koje su primile gen za rezistenciju na puromicin. Relativni postotak
prezivljenja stanica odreden je MTT testom u odnosu na stanice koje nisu tretirane

antibiotikom. Dobiveni graficki prikaz prikazan je na slici 23.
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Slika 23. Prezivljenje stanica za svaki ciljani naruseni gen u ovisnosti o volumenu

lentivirusnih Cestica koristenog za transdukciju

Broj lentivirusnih Cestica u 1 mL (funkcionalni titar) izraCunat je na temelju postotka

prezivjelih stanica i po¢etnog broja nasadenih stanica, prema sljede¢oj formuli:

) 1mL % prezivljenja ) ) )
titar = — — X X broj nasadenih stanica
razrijedenje 100 %

Tablica 17. Broj lentivirusnih Cestica u ImL medija

Ciljani naruseni gen Broj lentivirusnih
cesticau 1 mL
HBSIL 455 250
PELO 285 750
NONO 479 625
SND1 414 525

4.1.6. Izolacija genomske DNA preZivjelih stanica nakon infekcije
Nakon odredivanja funkcionalnog titra lentivirusnih ¢estica, stanice HEK293 EGFP SAHH

YD inficirane su uz multiplicitet infekcije 10, odnosno omjer stanica i lentivirusa iznosio je
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1:10 za svaki narusavani gen kako bi se osigurala visoka frekvencija ugradnje Zeljenog inserta
u genom svake stanice. Nakon infekcije i selekcije, prezivjele stanice iskoriStene su za
izolaciju DNA 1 RNA u svrhu daljnje analize. Na slici 24. prikazana je gel elektroforeza

genomske DNA nakon izolacije iz stanica

Slika 24. Genomska DNA izolirana iz stani¢nih linija HEK293 EGFP SAHH YD za koje se
pretpostavlja da imaju narusene gene HBS1L, PELO, NONO ili SNDI. M- marker
molekulskih masa Load 2-Log DNA Ladder (NEB), 1- gDNA izolirana iz stani¢ne linije
HEK?293 EGFP SAHH YD, 2- gDNA izolirana iz stani¢ne linije HEK293 EGFP SAHH YD s
narusenim genom HBSIL, 3- gDNA izolirana iz stani¢ne linije HEK293 EGFP SAHH YD s
narusenim genom PELQO, 4- gDNA izolirana iz stani¢ne linije HEK293 EGFP SAHH YD s
naruSenim genom NONO, 5- gDNA izolirana iz stani¢ne linije HEK293 EGFP SAHH YD s

narusenim genom SND/.

Na slici je u svakoj jazici vidljiva vrpca koja odgovara genomskoj DNA izoliranoj iz

odgovarajuce stani¢ne linije.

4.1.7. Analiza modifikacija genoma T7 endonukleazom

UspjeSnost uvodenja modifikacija CRISPR-Cas9 sustavom provjerena je KkoriStenjem
endonukleaze T7, kao $to je opisano u odlomku 3.2.17. U lancanoj reakciji polimerazom kao
kalup je koriStena genomska DNA izolirana iz stani¢nih linija HEK293 EGFP SAHH YD s
narusenim genom HBSIL, PELO, NONO ili SNDI. U prvom koraku umnoZen je fragment
priblizne veli¢ine 1 kb koji sadrzi mjesto nastanka dvolananog loma, odnosno sadrzi
potencijalne insercije i delecije nastale nehomolognom rekombinacijom uslijed djelovanja
CRISPR-Cas9 sustava. Na slici 25. prikazan je gel nakon provedene agarozne gel

elektroforeze nekih od produkata lanc¢ane reakcije polimerazom.
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1 kb

Slika 25. M- marker molekulskih masa Load 2-Log DNA Ladder (NEB), 1- negativna
kontrola reakcije, reakcija bez dodanog kalupa DNA, 2, 3, 4, 5, 6, 7 PCR produkti koji sadrze

uvedene modifikacije

Optimizacijom uvjeta lanCane reakcije polimerazom za neselektivne reakcije (jazica S5)
dobiveni su svi ciljani produkti.

Ukoliko je doslo do uvodenja modifikacija u o¢ekivanoj regiji stanicnog genoma, T7
endonukleaza ¢e pocijepati glavni fragment na dva manja fragmenta. Dodatno se moze
formirati 1 nepocijepani heterodupleks molekule DNA koji formira dodatnu vrpcu na gelu, na
polozaju vece veli¢ine od veli¢ine glavnog fragmenta, budu¢i da zbog razli¢itih sekundarnih
struktura ovakva molekula DNA putuje sporije od homodupleksa.

Na slici 26. nalaze se graficki prikazi dobiveni analizom uzoraka genomskih DNA
izoliranih iz stani¢nih linjja HEK293 EGFP SAHH YD s naruSenim genima SNDI, PELO i
NONO pomocu uredaja Bioanalyzer (Agilent Technologies). Kao negativna kontrola
koriStena je genomska DNA izolirana iz stani¢ne linije HEK293 EGFP SAHH YD bez
modifikacije genoma. Na slici 27. izdvojen je graficki prikaz analize genomske DNA
izolirane iz stani¢ne linije HEK293 EGFP SAHH YD za koju se pretpostavlja da ima naruSeni
gen SNDI. Vidljive su vrpce koje odgovaraju fragmentima DNA dobivenim nakon cijepanja
endonukleazom T7 (vrpce veli¢ine 319 pb 1 709 pb) te glavni fragment veli¢ine 1189 pb.
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Slika 26. Graficki prikaz analize modifikacije gena SNDI, PELO i NONO endonukleazom T7.

Za svaki gen prikazani su fragmenti koji obuhvaéaju modifikacije uvedene koristenjem tri

razli¢ita usmjeravajuca nukleotidna slijeda za jedan gen (KO1, KO2, KO3). Na y-osi nalazi se

razina fluorescencije (FU), a na x-osi veli¢ina fragmenata DNA (bp).
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Slika 27. Graficki prikaz analize modifikacije gena SNDI uvedene pomoc¢u usmjeravajuceg

nukleotidnog slijeda 1 (KO1). Crvenim oznakama oznafeni su produkti cijepanja i glavni

fragment.

Na temelju dobivenih rezultata analize kvantificirana je uspjeSnost metode (Tablica 18.)

Uspjesnost modifikacije (% target efficiency) izracunata je prema formuli:

% modifikacije =

y(pocijepani fragmenti)/pgmL™!

x 1009
y(nepocijepani fragmenti + pocijepani fragmenti) /pgmL=1 o
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Tablica 18. Veli¢ine fragmenata PCR produkata te produkata cijepanja endonukleaze T7.

Uspjesnost CRISPR-Cas9 sustava izrazena je s % uspjesnosti modifikacije.

- ko1 1005 / / / /
- K02 1380 393 844 46,26 1547
- KO3 1026 / / / /
- ko1 1127 / / / /
- K02 1141 / / / /
- K03 1265 / / / /
- ko1 1126 346 757 65,81 /
- K02 888 291,5 604 45,53 /
- KO3 1208 / / / 1385
- ko1 1189 319 709 68,11 /
- K02 1144 348 761 23,68 1605
- K03 1047 317 660 71,15 /
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4.1.8. Protocna citometrija
Proto¢nom citometrijom analiziran je intenzitet fluorescencije fuzijskog proteina EGFP
SAHH kod razli¢itih modificiranih i nemodificiranih stani¢nih linija (slika 28.). Medijan

fluorescencije izraCunat je na temelju mjerenja 10 000 stanica svake stani¢ne linije.

> 4
[/

a0 o 0? 1w0* 10°
EGFP
Uzorak Medijan fluorescencije

B | HExzea EGFP SAHH WT 46645
Il | HEkz03 EGFP SAHH YD-NONO KO | 5202
B | HEK203 EGFF SAHH YD-SND1KO | 4283

HEK203 EGFP SAHH ¥D- HBSIL KO | 4924
B | HEKz203 EGFP SAHH ¥D- PELOKO | 6308
[ | HEKz203 EGFF SAHH YD 4343

Slika 28. Histogram razine fluorescencije zelenog fluorescentnog proteina u analiziranim

stani¢nim linijama.

Na slici je vidljivo da je medijan fluorescencije zelenog fluorescentnog proteina u stanicama
divljeg tipa (HEK293 EGFP SAHH WT) oko deset puta ve¢i od medijana fluorescencije u
ostalim analiziranim stanicama koji eksprimiraju mutiranu verziju fuzijskog proteina
(HEK293 EGFP SAHH YD). Usporedbom intenziteta fluorescencije mutiranih proteina u
razli¢itim modificiranim linijama moze se zakljuciti da u stanicama s naruSenim genima ne

dolazi do znacajnog povecanja fluorescencije u odnosu na stanice HEK293 EGFP SAHH YD.
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4.1.9. Reverzna transkripcija spregnuta s kvantitativnom lancanom reakcijom polimeraze
(RT-qPCR)

Reakcija reverzne transkripcije spregnute s kvantitativnom lancanom reakcijom polimeraze
(RT-gPCR) provedena je kao Sto je opisano u odlomku 3.2.18. Dobiveni podaci su analizirani
koriStenjem programa StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) i
Microsoft Excel. 1zraCunate Cr vrijednosti normalizirane su na endogenu kontrolu (ACr) te
potom na uzorak divljeg tipa (AACr). Relativna koli¢ina RNA u uzorku izraunata je prema

formuli 2°#2Y. Dobiveni rezultati prikazani su na slici 29.

Relativna ekspresija

WT YD HBS1L PELO NONO SND1

Slika 29. Relativna ekspresija molekule mRNA koja kodira za enzim SAHH u uzorcima
stani¢nih linija HEK293 EGFP SAHH YD s narusenim genima HBSI/L, PELO, NONO i
SNDI. Na slici su oznacene p vrijednosti dobivene T-testom. *oznacava vrijednost p < 0,05, a

** oznacCavaju vrijednost p < 0,01.
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Na slici je vidljiva znacajna razlika u koli¢ini eksprimirane mRNA u uzorku s divljim tipom
enzima (WT) i u uzorku s mutiranim enzimom (YD). U uzorcima s narusenim genima HBSIL
1 SND1 dolazi do smanjenja razine ekspresije mRNA, dok u uzorku s narusenim genom
PELO ne dolazi do znacajne razlike u ekspresiji. U uzorku s naruSenim genom NONO vidljiv

je statisticki znacajan porast razine ekspresije molekule mRNA koja kodira za enzim SAHH.

180000.0

170000.0

150000.0

130000.0

1100000

a0000.0

Promjenafluorescencije (-dF/dT)

70000.0

50000.0

i
30000.0- &

650 oD 5.0 80.0 85.0 a0.0 g5.0
Tm: 88.1
T/°C

Slika 30. Krivulja mekSanja produkata RT-qPCR reakcije. Plavom strelicom oznacena je

vrpca koja odgovara meksanju produkta kontrolne reakcije, a crvenom vrpca koja odgovara

meksanju produkta SAHH gena.

Iz dobivene krivulje mekSanja vidljivo je da je provedena reakcija specificna te da ne dolazi

do umnaZzanja neZeljenih produkata.
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4.2. Rasprava

S-adenozilhomocistein-hidrolaza iznimno je vazan enzim za gotovo sve organizme,
ukljucujuéi i Covjeka. Njegova nedostatna aktivnost, uzrokovana genetskim mutacijama,
dovodi do teskih metabolickih poremecaja, najvisSe zbog inhibicije S-adenozilmetionin ovisnih
metiltransferaza koja posljedi¢no uzrokuje tesku klini¢ku sliku kod pacijenata.

Od otkrica prvog pacijenta do danas je otkriveno 8 mutacija koje uzrokuju ili
smanjenu razinu samog proteina ili njegovu smanjenu aktivnost'® no kod pacijenta koji sadrzi
nedavno otkrivenu mutaciju u genu za enzim SAHH (c.982 T > G; p.Tyr328Asp) takoder je
primijecena i smanjena razina ekspresije molekule mRNA u fibroblastima. Mehanizam ovog
fenomena do danas ostaje nerazjasnjen, te s obzirom na nedostatak ciljane terapije, temeljna
molekularna istrazivanja ovog oboljenja klju¢na su za njegovo bolje razumijevanje i razvoj
bududih terapija za pacijente.

Trenutna saznanja o razliitim staniénim mehanizmima razgradnje abnormalnih
transkripata upucuju na potencijalni mehanizam razgradnje uslijed zastajanja ribosoma
tijekom translacije istrazivanog transkripta zbog njegove razliCite sekundarne strukture
uzrokovane prethodno navedenom mutacijom.** Kako bi se potvrdila ova tvrdnja, glavni
predmet ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj gena HBSIL i1 PELO kao klju¢nih ¢imbenika
navedenog mehanizma degradacije na razinu ekspresije mutiranog transkripta. Uz to, ispitan
je 1 utjecaj dodatna dva gena, NONO i SNDI, koji su na temelju prethodnih istrazivanja
pokazali povecan afinitet za vezanje mutiranog transkripta.

Ispitivanje utjecaja ova Cetiri gena na razinu ekspresije mutiranog transkripta u ovom
radu provedeno je narusavanjem pojedinog gena CRISPR-Cas sustavom (engl. knock-out).
Ovakav pristup temelji se na ispitivanju funkcije, odnosno utjecaja naruSenog gena na
promatrani fenomen uvodenjem direktnih modifikacija na razini genoma. Direktna
modifikacija nukleotidnog slijeda gena ovom metodom vrlo ¢esto omogucuje potpunu te lako
izvedivu ireverzibilnu inaktivaciju promatranog gena, za razliku od starijih metoda koje
indirektnim putem reverzibilno utjeCcu na razinu aktivnosti gena djelovanjem malih
interferiraju¢th RNA molekula (siRNA). NaruSavanjem navedenih gena, bilo da se radi o
degradacijskim faktorima (HBSIL, PELO) ili veznim proteinima (NONO, SND1), pokusala se

povratiti smanjena ekspresija mutiranog transkripta za enzim SAHH ¢ime bi se potvrdila
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njihova uloga u stanicnom mehanizmu odgovornom za smanjenu ekspresiju istrazivanog
transkripta.

Prije samog pocetka istrazivanja, s obzirom na limitiranost izvornog klinickog materijala
pacijenta bilo je potrebno odabrati prikladni stani¢ni model koji dobro opisuje istrazivani
fenomen. U tu svrhu odabran je stanicni model HEK293 stanica koje su prethodno
modificirane na nacin da stabilno eksprimiraju mutiranu verziju enzima SAHH fuzioniranu sa
zelenim fluorescentnim proteinom (EGFP SAHH Y328D) te za koje je potvrdeno da
zadrzavaju ekspresijski fenotip transkripta koji je otkriven u fibroblastima pacijenta. Zbog
svog brzog i predvidljivog rasta kao i lako¢e unosa strane DNA, odnosno modifikacije
stanica, ovaj stanicni model uvelike pojednostavljuje i ubrzava laboratorijsko izvodenje
planiranog istrazivanja. Uz to, fuzija zelenog fluorescentnog proteina na mutiranu verziju
enzima SAHH omogucuje koriStenje jednostavnih 1 brzih fluorimetrijskih metoda za pracenje
1 kvantifikaciju relativne proteinske ekspresije mutiranog SAHH izmedu razlic¢itih stani¢nih
konstrukata koji su generirani u ovom istrazivanju.

Prvi korak istrazivanja uklju¢ivao je dizajn varijabilne komponente CRISPR-Cas
sustava za naruSavanje gena tzv. usmjeravajuceg slijeda nukleotida, sgRNA. Iako je do danas
dostupan veliki broj razli¢itih bioinformatickih alata za dizajn navedenih sljedova ve¢ina njih
temelji se na in-silico predvidanjima njihove efikasnosti te nespecificnih efekata (engl. off-
target effect) bez eksperimentalne potvrde. Stoga je u ovom radu, unato¢ velikoj efikasnosti
ove metode za naruavanje pojedinog gena modifikacijom samo jednog lokusa,** koristen
pristup modifikacije tri razlicita lokusa simultano za svaki pojedini gen kako bi se pospjesila
vjerojatnost njegovog potpunog naruSavanja. Ovakav pristup omogucéuje i usporedbu
efikasnosti pojedine in-silico dizajnirane sgRNA te time 1 optimizaciju cjelokupne metode za
buduca istrazivanja CRISPR-Cas sustavom. Prema dobivenim rezultatima moguce je
zakljuciti da je najefikasniji slijed koriSten za gen NONO KO1 koji je rezultirao sa 66%
modificirane populacije stanica, za gen SNDI KO3 (71%) te za gen HBS1L KO2, jedini slijed
koji je rezultirao modifikacijama genoma kod 46% populacije stanica (Tablica 18). sgRNA
slijedovi dizajnirani za naruSavanje gena PELO nisu uveli modifikacije stoga njihova
usporedba nije moguca iz ovog istrazivanja. Jedno od mogucih objasnjenja ovog rezultata lezi
u funkciji njegovih proteinskih produkata u stanici. Naime, ukoliko je naruSeni gen
esencijalan za stanicu ili ima veliki utjecaj na njezinu proliferaciju 1 normalni stani¢ni

metabolizam, ispitivanje njegove funkcije ovom metodom gotovo je nemoguce zbog
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nemogucnosti kultivacije i analize takvih stanica u normalnim laboratorijskim uvjetima. U
tom slucaju, djelomicno i reverzibilno utiSavanje esencijalnog gena prethodno spomenutim
interferiraju¢im molekulama siRNA ¢ini se prikladnijim pristupom. Iz tog razloga, rezultati
uspjesnosti modificiranja CRISPR-Cas sustavom (Tablica 18.) predstavljaju mogu¢i dokaz
esencijalne prirode proteinskih produkata gena PELO za koristeni stani¢ni model. Ova tvrdnja
potkrijepljena je i drugim neovisnim istrazivanjem u kojem je pokazan visok utjecaj
naru$avanja gena PELO na vijabilost stani¢ne linije K562.%3

Kao $to je prethodno spomenuto, efikasnost narusavanja pojedinog gena u ovom radu
analizirana je isklju¢ivo na razini DNA zbog pretpostavke da se viSestrukim promjenama
nukleotidnog slijeda gotovo sigurno izvrsilo njegovo narusavanje odnosno narusila se sinteza
ispravnog proteinskog produkta. No s obzirom na nasumi¢nu prirodu stani¢nog popravka
dvolan€anih lomova nehomolognom rekombinacijom, kona¢na potvrda naruSavanja gena
svakako bi trebala obuhvacati i analizu ekspresije njihovih proteinskih produkata koja je u
ovom radu izostavljena zbog kompleksnosti njezine tehnicke izvedbe. Neovisno o tome,
dobiveni rezultati efikasnosti CRISPR-Cas sustava pokazuju vrlo visoki postotak
modificirane populacije stanica (>40% za gotovo svaki uspjeSno modificirani lokus) stoga je
mogucée sa velikom vjerojatnoS¢u pretpostaviti da je zaista doslo do znacajne promjene u
koli¢ini proteina HBS1L, NONO i SND1. Rezultati relativne ekspresije mutirane verzije gena
za fuzijski protein dobiveni qPCR-om takoder potkrjepljuju ovu pretpostavku. Naime, iz
rezultata je vidljivo da naruSavanje gena PELO nije bilo uspjesno te sukladno tome ne postoje
zna€ajne promjene u razini molekule mRNA koja kodira za enzim EGFP SAHH Y328D u
stani¢noj liniji u kojoj nije narusen niti jedan gen (uzorak “YD”) u odnosu na stani¢nu liniju u
kojoj je potencijalno naruSen gen PELO (uzorak “PELO”) (slika 29.). S druge strane, za sve
uspjesno narusene gene vidljiva je promjena u ekspresiji mutiranog transkripta EGFP SAHH
Y328D.

Jedini stani¢ni konstrukt koji u ovom istrazivanju pokazuje pretpostavljeni efekt
povrata razine ekspresije mutiranog transkripta nakon naruSavanja gena te time potvrduje
njegov utjecaj na sam predmet istraZivanja je stanicna linija s narusenim genom NONO (slika
29.). Njegov proteinski produkt NONO (engl. Non-POU Domain Containing Octamer
Binding Protein) pripada multifunkcionalnoj obitelji proteina DBHS (engl. Drosophila
behavior/human splicing) za koju je poznato da sudjeluje u procesu regulacije gena imajuci

ulogu u stani¢nim putevima kao Sto su transkripcijska regulacija, RNA procesiranje i
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transport te popravak DNA osteéenja.*® Sama struktura proteina NONO ukljucuje visestruke
DNA, RNA i protein vezujuée domene uz nuklearni lokalizacijski signal na C-kraju
polipeptidnog lanca. Takoder je pokazano da NONO sudjeluje u regulaciji gena odgovornih
za proliferaciju MCF-7 1 MDA-MB-231 stani¢nih linjja direktnom interakcijom sa
molekulama mRNA. ¥

Budué¢i da RNA-vezujuéi proteini prepoznaju specificne sekundarne strukture i
nukleotidne sljedove DNA 1 RNA molekula kao vezne motive, moguce je da zbog tockaste
mutacije mutirani transkript mijenja svoju sekundarnu strukturu te time potice interakciju s
proteinom NONO, ili nekim drugim efektorskim proteinima koji su dio veéeg, zasada

nepoznatog kompleksa, koji zatim negativno regulira njegovu ekspresiju.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Kako bi se analizirao utjecaj narusavanja gena HBSIL, PELO, NONO i SNDI na mRNA koja
kodira mutirani protein SAHH koristena je metoda CRISPR-Cas9 u stanicnom modelu
HEK293 stanica koje stabilno eksprimiraju mutiranu verziju enzima SAHH fuzioniranu sa
zelenim fluorescentnim proteinom (EGFP SAHH Y328D). Uspjesnost narusavanja pojedinog
gena analizirana je iskljuivo na razini DNA, zbog pretpostavke da se viSestrukim
promjenama nukleotidnog slijeda, koristenjem tri razli¢ita usmjeravajuc¢a nukleotidna slijeda
za svaki naruSavani gen, gotovo sigurno izvr$ilo njegovo narusavanje, odnosno narusila se
sinteza ispravnog proteinskog produkta.

Od tri uspjesno modificirana gena, HBSI1L, NONO te SNDI, jedino stani¢ni konstrukt s
naruSenim genom NONO pokazuje efekt povrata razine ekspresije mRNA koja kodira
mutirani protein SAHH. Budu¢i da produkt tog gena pripada multifunkcionalnoj proteinskoj
obitelji DHBS te da sadrzi viSestruke DNA, RNA i protein vezuju¢e domene moguce je da
prepoznaje i veze mutirani transkipt upravo zbog tockaste mutacije. Vezanjem mutiranog
transkripta na protein NONO dolazi do negativne regulacije njegove ekspresije.

NaruSavanje gena PELO nije bilo uspjes$no, najvjerojatnije zbog vazne uloge njegovog
proteinskog produkta u stanici. Ovaj rezultat u skladu je s drugim neovisnim istrazivanjem te
ukazuje na mogucu esencijalnu ulogu proteinskog produkta gena PELO u KkoriStenom
stanicnom modelu.

Rezultati ovog istrazivanja ne potvrduju pocetnu hipotezu degradacije mRNA koja
kodira mutirani protein SAHH mehanizmom degradacije uslijed zastajanja ribosoma (engl.
no-go decay), no u skladu su i nadovezuju se na prethodna istrazivanja te sluze kao temelj
budu¢im istrazivanjima s ciljem pronalaska svih komponenata odgovornih za ovu enigmatsku

vrstu razgradnje mRNA koja kodira mutirani protein SAHH.
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§7. DODATAK

AAAGGACGAAACACCGIATGCCTTG AT CACATGAG AGIGTTTTAGAGCTAG AAA

gl gt

220 220

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 2 za narusavanje gena HBSIL

AAAGGACGAAACACCGICACACGAT T TCAAGCAT CAGAGTTTTAGAGCTAGAAA

e L

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 3 za narusavanje gena HBSIL

AAAGGACGAAACACCIBCACACTTACAACCTCG TGCIGTTTTAGAGCTAGAA

f

240 250

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 1 za narusavanje gena PELO

AAAGGACGAAACACCIGCTGCGE GGTTAAGGGGBGACCA|IGTTTTAGAGCTAGAAA

L I T

220 230

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 2 za narusavanje gena PELO

AAAGGACGAAACACCIBGATCGAGCTTTCTATGGACTIGTTTTAGAGCTAGAAA

MW A AWAAAAAAAAAAAAANNVA A A WAV

210

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 3 za narusavanje gena PELO

GGACGAAACACCG|ICTGEG ACAATAT GCCACTCCGIGTTTTAGAGCTAGAA

i M{'\,ﬂ,ﬂ\f\f\ A WA A Myw'\ A

210 220 230 250

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 1 za narusavanje gena NONO
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GAAAGGACGAAACACCIGTTAGATG ATGAAGAGGG ACIGTTTTAGAGCTAGAAA’

v A AN AR

100 230 240 250

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 2 za narusavanje gena NONO

AAGGACGAAACACCGICAACAT CAAGG AGGCTCGTGGTTTTAGAGCTAGAA

TN YN U

220 230 240

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 3 za narusavanje gena NONO

AGGACGAAACACCG(AACCT CAGCAACAT I TCGT GBCIGTTTTAGAGCTAGA AAA

J M M ‘u‘ \/ .A"\ /W\ / U:MWMH\ J'"'i\a/\ M\W AN\W A u'ﬁuﬂ'

250

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 1 za narusavanje gena SND/

GAAAGGACGAAACACCIG G AACGGTT CACATACTAT CIGTTTTAGAGCTAGAAA

/\ﬁlpH"-f(\u'ﬂ'M'{V\/\*fﬂll‘f\f'J\N\A \/“"JW\/M\N \/WW‘M \ "A"IqlHNV\Zﬁ'J\'ﬂ'u"P\JﬂE

Plazmid s ugradenim nukleotidnim slijedom 1 za naruSavanje gena SND/

GAAAGGACGAAACACCI G CTCCTCCCAGATTACTACCIGTTTTAGAGC CTAGAAA®

sl AR 0l

210 220 230 240 250

Plazmid s ugrademm nukleotidnim slijedom 1 za narusSavanje gena SND/

Slika D1. Kromatogrami sekvenciranih plazmida s ugradenim usmjeravaju¢im nukleotidnim
slijedom 1, 2 ili 3 za naruavanje gena HBSIL, PELO, NONO ili SNDI. Zutom bojom
oznacen je nukleotidni slijed koji odgovara nukleotidnom slijedu dizajniranog oligonukleotida

(Tablica 1).
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