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Sazetak
Diplomskog rada studenta Brune Bracuna, naslova

Optimizacija modularnog sustava ekspresijskin vektora za primjenu CRISPR/Cas9
tehnologije u kulturi animalnih stanica.

CRISPR/Cas9 modularni sustav je sustav koji se koristi za epigenetiCku
manipulaciju, odnosno za aktivaciju ili deaktivaciju genske transkripcije putem metilacije,
odnosno demetilacije CpG otoka u individualnim promotorima i acetilacije i deacetilacije
krajeva histonskih repova. No, za samu ekspresiju modularnog sustava, najprije je
potrebno konstruirati plazmid, koji se zatim prenosi u eukariotsku stanicu. Takav vektor
trebao bi biti najmanji mogudi tj. trebao bi sadrzavati samo sekvence koje se sastoje od
komponenate koje €ine CRISPR/Cas9 modularni sustav. Takva zada¢a omogucena je
konstrukcijom minimalnog plazmida koji ¢e biti optimiziran koristeCi najbolje krajeve za
sklapanje metodom Golden Gate, svih potrebnih dijelova koje ¢e plazmid u eukariotskoj
stranici eksprimirati. Dobiveni podaci su potvrdili uspjeSnost sklapanja minimalnog
plazmida sa krajevima koji ¢e omoguciti daljnju uspjeSnu manipulaciju konstruktom
koristenim u CRISPR/Cas9 tehnologiji.

Klju€ne rijeci: CRISPR/Cas9, plazmid,epigenetiCka regulacija



Summary

The CRISPR/Cas9 modular system is a system for epigenetic manipulation,
i.e., activation and deactivation of gene transcription by metilation or demetilation of CpG
islands in individual promoter regions or by acetilation and deacetilation of the remaining
histone tails. For expression of the modular system itself, a plasmid must first be made
to be transfected into the eukaryotic cell. This system should be as small as possible,
with sequences containing only parts that make up the modular CRISPR/Cas9 system
for epigenetic manipulation. Such a mission would only be successful by making the
smallest possible plasmid, optimized by the best possible overhangs for assembling all
the parts that this plasmid will express in the eukaryotic cell. Recieved data have shown
success in folding minimal plasmid with ends that will allow further succes with
manipulation of construct used in CRISPR/Cas9 technology.

Keywords: CRISPR/Cas9, plasmid, epigenetic regulation



1. UVOD

CRISPR/Cas9 (engl. “Clustered regulated interspaced palindromic regions”)
tehnologija moderan je znanstveni pristup koji je posljednjih nekoliko godina pod velikim
interesom molekularne biologije kao moguci pristup za upravljanje genetiCkim
materijalom (gene knockout), odnosno regulaciju genske ekspresije. Otkriven prije
nekoliko godina kao dio bakterijskog obrambenog mehanizma protiv invazije
bakteriofaga, ovaj sustav postao je vazan za razvoj buduceg pristupa u istrazivanju
genske ekspresije u eukariotskim stanicama, kao i moguc¢nosti za lijeCenje mnogih
bolesti, uzrokovanih genetickim pogreSkama. Najprie se CRISPR/Cas9 tehnologija
koristila kao molekularne Skare koje bi izrezale dio molekule DNA od interesa i na tom
mjestu uvele mutaciju (popravak bez kalupa) ili omogucile preciznu ugradnju ciljane
DNA. CRISPR/Cas9 sustav pomoéu navodece molekule RNA (guidance RNA, gRNA )
prepoznaju PAM sekvence (The protospacer adjacent motif) (NGG). Cas9 protein, u
kompleksu sa specificnom gRNA veZe ciljanu sekvencu koja je odredena sa prvih 20
nukleotida na 5' kraju gRNA, CRISPR sekvencom, a sluzi kao reza€ odredenih djelova
DNA. lako se prije ponajviSe koristio kao molekularne Skare takav sustav je genetiCkim
inZzenjerstvom doSao do primjene gdje su proteinu Cas9 ciljanim mutacijama
deaktivirane katalititke domene odgovorne za nukleaznu aktivnost, a uz to su i razlicite
katalitiCke domene fuzionirane s ciliem da se stvori fuzijski protein. Takav fuzijski
konstrukt moze imati razliCitu funkciju na molekuli DNA poput metilacije, demetilacije,
CpG nukleotida, odnosno acetilacije i deacetilacije histonskih repova. Protein dCas9 ima
brojne ortologe, odnosno razliCite izoforme koje kodiraju za Cas9 protein, a mogu
dolaziti iz razliCitih bakterija, koje su predmet mnogih istrazivanja, kao S$to su
Staphylococcus aureus i Streptococcus pyogenes pa govorimo o SaCas9 ili SpCas9,
odnosno u slu€aju kataliticki inaktivne forme, o dSaCas9 i dSpCas9. DNMT3A, TET1,
VPR, VP64 i p300 samo su neke od katalitickih domena koje fuzioniramo na nas dCas9
protein. Da bismo eksprimirali ovakav sustav, najprije je potrebno prilagoditi iz
bakterijske stanice i to konstrukcijom plazmida koji sadrzi sve komponente za
epigenetiCku modulaciju. Upravo je konstrukcija plazmida od velikog interesa jer o njoj
ovisi naSa epigenetiCka modulacija. Javlja se problem oko unosa takvog plazmida u
stanicu jer je prevelik pa se danas nastoji maksimalno smanijiti veli€ina plazmida, a da
se zadrze sva pozitivna svojstva konstrukta. S obzirom na to da Zelimo vidjeti kako ¢e se
na$ konstrukt ponasati u stanici i je li se ili nije eksprimirao, potrebne su sekvence za
navodecu RNA (gRNA), sekvence za ekspresiju ortologa dCas9 proteina, sekvence za
funkcionalne domene koje ¢emo fuzionirati na dCas9 protein, promotorska i
terminatorska regija, markeri pomocu kojih ¢emo vidjeti koji je od tih plazmida
funkcionalan (ekspresija flourescentnog proteina), odnosno koji su pogodni za selekciju
transfeciranih stanica (rezistencija na antibiotik).Da bismo konstruirali najbolji minimalni



plazmid, moramo utvrditi koji su krajevi istovjetni restrikcijskim enzima najbolji u
svojstvima za konstrukciju takvog plazmida.

Takoder, CRISPR/dCas9 bazirani alat za simultano epigeneti¢ko uredivanje ima
potencijala revolucionizirati polje epigenetike omogucujuci determinaciju odnosa izmedu
direktno manipuliranih, individualnih epigenetickih oznaka i transkripcijske aktivnosti, kao
i pomoci u razumijevanju kompleksnosti kromatinskog sloja, ukljuéenog u transkripcijsku
regulaciju. Sve do danas, nema jasne slike kauzalnog odnosa izmedu genske
promotorske regulacije metilacije i transkripcijskog statusa gena niti broja i pozicije CpG-
a u odredenom promotoru koji regulira transkripciju odgovarajuceg gena.

Baziraju¢i se na uspjesno konstruiranoj C-terminalnoj dSpCas9-DNMT3A fuziji,
uspjeli smo dizajnirati okosnicu (engl.backbone) plazmida s izmjenjivim modulima,
stvarajuci tako molekularni alat koji se moze ponovno iskoristiti, a koji je proSiren s
novim funkcionalniom modulima i lako rekonfiguriran za ocCekivani eksperimentalni
postav. (Josipovic¢ i sur.2019.).

Minimalni plazmid igra esencijalnu ulogu u medukoracima u molekularnoj biologiji.
Na primjer, plazmidi mogu stvarati gradivne blokove u sinteti¢koj biologiji ili mogu biti
plazmidi za kloniranje u medukoracima. Mali backbone takoder otvara jedinstvene
klonirajuée strane na restrikcijskim enzimima. Opisuje se generacija funkcionalnih kopija
plCOz plazmida veli¢ine 1185-bp, prosirenih na mjestima za viSestruko kloniranje (MCS
multi-cloning site) (Staal i sur.,2019.).

Mnoge obitelji plazmida veé su naSiroko poznate. U ovom radu, naglasak je
stavljen na pUC i pUK obitelji plazmida zasebno, ali i na optimizirane plazmide za
zavrdno Golden Gate kloniranje.

Stvaranje minimalnog plazmida ima esencijalnu vaznost u molekularnoj biologiji.
Velika pozornost treba se obratiti i na dodatne sekvence koje su u zavrSnom Golden
Gate kloniranju, fuzionirane na nas§ minimalni plazmid. Od dodatnih sekvenci misli se na
sustav za viSestruko navodenje i dualni marker sustav koji nisu esencijalni za stvaranje
minimalnog plazmida, a cija ucinkovitost fuzije na minimalni plazmid kao i sama
funkcionalnost Golden Gate plazmida ima izrazito veliku ulogu u konacénoj zadaci
CRISPR/Cas9 modularnog sustava za epigneticku manipulaciju. Oligokloniranje takoder
je vrlo bitan segment stvaranja modularnog CRISPR/Cas9 sustava za epigeneticku
manipulaciju.

Kao pocetni plazmid za kreiranje minimalnog plazmida pICOz posluzio je pUC18.
Prva reakcija (Rxn1; Slikal.) eliminira LacZ i neke adicijske sekvence uzvodno od pBla
promotora omogucéujuéi ampilicinsku rezistenciju. Eliminirajuéa sekvenca bila je
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amplificirana nekim adicijskim restrikcijskim enzimima (Mlul, Nrul, Sfil, Ndel, Ncol,
Mscl;) koji su bili dodani viSestruko klonirajucoj strani (MCS). Rezultat je da je pUC18
deltaLacZ plazmid manji za 496 bp nego pUC18 plazmid. U drugoj reakciji (Rxn2,
Slikal.) eliminirani su adicijski djelovi LacZ promotora i beskorisni krajevi izmedu MCS i
ORI iz pUC18(iLacZ, a ove su sekvence bile zamjenjene adicionalnim restrikcijskim
enzimima u MCS (EcoRV, Xhol, Spel, Apal, Pmel;).(Staal i sur.,2019.)

Klon koji je pokupljen pokazuje deleciju u pUC ORI, a dio klona MCS nije pokazao
deterministicki efekt na prinos plazmida. To se najéeSCe dogada zbog alternativne
rekombiniraju¢e reakcije umjesto intendne ligacije plazmida PCR produkta(Staal i
sur.,2019.).

® s
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w1 2686bp &
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F_|xn 5
Rxn 6
pUC18 AlacZ pUCmu  plCOz
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L) e S e
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1k — —
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Slika 1. Pregled kloniraju¢e sheme za generaciju minimalnog animalnog vektorskog
backbone palzmida.

Legenda: Graficki pregled modifikacije napravljene za svaki korak u procesu smanjenja. Rxn = reakcija;. Crvene linije
predstavljaju podrucje koje je modificirano u prateéoj reakciji,a krajevi linija indiciraju poziciju poCetnica koristenih za tu
reakciju, dok crne strelice indiciraju pocetnice prikazane u tablici 1. Zeleni plazmidni elementi pokazuju izvoriste
replikacije u plazmidu; sivi plazmidni elementi su beznacajni; plavi plazmidni elementi predstavljaju antibiotski selekcijski
marker; crveni plazmidni elementi prikazuju prokariotske transkripcijske terminatore. Roze linije u pUC18, puC18ALacZ
i pUCmini indiciraju lokaciju RNAII transkripta, koji je potreban za plazmidnu replikaciju, ali nije ukljuéen u prikaz pMB1
izvorista replikacije (Lin-Chao S i sur.,1992.) Novi prikaz izvorista replikacije (u pUCmini, pUCmu i plCOz) nakon
pUCmini delecije uklju€uje RNAII transkript. (B) Hindlll probavlja (indiciran sa ‘+’) 1 ug pUC18, AlacZ (=pUC18ALacZ),
pUCmu i plCOz na 1% Agarose/TAE gela. Veli¢ina na SmartLadder (Eurogentec) indicira na kbp (k) (Staal i
sur.,2019.).

Taj plazmid bio je dizajniran kao pUCmini, koji je 432 bp manji nego i
pUC18ALacZ parentalni plazmid. S ciljem dodatnog smanjenja plazmida, adicijske regije
S nepotrebnim genetskim kodom definirane su izmedu ampilicinske rezistencije i
izvoriSta replikacije, a delecija je napravljena da stvori rezistentni marker koristeci
terminatorsku sekvencu, prisutnu u izvoriStu replikacije. (Rxn 3, Slika1.) (Staal i
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sur.,2019.)

Buduci da plazmid pUCmini takoder ima deleciju na viSestruko-klonirajucoj strani,
napravljeno je tako da se viSestrukoklonirajuca strana restaurira stranama restrikcijskih
enzima (Rxn 4, Slikal.).(Staal i sur.,2019.)

Rezultiraju¢i pUCmu plazmid zavrSava s 89 bp manje nego pUCmini plazmid s
kompletno proSirenom viSestruko-klonirajuéom stranom. Nakon ovoga, suviSni geneticki
kod mozZe se detektiran u sekvenci jedino na naCin da se sigurno smanji plazmid
zamjenjujuci antibiotiCke selekcijske markere s preklopivim ekstezijskim kloniranjem
(Bryksin AV. i sur.,2010.) ili rekombiniraju¢im kloniranjem. Kao dokaz koncepta,
ampilicinska rezistencija zamijenjena je zeocinskom rezistencijom.(Staal i sur.,2019.)

Rezultiraju¢i plazmid rezultira plCOz plazmidom koji je 484 bp manji nego
minimalni pUCmu parentalni plazmid. S ova Cetiri sekvencionalna koraka eliminacije,
plazmid pUC18 koji je dug 2686 bp smanjen je na 1185 pb dug plCOz plazmid, koji
sadrzi viSe korisnih kloniraju¢ih strana kao i totalno smanjenje veli¢ine na 56%.(Staal i
sur.,2019.)

Bez obzira na povijest nasumic¢ne delecije tijekom generacije ovog minimalnog

plazmida, inserti klonirani i propagirani u minimalni pICOz backbone su stabilni. Klonirali
smo nekoliko cDNAs u pICOz kao intermedijarni koraci za PCR-baziranu mutagenezu
MALT1 [LMBP 11225], CARD9 [LMBP 11224], CARD11 [LMBP 11222] i CARD14
[LMBP 11223]), koja ostaje stabilna nakon viSe ciklusa propagacije.
Takoder generirane su korisne vektorske okosnice s dugim insertima. Kao pdITz (LMBP
11273), koja koristi spavajuce transpozon ruke i viSestrane multi-site gateway
destinacijske kazete i vektore sa jako malim insertima kao pU6z (LMBP 11144), koji
sadrzi klonirajuée strane za SpCas9 CRISPR guideRNA (gRNA) ekspresiju i za U6
promotor. Kao demonstraciju za stabilnost nakon nekoliko ciklusa amplifikacije ovih
generalno korisnih vektora, testirali smo digestijom pdITz i pU6z.(Slika 2.).
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Slika 2. Verifikacija stabilnosti pICOz-baziranog klona koji je bio propagiran nekoliko
puta (Izvor:Staal i sur.,2019.)

Legenda: Plazmid pU6z je lineariziran sa Ncol, rezultiraju¢i sa 1553-bp fragmentom. Za verifikaciju integriteta ostalog
MCS pored inserta provodi se Hindlll/Bgll dvostruko rezanje u MCS te je Zeo rezistencijski gen gotov. Rezultati su
1143-bp i 410-bp fragmenti (strelica). Sli¢no, pdITz plazmid s vecim insertima je lineariziran sa Notl te nastajefragment

3534 bp,a dio inserta je izbacen s Hindlll i nastaju fragmenti 2085-bp i 1449-bp (strelica). Veli¢ina je odredenapomodu
SmartLadder (Eurogentec) u kbp (‘k’). (Staal i sur.,2019.)

Moze se navesti nekoliko potencijalnih slucajeva koriStenja kada je rijeC o malim
okosnicama plazmida. Jedan vrlo koristan slu¢aj je onaj u kojem se plCOz koristi kao
intermedijarni klonirajuéi plazmid s PCR-posredovanom mutagenezom da bi se pomocu

njega, klonirali generirani mutanti u ekspresijski vektor. Tri glavne i velike prednosti su
sljedece:

1) PCR-om se trebaju amplificirati samo mali produkti (insert + 1 kb) prije nego
cijeli ekspresijski vektor (tipicno insertiran + 5—6 kb za ekspresijski vektor u
sisavaca);

2) nema rizika za PCR amplifikaciju koja bi uzrokovala bilo koju nenamjernu
modifikaciju ekspresijskim vektorom.

3) sb obzirom na to da je najveci broj vektora ampilicinske rezistencije kloniran od
zeonin rezistentnog plCOz vektora, smanjuje se rizik kontaminacije pICOz vektora.

pICOz i pUCmu vektori okosnice takoder mogu biti zanimljivii kao eukariotski
ekspresijski vektori u nekim slu¢ajevima. lako,adiranjem kompletne ekspresijske kazete
sisavaca, SV40 ORI brani svrhu malog plazmida od nekoliko kb spremljenih na
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backbone, rezultirat ¢e malom razlikom u krajnjoj veli€ini ekspresijskog vektora. Tu su
javljaju i mnogo manje ekspresijske kazete kao sto je CRISPR/Cas9 gRNA ekspresija
od U6 promotora i terminatora (npr., puému LMBP 09491 i pU6z LMBP 11144).
Ekspresije ovih gRNAs su takoder su referentno prolazne pa stoga nije potrebno imati
SV40 ORI. Neke stanice lak8e su transfecirane sa malim ekspresijskim plazmidima.
(npr., elektroporation Jurkat T cells) a ovaj postupak takoder je prikazan i kod drugih
autora (Hornstein BD. i sur.,2016.), $to ukazuje na to da ovi mali ekspresijski plazmidi
imaju primjenu. Ovdje je takoder rije¢ o puno potencijalnih korisnih sluCajeva malih
backbone vektora u polju molekularne biologije te se potiCe kreativno koriStenje tih alata
za razvoj novosti u nizvodnim aplikacijama (Staal i sur.,2019.).

Da bismo odredili apsolutni i relativni prinos minimalno klonirajuceg vektora, s
ciliem verifikacije delecije i potvrdivanja da nije eliminirano nista $to bi imalo utjecaj na
kopiju plazmida i totalni prinos, napravljeno je nekoliko paralelnih toplinskih Sokova na E.
Coli te transfekcija i mini plazmidna preparacija 4 konstrukta (pUC18, pUC18AlLacZ,
pUCmu i pICOz). Iznenadujuce, pUCmu i pICOz pokazuju vrlo visok prinos u konaénom
broju DNA produkta prekonoéne kulture (Slika 3.A) i vise kada je faktiraju¢i u onim
plazmidima koji su mnogo manji nego li pUC18 plazmid (Slika 3.B).(Staal i sur.,2019.)
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Slika 3. Usporedba prinosa minimalnog plazmida i roditeljskog plazmida u viSestrukim
Escherichia coli varijetetima (Izvor: Staal i sur.,2019.)
Legenda: (A) Apsolutni prinos (pg/ml prekonoc¢na kultura) za ¢&etiri konstrukta. (B) Plazmidna veli¢ina prilagodava
relativni prinos (prosjec¢an pUC18 prinos do 1) i razdijeljen relativnom veli¢inom (pUC18 = 1, pUC18ALacZ = 0.81,

pUCmu = 0.62 i pICOz = 0.44). Veli¢ina plazmida prilagodena prinosu trebala bi biti u korelaciji s brojem plazmida
ekstrahiranih/ml prekono¢ne kulture. Pogreska predstavlja 95% sigurnosni interval. (Staal i sur.,2019.)

Generacija minimalnog plazmida veliCine ~1-kb potpuno funkcionalnog
klonirajueg plazmida najviSe je zasad smanjena. Sve nepotrebne sekvence bile su
eliminirane u prostoru izmedu viSekloniraju¢e strane (MCS multi-cloning site), izvorista
replikacije i selektibilnin markera. Trenutacno se koristi najmanji divlji rezistencijski
marker i jedini nacin za daljnje smanjenje plazmida je delecija izvorista replikacije ili
zamjena izvoriSta replikacije s alternativnim manjim izvoriStem replikacije.(Staal i
sur.,2019.).



Slucajnoséu je indentificirana pUC varijanta pMB1 ORI, koja smanjuje pUC ORI sa
750 bp na 616 bp. Minimalni pUC dobiven ORI od 674 bp (GenBank: EU496091.1)
objasnjen je u BioBrick sustavu (Shetty RP i sur.,2011.). Komparacija sekvenci pokazuje
poravnjavanje izmedu plCOz i baza 3-618 BioBrick pUC ORI-a je takoder otkrio da
BioBrick pUC sadrZi nekoliko mutacija za eliminaciju restrikcijskih strana u ORI-ju.
Najmaniji vektor okosnice moze se jako lako napraviti potpuno sinteticki, gdje, u teoriji,
sve restrikcijske strane u okosnici mogu biti eliminirane i nadalje proSirene u MCS. To se
moze smatrati zanimljivom perspektivom za daljnji razvoj plCOz okosnica kao
standardnog IGEM ‘dijela’ za sinteti¢ku biologiju (Ellis Ti i sur.,2008.; Heinemann M. i
sur.,2006.). Nasumi¢na delecija pUC ORI-ja je mutant koji lako moze biti skoro najmanja
varijanta pUC ORI koja se mozZe generirati, za Sto je potrebna RNAII (27-615 bp u
BioBrick banki gena) i ostale uzvodne baze potrebne za ekspresiju (3—27 na BioBrick
banki gena) RNAII. Ekspresija RNAII nekad nije uklju€ena u pUC ORI (pMB1). Minimalni
ORI od nisko kopiraju¢eg plazmida pSC101 od samo 220 bp bio je prethodno opisan. U
teoriji, moguce je smanijiti pICOz na 789 bp s minimalnim ORI ako se radi s adicijskim
sekvencama pUC ORI.(Sugiura S. i sur.,1993.)

Ovisno o RNAII sa 1185 bp, ve¢ su jako blizu najmanjem plazmidu nadenom u
prirodi (746 bp), i treba opcenito visoko kopirajuci plazmid i selektibilni marker da se
generira korisni kloniraju¢i vektor, Cija restrikcija odreduje buducu optimizaciju veli€ine.
Drugi koristeni sluCajevi traze niske kopije plazmida (e.g., for E. coli proteinsku
ekspresiju) i u tim slu€ajevima adicijske optimizirajue veli¢ine kao pSC101 ORI mogu
biti od interesa. Selektibilni marker bezuvjetno adira 458 bp (promotor + kodirajucu
domenu sekvencu [CDS] + terminator), pa bi moglo biti da je najmanji limit koji se moze
ostaviti potpuno opremljenom funkcionalnom visoko kopiraju¢im kloniraju¢im vektorom u
E.coli. (Staal i sur.,2019.)

Plazmid pUC18 reduciran je u veli€ini u nekoliko razli€itih reakcijskih (Rxn) koraka
PCR-a. PocCetnice su dobivene iz Invitrogena in silico kloniranjem, generacija grafickih
vektorskih mapa i analiza sekvence napraviljena je u UGENE (http://ugene.net). Fuzija
DNA polimeraze (New England Biolabs) PCR reakcije su napravljene sa prateéim
generalnim programima: 3 min na 98°C denaturacija, 35x (10 s 98°C denaturacija, 20 s
na 57°C annealing, 20 s/kbp na 72°C elongacije), 10 min na 72°C. DNA polimeraza
(Biotool) PCR program je 5 min na 95°C denaturacije, 35x (20 s na 95°C denaturacije,
20 s na 57°C annealing, 45 s/ kbp na 72°C elongacije), 10 min na 72°C elongacije na
GeneAmp 9700 (PE Biosystems) thermocycler-u. Ligacija sa T4 DNA ligazom
(Promega) napravljena je na sobnoj temperaturi preko noéi. CloneEZ (GenScript)
reakcije su napravljene tokom 30 min na sobnoj temperaturi. Svi DNA produkti su
transformirani u kompetentnu MC1061 Escherichia coli u trajanju od 30 s uz toplinski
8ok pri 42°C u vodenoj kupelji (Staal i sur.,2019.).


http://ugene.net/

Prinos plazmida puUC18 (LMBP 7874), pUC1l8deltaLacZ (LMBP 9213), pUCmu
(LMBP 9329) i pICOz (LMBP 11103) su determinirani iz MC1061 (LMBP 472),
DH5(Invitrogen), DH10B (Genome Systems), BL21 (Stratagene), Topl0 (Invitrogen) i
DB3.1 (LMBP 4098) E. coli. Svaki plazmid je narastao u kvadriduplikatima startajuci od
individualnih klonova izabranih iz ploCice za svaki soj domacina, i plazmidi su
prepipetirani iz 3ml (MC1061) ili 5ml (drugi sojevi) kulture po plazmidu i replikacije
koriste¢i HQ Mini Plasmid Purification Kit (Invitrogen) (MC1061) ili QlAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN) (drugi sojevi). DNA koncentracije su determinirane NanoDrop-
om ND-8000 (ThermoFisher) (Staal i sur.,2019.).

Svi plazmidi u ovoj studiji su deponirani prema ISO 9001 (ISO B.,2010.) sukladno
BCCM/GeneCorner kolekciji kultura (www.genecorner.ugent.be). Svi plazmidi su
verificirani Sanger-ovim sekvenciranjem (internal sequencing facility) i restrikcijskom
enzimskom digestijom (Promega)(Staal i sur.,2019.).


/Users/vlatkacubriccurik/Library/Containers/com.apple.mail/Data/Library/Mail%20Downloads/Downloads/www.genecorner.ugent.be

Slika 4. Molekulski model CRISPR/Cas9 modularnog sustava (lzvor:
https://www.biointeractive.org/sites/default/files/styles/square_thumbnail/public/biointera
ctive/images/crispr-thumbnail.jpg?itok=IRUlIxwz
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2. HIPOTEZA | CILJ ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog rada je da vektor okosnice plazmida ima tezu primjenu u razli¢itim
eukariotskim stanicama.

Pokazalo se potrebnim redizajnirati vektor okosnice s obzirom na tezu primjenu
veCih vektora u razli€itim eukariotskim stanicama te s obzirom na veéu ucinkovitost
sklapanja sustava u transfeciranim stanicama, a zbog smanjene ucinkovitosti dosada
poznatih metoda za sklapanje plazmida.

Ciljevi ovog rada su:

1. Stvaranje minimalnog vektora okosnice iz poCetnog backbone plazmida ¢ime bi
se maksimalno smanjio broj nukleotida i napravio ucinkovitiji vektor za sklapanje naseg
CRISPR/Cas9 modularnog sustava za epignetiCku modifikaciju da bi se tako olakSala
transfekcija takvog vektora u animalne stanice od interesa.

2. Redizajn odabranih vektora

3. Pronalazenje optimalnih krajeva za Golden Gate sklapanje modularnog vektora
koji imaju visoku specificnost slaganja veceg broja fragmenata i kodiraju za
aminokiseline, koje su u otvorenom okviru Citanja, neutralne za funkciju fuzijskog
proteina. Takvi krajevi trebali bi biti nepalindromne sekvence i trebale bi pokazivati visok
stupanj ligacije, odnosno spajanja Watson-Crickovih baza.

4. Primjenom odgovarajucih programskih sustava za sklapanje vektora kao Sto je
SnapGene viewer te prikaza i razrade njihove strukture za lakSu vizualizaciju, omogucit
¢e se uvid u postupak smanjenja plazmida i njegovu strukturu postepenim oduzimanjem,
ali i dodavanjem fragmenata drugih DNA plazmida, koji su pokazali manji broj baznih
parova, ali i jednaku ucinkovitost ili zamjenom pojedinih dijelova konstrukta koji imaju
istu zadacu.

5. Pomoc¢u programskih sustava kao Sto je Ligase Fidelity Viewer prikazati ¢e se
ucinkovitost sklapanja pojedinih krajeva kratkih, 4-baznih dugih sekvenci DNA plazmida,
odnosno ligacijsku vjernost T4 DNA ligaza. Dijelovi plazmida koje zovemo krajevima
zapravo su istovjetni sekvencama restrikcijskin enzima koji rezu polinukleotidni lanac pa
¢u time dati uvid u kombinacije Cetiriju baznih parova koje je najbolje koristiti u sklapanju
krajeva takvih vektora.

Primjenom oligo-annealing procesa $to je zagrijavanje i hladenje dvaju
jednolan¢ana oligonukleotida s komplementarnim sekvencama, postupka moguce je
sklopiti fragment koji ¢e takoder biti ligiran unutar odredenog plazmida u medukoraku ili
krajnjeg plazmida.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Stvaranje backbone plazmida

Backbone plazmid kao osnovni plazmid za stvaranje minimalnog plazmida
(pBackBone-BZ) (Slika 5.) dobiven je iz pUC19 plazmida (Addgene plasmid #50005).

(13 .. 39) upUC_bb-BZ-FW

Iral (15)
add AflII site: CTTAAG Aatll (17)
(9} Nael | secondary cassette
(7) NgoMI¥ Eco53KI (26)
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] ' /1 Nsil (40)
(2335 .. 2358) upUC_amp-RE N . Nspl - Sphl (42)
(2303) Sspl i “ BstAPI {44)
YA -
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{z098) Xmnl N S | |
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{1979) Scal _ — Sall (157)
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e ,__ B
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...0OFi
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Slika 5. pBackBone-BZ
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Prvo, nezeljena Bsal restrikcijska strana u beta laktamaza ORF uklonjena je
postranicnom mutagenezeom. Sljedece, 1800 bp fragment koji sadrzi beta laktamaznu
ekspresijsku kazetu i ORI je amplificiran PCR-om iz pUC19 koristeci primere pUC19-FW
i pUC19-RE. PCR produkt je spojen, koristeCi Acc65I i Agel restrikcijske endonukleaze
sa sintetiziranim fragmentima "Gblock-BB" amplificiranih koriste¢i C9seq1 i C9seq2 i
sjeCenih sa tip IIS restrikcijskim endonukleazama Esp3l za generiranje kompatibilnih
krajeva. SV40 ORI replikacija je maknuta restrikcijom sa NgoMIV i re-ligacijom Sireg
fragmenta. Finalni konstrukt sadrzava DTS regiju (TF vezujuéu regiju SV40) za efikasan
unos plazmida u jezgru (Dean., 1997) i selekciju s Bsal restrikcijskom stranom
okrenutom prema van stvarajuci "B" i "Z" tip krajeva za Golden Gate sklapanje (Slika 5.).
Ta sekcija takoder sadrzi ekspresijku kazetu za LacZa s lac promotorom i L3S1P13
sinteti¢kim terminatorom (Chen i sur.,2013) za plavo-bijelu selekciju nedigestiranih ili re-
ligiranih vektora okosnice tijekom GoldenGate sklapanja.

Kako bi se CRISPR/Cas9 sustav u stanicama kreirao potrebno je na osnovni
plazmid fuzionirati sve komponente potrebne za ekspresiju CRISPR/Cas9 modularnog
sustava za epigeneticku modulaciju.

Moduli su klonirani u pUK21 vektor (Addgene plasmid #49788) ili u vektora
pUK21gg (optimiziranog za Golden Gate kloniranje koristeci tip IS restrikcijske
endonukleaze). Svaki modul je amplificiran PCR-om koristeéi primere s prihvatljivim
restrikcijskim stranama kompatibilnima za pUK21 MCS. Primeri takoder sadrze Bsal
prepoznavajucu sekvencu prema van koja ostavlja prihvatljive 4 pb krajeve koriStene za
Golden Gate sklapanje (tip ovisan o modularnim pozicijama; Slika 6.). Sve neZeljene
Bpil, Bsal i Esp3lI restrikcijske strane su maknute postranicnom mutagenezom, odnosno
one koje sadrze fluorescentni i antibioticki otporni marker (PuroR, mRuby3, mClover3), a
klonirane su koristeci pojednostavljenu strategiju, a Ncol restrikcijskim mjestima oko
start kodona i Kasl mjestom prepoznavanja koja kodiraju za 2 zadnje aminokiseline
(Gly-Ala). Sva Ncol i Kasl restrikcijska mjesta su uklonjena iz kodirajuce sekvence
markera introducirajuéi tihu mutaciju usmjerenom mutagenezom. (Josipovi¢ i sur.2019.)

Destinacijski plazmid za selekcijske module (fluorescentni i antibioti¢ki otporni
marker) je pUK21_FP_entry koji sadrzi sintetizirani genski fragment pFP-Entry kloniran
izmedu Pstl i Xhol restrikcijskih strana u pUK21 vektoru kojem nedostaju Kasl
restrikcijske strane. Kasl restrikcijska mjesta su uklonjena umetanjem kratkih
oligonuklotida (pUK21_Kasl-BamHI) izmedu Kasl i BamHI restrikcijskih mjesta u pUK21
vektor. Fragment pFP-Entry sadrzi eukariotski promotor EFS, kao i prokariotski Lac
promotor za vrednovanje fluorescentnih signala u Zivotinjskim i bakterijskim stanicama.
Dodatno 2 Bpil restrikcijske strane u fragmentu mogu poslije otpustiti fluorescentni
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modul pod Lac promotorom za njihovu inserciju u gRNA module i u bijelo-crvenu
selekciju. PCR amplificiran fluorescentnim modulom mRuby3 i mClover3 su onda bili
klonirani koriste¢i Ncol i Kasl strategiju u pUK21_FP_entry, rezultiraju¢i s plazmidima
pUK21_FP_mClover3 i pUK21_FP_mRuby3, koji mogu biti koridteni za konstrukciju
jednog ili dvostrukog markernog modula. (Josipovi¢ i sur.2019.)

Za bijelo-crvenu selekciju, kodiraju¢a sekvenca za mRuby3 pod Lac promotorom
je izrezana od zavrSenog mRuby3 modula sa Bpil restrikcijskim enzimima (opisanima
gore) i umetnutih unutar pSg-Sp modula (QRNA module za SpCas9) untar dviju Bpil
restrikcijskih mjesta koristenih za inserciju gRNA varijabilnih djelova. Modul pSg-Sa
(gRNA modul za SaCas9) je amplificiran iz pX601-AAV-CMV::NLS-SaCas9-NLS-3xHA-
bGHpA;U6:Bsal-sgRNA (Addgene plasmid #61591); originalno Esp3l restrikcijsko
mjesto za gRNA kloniranje je zamjenjeno s Bpil stranom i mRuby3 kazeta za bijelo-
crvenu selekciju je dodana analogno pSg-Sp. (Josipovi¢ i sur.2019.)

ori

Backbone

wouo | 20V | 0oLy | LD | wwoo | 000¥Y | FRS1]

=]
Bsal B A,,v_ X BSJJ A - | fso ‘?‘cas&xﬂ] . %I:‘ Z

Slika 6. Golden Gate sklapanje individualnih modula u kazetu za eukariotsku ekspresiju.
(Izvor: Josipovic¢ i sur.2019.)

Prema Slici 6. komponente su spojene kroz nepalindromna 4 kohezivna kraja
generirana s tipom |IS restrikcijskim enzimima (Golden Gate kloniranje), koje omoguéuje
efikasno sklapanje velikog broja DNA fragmenata. Backbone plazmid sadrzi lacZa
kazete za bijelo-plavu selekciju bakterijskih kolonija sa necjepanim/religiranim
okosnicama, dok bakterija uzima samo module plazmide koji su eliminirani counter
selekcijom sa ampilicinom. Bijele kolonije sadrze korektno sklopljene eukariotske
ekspresijske kazete za selektirani dCas9 fuzijski konstrukt. Ako gRNA moduli nemaju
prethodno klonirane varijabilne djelove ili prihvacene viSestruke djelove ili drugi ciklus
viSevodnog sklapanja, pozitivne kolonije su crvene i gRNA (ili viSevodne) kloniranje je
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olak$ano plavo-bijelom selekcijom. (Josipovi¢ i sur.2019.)

Moduli za dSpCas9 i dSaCas9, inicijalno napravljeni za C-terminalnu fuziju
efektorske domene su prenamjenjeni za ulogu N-terminalne fuzije. Specificni Golden
Gate krajevi “I” i “II” su promjenjeni u “II” i “lll”. Zbog toga su, specifiéno oligo-annealed
nukleotidi (N-C9), koji definiraju nove krajeve, klonirani izmedu Hindlll i Xhol restrikcijske
strane u pUK21gg vektor. Moduli u dSpCas9 i dSaCas9 tada su izrezani koristeci Bsal i
klonirani u dvije Bpil restrikcijske stane u pUK21gg_N-C9 vektor.(Josipovi¢ i sur.2019.)

Funkcionalni moduli za N-terminalnu fuziju sa dCas9 modulom su napravljeni
analogno. Inicijalno, krajevi tipa “II” i “llI” su promjenjeni u krajeve tip “I” i “Il” kloniranjem
DNMT3A, TET1 i VPR modula u 2 Bpil restrickcijske strane u pUK21gg_N-FD.
(Josipovic i sur.2019.)

U C-terminalnoj fuziiji sa dCas9, nukleoplazmin NLS moze biti povezan s
efektorskom domenom (DNMT3A). Tako, za testiranje efekta nukleoplasmina NLS na C-
terminalnu DNMT3A efektorsku domenu, specificno oligo-annealed nukleotid FD_c-
NLS-NP je kloniran izmedu Kasl i Xhol restrikcijske strane u pUK21gg vektoru.
Oligonuleotidi sadrze dvije Esp3l restrikcijske strane za DNMT3A kloniranje sa
nukleoplazminom NLS nizvodno od kloniraju¢e strane. DNMT3A efektorske domene su
tada izrezane od zavrSsnog modularnog vektora, inicijalno napravljeno za C-terminalnu
fuziju sa dCas9, sa Bsal restrikcijskim enzimima i kloniranima u pFD_c-NLS-NP vektor.
(Josipovic i sur.2019.)
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3.2. Konstrukcija sustava za visestruko navodenje gRNA

Prvo, "individualni" moduli za Golden Gate sklapanje gRNAs na poziciji 1-6 u
sustavu za viSestruko navodenje su stvoreni kako slijedi. Nezeljene NgoMIV i Xhol
restrikcijske strane su maknute iz plazmida pFUS_A (Addgene plasmid #31028) i nove
NgoMIV restrikcijske strane su introducirane nizvodno iz viSeklonirajuce strane
postranicnom mutagenezom. BivSe kloniraju¢e strane iz plazmida pUK21 (Addgene
plasmid #49788) su izrezane sa Sapl i NgoMIV i umetnute u izmjenjeni pFUS_A, te daju
plazmid pUS21gg. Sest razligitih parova oligo-annealed nukleotida (sgM1-6) su klonirani
u Kasl i Xhol restrikcijske strane, a svaka nosi 2 Esp3l restrikcijske strane koje stvaraju
razliCite 4 nt 5' ljepliive krajeve oznaCene sa rimskim znakovima od | do VII,
odgovarajuéi krajevima od B-Z u sustavu za sklapanje fuzijskog konstrukta. Adaptirana
(Xbal_B_C9seql_A Ncol) je oligo-annealedsekvenca i umetnuta izmedu Xbal i Ncol
strane, olakSavajucCi Bsal kloniranje zavrSenih plazmida gRNA kazeta (ukljuCujudi
mRuby3 ekspresiju za bijelo-crvenu selekciju) niz modula pSg-Sa i pSg-Sp, prethodno
stvarajuci 4 za jedno gRNA kloniranje u sustavu za dCas9 fuzije (opisanih u prethodnoj
sekciji). Dva seta od 6 razli¢itih plazmida za kloniranje individualnih gRNA molekula za
SaCas9 i SpCas9 su napravljeni (pSgMxA predstavlja plazmide za SaCas9 gRNA
molekule dok pSgMxG predstavljaju plazmid za SpCas9 gRNA molekule, x = (1, 2, 3, 4,
5, 6)), kako bi bilo moguce sklapanje (koriste¢i Esp3l tip 1IS enzime) do 6 razliCitih gRNA
modula, svaki noseCi gRNA ekspresijsku kazetu. Sljedeci, "multi-guide” moduli su
stvarani da zamjenjuju gRNA modul u sklapanju fuzijskog konstrukta i omogucuju
kloniranje od 1 do 6 "individualnih" gRNA modula sustava za viSestruko navodenje.
Kanamicin rezistentni gen i ORI su amplificirani iz pUK21 (Addgene plasmid #49788) s
poCetnicama koji omogucuju ligaciju na viSe-kloniraju¢im stranama izrezanim iz istog
plazmida s NgoMIV i Sapl, koji rezultira micanjem dviju nezeljenih Esp3l restrikcijskih
strana. Tre¢a mutageneza sa Esp3l restrikcijskom stranom (lociranom unutar kanamicin
rezistentnog gena) je maknuta postranicnom mutagenezom, dajuci plazmid pUK21gg.
Par oligo-annealed nukleotida (SgMult) sadrzavajuéi jednu restikcijsku stranu za Esp3l
koja definira kohezivni kraj "I" potreban je za sklapanje prvih gRNA modula i Bsal
restrikcijskin strana koje definiraju ljepljivi kraj imena “B” potrebnog za sklapanje
funkcionalnih konstrukta za epigeneticku modulaciju te je kloniran unutar Kasl i Ncol
restrikcijskih strana. Sest razli¢itih annealed parova (SgMx1-6), svaki sadrzavajuéi Esp3l
restikcijske strane definiraju druge ljepljive krajeva imena “2-7” koji determiniraju
kapacitet prihvatljiv do 6 razli€itih gRNA sklopljenih modula i Bsal restrikcijske strane koji
definiraju ljepljiv kraj imena “A” su klonirani unutar Ncol i Xhol strana. U zavrSnom
koraku, mRuby3 fluorescentni markeri pod Lac promotorima izrezani su iz plazmida
sadrzavaju¢i mRuby3 module (opisane u prijasnjim sekcijama) sa Bpil i kloniranih
izmedu Bpil restrikcijske strane koje su bile predstavljene s kloniranjem prvih parova
oligo-annealed nukleotida (SgMult). Marker mRuby je koriSten za bijelo-crvenu selekciju
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tocnog gRNA modula prateéi sklapanje sa Esp3l restrikcijskim enzimima. Krajnji produkt
ovoga koraka su plazmidi (pSg-x1 to pSg-x6) koji imaju kapacitet za prihvacanje do Sest
gRNA modula s Esp3l-posredovanim sklapanjem. (Josipovi¢ i sur.2019.)

CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN target oligo
ONNNNNNNNNNNNNNNNNNNNOVYY  (annealed pair)

Bpil Bpil
O = G D = D
Bsal B A Bsal
TGAC GGTA
YOI, D0V.L
gRNA module
ori

Slika 7. 20 bp gRNA variijabilna regija je klonirana u modularni vektor oligo-annealing
metodom (lzvor: Josipovic i sur.2019.)

Slika 8 prikazuje 20 bp gRNA varijabilnu regiju jkoja e klonirana u modularni
vektor oligo-annealing metodom. Svaki individualni gRNA modul sadrzi U6
promotor, gRNA scaffold ili SaCas9 ili SpCas9 i fragment da bude izrezan tipom IIS
endonukleaza Bpil na 5' kraju gRNA skele, koji priprema vektor za prihvacanje 20
bp varijabilnih gRNA fragmenata (umetnutog oligo kloniranjem) dodjeljujudi
specificnost za partikularnu genomsku regiju. lzrezani dio kodira za bakterijsku
kazetu za ekspresiju mRuby3 fluorescentnog proteina, koji daje kolonijama crvenu
boju i tako olakSava bijelo-plavu selekciju. Alternativno, gRNA modul moZe biti
substituiran za viSe-vodeni model prihvacajuci jedan do Sest gRNA modula za drugi
krug sklapanja (Josipovi¢ i sur.2019.).
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3.3. Stvaranje dual marker sustava

Plazmidi za dvostruki marker sustav na prvoj poziciji sa krajevima "llI" do "X" su
generirani iz korespondiraju¢ih modula sa krajevima tip "llI" i ,IV* amplificirajuci T2A
regiju plazmida pUK21_FP_T2A koristeCi pocCetnice T2A_X-FW i T2A_X-RE, koje
adiraju nekomplementarnu ekstenziju potrebnu za pretvorbu kraja "IV" u "X". PCR
produkt poslije kloniran izmedu Hindlll i Xhol restrikcijske strane u plazmid pUK21_no
Kasl i intermedijarni plazmid je tada imenovan u pM2-FP_T2A-X. (Josipovi¢ i sur.2019.)

Za sekundarnu poziciju, "prazni® plazmid pM2-FP_X-P2A je generiran
amplificirajuéi DNA fragment Gblock-BB (takoder koriSten za konstrukciju backbone
plazmida) koriste¢i pocCetnice C9seq3 i C9seg4 i kloniranje PCR produkta u
pUK21_FP_T2A vektor izmedu Ncol i Hindlll restrikcijske strane.

Marker kodirajuéa sekvenca za rezistenciju na antibiotik ili fluorescentni protein
umetnuta je u pM2-FP_T2A-X i pM2-FP_X-P2A. (Josipovi¢ i sur.2019.)
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3.3.1. Oligo kloniranje varijabilnih djelova gRNA modula

Varijabilni djelovi gRNA su klonirani u pravilne modele esencijalne kako je
opisano (Cong i sur., 2013). Oligonukleotidi dizajnirani za tvorbu dsDNA sa vise¢im
kompatibilnim krajevima sa gRNA modulima (Slika 5.) su sintetizirani. Bili su fosforilirani
na 5' kraju i annealed u reakciji sadrzavaju¢i 100 pmol svakog nukelotida, 1x T4
ligacijski pufer (TaKaRa) i 5 U od T4 polinukleotidne kinaze (NEB). Fosforilacija je
napravljena na 37°C tijekom 30 min, pracena denaturacijom na 95°C tijekom 5 min.
Oligonukleotidi su annealed u thermocycleru postepenim smanjenjem temperature za
5°C po minuti, od 95°C do dolje 25°C. Fosforilirani i annealed oligonukleotidi su tada
klonirani u module plazmida u jednu reakciju sadrZzavajuci 1x Buffer G (Thermo Fisher
Scientific), 0.5 mM DTT (Thermo Fisher Scientific) 0.5 mM ATP, 350 U od T4 DNA
ligaze i 10 U tipa IIS restrkcijskih enzima Bpil (Thermo Fisher Scientific). Reakcijski
uvjeti se sastoje od Sest ciklusa na 37°C tijekom 5 min i 23°C tijekom 5 min. Tretman
egzonukleazom V je napravljen direktno dodajuci 10 U enzima u reakcijski mix zajedno
sa adicionalnim 0.5 mM ATP i inkubiraju¢i za 30 min na 37°C da bi maknuli zaostale
linearne DNA. Nakon 6 bakterijskih tranformacija, bijele kolonije su selektirane za daljnju
verifikaciju (crvene kolonije predstavaljaju nerezani ili prazni backbone vektor).
(Josipovi¢ i sur.2019.)
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Esp3l Esp3l

Backbone

Lo P

Bsal Bsal®

z
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Slika 8. Sekundarna kazeta za ekspresiju selekcijskog markera odvojenog od dCas9/ED
fuzije. (Izvor: Josipovi¢ i sur.2019.)

Legenda: prema slici 9. prikazana je sekundarna kazeta za ekspresiju selekcijskog markera odvojenog od dCas9/ED
fuzije. Backbona prihvacéa adicionalni modul za proteinski marker putem Esp3| Golden Gate kloniranja. Nakon toga,
marker je ekspresiran pod jakim (SV40) promotorom nezavisnim od glavnog fuzijskog konstrukta sklopljenog koristeci
standardni protokol. To omogucuje strogu kontrolu (specijalno od puromicina) dok daje fleksibilnost za biranje slabijeg
promotora za glavnu dCas9 fuzijsku kazetu, time omogucujuéi fino ugadanje potrebno za kontroliranje off-target
utjecaja. (Josipovi¢ i sur.2019.).
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3.3.2. Potvrdivanje dvojne transfekcije koriste€i fluorescentne markere

Pra¢ena je transfekcija HEK293 i BG1 stranica sa plazmidom za ekspresiju
fuzijskog proteina promatrajuc¢i crvenu mRuby3 i Zuto-zeleni mClover3 (Bajar i sur.,
2016.) te fluorescenciju fuzioniranih fluorescentnih proteina prevedenih u isti okvir za
Citanje kao i dCas9 fuzijski konstrukt koji je povezan putem samo-cjepajucih 2A peptida.
Slike su sakupljene pod istim uvjetima koriste¢i Olympus IX73 mikroskop. Pozitivhe
stanice za mClover3 i mRuby3 fluorescenciju su prebrojane koristeci Object Count alat u
Olympus cellSens Standard software-u. Fluorescencija je slikana koriste¢i Olympus filter
sets U-FRFP (mRuby3) i U-FYFP (mClover3), koji osigurava dobru odvojenost
fluorescentnog signala. (Josipovi¢ i sur.2019.)
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3.3.3. SnapGene viewer i Ligase Fidelity viewer

SnapGene viewer je programski softvare za virtualnu konstrukciju nukelotidnih
fragmenata i cijelih plazmida. U SnapGene vieweru mozemo vec¢ konstuirane plazmide
prenamjenit i dizajnirati za naSe potrebe. Daje nam uvid u redoslijed DNA baza,
pojedinih sekvenci, kompletnih plazmida i restrikcijskih enzima, njihovih prepoznavajuéih
i sje€ucih strana i moguénost obiljezavanja onih djelova fragmenata koje Zelimo naglasiti
i koji su bitni u konstrukciji naSeg novog plazmida. Daje nam uvid u povijest koriStenih
konstrukta i njihov pregled kako smo do njih dosli. Sam softwere sadrzi sve dosada
poznate komercijalne restrikcijske enzime koje moZemo koristiti za otvaranje i sklapanje
nasih plazmida (Slika 10,11, 12.).

D SnapGene Viewer - - IEN

SnapGene® Viewer 3.1.1

o0l | NewDNAFle...

New Protein File...

Open Recent

@ Import from GenBank...

- Help v  Reference ¥ Ext

Slika 9. Pocetno sucelje SnapGene viewer 3.1.1. (Izvor:https://snapgene-
viewer.software.informer.com/#google_vignette )
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[ plB2-SEC13-mEGFP.dna (Circular / 7235 bp)

File Edit View Enzymes Features Primers Actions

Tools Window Help

. 5 -
R A
New  Open  Save  Print Undo  Redo Cut  Copy  Paste

(6900) Bsu361
(6853) Hpal

(6318) Sspl

(6261) PluTI

(6259) Sfol |

(6258) Narl
(6257) KasI

(6251) BmtI
(6247) Nhel

(5729) Stul
(5688) ECONI

(5143) BspEI

o
o
>

(4071) Scal

(3813) Fspl
Unique 6+ Cutters (Nonredundant) | «

Q| map [Sequence [ Enzymes | Features | primers | Hstory |

(3961) Pvul /

(7089) BsrBI

Asel (3763)

AVFII (376)

BspQI - Sapl (437)
/ 487)

PasI (.
Eco53KI (681)
Sacl (683)
——— SEC13.FOR (685 .. 719)
Acc651 (685)
Kpnl (689)
BspDI* - ClaI* (877)
PSpOMI (946)
Apal (950)
Xceml (957)
ECORV (1138)
PfIFI - Tth111I (1356)
 BamHI (1634)
SECI3.REV (1610 .. 1640)
BtgZI (1774)

Bpu10I (2256)
BIpI (2274)
Notl (2375)
Aval - BsoBI - PaeR71 - XhoI (2391)
BmeT1101 (2392)
PstI (2401)
SphI (2407)

AfIIIL - PCil (2698)

Lo | @
‘B I U A Al a- &
Text Formatting Text Insertions
© 7235 bp
[syntheticona v | (7] Confirmed experimentally
Laboratory Host:
Pichia pastoris -
Bacteria
[oHsam™ -
Methylation:

Dam* Dem* EcoKI*

Description:
Welcome to SnapGene Viewer!

This sample file is available in the Help
menu|

Created: Last Modified:
Sunday, Apr 15,2012 Thursday, Apr 19, 2012

Accession Number: Code Number:

Sequence Author:
SnapGene Developers.

Comments:
Use the tabs at the lower left to see what

this software can do. Sequence view
shows:

== an intron after the first codon of
SE
- an in-frame fusion between SEC13
and mEGFP -
-- skinned translation numherina for
[V] Description Panel

Slika 10.Radno sucelje SnapGene viewer-a 3.1.1. (Izvor:https://snapgene-
viewer.software.informer.com/#google_vignette )
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(% Restriction Enzymes: PshAl - O X

.\.

653 enzymes
PshAl
PshBI
Psil
PspSII
Psp6l
Psp124BI
Psp14061
PspCI
PspEl
PspFI
PspGI
PspLl
PspN4I
PspOMI
PspPI
PspPPI
PspXl
Psrl
Pstl
Psul
Psyl
Ptel

| o SN,

~

PshAl DNA Letter Codes
\
5...GACNNNNGTC ...3"~
3'...CTGNNANNCAG ey
Overhang Type: Blunt Palindromic Recognition Sequence: 6bp

New England Biolabs v
PshAl Buffer: CutSmart Buffer

Buffe: NEBL1 NEB2.1 NEB3.1
Actvity: 25% 0%  10%

Incubation Temperature: 37°C Enzyme Website
Methylation Sensitivity Same Recognition Sequence:
Dam: No Effect ~ 2Enzymes - -
Dcm: No Effect
EcoKI: No Effect

PshAI quickly loses activity at 37°C, but can be used at 25°C for long
incubations.

[ Ees

|

Slika 11. Pretrazivac restrikcijskih enzima u SnapGene vewer 3.1.1.(Izvor:
https://snapgene-viewer.software.informer.com/#google_vignette)

Ligase fidelity viewer (http://ggtools.neb.com/viewset/run.cgi) nam daje uvid koji
krajevi su medusobno kompatibilni odnosno koje kombinacije od 4 bazna ili 3 baznih
parova su najbolji za sparivanje. Takoder mozemo birati uvjete ligacije odnosno ligazu,
temperaturu i vrijeme inkubacije (Slika 13).
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http://ggtools.neb.com/viewset/run.cgi

NEBeta Tools iotabe. <5
Ligase Fidelity Viewer™ (v2) Home Help
Overhang length [ 4-base v
Ligation conditions | T4 DNA Ligase, 25°C, 18h incubation (4-base substrate) v
Overhangs (3'—3") |MGG,ACTC,AGGA:AGTG ATCA GCCG,CTGA, GCGA,GGAA, GTT|

[ Show nermalized ligation counts

@ © © © ©

@ Copynight 2020 New England Biolabs. All Rights Reserved. NEEeia Tools Home | Technical Support

Slika 12. Ligase Fidelity viewer sucelje (Izvor: https://ggtools.neb.com/viewset/run.cgi)
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4. REZULTATI

4.1. Stvaranje minimalnog plazmida

(13 .. 39) upUC_bbh-BZ-FW Zral (15)

2dd AfITL site; CTTAAG | Al 7)
(9 MNael |

(7) NgoMIV

(5] PstI_
(2335 ., 2358) uplUC_Amp-RE )

(2303) Sspl

secondary cassette
" EcoS53kI (26)

. Banll - Sacl {z5)
© /0 Nsil 40}

Nepl - Sphl (42)
“ BStAPI (44)

DTS

{2095y Xmnl

- Csil - SexAl* (&6)
. \
(1979) Scal.

_ Acc5I (133
(1977) Tatl.

—— Kpnl (137)
————15' cloning arm

Sall (157
— HincII (159}
—

(1898) Tsol

— " Ncol - Styl (288)
T Alel (z90)

o [Blue Fwhite marker - dropout)
" Kasl (458)

__Marl (453)
. Sfol (460}

. PluTI {462}
~. . Nhel {458}
" ,

(16477 NmeAIII

Bmtl (472)
Stul (499)
N Eco0Q109I (513)
. N 2
{1569) Bpml -~ p
(1565) Sacll
p )

.\ Xbal (548)
{14997 AhdI

Aval - BsoBI - PaeR71 - PspXI - Xhol (572)
BmeT110I (573)

[ 14 N Primer 1 (595 .. 612}
/] | ' |\ upuC_bb-BZ-RE
{1422 .. 1448) UpUC_amp-Fw [

I

(574 .. 595)
{1ze0 ., 1281) uplUC_ori-RE

UpUC_ori-FW {664 .. 681)
Primer 2 (650 .. 664}
..o
Drdl (714)
AlWNI (1022)

L..Of

pBackBone-BZ_ann
2394 bp

Slika 13. pBackBone-BZ_ann

Plazmid pBackBone-BZ_ann(Slika 13.) ima 2394 bp) sastoji se od 8 pocetnica
upUC_bb-BZ-FW, upUC_b b-BZ-RE, Primer 1, Primer 2, upUC_ori-FW, upUC_ori-RE,
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upUC_Amp-FW, upUC_Amp-RE. Unutar sekvenci nukleotida dvostruke cirkularne
plazmidne DNA nalazi se 666 komercijalnih restrikcijskih strana za cijepanje

(Slika 14.) te pBackBone-BZ_ann ligiranje djelova plazmida od ¢ega 51 jedinstveni
rezac, 79 jedinstvenih i dvostrukih rezaca, 198 6+ rezaCa, 47 jedinstvenih 6+ rezaca, 61
tip2 enzima i 12 nicked endonukleaza. Unutar pBackBone-BZ_ann plazmida moZzemo
promatrati i regiju origin of replication (ORI) na Cijem se pocCetku nalazi i pocCetnica
upUC_ori-FW koja sluzi za pocetak replikacije bakterijskog plazmida u bakterijskoj
stanici a koja zavrSava sori sekvencomkoja je sastavni dio terminatora Erpina i
RNAmotif-a.0Osim zadnjeg nukelotidnog para CG na 1278 poziciji koji pak zajedno s tri
nukleotidne sekvence kraja terminatora Erpin i RNAmotif ORI regije €ini Golden Gate
kraj. Na samom kraju ORI regije nalazi se i pocetnica upUC_ori-RE. Plazmid
bBackBone-BZ_ann sadrzi i gen AmpR koji po€inje s pocetnicom upUC_Amp-RE za
ampicilinsku rezistenciju koja bakterijskoj stanici omogucava otpornost na prisutnost
antibiotika ampicilina iz okoliSa a zavrSava sa pocCetnicom upUC_Amp-FW te s
promotornom sekvencom Amp promotor. Plazmid pBackBone-BZ_ann sadrzi i marker
za plavo-bijelu selekciju omedenog Bsal restrikcijskim stranama unutar kojih se od
uzvodno prema nizvodno najprije nalazi CAP vezuju¢a strana, lac promotor, lac
operator, Shine-Dalgarno, Kozak sekvenca, fragment gena lacZa, 3-frame Stop te
L3S1PI3 terminatorska sekvenca koja zavrSava s Bsal restrikcijskom stranom. Nizvodno
se nastavlja Z tip kraja za Golden Gate kloniranje, a slijedi ga 3' kloniraju¢a ruka, M13
rev s Golden Gate krajem. Regija trim this koja ¢e biti iskljuCena u sljede¢em koraku
pocinje sa pocetnicom Primer 1. Nakon nje slijedi regija ORI koja zajedno s krajem trim
this djeli po€etnicu upUC_ori-FW. Fragmente pBackBone-BZ plazmida to¢nije fragment
upUC-ori koji nosi origin of replication (ORI), fragment upUC-Amp nosaca gena AmpR
za ampicilinsku rezistenciju kao i fragment upUC-bb koji sadrzi marker za plavo-bijelu
selekciju omedenog sa 5' i 3' kloniraju¢om rukom zajedno sa DTS regijom koja sadrzi TF
iz SV40 vektora za unos plazmida u jezgru stanice amplificirali smo koriste¢i pocetnice.
Za amplifikaciju fragmenta upUC-bb iz bBackBone-BZ_ann od BbsI(13) restrikcijske
strane do BbsI(545) restrikcijske strane PCR-om Kkoristili smo upUC_bb-BZ-FW i
upUC_bb-BZ-RE pocetnice iz M13 vektora; za amplifikaciju upUC-ori fragmenta iz
bBackBone-BZ_ann plazmida od Bbsl (664) restrikcijske strane do BbsI(1281)
restrikcijske strane PCR-om Koristili smo upUC_ori-FW i upUC_ori-RE pocetnice; za
amplifikaciju fragmenta upUC-Amp iz bBackBone-BZ_ann plazmida od Bbsl(1422)
restrikcijske strane do BbslI(2358) restrikcijske strane PCR-om koristili smo upUC_Amp-
FW i upUC_Amp-RE pocetnice. Amplificirani fragment upUC-Amp ima 962 bazna para,
fragment upUC-ori ima 647 parova baza i fragment upUC-bb 616 parova baza. Svaki od
tih fragmenata smo cijepali koristeci Bbsl tipll restrikcijsku endonukleazu koja
prepoznaje nepalindromne sekvence od 6 pb koje imaju slijed nukelotida GAAGAC, a
ostavljaju ljepljive krajeve. Dobivene umnozene fragmente upUC-bb od BbsI(600)
restrikcijske strane do Bbsl(12) restrikcijske strane prikazuje Slikal5s.
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Bgll (466)
Kasl {(468)
(EE)B?’:;: Narl (469)
BsiHKa1  [NSiT (50} | | sfel (a7m) 3 cloning arm
Bsp12861 Nspl (52) || PluTI (4723 Aval (562)
¢36) Eco53KI Sphl Btgl (298) | Haell Xhol
| BstAPI (54 Acc651 (143) Styl ||| Nhel (a7a) BsoBl
(27) Aatll | | Kpnl (147) Ncol | | Bmtl (482)
53 Zral P s AleT (300) / PspXL
Il PspFI (75) 5" cloning arm Earl (415) 1]/ BpuEl (s0ay PaeR7L
| | | !
17y AFIIL Il csil (s6) | sall (167) | Btsal (331) Peul (437) Stul (509) BmeT110I (583)
(1..49) upUC_bb-BZ-Fw | | SexAl* ‘ HincIl (169) | Bmrl (3se) BsiEl |||/ | Eco0109T (523) End (618)
(o Start.l i Eael (135)  Asel (1a6) BsrBI (267) Edil (382) Fspl (456} ‘ ®bal (558) |, UPUC_bh-BZ-RE (S84 .. 616)
A TR | I | i i I
T Z007 an0T o
=] o1 | WP B Duc/whremarer-aopou 3
secondary cassette | B z | trim this
M13 Fwvd 13 rev
O T O T [ [ ] 0
psal | lac promoter | | | Bsal GG end
CAP binding site lac operator Shine-Dalgarno

3-frame Stop
CE

Kozak

upUG-bb
616 bp

Slika 14. Ampilicinski fragment za marker za plavo-bijelu selekciju iz pBacBoneBZ_ann

plazmida (upUC-bb)

Restirkcijske strane upUC-ori od BbsI(12) do Bbsi(631) restrikcijske strane prikazuje

Slikal5.

BaeGI (261)
(17) Spel BsiHKAI
(1..38) UpUC_ori-Fw (166) Baivl @ woal1 gL
o 38 UpUL (271) PspFl | | Acul (511)
(0) Start (71} Drdl| (136) BssSal (2113 Haell‘ (2673 BseYl ‘ |1 BsiEl {303) AlwNI (379) Eco57MI (647) End UpUC_ori-RE (617 ., 647)
|| |
., 2000 400! 600! é
I o [l
add Spel site! ACTAGT trim this
L predicted terminator: Erpin, RNAm ot
GG end
upUC-ori
7 bp

Slikal5. Amplificirani fragment ORI-a iz pBackBoneBZ_ann plazmida (upUC-ori)

(z12) Bgll
(172) BSIFI Sspl (8%6)
{162) Bpml BspHI (227)
tdtl-Bant (158) Sacll fgss) Dral BssSal (756) Boivl (929)
(17} BstEll (155} th].\ (2647 Asel (383) BsaWl 1491} Tsol (623) BsaHI (717) Smlt :;::_[(759) "‘BSrBI (933)
-l 1 1 |
(1..41) upUC_Amp-FW (132) Bmrl o meanr | (339 Sfel (480) Eael (572) Scal | tse7) BpuE "BaeGI (763) | End (962)
(0) Start (92) Ahdl j" ‘ (235) Ecil (314) Fspl (4623 Pwul ‘ (570} Tatl_‘ (691) Xmnl | Bmel5801* Earl (887) | upUC_amp-RE (928 ., 967}
| | | I | | \ || I I
) 2007 4007 G007 00T B
signal seq... [ |
trim this AmpR AmpR promoter
| trim this
AmpR promater {min)
GG end
upUc-Amp
962 bp

Slika 16. Amplificirani fragment ampilicinske rezistencije iz pBackBoneBZ_ann (upUC-

AmpR)
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Slika 16. prikazuje upUC-Amp od BbslI(12) do Bbsl(945) restrikcijske strane koje smo
ligirali DNA ligazom koristec¢i Bbsl ljepljive restrikcijske strane te smo konstruriali plazmid
pBB-v2 (Slika 17.) koji ima 2140 pb te je stoga za 240 pb manji od pBackBone-BZ_ann
plazmida.

uplUZ_amp-RE (2123 .. 4)

(2140 .. 37) uplUC_bb-R2Z-F'W . AFILT (5)
{21221 BspHI Fral {13y
(z091) Sspl Aatll (15)
SN ;o _Eco53kI (24)

~Banll - Sacl (za)
-7 - Nsil (38)
"~ MNspI -Sphl {40}
—__—BSstAPI (42}

_—Csil -SexAl* (g4)

-
— AceoSI (131)
___KpnI (135)
~Sall {155)
“HincIl (157

T Ncol - StyI (236
Alel (zea)

i “(Blae /white marker — dropout)

Kasl {456
—_ Marl (457)
_ Sfol i458)
~_ PluTI (460}

/ -

(1a86) Xmnl

(1864 Dral N

(1767) Scal
(1765) Tatl- -

{1686) Tsol—_

. Nhel (466)
. BmtL (470}
o Stul {497)
. EcoO109I (511}
NE
o Xbal (546)
) . Awal - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Xhol (570)
(1435) NmeAIIl E .  \ BmeT1101 (571)
(1367) BSIEI |\ upuc_ori-Fw (589 .. 614)
{1357) BpmI_ A \ | | uplUC_Bb-BZ-RE (572 ..592)
(1353) Sacll ; A Spel (593)
s . X
(1z57) Ahdl DrdI (&47)
{1193 .. 1213) upUC_ori-RE |
(1212) BstEII \
(1208 .. 1236) uplUC_Amp-FW AlwNI (955)

Slika 17. pBB-v2 plazmid

Plazmid pUC2l1gg (Slika 18.) od 2768 pb koji sadrzi gen za ampicilinsku
rezistenciju AmpR i ORI regiju te fragment gena lacZa koji kodira za enzim [3-
galaktozidazu koji u sebi osim Sto nosi viSestruko klonirajucu regiju MCS (multi-cloning
site) sadrzi i M13 fwd pocetnicu i SK pocetnicu, T7 promotor i pUK21-seqF i djelomi¢no
M13 rev pocetnicu. Plazmid pUC21gg sadrzi i lac operator unutar Andersenovog
promotora i pUX21 segR.
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(1) Kasl

Narl (2)
Sfol (3)
(2620) BpulOI / PlTI (5)
(25709 (riS?zh)"eael UpUC-MCS_AIII-FW (212 .. 229)
go \ \ oSS
(2558) ECoO109I . ' | A /Xbal (z12)
\ YA \ Eagl - Wotl (z19)

EcoRY (234)
% " _BamHI (238)
_- _Ndel {244}
-~ . Sall -5grDI (251}
’ Accl (252)
~___~HincII (253)
—— Mlul (255)
————— PstI (285)
- HindIII {z267)
— Apol - EcoRI ({z74)
~— Eco53kI (252)
— Banll - Sacl (284)
~ TspMI - Xmal (285)
“Smal (287)
_AccodI (259)
_KpnI - Ncol - Styl (293)
_Sphl (302}
_ MNsil (304)
. BglII (310
. . PaeR7I - Xhol (314}
. Stul (320)
. UpUJC-MCS_Spel-RE
Sacll (407
\
BspQI - Sapl (572}
Pcil (688)

a = DrdI (796}

- . “BseYI (992)
Ry AN PspFI (996
{17300 WmeAlIIl v

(2386) Sspl

{2181} Xmnl—_

(z062) Scal —
(z0e0) Tatl —

(299 .. 323)
.,

.,

(1652) Bpml
(1642) Bsal

“AIWNI (1104)
(1561) AhdL

Slika 18. puC21gg plazmid

Upravo fragment upUC-MCS fragmenta lacZa gena, lacZa nam je potrebno

umnoziti pomoc¢u PCR-a koriste¢i upUC-MCS_AfllI-FW i upUC-MCS_Spel-RE pocetnice
te dobiti fragment upUC-MCS (Slika 19.).

(99) Sacl
Banll
(m)nﬁ'ﬁ'} BstHKAT 1117} Nspl
(34) Notl (62 el Bsp12061 Sl
(21) Kasl i (67) Acel (57) Eco53L 162) End
Eagl fatll (89) Apol (10%) Syl (123) %hol
(13) Agel ‘ (33) BsrBI Kpnl (151) Spel
BerEl (66) Sall EcoRl Neol PaeR71 (145) Bmtl |
{z7) Xbal SqrbI (57) BstBl (125) ball
(7) AfiII (25) PluTI (65) EooRY (56) 2ral |||\ (104] Acc65] =) By {145) Nhel
{1 44) UpUCMCE_AALLF st | (42) Ball ‘(59) Nl [ st i | (120235%'[‘;} ‘ (136) Bl ‘
1) Start (22) Narl | | |(37) BsiEL  (53) BamHI (76) Sfl TspMI (119) Nsil | (135) Stul | uouc-¥Cs_Spel 2E (114.. 162)
L I N Ll
) I =
SK primer

UpUC-MCS
162 bp

Slika 19. Amplificirani fragmenat za lacZa promotor iz plazmida puC21gg (upUC-MCS)
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Taj fragmentima 162 pb koristeCi Aflll restrikcijski enzim koji prepoznaje slijed
nukleotida CTTAAG na AfllI(212) restrikcijskoj strani i Spel restrikcijski enzim koji
prepoznaje ACTAGT slijed nukelotida na Spel (332) restrikcijskoj strani. Fragment
upUC-MCS smo ligirali u pBB-v2 plazmid zamjenjujuci dio pBB-v2 plazmida od Aflli(1)
restrikcijske strane do Spel(589) restrikcijske strane koja sadrzi DTS regiju, marker za
plavo bijelu selekciju izmedu 5" i 3' kloniraju¢ih ruku s B i Z krajevima za GG kloniranje s
ATflI(7) restrikcijskom stranom do Spel(151) restrikcijske strane novog fragmenta upUC-
MCS koji nosi fragment fragmenta lacaZ gen te smo dobili upUC21 (Slika 20.) plazmid.

(28) Eagl - Notl [ Ndel (53)
(21) Xbal | | Zral (59)
(19) PluTI | | || sall - SgrDI (50)
(17) sfor | | | | ||| Aatil- Acc (s1)
(16) NarI | | | || | HincII (s2)
(15) Kasl || AfIIII - MluI (64)
(7) Agel [ Pstl (74)
(1) AflII HindIII (76)

'BstBI (81)

/ Apol - EcoRI (83)

" Eco53kI (91)

/ BanII - SacI (93)

" TspMI - Xmal (34)

_Smal (9¢6)

" _Acco5I (98)

-~ _KpnI - Ncol - StyI (102)

" _NspI - SphI (111)

~ - Nsil (113)

- BspDI - ClaI (114)

~__—BgIII (119)

———— PaeR7I - XhoI (123)

— Stul (129)

~— — BspEI (133)

__ NhelI (139)

T BmtI (143)

T upUC_ori-FW (145 .. 166)
" Spel (145)

_upUC-MCS_Spel-RE (108 .. 150)
DrdI (199)

T~ BseYI (395)
PspFI (399)

(1..38) upUC-MCS_AfIII-FW
(1675 .. 1696) upUC_Amp-RE

SN
(1674) BspHI \\‘\

(1643) SspI R ™,
(1634) Earl. X

(1624 .. 1653) UPUC_RES-FW ___ h

(1438) XmnI__
(1416) Dral _

(1319) Scal —
(1317) Tatl — ——

upuc21 |
1696 bp Iz

(1238) Tsol —

(1208) Pvul — .
" AlWNI (507)

(1061) FspI f _ -
v | | ", upUC_Amp-FW (760 .. 788)

(1011) Asel p
(987) NmeAIII ay | '. “BStEII (764)
(s09) Bpml ’ | | upUC_ori-RE (745 .. 765)

fAACY Ea-TT

Slika 20. upUC21 plazmid
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{35) BamHI MNdel {41)

{31y EcoRY | Zral {47}
{24y Bgll | | Sall - SgrDI {48}
{161 Eael - Eagl - Notl | | ||| Aatll - Accl (49)
{9y Xbar '\ | | || || HincIl (50
(7} PIuTI Voo ) AFIIIT - MluI (52}
{5y Sfol R FEED ) st (e
(4) Narl ' NANVVL Ly 'HindIII (&4}
(30 KasT 0L . "/ BStBI (53)
{1640y Agel . " Vol ’ EcoRI (71}
(1634 AFIIT Eco53kI (79)
{1634 .. 26) UpUC-MCS_AFIII-Fw 'S S‘Ia':;r\-i(fl—))(mal 52)
(1612 .. 1633) upUC_Amp-RE .  smal (84}

{1611) BspHI _
ArmpR promoter|

{1545 .. 1568) KanR_pUC-RE —_
{1561 .. 1590) UpUC_RES-FW —

~_Acch5I (86)

~ _Kpnl - Ncol - Styl (90}
- NspI - SphI (99)

~ BspDI - Clal (102)

__BglII (107)
- PaeR7I - Xhol (111}
{14800 Mrul —_ — Stul (117)
— BspEI (121}

— NheI {127}
T Bmtl (131}

T upUC_ori-FW (133 .. 154)

. Spel (133)

S UpUC-MCS_Spel-RE (96 .. 138)
“_ U Drdl (187

BssSal (252)

. Bse¥I (383
~_ . PspFI (387)

~._ ApaLl {393)
BaeGI - Bmel380I {397)

AlWNI (435)

(1298) Tsol —

(1224) EcoNI—

(1139) AsiSI-Pyul
(1117) BpulOl

(Y Acul - Eco57MI (627)
(936) Asel
(885) Tagll | KanR_plUC-FW (747 .. 775)
(877 PFIMI UplIC_ori-RE (733 .. 753)

Slika 21. upUK21 plazmid

Proces stvaranja minimalnog plazmida dalje se nastavlja konstrukcijom upUK21
plazmida (Slika21.) ligiranjem fragmenta dobivenih restrikcijom iz pUK21gg (Slika 22.)
plazmida koji ima 2657 pb, a nastao je iz puUC21gg plazmida veliine 2768 (Slika 18.) te
u sebi za razliku od pUC21gg plazmida nosi gen za kanamicinsku rezistenciju KanR, a
ne gen za ampilicinsku rezistenciju AmpR ¢ime je kraci za 111 pb. To je zato jer KanR-
GG fragment gena KanR za kanamicinsku rezistenciju ima 844 pb dok sam gen KanR
810 pb, a fragment gena AmpR koji je istovjetan samom genu za ampilicinsku
rezistenciju iz upUC21gg plazmida 862pb.
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(2) Narl Sfol (3)
(1) KasI PIuTI (5)
(2461) Nael py Fspl (24)
(2459) NgoMIV _BmrI (125)
(2447) Eco01091 \ / £ Xbal (212)

(2391) Dralll Eagl - NotI (219)
(2367) BsrDI _EcoRV (234)

"\ © 7 _BamHI (238)
(2271 .. 2290) KanR_pUC-RE _ N\ - N‘Z'fallff::;)
N AN __sall - SgrDI (251)
. N ~—_— AatIl - AccI (252)
N\, _——— HincII (253)
- \ h

(2206) Nrul._ Ny _
S Mlul (255)
——— PstI (265)
—_ HindIII (267)
~EcoRI (274)
— Eco53kI (282)
_ SacI (284)
_TspMI - Xmal (285)
_Smal (287)
Acc65I (289)
_ KpnI - Ncol - StyI (293)
_SphI (302)
.. BglII (310)
. ~._ PaeR7I - Xhol (314)
Stul (320)

. SaclI (407)
. BspQI - SapI (572)
"~ P (688)
" DrdI (795)
T BaivI (891)

[ | pPUK21gg
- 2657 bp

(1950) EcoNI— — ———— .
(1938) Sspl

(1865) AsiSI

/ N S BseYI (992)
. PspFI (996)
\ ApalLl (1002)

603) Pﬂm-” BaeGI - Bme15801 (1006)

"AlwNI (1104)

/

(1480 .. 1501) KanR_pUC-iFW

Acul - Eco57MI (1236)

Slika 22. pUK21gg plazmid

Gen za kanamicinsku rezistenciju KanR veliCine 810 pb smo dobili PCR-om
amplificiraju¢i KanR-GG fragment veliine 844 pb koristeci pocetnice KanR_pUC-iFR i
KanR_Puc-iRE i cjepajuci sa Bbsl restrikcijskim enzimima na Bbsl(1480) i BbsI(2290)
restrikcijskoj strani u pUK21gg plazmidu. Na Bbsl(1624) i BbsI(765) restrikcijskoj strani
plazmida upUC21 cjepali smo fragment ResXchg Bbsl restrikcijskim enzimima te smo
PCR-om amplificirali ResXchg fragment veli€ine 857 (Slika 23.) koristeCi pocetnice
upUC_RES-FW i upUC_ori-RE.
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(144) Hincll BstBl (163)

(143) Accl gg‘;’él(lﬁ)
Aatll | [Ecosakt 7
(142) Sall || e
; )S‘Z‘Jr?I | Ban1t
141 ral
(135) Ndel | || I 1’52;‘:411(175)
(129) BamHI | || [ e
(175} EcoRY | | | Acc65T (1a0)
(115) Bgll | || Styl (164}
(110) ‘NotI || o
Eael || ||| ||| oot
Eagl ||| 1
(103) Xbal | | ESE} (193)
anyy plrr || (] P e
(99 Sfol [ ¢clar (138
(98) Narl BspDI
(o7 Kasl ||| | BollI (201)
(50 AuEl il xhoI (z05)
BsrPT AL || | PaeR7I
(93) AflII | | | Stul (211
(83 .. 120) UPUC-MCS_ATILIFW. i | BspEl (215)
(81 .. 82) UpUC_amp-RE | 1l Nhel (z21)
(s0) BspHI | /Bl (225)
N i UBUC_ori-FW (227 . 240) P
{20) Earl [ 11| Mtur a4y | /" spel (z27) PspFI (451)
] RN ST ) ! | apall (457)
(1., 39) upUC_RES-FW | *Bett sy [/ /- upuC-MCS_Snel-RE (190 . 232) [ i Acul (721)
(1) Start |/ | Aindin (158 Drdl (261)  BssSal (346) | | Bme1s801 RIwNI (569) Eco57MI (957) End uplC_orl-RE (527 .. 657)
i | | il | |
- o - 3007 00T 00
f T WCS 1 o ]

AmpR promoter

predicted terminator: Erpin, RMAmMotif

ResXchg
857 bp

Slika 23. Amplificirani ResXchg fragment iz upUC21 plazmida koji sadrzi ORI i MCS

ResXchg fragment od BbsI(841) restrikcijske strane do Bbsl(12) restrikcijske
strane koji sadrzi ORI i MCS regije te ampicilinski promotor Amp gena AmpR smo ligirali
s fragmentom KanR-GG gena KanR za kanamicinsku rezistenciju od Bbsli(12)
restrikcijske strane do Bbsl(828) restrikcijske strane iz pUK21gg koristeCi DNA ligazu na
Bbsl restrikcijskim stranama. Novonastali upUK21 plazmid je veli€¢ine 1645 i manji je za
51 bazni par a nastao je spajanjem fragmenta veliCine 857 pb koji se zove ResXchg i
fragmenta KanR-GG od 844 pb. upUK21 plazmid od 1645 pb smo smanijili tako $to smo
sekvencu od restrikcijskih krajeva Aflll (1) do Spel(145) fragmenta MCS-a dobivenog u
koraku zamjene fragmenta fragmentom lacZa gena iz upUC21gg plazmida s upUC-bb
fragmentom iz pBB-v2 plazmida koji smo zamjenili s uMCS fragmentom (Slika 24.) od
52 pb i dobili smo upUK-uMCS (Slika 25.) plazmid od 1553 pb. Fragment uMCS dobili
sSmo oligokloniranjem.
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Banl (z1)

Start (07 Xbal (= Acc651
Ec053k1(34} Kpnl (25}

Sacl (18} BsaHI (z5)

Banll | Zral (z®

BsiHEKAI

Bsp12861 GYO0EL (SR

BspEI

Btgl (17) BsaWI
Styl
Mool

Bmtl (42)
Aval 43
Smil
Xhol
BsoBI
PspXI
PaeR7I

Mhel (38)

| IBmETlllJI {443
End (52}

START

umMcs
52 bp

Slika 24. uMCS iz aneliranih oligonukleotida
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(9) Xbal Eco53kI (15)
(4) HindIII | Sacl (17)

|/ Btgl- Ncol - StyI (18)
" Acc65I - Banl (22)

(1) AfIII
(1532 .. 1553) upUC_Amp-RE \ 'Kpnl (26)
(1537) BsrBI ‘\\ BsaHI (29)
(1531) BspHI . \\ _Zral (30)
= AN <" Aatll - BspEI (32)
N ~ _Nhel (39)

- BmtI (43)
Aval - BsoBI - PaeR71 - PspXI - XholI (44)

(1531 .. 1) upUX_rpr-FW — .
- N\
—— BmeT110I (45)

(1498 .. 1522) upUX_seq-FW —
(1465 .. 1488) KanR_pUC-iRE — ™
(1481 .. 1510} upUC_RES-FW —
(1400) Nrul ———salI (49)
———— AccI (50)
HincII (51)
— —upUC_ori-FW (52 .. 74)
T 5pel (53)
T upUX_ori-RE (54 .. 74)
" DrdI (107)
T upUX_seq-RE (100 .. 113}
" BssSal (172)

(1218) Tsol
" HaelI (247)

upUK-uMcCs

1553 bp .
_ BseYI (303)

“._ PspFI (307)

= _
. Apall (313)
) BaeGI - Bme15801 (317)

(1144) ECONI—
" AlWNI (415)

(1099) BsrFI

(1059) AsiSI-Pvul -
(1037) BpulOI S \
\ N\ " Acul - Eco57MI (547)

\ KanR_pUC-iFW (667 .. 695)

upUC_ori-RE (653 .. 673)

(856) Ase]f
(805) Taqll PfIMI (757)

Slika 25. upUK-uMCS plazmid

Smanjeni fragment MCS joS smo smanjili tako Sto smo iz upUK-uMCS plazmida
restrikcijskog kraja Hindll(4) do Spel(53) s nGG-ANN

zamjenili dio uMCS od
fragmentom (Slika 26.) veli¢ine 32 pb i dobili plazmid upUKNnGG_CS od 1536 pb Sto je

manje za 17 pb.
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(26) Awval - SmII - XhoI - BsoBI - PaeR71I BbsI - BmeT1101 (27)
(0) Start | End (32)
10 15 20 25 30 35

< 'Bbsl @:

nGG-ANN
32 bp

Slika 26. nGG-ANN fragment

Nakon konstrukcije pBB-v2 plazmida spajanjem fragmenata upUC-Amp, upUC-ori i
upUC-bb, proces mozemo nastaviti iz upUC21 plazmida iz kojeg smo amlificirali PCR-
om vec spomenuti fragment ResXchg veliine 857 pb te ga ligirali uz pomo¢ DNA ligaze
na Bbsl restrikcijskim stranama s fragmentom SpeecR-GG (Slika 27.) veli€ine 826 pb
kojeg smo dobili iz plazmida pUS21gg (Slika 28.) veli€ine 2764 pb sa SpecR_pUC-iFW i
SpecR_pUC-iRE pocetnicama, a nosi gen SmR za streptomicinsku rezistenciju.

BsiHKAI

Bsp12861
(532) ApaLl Bmel5801
(514) Bigl Msll (53%)
Sfel (552)

- (s65) MspALl f (439 BIpI ot ae)
(s4) Bsanl | (249) BlgZI att et ) BelI* (509) Brsal (636)
(1. 38) SpecR_pUC-FW (9‘6)‘ Mmel (211) BsrFI [326) MAT* (432) Pvul BStEIT (54?) Eael (720) End (326)
(0) Start (1) t‘as‘an‘ (152) Bgll‘ Bst‘ﬂ‘ BSiEI |;| Acul (\ss:) |BsaHl (755) | Speck_pUC-RE (733 .. 52¢)
- Z007 2007 &00T i

SmR |

SpecR-GG
826 bp

Slika 27. Amlificirani fragment SpeecR-GG iz pUS21gg plazmida

Taj fragment SpeecR-GG nam je bio vazan jer smo pomocu njega zamjeniti gen za
rezistenciju, u ovom slucaju rije€ je o streptomicinu kojeg ovaj fragmenat nosi. Zamijenili
smo restrikcijske strane od Bsal(841) do Bsal(12) iz upUC21 plazmida sa stranama od
Bsal(12) do Bsal(810) iz novosintetiziranog fragmenta SpeecR-GG te dobili plazmid
upUS21 (Slika 29.) veli€¢ine 1627 pb koji nosi gen za streptomicinsku rezistenciju.
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(3) sfol PluTI (5)
(2) Narl Fspl (24)

(1) KESI‘-\ Xbal (212)
(2616) BpulDI ' Eagl - NotI (219)
(2568) Nael ’ ' ECoRV (234)
(2566) NgoMIV _BamHI (238)
/" NdelI (244)

_Zral (250)
_Sall - SgrDI (251)
~ AatlIl - Accl (252)
HincII (253)
Pstl (265)
— HindIII (267)
——— BstBI (272)

EcoRI (274)
— Eco53kI (282)
__ BanlII - Sacl (284)
TspMI - Xmal (285)
“Smal (287)
Accb5I (283)
KpnI - Ncol (293)
'Sphl (302)
Nsil (304)

(2204 .. 2222) SpecR_pUC-IiRE

—

puUS21gg

(2057) BstEXI—— 2764 bp BgIII (310)
— \ \ N, ~. PaeR7I - XholI (314)
(2020) Bell* — _— \ . Stul (320)

AN
™,
N N |Anderson Promoter (RE)

\ S SacII (407)
A
. BspQI - SapI (572)
Pcil (588)
DrdI (796)

.. BssSal (s61)
BciVI (891)

\ . BseYI (292)
N PspFI (996)

(1972) BpmI~—

(1910) BIpI
(1871) BfuAI - BspMI

(1660) BtgZI AlwNI (1104)

(1494) BssHII
(1465) BsaAl

(1430 .. 1449) SpecR pUC-iFW

Slika 28. puS21gg plazmid
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(357 BamHI  MNdel (41}

(31) EcoRVW | Zral {47)
(16) Eagl - Notl | [ Sall - SgrDI (4a)
{2) Xbal | | | | Aatll - Accl (49}
(7) PluTI | | [ .Hinc:II {50}
i5) sfol % | | AFITII - Mlul (52}
( )(4|)< N‘Iarl_ Vol \ | / l_PstI (62]
3 as VoL

HindIII (64)
(1622) Agel
{1616} AfIII
(1616 .. 26) UpUC-MCS_afIl-Fw
(1584 .. 1615) upUC_Amp-RE ™
{1593) BspHI. ™
(1562) SspI.__ .
(1553) Earl-_ . KNDQ;I -Nsc::llu(g(g;)
{1528 ., 1550 SpecR_plUC-RE — - - o — Nsil {101}
(1543 ., 1572) UpUC_RES-FW — - ) _—BspDI - Clal (102)
- o | ———— BglII {107}
(1431) Btsal : PaeR7I - Xhol (111}
{1381) BStEII = —— stul (117)
(1344) Bell* T e ‘ '-_""'BP-TII::II ((11;}))
{1z6) BpmI B
(12741 MsIT—

BstBI (59}

 EcoRI (71}

" Eco53kI (79)

Banll - Sacl (51}

< _TspMI - Xmal (g2}
" _Smal (a4)

© _Acch5I (86)

~

T Bmtl (131)

T UpUC_oriFW (133 . 154)

_ Spel (133)

T UpUC-MCS_Spel-RE (36 .. 138)
. DrdI (187

"BssSal (252}

~._ BseYI (383)
PspFI (387)

T AWNI (495)

{1195) BfuAI - BspMI —

(1167) Pvul—

\\\\
1 \\ \\
\ N
’ f \ S
/ | | WS
{934 BtgZl { | S _
\ “ GpecR_pUC-FW (748 .. 773)
| { uplC_ori-RE (733 .. 752)
(518) BssHII BsaAl (739)

Slika 29. upUS21 plazmid
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4.2. Odredivanje optimalnih Golden Gate krajeva

Odredivanje optimalnih Golden Gate krajeva znacajno je kako bismo bili sigurni da
smo nasli krajeve koji ¢e vrlo precizno konstruirati na$ zavrsni ekspresijski vektor. S
obzirom na konstrukciju zavrSnog vektora i kompatibilnosti krajeva odredenih u Ligase
Fidelity viewer-u (Slika 21)) najznacajniji su sliededi krajevi:
TAGC,CATC,CCAT,GGAG,AGCG, TCCA,TGAC,AGGT,GGTT i AGTA. Prema
zavrSnom Golden Gate kloniranju krajevi su dodijeljeni na sljede¢i nacin: B: TAGC
A:CATC |: CCAT II: GGAG Ill: AGCG X: TCCA IV: TGAC Z: AGGT Xtral: GGTT Xtra2:
AGTA. Vidljivo je da su Watson-Crickovi parovi jako dobro spareni na Sto inducira
zelena boja u Slici 30.

TAGE | GUTA | CATC [ GATG | CLAT [ ATGO | GGAG | CTOC [ AGCG | COCT | TCCA | TGOA | TOAD | GTCA | AGGT | ACCT [ GGTT | AGCC | AGTA | TACT

CATC :l a
GATG a a
CCAT a a
ATGG a a
(ST i] a a
CTeC :l a
AGLG a a
cacT :l a

Coa a a
Takd :l a
TGAC a a
GTCa a a
AGET a a
ACCT a a
oGl a a
ARCT a a
AGTA a a
TACT a a

Slika 30. Kompatibilnost krajeva odredenih za Golden Gate kloniranje.
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5.RASPRAVA

Modifikacija backbone plazmida (pBackBoneBZ_ann plazmida) 1 stvaranje
optimalnog plazmida za epigeneticku modulaciju CRISPR/Cas9 tehnologije u kulturi
animalnih stanica ukljuCuje procese poput usmjerene mutageneze, izrezivanja |
multipliciranja dijelova koje zelimo u naSem novom optimiziranom minimalnom plazmidu.
Za na$ backbone plazmid to znaci trazenje najmanjeg moguceg, a funkcionalnog
izvoriSta replikacije (ORI), selekcijskog markera (ampilicin, kanamicin,streptomicin) te
grupiranje velikog broja restrikcijskih strana za dodavanje Zeljenih djelova u krajnji
plazmid odnosno za stvaranje optimalnih krajeva za zavrSno Golden Gate kloniranje.
Golden Gate kloniranje zahtijeva pronalazenje plazmida koji se sastoji od
viSeklonirajucih strana (MCS-multi cloning site), a sadrzi veliki broj restrikcijskih strana
koje mozemo cijepati odnosno otvarati i slagati nas zavrSni modularni sustav za
epigenetiCku modulaciju prema unaprijed odredenim krajevima. Upravo je stvaranje
takvog najmanjeg mogucegbackboneplazmida koji sadrZi izvoriste replikacije (ORI),
otpornost na antibiotik (kanamicin, ampicilin, streptomicin) te viSe-kloniraju¢u stranu
(MCS-multi cloning site) bio na$ zadatak. Plazmid pUC21gg koji nosi fragment upUC-
MSC smo ligirali u pBB-v2 plazmid te dobiveni upUC21 plazmid koji je veli¢ine 1696 pb
dalje koristili za stvaranje naSeg minimalnog plazmida s optimalnim krajevima za krajnje
Golden Gate kloniranje koje ¢e sluziti za stvaranje modularnog sustava za epigeneticku
modulaciju. Nastavak stvaranja minimalnog plazmida najprije zahtjeva zamjenu
fragmenta KanR-GG za kanamicinsku rezisteniciju koji nosi gen KanR u upUK21gg
plazmidu s ve¢ postojeéim genom AmpR koji je veéi nego gen KanR te stoga
neprihvatljiv za konstrukciju minimalnog plazmida te stvaranje upUK21 plazmida manijih
dimenzija. Plazmid upUS 21 nosi u sebi gen SmR za streptomicinsku rezistenciju kao
alternativu za stvaranje plazmida koji sadrzi otpornost na odredeni antibiotik. Golden
Gate kloniranje zahtjeva visoku specificnost slaganja veéeg broja fragmenata te da
mjesta na kojima se slazu fragmenti budu kodirane aminokiseline koje su u otvorenom
okviru Citanja neutralne za funkciju fuzijskog proteina Sto smo i napravili pravim
odabirom krajeva. Takoder, da bismo uspjeli napraviti ovakvo kloniranje potrebno je
odrediti tip kraja kao i aminokiselinski slijed pozeljan za konstrukciju CRISPR/Cas9
modularnog sustava. Na$ slijed krajeva za Golden Gate kloniranje i pripadajuce
aminokiseline dane su u Tablici 3. Takvi krajevi bi trebali biti nepalindromne sekvence i
trebale bi pokazivati visok stupanj ligacije odnosno spajanja Watson-Crickovih baza, a
oba uvijeta prema rezultatima ostvaruju o€ekivano. Stvaranje minimalnog plazmida koji
smo u ovom radu i stvorili omogucduje lakSu transfekciju plazmida u stanice od interesa,
a time i tocniji i precizniji rezultat prilikom prou¢avanje genoma pomoc¢u CRISPR/Cas9
modularnog sustava za epigeneticku modulaciju.
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Tablica 1. Tip krajeva, sekvenca kraja za Golden Gate kloniranje i aminokiseline
pripadaju¢im krajevima koje bi u otvorenom okviru citanja trebale biti neutralne za
funkciju fuzijskog proteina.

Tip kraja za Aminokiseline kodirane
GG Sekvenca kraja za GG slijedom postavljenim za
krajnje GG kloniranje
B TAGC izoleucin
CATC valin
I CCAT glicin
Il GGAG prolin
1l AGCG serin
X TCCA arginin
\Y, TGAC treonin
Z AGGT serin
Xtral GGTT prolin
Xtra2 AGTA serin
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6. ZAKLJUCCI

Stvaranje minimalnog plazmida i optimizacija krajeva za Golden Gate sparivanje
fundamentalan je proces za daljnju manipulaciju CRISPR/Cas9 tehnologijom i stvaranje
modularnog CRISPR/Cas9 sustava za epigenti¢ku manipulaciju.

1. lzabor najmanjeg moguceg broja nukleotida, a da sve komponente budu
sadrzane i da pritom plazmid sadrzi optimalne krajeve za Golden Gate sparivanje
uspjesno je postignuto konstrukcijom minimalnog plazmida.

2. Minimalni plazmid je sadrzavao 1627 pb ¢ime smo ga od pocetnog backbone
plazmida koji sadrzi 2394 pb smanijili za 767 pb, a sama konstrukcija nastala je u
SnapGene programu dok sama vjernost krajeva za sklapanje zavrdnog plazmida
odnosno Golden Gate kloniranje postignuta je analizom kompatibilnosti u Ligase
Fidelity viewer-u.

3. Dobiveni podaci su potvrdili uspjeSnost sklapanja naseg minimalnog plazmida s
krajevima koji ¢e nam omoguditi daljnju uspjeSnu manipulaciju konstruktom
koristenim u CRISPR/Cas9 tehnologiji.
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