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1. UvOD

Kvasci se koriste kroz dugi niz godina u raznim industrijskim bioprocesima i
laboratorijskim istrazivanjima. Zahvaljuju¢i jednostavnom uzgoju i mogucnosti uvodenja
ciljanih genetickih modifikacija, konvencionalni kvasac Saccharomyces cerevisiae jedan je od
najcesc¢e koristenih mikroorganizama u proizvodnji razlic¢itih kemikalija, rekombinantnih
proteina i biogoriva. U novije vrijeme, istrazuje se i primjena nekonvencionalnih kvasaca kao
Sto su Scheffersomyces stipitis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Yarrowia
lipolytica, Hansenula polymorpha i Komagataella (Pichia) pastoris za razli¢ite biotehnoloske
procese. Ovi nekonvencionalni kvasci evolucijski su udaljeni od kvasca S. cerevisiae i razlikuju
se po brojnim karakteristikama koje ih ¢ine zanimljivim kandidatima za proizvodnju finih

kemikalija, ulja i rekombinantnih proteina (Cai i sur., 2019).

Kvasac Scheffersomyces stipitis izoliran je iz truleceg drva i larvi insekata koji nastanjuju
drvo (Tojo i Hirasawa, 2014) i jedan je od kvasaca s najviSom sposobno$¢u izravne
fermentacije ksiloze u etanol, §to je posebno bitno pri proizvodnji bioetanola iz lignoceluloznih
sirovina (Tojo i Hirasawa, 2014). S druge strane, primjena kvasca S. stipitis u biotehnologiji je
oteZana jer nisu razvijeni visokoefikasni postupci za transformaciju, prirodno je rezistentan na
najéeSce koristene antibiotike, ima alternativni geneticki kod i transformiraju¢a DNA se ¢esce
integrira u genom ilegitimnom integracijom sto ¢ini uvodenje ciljanih genetickih modifikacija

vrlo izazovnim (Jeffries i Headman Van Vleet, 2009).

Cilj ovog rada bio je modificirati protokol za transformaciju nekonvencionalnog kvasca S.
stipitis elektroporacijom kako bi se postigla visa efikasnost transformacije i odrediti uspjesnost
genskog ciljanja. Za odredivanje uvjeta transformacije koji povecavaju efikasnost
transfomacije koriSten je replikativni plazmid pRS54FcoHyg. UspjeSnost genskog ciljanja
odredena je transformacijom s linearnim fragmentom koji nosi rezistenciju na antibiotik
higromicin (fenotip HygR). Takoder, disrupcijska kazeta na krajevima sadrzi sekvencije od 2,5
kb koje su homologne ciljnoj regiji u genomu. Pri uspjesnom genskom ciljanju zamjenjuje se
otvoreni okvir ¢itanja gena SSURA3 genom coHygR koji se nalazi na disrupcijskoj kazeti te su
stanice u kojima je doSlo do genskog ciljanja rezistentne na higromicin i ovisne o uracilu
(fenotip HygR Ura’). Dodatno, u ovom radu istrazena je i primjena sustava CRISPR/Cas9 u
svrhu povecéanja uspjesnosti genskog ciljanja u kvascu S. stipitis. S obzirom na alternativni

geneticki kod, u odnosu na konvencionalne kvasce, i mali broj dostupnih selektivnih biljega za



transformaciju u ovom radu sustav CRISPR/Cas9 koriSten je u obliku ribonukleoproteinskog
kompleksa (kompleks RNP) koji je sklopljen in vitro i dostavljen s disrupcijskom kazetom

tijekom transformacije elektroporacijom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KONVENCIONALNI KVASCI

Kvasci su jednostani¢ni eukariotski mikroorganizmi koji pripadaju carstvu Fungi
(Hoffman i sur., 2015), a zbog korisnih fizioloskih svojstava, poput fermentacije Secera, koriste
se u proizvodnji kruha, vina, piva i finih kemikalija (Chen i sur., 2010). Otkriveno je preko
tisuéu vrsta kvasaca (Hoffman i sur.,, 2015), a podijeljeni su na konvencionalne i
nekonvencionalne kvasce (van Dijken, 2002). Pod pojmom konvencionalni kvasci
podrazumijevaju se dvije najbolje istrazene i naj¢eS$ce koriStene vrste - Saccharomyces
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe (Lane i Morrissey, 2010; Spencer i sur., 2002).
Kvasac Saccharomyces cerevisiae koristen je od davnina za dizanje tijesta i proizvodnju piva
i vina (Spencer i sur., 2002). Kvasci S. cerevisiae i S. pombe ¢esto su koriSteni kao modelni
organizmi za proucavanje Svih procesa u eukariotskoj stanici (Ostergaard i sur., 2000).
Proucavanje ova dva modelna organizma dovelo je do karakterizacije gena ukljucenih u gotovo
sve vazne bioloSke procese kao §to su transkripcija, translacija, replikacija DNA i regulacija

stani¢nog ciklusa (Hoffman i sur., 2015).

Saccharomyces cerevisiae poznat kao pivski, prehrambeni ili pekarski kvasac jednostani¢ni
je mikroorganizam koji moze postojati u haploidnom i diploidnom obliku (Zorgo i sur, 2013).
RazmnoZava se vegetatitvno pupanjem pri ¢emu razlikujemo stanicu majku i stanicu kcer
(pup). Osim vegetativnog ciklusa, u nepovoljnim uvjetima diploidne stanice mogu u¢i i u spolni
ciklus (mejozu) pri ¢emu iz jedne diploidne stanice nastanu 4 haploidne spore unutar askusa.
Prvi je eukariotski organizam ¢iji je genom u potpunosti sekvencioniran te haploidni genom
veli¢ine 12,5 Mb sadrzi 5800 gena organiziranih u 16 kromosoma (Goffeau i sur., 1996).
Dodatna prednost kvasca S. cerevisiae je izrazito jednostavno unosenje ciljanih genetickih
modifikacija u njegov genom jer se dvolancani lom (engl. double strand break, DSB) najéesce

popravlja homolognom rekombinacijom (Paques i Haber, 1999).

Schizosaccharomyces pombe dobro je okarakteriziran kvasac koji se razmnoZzava
vegetatitvno popre¢nom diobom. Stanice su cilindricnog oblika s hemisfernim krajevima,
promjera oko 3,5 um i duljine 8 — 15 pum, najcesce u haploidnom obliku (Morgan, 2007).
Genom kvasca S. pombe sekvencioniran je u potpunosti 2002. godine, a veli¢ina mu iznosi oko
13,8 Mb te se sastoji od 3 velika kromosoma (Wood i sur., 2002). Za uzgoj se koristi podloga
YES (Yeast Extract with Suplements) jer peptoni u podlozi YPD (Yeast Extract — Peptone —



Dextrose), koja se koristi za rad s kvascem S. cerevisiae, onemogucuju rast kvasca S. pombe.
Uz podlogu YES Kkoristi se jo§ i podloga EMM (Edinburgh Minimal Medium) jer ostali
standardni mediji, koji se koriste za uzgoj kvasca S. cerevisiae, kao $to su SC (Synthetic
Complete) i SD (Synthetic Defined) nisu u potpunosti odgovarajuci za rast kvasca S. pombe
(Hoffman i sur., 2015).

2.2. NEKONVENCIONALNI KVASCI

Kao §to je ve¢ spomenuto u poglavlju 2.1., pod pojmom konvencionalni kvasci
podrazumijevaju se kvasci S. cerevisiae i S. pombe koji imaju najSiru upotrebu, najbolje su
okarakterizirani i istrazeni dok se pod pojmom nekonvencionalni kvasci misli na sve ostale

vrste kvasaca (Spencer i sur., 2002).

Nekonvencionalni  kvasci  Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus,
Scheffersomyces stipitis, Yarrowia lipolytica, Hansenula polymorpha i Komagataella (Pichia)
pastoris ¢esto su koriSteni u biotehnologiji zbog pozeljnih svojstava kao §to su tolerancija na
visoke temperature, asimilacija razliitih izvora ugljika, jako uspjesna sekrecija heterolognih
proteina (Lobs i sur., 2017), osmotolerantnost, rast na visokim koncentracijama etanola, rast u

prisustvu derivata furana i tolerancija na octenu kiselinu (Radecka i sur., 2015).

Osmotolerantnost, to jest sposobnost kvasaca da rastu u medijima s visokim
industrijskom mjerilu zbog koristenja visokih koncentracija supstrata (Radecka i sur., 2015).
Zygosaccharomyces rouxii haploidni je kvasac izoliran iz kontaminirane hrane bogate Secerom
ili soli (Martorell i sur, 2007; Restaino i sur., 1983) te je jedna od najosmotolerantnijih i

najhalotolerantnijih do sada istrazivanih vrsta kvasaca (Martorell i sur., 2007).

Kvasac Kluyveromyces marxianus izoliran je iz sira i drugih mlijecnih proizvoda i postoji
u haploidnom i diploidnom obliku (Radecka i sur., 2015). Poznat je po termotolerantnosti te
moze rasti na temperaturama od 47 °C (Limtong i sur., 2007), 49 °C i ¢ak 52 °C (Banat i sur.,
1992), a etanol moze proizvoditi na temperaturama vis$im od 40 °C (Nonklang i sur., 2008;
Limtong i sur., 2007; Kourkoutas i sur., 2002).

Kvasac Brettanomyces/Dekkera bruxellensis ¢esto nalazimo u niSama u kojima raste i
kvasac S. cerevisiae, poput piva, vina, jabu¢nog vina (engl. cider) i sli¢no (Piskur i sur., 2012).
Prisustvo B. burexellensis u fermentaciji vina ukazuje na toleranciju ovog kvasca prema

visokim koncentracijama etanola (Piskur i sur., 2012) te sojevi izolirani iz vina pokazuju



moguénost rasta pri koncentracijama etanola izmedu 10 i 16 % (Echeverrigaray i sur., 2013) i

¢esto uzrokuju promjenu okusa i mirisa te kvarenje vina.

Zadnjih godina, nekonvencionalni kvasci koriste se za proizvodnju rekombinantnih
proteina. Tako na primjer kvasci koji oksidiraju metanol — Pichia pastoris, Hansenula
polymorpha, Komagataella spp., Ogataea minuta, Candida spp. (Johnson, 2012) u
odgovaraju¢im uvjetima akumuliraju velike koli¢ine alkohol oksidaze. Zbog visoke razine
ekspresije, promotor gena za alkohol oksidazu koristi se za ekspresiju heterolognih proteina
koji se mogu izolirati iz tekuceg medija u kojem je rastao kvasac (van Dijken, 2002). Tako se
pomoc¢u kvasca Hansenula polymorpha proizvodi fitaza, a pomoc¢u kvasca Candida utilis a-
amilaza. Takoder, ekspresijski sustavi koji se temelje na jakim promotorima gena za alkohol
oksidazu ili gliceraldehid fosfat dehidrogenazu kvasca Pichia pastoris, komercijalno su

dostupni i imaju $iroku primjenu u proizvodnji heterolognih proteina (van Dijken, 2002).

2.2.1. Kvasac Scheffersomyces stipitis

Scheffersomyces stipitis, prethodno nazvan Pichia stipitis, homotali¢ni je kvasac,
najéeS¢e postoji u haploidnom obliku, a izoliran je iz truleCeg drva i larvi insekata koji
nastanjuju drvo (Tojo i Hirasawa, 2014). Genom mu je u potpunosti sekvenciran (Jeffries i sur.,
2007). Sadrzi gene koji kodiraju za celulaze, manaze, ksilanaze i druge enzime Koji
omogucavaju prezivljavanje i rast u utrobi insekata koji nastajanju drvo (Nardi i sur., 2006).
Pripada skupini askomiceta odnosni grupi kvasaca (engl. CUG clade) koja pri translaciji

kodona CUG ugraduje serin umjesto leucina odnosno imaju alternativni geneticki kod.

Kvasac S. stipitis fermentira SeCere u aerobnim uvjetima, ali i u uvjetima niske
koncentracije kisika, dok u anaerobnim uvjetima izravno fermentira glukozu, ksilozu,
galaktozu i celobiozu (Tojo i Hirasawa, 2014). Ksiloza je gradevna jedinica hemiceluloze
poznata i kao ,,drvni Secer te je visoko zastupljena u prirodi (Nigam, 2001), no tek je nekoliko
vrsta kvasaca moze fermentirati i pritom proizvesti etanol (Nigam, 2001; Wang i sur., 1980) i
male koli¢ine ksilitola. Kvasac S. stipitis jedan je od kvasaca s najvisSom sposobnos$¢u izravne
fermentacije ksiloze u etanol §to je posebno bitno pri proizvodnji bioetanola iz lignoceluloznih

sirovina (Tojo i Hirasawa, 2014).

Proizvodnja etanola iz lignoceluloznih sirovina ekonomski i ekoloski je zanimljiva
zbog Cega je kvasac S. stipitis opsezno istrazen i koristen (Bajwa i sur., 2011). U industriji se

koristi za proizvodnju etanola, mlije¢ne kiseline i drugih spojeva iz celulozne biomase te su



genetickim modifikacijama konstruirani sojevi koji bolje koriste ksilozu (Hahn-Héagerdal i sur.,
2007). Kvasac S. stipitis koristan je i u proizvodnji razli¢itih spojeva poput flavanoida i
alkaloida visoke farmaceutske vrijednosti proizvedenih putem Sikiminske kiseline (Cao i sur.,
2017). Efikasnost fermentacije kod kvasca S. stipitis ovisi 0 koncentraciji kisika, za razliku od
kvasca S. cerevisiae gdje ovisi o koncentraciji supstrata, te proizvodnja etanola zapocinje u
trenutku kada je koncentracija kisika limitiraju¢a. Za proizvodnju etanola u kvascu S. stipitis
odgovorna su dva gena ADH1 i ADH2, koji kodiraju za kompleks alkohol-dehidroganaze koja
se aktivira u uvjetima smanjena parcijalnog tlaka kisika, a smatra se da je regulacija

posredovana razinom hema (Papini i sur., 2012).

Mane kvasca S. stipitis, u odnosu na konvencionalne kvasce, sporija su potro$nja
Secera, niska tolerancija na etanol i Crabtree-negativan efekt. Zbog toga se u biotehnologiji
Cesto Koriste i geni iz kvasca S. stipitis eksprimirani u kvascu S. cerevisiae kako bi se omogucila
fermentacija pentoza. Takoder, znatno je teze ciljano modificirati genom kvasca S. stipitis jer
nisu razvijeni visokoefikasni postupci za transformaciju te izrazito ¢esto dolazi do nasumicne
integracije transformiraju¢e DNA (Jeffries i Headman Van Vleet, 2009). Prirodna rezistencija
na antibiotike koji se najceSée koriste kao selektivni biljezi pri transformaciji i koriStenje

alternativnog sustava kodona dodatno otezavaju rad s ovim kvascem.

Unato¢ ovim poteSko¢ama, Melake i suradnici (1996) razvili su sustav za sporulaciju i
parenje kvasca S. stipitis, Yang i suradnici (1994) su razvili sustav za transformaciju koji se
temelji na genu URA3 kao selektivnom biljegu, a Lu i suradnici (1998) su koristili gen LEU2.
Laplaza i suradnici (2006) razvili su selektivni biljeg koji se bazira na rezistenciji
transformiranih stanica na antibiotik zeocin (kao biljeg je koriSten gen Shble). Zahvaljujuci
razvoju protokola za transformaciju, replikativnih i integrativnih vektora te rekombinacijskih
sustava, kao sto je sustav loxP/Cre (Sugita i Nakase, 1999) omoguceno je uvodenje geneti¢kih

modifikacija i pocetak industrijske primjene kvasca S. stipitis (Steensels i sur., 2014).

2.3. HOMOLOGNA REKOMBINACIJA

Dvolancani lom u DNA, potencijalno je letalno ostecenje za stanicu, a dva osnovna
mehanizma popravka ovog oste¢enja su nehomologno spajanje krajeva to jest ilegitimna
rekombinacija (eng. non-homologous end joining, NHEJ, slika 1.1) i homologna rekombinacija
(eng. homologous recombination, HR, slika 1.11). Razlika izmedu ovih mehanizama je u

potrebi za neoste¢enom homolognom (donorskom) sekvencom, koja sluzi kao kalup za



popravak dvolan¢anog loma tijekom homologne rekombinacije, dok pri ilegitimnoj

rekombinaciji dolazi do ligacije krajeva ostecene DNA.

Odabir mehanizma za popravak dvolancanog loma ovisi o tipu i ploiditetu stanica te fazi
stani¢nog ciklusa (Symington i Gautier, 2011). Nehomologna (ilegitimna) rekombinacija
najée$¢i je mehanizam popravka dvolan¢anog loma u somatskim stanicama visih eukariota, a
homologna rekombinacija u kvascu S. cerevisiae (Heslot i Gaillardin, 1992) zbog Cega je
upravo ovaj kvasac najvazniji modelni organizam koriSten za istrazivanje mehanizma U prvom
redu homologne, ali i ilegitimne rekombinacije u eukariota (Symington i Gautier, 2011; Paques
i Haber, 1999). Kod homologne rekombinacije dolazi do prijenosa i/ili izmjene geneti¢ke
informacije izmedu molekula nukleinskih kiselina s identi¢nim (homolognim) ili vrlo sli¢énim
(homeolognim) sekvencijama. Takoder, tijekom mejoze, to jest tijekom stvaranja gameta,
nastaju dvolanc¢ani lomovi koji poti¢u homolognu rekombinaciju koja je neophodna za pravilnu
segregaciju kromosoma tijekom koje moze do¢i do recipro¢ne izmjene i inaktivacije gena sto
dovodi do nastanka novih kombinacija gena i do geneticke raznolikosti potomstva Sto

omogucuje prilagodbu na promijenjene uvjete u okolisu (Alberts i sur., 2002).
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Slika 1. Popravak dvolancanog loma homolognom i ilegitimnom rekombinacijom (prema
Altmannova i sur., 2012). Na slici su prikazani kompleksi Rad50, Mrell, Xrs2, Ku70, Ku80, Lifl i
ligaza IV koji sudjeluju u nehomolognom spajanju krajeva te kompleksi Rmil, Sgs1, Top3, Rad50,

Mrell, Xrs2, Rfal, Rfa2, Rfa3, Radl, Rad10 i proteini Srs2, Rad51, Rad52, Rad59 koji sudjeluju
mehanizmu homologne rekombinacije

Proces popravka dvolan¢anog loma homolognom rekombinacijom sastoji se od nekoliko
koraka koji su zajednic¢ki svim eukariotskim organizmima (slika 1.11). Nakon nastanka

dvolan¢anog loma, 5'-jednolancani krajevi DNA degradiraju se 5'-3' egzonukleaznom



aktivnos$¢u te nastaju dugi 3'-jednolancani krajevi na koje se vezu proteini koji sudjeluju u
homolognoj rekombinaciji i pocinje potraga za homolognom, to jest donorskom DNA. Kada
je donorska DNA pronadena, 3'-krajevi ostecene (recipijentne) DNA ulaze u homolognu
neoStecenu molekulu DNA te dolazi do komplementarnog sparivanja i na 3'—jednolancani kraj
oStecene  DNA nastavlja se reparativna sinteza DNA. Ukoliko dode do istiskivanja
novosintetiziranog lanca iz donorske regije i komplementarnog sparivanja jednolacanih 3'-
krajeva recipijentne regije rije¢ je o popravku mehanizmom SDSA (eng. Synthesis Dependent
Strand Annealing, slika 1.A.). Ukoliko se i drugi 3'-kraj dvolanc¢anog loma komplementarno
spari s donorskom regijom i nastanu dvije Holliday-eve strukture (eng. double Holliday
junction, dHJ) rije¢ je o popravku mehanizmom DSBR (eng. Double Strand Break Repair,
slika 1.B.) te nastali intermedijer moze biti razrijesen Sa ili bez recipro¢ne izmjene. Ukoliko ne
postoji drugi kraj loma, reparativna sinteza nastavlja se mehanizmom BIR (eng. Break—induced
Replication, slika 1.C.; Altmannova i sur., 2012; Sung i Klein, 2006). Ako se dvolan¢ani lom
dogodio izmedu direktno ponovljenih sekvenci, nakon procesiranja krajeva, u popravku SSA
(eng. Single strand Annealing), komplementarno se sparuju jednolancani 3'-krajevi te ,,flap*-
endonukleaze uklanjaju sekvencije izmedu ponovljenih regija i jednu ponovljenu regiju (slika
1.D.).

2.3.1. Primjena homologne rekombinacije

Homologna rekombinacija temelj je metoda za uvodenje ciljanih genetic¢kih
modifikacija (Lodish i sur., 2000). Zahvaljujuci visokoj efikasnosti homologne rekombinacije,
u konvencionalnom kvascu S. cerevisiae omoguceno je uvodenje preciznih ciljanih genetickih
promjena pomocu linearnih fragmenata DNA i lineariziranih integrativnih plazmida, a
primjenjuju se dva pristupa: modifikacija gena u dva koraka opisana u poglavlju 2.3.1.1. te
inaktivacija gena u jednom koraku opisana u poglavlju 2.3.1.2.

2.3.1.1. Modifikacija gena u dva koraka

Modifikacija gena u dva koraka odvija se uvodenjem Zzeljene modifikacije u regiju na
integrativnom plazmidu, koja je homologna ciljnoj sekvenciji u genomu. Ovakav integrativni
plazmid sadrzi i selektivni biljeg za selekciju transformanata, a integracija plazmida usmjerava
se u ciljnu sekvenciju u genomu uvodenjem dvolan¢anog loma u modificiranu regiju plazmida

(slika 2.). Osim homolognom rekombinacijom, popravak dvolan¢anog loma na plazmidu moze



se dogoditi i ilegitimnom integracijom koja se desava s jako niskom frekvencijom (Schiestl i
Petes, 1991).

Prilikom transformacije kvasca dolazi do komplementarog sparivanja lineariziranog
plazmida i ciljne regije te su krajevi transformiraju¢e DNA okrenuti jedan prema drugome,
zbog Cega se ovakav tip genskog ciljanja naziva jo§ i rekombinacija ,,krajevi unutra“ (eng.
,ends-in”). Integracija plazmida dovodi do duplikacije ciljne regije pri ¢emu jedna kopija
sadrzi zeljenu modifikaciju, a izmedu kopija se nalazi cjelokupna plazmidna DNA. I1zmedu
homolognih ciljnih regija moze se odviti i rekombinacija uz recipro¢nu izmjenu (eng. crossing-
over) te dolazi do gubitka jedne od ciljnih regija i plazmida sa selektivnim biljegom (,,pop-out*
rekombinacija). Vjerojatnost da je u genomu zadrzana modificirana ili nemodificirana verzija
gena je jednaka stoga je potrebna detaljna molekularna analiza transformanata kako bi se
utvrdilo prisustvo Zeljene modifikacije.

ciljna regija ==

selektivni biljeg =
M plazmidna DNA wm

>

genomska DNA ==

—1

»pop - out” rekombinacija

M

- I

Slika 2. Shematski prikaz modifikacije gena u dva koraka rekombinacijom ,,krajevi-unutra®. M —
modifikacija koja se zeli unijeti u genom

2.3.1.2. Inaktivacija gena u jednom koraku

Inaktivacija gena u jednom koraku temelji se na zamjeni ciljne regije u genomu s
transformiraju¢om DNA. Transformiraju¢a DNA je linearni fragment koji sadrzi biljeg za
selekciju omeden bo¢nim homologijama to jest sekvencijama koje su homologne regijama koje
okruzuju ciljni gen u genomu (slika 3.). Prilikom transformacije dolazi do komplementarnog
sparivanja bo¢nih homologija transformiraju¢e DNA s ciljnom regijom u genomu te su krajevi
transformirajuée DNA okrenuti jedan od drugoga zbog Cega se ovaj tip homologne
rekombinacije jo$ naziva i rekombinacija ,,krajevi van“ (eng. ,.ends-out®) ili zamjena gena
(Rothstein, 1983).
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Posljedica zamjene ciljnog gena sa selektivnim biljegom je inaktivacija tog gena, no
transformacija moze rezultirati i ilegitimnom integracijom transformiraju¢eg fragmenta,
integracijom transformirajueg fragmenta pored ciljne regije ili duplikacijom ciljnog
kromosoma pri ¢emu jedna kopija nosi nemodificirani alel, a druga alel koji nastaje zamjenom
gena (Stafaisur., 2014; Svetec i sur., 2007). Kod kvasca Saccharomyces cerevisiae mehanizam
homologne rekombinacije vrlo je uspjesan te bo¢ne homologije duge samo 40 parova baza
omogucuju gensko ciljanje u otprilike 10 % slucajeva (Baudin i sur., 1993), dok produljenje

boc¢nih homologija omogucuje uspjesnost od 90 % (Paques i Haber, 1999).

bocne homologije =

>< >< cilinaregija ==
selektivni biljeg =

genomska DNA ==

Slika 3. Shematski prikaz modifikacije gena u jednom koraku rekombinacijom ,krajevi van*

2.3.2. Gensko ciljanje u nekonvencionalnim kvascima

Veliki nedostatak primjene nekonvencionalnih kvasaca je niska uspjesnost uvodenja
ciljanih geneti¢kih promjena. Prilikom unos$enja egzogene DNA u stanicu dolazi do nasumicne
integracije lineariziranog vektora ili disrupcijske kazete u genom zbog ilegitimne
rekombinacije koja se odvija puno ¢es¢e od homologne rekombinacije (Vogl i sur., 2013;
Né&atsaari i sur., 2012).

Kao rjeSenje ovog problema najcesce se povecava efikasnost homologne rekombinacije
povecanjem duzine bo¢nih homologija na transformiraju¢em fragmentu DNA ili smanjenjem
uspjesnosti ilegitimne rekombinacije delecijom gena KU70 i KU80 (Yang i Blenner, 2020).
Problem kod ovog pristupa je Sto mnogi nekonvencionalni kvasci postoje iskljucivo u
haploidnom obliku pa delecija gena bitnih za popravak DNA ilegitimnom rekombinacijom
utje¢e 1 na vitalnost stanica §to smanjuje efikasnost transformacije kada je potreban brzi

oporavak stanica (Zeeman i Steensma, 2002).

S razvojem geneti¢kog inZenjerstva, napreduju i metode genskog ciljanja u organizmima u

kojima je preferirana ilegitimna rekombinacija kao mehanizam popravka DNA te se
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nekonvencionalni kvasci sve viSe koriste u proizvodnji terapeutskih proteina, kemikalija,
cjepiva i prehrambenih aditiva radi svojih pozeljnih karakteristika (Yang i Blenner, 2020).
Inaktivacija gena u nekonvencionalnim kvascima postize se uvodenjem dvolanc¢anog loma u
ciljnu regiju (gen), koji se popravlja ilegitimnom rekombinacijom te se u tu svrhu mogu
primijeniti: nukleaze koje djeluju poput aktivatora transkripcije (eng. transcription activator—
like effector nucleases, TALENS) (Carroll, 2014; Li i sur., 2011), nukleaze s cinkovim prstima
(eng. zinc finger nucleases, ZNF) (Doyon i sur., 2011), tehnologija CRISPR/Cas9 (Stovicek i
sur., 2015) opisana u poglavlju 2.4. te loxP/Cre rekombinacijski sustav (Yang i Blenner, 2020).

Kvasac S. stipitis interesantan je modelni organizam zbog sposobnosti fermentacije ksiloze,
iako niska uspjesnosti genskog ciljanja uvelike otezava uredivanje genoma. Novija istraZivanja
pokazuju uspjesnu primjenu sustava CRISPR/Cas9 i koristenje sojeva kvasca S. stipitis u
kojima su inaktivirani geni KU70 i KUB80 radi povecanja ucinkovitosti homologne

rekombinacije (Yang i Blenner, 2020).

2.4.  SUSTAV CRISPR/Cas9

Sustav CRISPR/Cas oblik je steCene imunosti (Marraffini i Sontheimer, 2008) i
pronaden je u otprilike 50 % sekvenciranih bakterijskih genoma i gotovo 90 % sekvenciranih
arheja (Hille i sur., 2018). Imunost steCena pomocu sustava CRISPR/Cas prirodan je proces u
bakterija i arheja (Azangou-Khyavy i sur., 2020) koji sprjecava infekciju virusima tako $to

prepoznaje stranu DNA virusa koja ude u stanicu te ju degradira (Marraffini, 2015).

Sekvence CRISPR (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) su
kratka palindromska ponavljanja unutar genoma prokariota (Barrangou, 2015), a izmedu
palindromskih ponavljanja nalaze se razmaknice (eng. protospacer), regije koje potjecu od
fragmenata DNA bakteriofaga, koji su prethodno inficirali prokariotski organizam u kojem se

nalaze i sluze za obranu od buducih infekcija istim ili srodnim bakteriofazima.

Prvi korak u obrani od bakteriofaga je prepoznavanje strane DNA i njeno umetanje
unutar lokusa CRISPR u obliku razmaknice, a u ovom procesu sudjeluju dva proteina: Casl i
Cas2 (Aliyari i Ding, 2009). Proteini skupine Casl su nukleaze i integraze ¢ija aktivnost ovisi
0 metalnom ionu te se vezu na DNA (Wiedenheft i sur., 2012), a proteini skupine Cas2 imaju
endoribonukleaznu aktivnost (Nam i sur., 2012; Beloglazova i sur., 2008). Prepoznavanje,
cijepanje i ugradnja fragmentirane virusne DNA ovisi 0 postojanju sekvencije PAM (eng.

protospacer adjacent motif; Mojica i sur., 2009). Transkripcijom regije CRISPR i
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procesiranjem nastalog transkripta nastaju kratke molekule RNA od kojih svaka sadrzi jednu
razmaknicu odnosno kratku sekvencu RNA (crRNA, eng. CRISPR RNA) koja je
komplementarna dijelu genoma bakteriofaga. Takva molekula RNA tvori kompleks s
proteinom Cas3 (Sinkunas i sur., 2011), ATP — ovisna translokaza i helikaza koja sudjeluje u
razgradnji virusne DNA (He i sur., 2020), a bakterija je otporna na onaj virus za koji ima
specifi¢ni kompleks crRNA/Cas. Bakterije su zaSti¢ene od vlastitog sustava CRISPR/Cas jer
je za aktivnost proteina Cas nuzna sekvencija PAM, koja se ne ugraduje u bakterijski genom
(Marraffini i Sontheimer, 2010). Shematski prikaz sustava CRISPR/Cas u bakterija nalazi se

na slici 4.

Membrana stanice

Dvolan¢ana DNA virusa
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Slika 4. Shematski prikaz sustava stjecanja imunosti prokariota pomocu sustava CRISPR/Cas (prema
Horvath i Barrangou, 2010)

2.4.1. Primjena sustava CRISPR/Cas9

Sustavi CRISPR/Cas, danas ¢ine temelj metode koja se koristi za uvodenje ciljanih
genetickih modifikacija (engl. genome editing, uredivanje genoma) u genome raznih
organizama (Zhang i sur., 2014). Takav sustav za uredivanje genoma ima Siroku primjenu od
bioloskih istrazivanja, proizvodnje biotehnoloskih produkata do lijecenja bolesti (Hsu i sur.,

2014). Prednost upotrebe sustava CRISPR/Cas naspram drugih proteina koji sluze za
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uredivanje genoma kao $to su TALENS (eng. transcription activator-like effector nuclease) ili
ZFNs (eng. zinc finger nuclease) lezi u tome $to nije potrebno modificirati protein Cas nego

samo molekulu RNA $to je puno jednostavnije.

Proteini Cas (eng. CRISPR associated enzyme) cijepaju nukleinske kiseline (DNA ili
RNA) te su iz razli¢itih bakterijskih vrsta izolirani razliciti proteini Cas. U eksperimentima koji
ukljucuju uredivanje genoma najcesce se koriste proteini Cas9 i Casl2. Protein Cas9 je
endonukleaza izolirana iz bakterije Streptococcus pyogenes, a protein Casl2 (poznat kao i
Cpf1l) iz rodova Acidaminococcus ili Lachnospiraceae. Oba enzima uvode dvolan¢ane lomove,

a danas na trziStu postoje i modificirani oblici proteina kako bi se poboljsala njihova funkcija.

Druga komponenta sustava CRISPR/Cas je molekula gRNA (eng. guideRNA) koja s
proteinom Cas9 tvori kompleks RNP (ribonukleoproteinski kompleks). Molekula gRNA
komplementarno se sparuje s ciljnom sekvencom dugom otprilike 20 baza u ¢ijoj se
neposrednoj blizini nalazi sekvencija PAM. Nakon vezanja kompleksa RNP na ciljnu

sekvencu, enzim Cas cijepa sekvencu na to¢no odredenom mjestu.

Aktivni kompleks RNP moze se formirati unutar stanice, ukoliko su geni koji kodiraju
za sintezu proteina Cas i gRNA uneseni u stanicu pomoc¢u plazmida ili virusa, ili izvan stanice,
ukoliko se za formiranje kompleksa RNP koriste izolirani protein Cas i sintetizirana molekula
gRNA, a ovakav sustav komercijano je dostupan od kompanije Integrated DNA Technologies
Inc (IDT).

Molekula gRNA moze se dizajnirati na dva nacina: kao dvokomponentni ili
od dvije kratke molekule RNA (tracrRNA i crRNA), dok se jednokomponentni sustav sastoji
od jedne molekule sgRNA (slika 5.). Molekula crRNA sastoji se od dijela komplementarnog
ciljnoj sekvenci (prikazan na slici 5. svjetlo plavom bojom) i dijela koji hibridizira s tracrRNA
(prikazan na slici 5. tamno plavom bojom). Molekula tracrRNA se sastoji od dijela koji
hibridizira s molekulom crRNA i dijela koji se veze za protein Cas9. Kod sustava u kojem se
koristi molekula sgRNA, molekule crRNA i tracrRNA su dio jedne duze molekule RNA
spojene petljom. Prednost uporabe dvokomponentnog sustava je §to je molekula tracrRNA ista

za svaki eksperiment, dok se molekula crRNA treba prilagoditi ciljanoj sekvenci (IDT).
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Slika 5. Usporedba sustava CRISPR/Cas9 s molekulom gRNA koja se sastoji od tracrRNA i crRNA
(A) te molekulom sgRNA (B) (prema Integrated DNA Technologies, Inc)

Sustav CRISPR/Cas moze se primjenjivati za disrupciju gena, a temelji se na nastanku
dvolan¢anog loma izazvanog djelovanjem proteina Cas9 i potom popravkom ilegitimnom
rekombinacijom. Nehomologno spajanje krajeva najcesce rezultira nastankom mutacija (male
insercija, delecije i supstitucije baza) koje uzrokuju pomak okvira Citanja te posljedi¢no

inaktiviraju gen (slika 6., IDT).

Delecija
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\
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Slika 6. Moguc¢i ishodi popravka dvolan¢anog loma nehomolognim sparivanjem krajeva nakon
djelovanja proteina Cas (prema Integrated DNA Technologies, Inc)

Osim za inaktivaciju gena, sustav CRISPR/Cas Koristi se i za popravak mutacija u
genima, zamjenu gena ili za stvaranje fuzioniranih proteina u stani¢noj liniji (eng. knock-in).
Ovakva primjena temelji se na popravku dvolan¢anog loma homolognom rekombinacijom
(eng. Homology Directed Repair, HDR) pri ¢emu se kao homologna (donorska) DNA koristi
linearni fragment unesen u stanicu transformacijom te pri popravku dvolanc¢anog loma dolazi

do uvodenja zeljene modifikacije (slika 7., IDT).

15



Q
i
5 D I -
3 G I -

DSB

"4 )

HDR — modifikacija HDR - dodavanje

gena gena
—Donorska DNA — Gen
5 - 3 5
5 S eI 5" G I
V G G 5 3 C— I—
= Mutac ija

4 4

Slika 7. Moguc¢i ishodi popravka dvolan¢anog loma homolognom rekombinacijom nakon djelovanja
proteina Cas ukoliko se u stanice unese i linearni fragment DNA koji se Koristi za popravak
dvolan¢anog loma (prema Integrated DNA Technologies, Inc)

Danas se sustav CRISPR/Cas koristi i za mijenjanje ekspresije tocno odredenog gena

upotrebom proteina koji nema endonukleaznu aktivnost, ali je fuzioniran s aktivatorom ili

represorom ili za vizualizaciju odredenog proces koristenjem sustava u kojem je protein Cas9
fuzioniran s fluorescentnim proteinom (Barrangou i Doudna, 2016).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Plazmidi

U ovome radu koristeni su plazmidi pRS54FcoHyg i pMiniT2-SsSURA3 i pMiniT2-
SsUH koji sadrze bakterijsko ishodiste replikacije ori te selektivni biljeg, gen bla, koji kodira
za enzim B-laktamazu te je odgovoran za rezistenciju transformiranih stanica na antibiotik

ampicilin.
3.1.1.1. Plazmid pRS54FcoHyg

Na slici 8. prikazan je replikativni plazmid pRS54FcoHyg, koji je prethodno
konstruiran u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama (Matanovi¢, usmeno
priop¢enje). Ovaj replikativni plazmid sadrzi regiju SSARS2, koja omogucuje replikaciju
plazmida u stanicama kvasca Scheffersomyces stipitis i kodon optimizirani gen coHygR (koji
sadrzi alternativni geneticki kod) koji je odgovoran za rezistenciju transformiranih stanica na

antibiotik higromicin.

PRS54FcoHyg
5835 bp

f Mlul (1646)

(3044) Pvul” \©

/pwul (2028)

Slika 8. Mapa replikativnog plazmida pRS54FcoHyg s prikazanim regijama i restrikcijskim mjestima
bitnim za ovaj rad

3.1.1.2. Plazmidi pMiniT2-SsSURA3 i pMiniT2-SsUH

Integrativni plazmidi pMiniT2-SSURA3 1 pMiniT2-SsUH (slika 9.) takoder su

prethodno konstruirani u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama (Zunar,
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usmeno priopéenje). Ovi plazmidi sadrze 2,5 kb uzvodno i nizvodno od otvorenog okvira
¢itanja SSURA3 iz genoma kvasca S. stipitis. Dok plazmid pMiniT2-SsURA3 sadrZi i otvoreni
okvir ¢itanja gena SSURA3, u plazmidu pMiniT2-SsUH otvoreni okvir ¢itanja gena SSURA3
zamijenjen je kodon optimiziranom regijom coHygR koja omogucuje transformiranim
stanicama kvasca rast na podlozi s antibiotikom higromicinom. Ovisno o plazmidu koji se
koristi kao kalup, koristenjem pocetnica SsURA3-f i SSURA3-r lancanom reakcijom
polimerazom dobiva se fragment SSURA3 (5876 pb) koristen za testiranje aktivnosti
kompleksa RNP in vitro ili SSUH (6609 pb) koji se koristi za inaktivaciju gena SSURA3 u

genomu kvasca S. stipitis rekombinacijom krajevi-van.

(6395 .. 6422) SSURA3-r— pMiniT2-SSURA3

8465 bp

Miul (4177)
/SsURA3—f (546 .. 566)

pMiniT2-SsUH
9198 bp

(4910) Mlul

Slika 9. Mape plazmida pMiniT2-SSURA3 i pMiniT2-SsUH s oznac¢enim regijama, restrikcijskim
mjestima i poéetnicama bitnim za ovaj rad

18



3.1.1.3.0ligonukleotidi

U ovome radu koriStene su pocetnice: SSURA3-f (5-
CCACAGGTTAAACAGCAAATG-3) i SSURAS-r (5
CTGAGTTCTTATCTTTAGCTACAGAATT-3") za umnazanje fragmenata SSURA3 i SSUH,
pri ¢emu su plazmidi pMiniT2-SSURA3 i pMiniT2-SsUH bili koristeni kao kalupi za lan¢anu

reakciju polimerazom.

3.1.1.4.CRISPR/Cas9 ribonukleoproteinski kompleks (kompleks RNP)

U ovome radu koristeni su ribonukleoproteinski (RNP) kompleksi koji su dio Alt-R
CRISPR-Cas9 sustava od IDT (Integrated DNA Technologies, Inc, lo, SAD) i sklopljeni su
neposredno prije elektroporacije. Sustav se sastoji od tri komponente: specificne crRNA,
univerzalne tracrRNA i nukleaze Cas9. Komplementarnim sparivanjem dijela regije crRNA i
tracrRNA nastaje guide RNA (gRNA). Sekvencije specifiénih crRNA te imena guide RNA
(gRNA) koristenih u ovom radu prikazane su u tablici 1. Sve tri specifiéne crRNA

komplementarno se sparuju s regijama u otvorenom okviru ¢itanja gena SSURA3.

Tablica 1. Sekvencije specifi¢nih crRNA koristenih u ovom radu

CrRNA Sekvencija gRNA

CcrRNA1L AltR1/rGrA rGrUrC rUrArC rArArG rArUrU rGrCrC rCrArA rGrUrU rUrUrA gRNA'1
rGrArG rCrUrA rUrGrCrU/AItR2

CrRNAZ2 AltR1/rGrA rGrUrC rUrArC rArArG rArUrU rGrCrC rCrArA rGrUrU rUrUrA gRNA 2

rGrArG rCrUrA rUrGrC rU/AItR2/

crRNA3 AItR1/rGrU rArGrA rUrGrA rArGrU rUrGrU rUrUrC rCrArC rGrUrU rUrUrA gRNA 3
rGrArG rCrUrA rUrGrC rU/AItR/

3.1.2. Mikroorganizmi

3.1.2.1. Bakterija Escherichia coli

Za umnazanje dvolancanih plazmida koriSten je soj bakterije E. coli DH5a genotipa
F'/endAl hsdrl7(rK-, mK+) supE44 thi-1 recAl gyrA (NalR) relAl A(lacZYA-argF) U169
deoR (p80dlacA(lacZ)M15) (New Engand Biolabs, Ipswich, MA, SAD).

3.1.2.2. Kvasac Scheffersomyces stipitis

U ovome radu koristen je kvasac S. stipitis soj JCM 10742.
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3.1.3. Hranjive podloge i otopine

3.1.3.1. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli

Za uzgoj bakterije Escherichia coli koristena je tekuca hranjiva podloga LB:

Bakto tripton 10,09
Kvasc¢ev ekstrakt 5049

NaCl 10,0 ¢
Destilirana voda do 1000,0 mL

Pripremljena podloga sterilizira se u autoklavu 20 minuta pri 121 °C i ¢uva pri sobnoj
temperaturi. Kruta LB podloga se priprema dodatkom 15 g L™ agara prije autoklaviranja, a
podloga s ampicilinom za selekciju transformanata dodatkom, u sterilnim uvjetima, 2,5 mL
L mati¢ne otopine antibiotika ampicilina (20 mg mL™) za krute podloge i 5 mL L™ za tekuée

podloge nakon sterilizacije i hladenja.

3.1.3.2.Podloge za uzgoj kvasca Scheffersomyces stipitis

Za uzgoj kvasca Scheffersomyces stipitis koristena je kompleksna (kompletna) podloga
YPD:

Bacto pepton 20,09
Yeast extract 10,0 g
Glukoza 20,0 ¢
Destilirana voda do 1000 mL

Za pripremu krute podloge dodaje se 20 g L™ agara u tekué¢i YPD nakon $to se odmjeri
odgovarajuc¢i volumen vode te se podloga sterilizira u autoklavu 20 minuta pri 121 °C i ¢uva

pri sobnoj temperaturi.

Hranjive kompleksne YPD podloge s antibiotikom higromicinom pripremaju se
dodatkom 900 pL L™ mati¢ne otopine antibiotika (BP2952-1MU, Fisher BioReagents), ¢ija

koncentracija iznosi 0,5 MU mL™, nakon sterilizacije i hladenja podloge.

3.1.3.3.0topine za izolaciju i procis¢avanje DNA

Amonijev acetat (8 M)

Otopina se priprema otapanjem 61,66 g amonijevog acetata u 100 mL destilirane vode.
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Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva pri 4 °C.
Ampicilin (20 mg mL™?)

Sterilizira se filtracijom i ¢uva pri 4 °C
EDTA (0,5 M; pH 8,0)

18,61 g Na2EDTA x 2 H20 otopi se u 80 mL deionizirane vode, pH se podesi dodatkom

natrijevog hidroksida (priblizno 2 g peleta) 1 dopuni deioniziranom vodom do 100 mL.
Fenol

Redestilirani fenol otapa se pri 67 °C i zasicen je jednakim volumenom TE pufera pH

8,0. Ne sterilizira se i ¢uva se u tamnoj boci pri 4 °C.
Kloroform/izoamilni alkohol

Smjesa kloroforma i izoamilnog alkohola u volumnom omjeru 24:1. Otopina se ne

sterilizira i ¢uva se pri 4 °C.
Kalijev acetat (3 M; pH 4,8)
Otopina je 3 M u odnosu na kalij i 5 M u odnosu na acetat. Pripravlja se tako da se u

60 mL 3 M otopine kalij acetata doda 11,5 mL ledene octene kiseline i 28,5 mL

deionizirane vode. Otopina se sterilizira filtracijom 1 ¢uva pri 4 °C.
Natrijev acetat (3 M; pH 4,8)

24,6 g bezvodnog natrijevog acetata otopi se u deioniziranoj vodi, pH se podesi
ledenom octenom kiselinom i dopuni deioniziranom vodom do 100 mL. Otopina se

sterilizira filtracijom 1 ¢uva pri 4 °C.

NaOH/SDS
Natrijev hidroksid 0,2 mol L™?
SDS 10,0 g L-1

Otopina se ne sterilizira, a priprema se neposredno prije uporabe.
RNaza (10 mg/mL)

Ribonukleaza A se otopi u 10 mM Tris-Cl pH 7,5 i 15 mM natrijevom kloridu te zagrije

15 minuta u kipucoj vodenoj kupelji. Nakon hladenja do sobne temperature ¢uva se pri

-20 °C.
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TE pufer (pH 8,0 ili 7,4)

1 mol L Tris-Cl pH 8,0ili 7,4 10 mL
0,5mol LTEDTA pH 8,0 2 mL
sterilna deionizirana voda do 1000 mL

Priprema se iz sterilnih otopina.
Tris-HCI (1 M)

12,1 g Tris otopi se u 80 mL deionizirane vode, pH se do Zeljene vrijednosti podesi

dodatkom koncentrirane kloridne kiseline i dopuni deioniziranom vodom do 100 mL.

Priblizne koli¢ine kiseline za pojedine pH vrijednosti su: pH 7,4 ~ 7,0 mL, pH 8,0 ~ 4,2

mL.
Sorbitol (1M)

18,2 g sorbitola se otopi u 50 mL deionizirane vode i dopuni do 100 mL. Otopina se

sterilizira autoklaviranjem i ¢uva na sobnoj temperaturi.

SCE
sorbitol 182,72 g
natrij citrat dihidrat 33,50 ¢
EDTA dinatrijeva sol 45,00 ¢
sterilna deionizirana voda do 1000 mL
Otopina se ne sterilizira.

STE
SDS 5049
1 mol L Tris-Cl pH 8,0 100 mL
0,05 mol LT EDTA pH 8,0 100 mL
sterilna deionizirana voda do 1000 mL
Otopina se ne sterilizira.

Zimoliaza 20-T

15 mg enzima zimoliaze (Zymolyase 20-T) iz bakterije Arthrobacter luteus otopi se u

3 mL sterilnog glicerola koncentracije 400 mg mL™ i ¢uva pri -20 °C.
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3.1.3.4.0topine za transformaciju kvascevih stanica

Sorbitol (1 M)

18,2 g sorbitola se otopi u 50 mL deionizirane vode i dopuni do 100 mL. Otopina se

sterilizira autoklaviranjem i ¢uva na sobnoj temperaturi.
Litij acetat (1 M)

10,2 g litij acetata dihidrata se otopi u 70 mL deionizirane vode i dopuni do 100 mL.

Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva pri sobnoj temperaturi.
DTT/litij acetat

U sterilnim uvjetima se doda 3,5 mL 1 M DTT, 10 mL prethodno pripremljenog 1 M

litij acetata te nadopuni sterilnom deioniziranom vodom do 100 mL.

3.1.3.5.0topine za gel elektroforezu

Agarozni gel:

Priprema se otapanjem agaroze u TBE puferu (1,0 x) koji se priprema razrjedivanjem
10 x TBE pufera. Koncentracija agaroze u gelu prilagodava se veli¢ini fragmenata DNA koje

zelimo razdvojiti na gelu, a moze iznositi od 7 do 20 g L.,

Boja za nanoSenje uzoraka (6 X)

Bromfenol plavo 0,03 %
Ksilen cijanol FF 0,03 %
Glicerol 60 %
SDS 1%

100 mmol L EDTA pH 8,0
Otopina se ¢uva pri 4 °C.
Etidij — bromid

Mati¢na otopina priprema se u koncentraciji od 10 mg mL™, nije ju potrebno
sterilizirati i cuva se takoder pri 4 °C u tamnoj boci. Otopina koja se koristi za vizualizaciju
DNA priprema se dodatkom 50 uL mati¢ne otopine u jednu litru deionizirane vode i ¢uva se u

tamnoj boci.
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TBE pufer (10 x)

Tris 108,0g L*
Borna kiselina 55,0gL?
0,5M EDTA pH 8,0 40,0 mL L

3.1.3.6.0topine za hibridizaciju DNA po Southern-u

Navedene otopine ne moraju biti sterilne.
Amonijev acetat (1 M)

Priprema se razrjedivanjem 8 mol L™t amonij acetata.
HCI (0,25 M)

Priprema se razrjedivanjem koncentrirane kloridne kiseline (22 mL L?).

DNA-nosac (nespecificna DNA)

DNA sperme haringe otopljena u TE-puferu pH 8,0 u koncentraciji od 20 mg mL™.

Cuva se pri -20 °C.

Natrijev hidroksid (0,4 M)

18,2 g natrij hidroksida otopi se u deioniziranoj vodi i dopuni vodom do 100 mL.

Natrijev hidroksid/amonijev acetat
0,5 mol L natrijev hidroksid

1 mol L amonijev acetat.

Otopina A
SSC (20 x) 10,0 mL
10 % SDS 1,0 mL
deionizirana voda 89,0 mL
Otopina B
SSC (20 x) 0,5mL
10 % SDS 1,0 mL
deionizirana voda 98,5 mL
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Otopina za predhibridizaciju - za 100 mL otopine

SSC (20x) 25,0 mL
smjesa za sprjeCavanje nespecifi¢nih interakcija (engl. blocking reagent) 1,0g

10 % natrijeva sol N-lauroil sarkozina 1,0 mL
10 % SDS 200 pL

Otopina za hibridizaciju

Ima isti sastav kao otopina za predhibridizaciju samo $to sadrzi i 20-50 ng mL*

obiljezene DNA (DNA-sonde) te 0,1 mg mL™ nespecificne DNA (DNA nosaca).
Pufer 1

0,1 mol L Tris-HCI pH 7,5

0,15 mol L™ natrijev klorid

Pufer 2

Priprema se otapanjem smjese za sprjeCavanje nespecifi¢nih reakcija (engl. blocking

reagent) u puferu 1 do koncentracije od 10 g L™

Pufer 3
1 mol L Tris pH 9,7 50,0 mL
5 mol L natrijev klorid 10,0 mL
1 mol L magnezijev klorid 25,0 mL

pH 9,5 se podesi dodatkom HCI i dopuni deioniziranom vodom do 500,0 mL.

Otopina za detekciju

Pufer 3 10 mL

x-fosfat 35 uL

NBT 45 ulL
SSC (20 x)

natrijev klorid 175,359

natrijev citrat dihidrat 88,20 g

sterilna deionizirana voda do 1000 mL
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3.1.4. Kemikalije, enzimi, membrane

Tablica 2. Ostale kemikalije koristene u ovom radu

Kemikalije, enzimi i membrane Proizvodaé
Agaroza Appligene, llIkirch, Francuska
Apsolutni etanol Kemika, Zagreb, Hrvatska
Bromtimol plavo (BTP) Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska
EDTA Kemika, Zagreb, Hrvatska
Enzimi za cijepanje i modifikaciju New Engand Biolabs, Ipswich, MA, SAD
DNA, te odgovarajuci puferi Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD
Etidij bromid Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD
Izopropanol Kemika, Zagreb, Hrvatska

o ) Difco, Detroit, SAD
Kemikalije za pripremu podloga
Merck, Darmstadt, Njemacka

Fluka, Buchs, Svicarska
Kemikalije za pripremu ostalih otopina  Kemika, Zagreb, Hrvatska
Alkaloid, Skoplje, Makedonija

Membrane (najlonske, pozitivno
nabijene) i komplet kemikalija za Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD
hibridizaciju DNA po Southern-u

Natrijev acetat Kemika, Zagreb, Hrvatska

PEG Fluka, Buchs, Svicarska
Ribonukleaza A Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska
Sorbitol Barr, Zagreb, Hrvastka

Tris Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska
Zimoliaza (Zymolyaze 20-T) Seikugaku Kogyo Co., Tokyo, Japan

3.2. METODE

3.2.1. Metode za izolaciju i pro¢is¢avanje DNA

3.2.1.1. Talozenje DNA amonij acetatom i etanolom

Najcesc¢e koristen postupak talozenja DNA je pomocu amonij acetata i etanola, a

provodi se tako da se volumenu DNA doda 1/3 volumena 8 M amonij acetata i 8/3 volumena
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96 % etanola. Smjesa se potom inkubira najmanje 2 sata pri -20 °C, a talog DNA dobiva se

centrifugiranjem 20 minuta na 11000 okretaja u minuti pri 4 °C.

3.2.1.2. Prociscavanje DNA smjesom fenol/kloroform/izoamilni alkohol

Otopini DNA doda se jednaki volumen smjese fenol/kloroform/izoamilni alkohol u
omjeru 25:24:1. Smjesa Se snazno promijesa te se centrifugira 2 minute na 11000 okretaja po
minuti. Nakon centrifugiranja dolazi do odvajanja faza te se gornja faza pazljivo prenese u
novu Kivetu i ovaj korak se ponavlja sve dok je vidljiv proteinski talog nakon centrifugiranja
koji se nalazi izmedu gornje i donje faze. Kada je sav proteinski talog uklonjen, gornja faza se
prenosi u novu Kivetu te se dodaje jednaki volumen smjese kloroform/izoamilni alkohol kako
bi se uklonio zaostali fenol. Smjesa se snazno promijesa te se centrifugira 2 minute na 11000

okretaja po minuti, a gornja faza se prenosi u novu Kivetu.

3.2.1.3. Izolacija dvolancanog plazmida iz velikog volumena

Izolacija dvolancanog plazmida iz velikog volumena provedena je postupkom alkalne
lize uz manje promjene. 500 mL prekono¢ne kulture Escherichia coli centrifugrano je 10
minuta na 5000 okretaja po minutu kako bi se stanice istalozile. Dobiveni talog resuspendiran
je u5 mL TE pufera i ostavljen 5 minuta na ledu. Lizozim se dodaje sterilnim nastavkom te se
suspenzija promijeSa blagim okretanjem i inkubira 10 minuta na ledu. Potom se suspenziji
dodaje 10 mL otopine natrijev hidroksid/SDS, otopina se promijeSa blagim okretanjem te

ponovno inkubira na ledu 10 minuta.

Nakon inkubacije, dodaje se 7,5 mL natrijevog acetata (3 M; pH 4,8) te se smjesa
promijesa i inkubira 15 minuta na -20 °C. Sljedec¢i korak ukljucuje centrifugiranje 20 minuta
na 6000 okretaja po minuti te se nakon supernatant prebaci u novu kivetu i slijedi ponovno
centrifugiranje pri istim uvjetima (ovaj korak ponavlja se dva puta). Dobiveni bistri supernatant
prebaci se u novu kivetu, odreduje mu se volumen te se dodaje 0,6 V izopropanola i smjesa se
ostavlja 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi doslo do taloZzenja DNA. Slijedi
centrifugiranje suspenzije 30 minuta na 10000 okretaja po minuti nakon kojeg se supernatant
baca, a talog dodatno susi vakuum sisaljkom. Posuseni talog otapa se u 400 uL TE pufera te
slijedi fenolizacija (poglavlje 3.2.1.2.). Plazmidna DNA talozena je amonij acetatom i
etanolom, a sam postupak opisan je u poglavlju 3.2.1.1. i otopljena u 50 — 100 uL. TE pufera
uz dodatak RNaze. Pomoc¢u gel elektroforeze dobivenih uzoraka, provjerava se uspjesnost

izolacije plazmida.
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3.2.1.4. Izolacija kvasceve DNA iz stanica uzgojenih u tekucoj podlozi

3 mL kulture kvasca uzgoji se do stacionarne faze rasta te se centrifugira 3 minuta na
4000 okretaja po minuti. Nakon centrifugiranja, dobiveni talog stanica se resuspendirau 1 mL
deionizirane vode, a postupak centrifugiranja se ponovi. Potom se talog stanica resuspendira u
1 mL SCE, ponavlja se centrifugiranje te se dobiveni talog otopi u 130 uL SCE (ukupni
volumen 200 uL). Suspenziji se doda 20 uL zimoliaze 20-T te slijedi inkubacija 20 minuta u
vodenoj kupelji pri 70 °C. Nakon toga, uzorci se hlade na ledu 10 minuta uz dodatak 200 pL
kalijevog acetata (5 M; pH 4,8) kako bi se istalozili proteini. Tako pripremljeni uzorci se ostave

na ledu u hladnjaku 2 sata ili preko no¢i.

Slijedi centrifugiranje 30 minuta na 10000 okretaja po minuti te se 970 uL supernatanta
prenese u novu kivetu uz dodatak 630 uL izopropanola. Suspenzija se lagano pomijeSa
okretanjem i centrifugira 20 minuta na 10000 okretaja po minuti pri 4 °C. Supernatant se baca,
a talog DNA se osus$i vakuum sisaljkom i otopi u 300 uLL TE-pufera pH 8,0. Slijedi inkubacija
20 minuta u vodenoj kupelji pri 70 °C te talozenje amonijevim acetatom (8 M) i etanolom
(poglavlje 3.2.1.1.). Uzorci se ¢uvaju na -20 °C 2 sata. Centrifugiranjem uzoraka 20 minuta na
11000 okretaja po minuti pri 4 °C dobije se talog DNA koji se otapa u 50 uL TE-pufera i doda
mu se 0,5 uL. RNaze da bi se razgradila prisutna RNA.

3.2.1.5. Izolacija DNA iz gela

Izolacija DNA iz gela provedena je prema uputama proizvodaca komercijalnog seta
kemikalija (New Engand Biolabs Ipswich, MA, SAD).

3.2.2. Cijepanje i modifikacija DNA

Cijepanje 1 modifikacija DNA provedeni su prema uputama proizvodaca restrikcijskih
i modifikacijskih enzima (New Engand Biolabs Ipswich, MA, SAD; Roche Applied Science
Indianapolis, IN, SAD).

3.2.3. Priprema crRNA/tracRNA/Cas9 ribonukleoproteinskog (RNP) kompleksa

Ribonukleoproteinski (RNP) kompleksi koristeni u ovom radu dio su Alt-R CRISPR-
Cas9 sustava od IDT (Integrated DNA Technologies, Inc, 1o, SAD) i sklopljeni su neposredno
prije elektroporacije. Kompleksi RNP pripremljeni su prema uputstvima IDT (Integrated DNA
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Technologies, Inc) i modificirani prema protokolima za rad sa stanicama kvasca opisanim u
Varela i sur. (2020) i Grahl i sur. (2017).

Specificna crRNA i univerzalna tracrRNA su otopljene u puferu IDT duplex do
konac¢ne koncentracije od 100 uM i ¢uvane su na -20 °C. Za sklapanje guide RNA (gRNA)
koriStene su ekvimolarne koncentracije crRNA i tracrRNA koje su razrijedene u puferu IDT
duplex do finalne koncentracije od 4 UM (po uzorku za transformaciju potrebno je 3,6 pL) i
inkubirane su na 95 °C tijekom 5 min i ostavljene na sobnoj temperaturi kroz 15 minuta kako
bi se omogucilo komplementarno sparivanje crRNA i tractRNA ¢ime se formira guide RNA
(GRNA). Alt-R S.p. Cas9 nukleaza (60 M) neposredno prije upotrebe razrijedena je do finalne

koncentracije od 4 uM u sterilnoj deioniziranoj vodi (po uzorku se koristi koristi 3 pL).

Nakon S$to je sklopljena i ostavljena da se ohladi na sobnu temperaturu, gRNA
pomijesana je s razrijedenom nukleazom Cas9 (4 M) u 1,2:1 odnosu (3,6 pL gRNA i 3 pL
nukleaze Cas9) i inkubirana na sobnoj temperaturi minimalno 5 minuta, nakon cega je

koriSteno 6,6 UL kompleksa RNP po uzorku pri transformaciji.

3.2.3.1. Provjera aktivnosti kompleksa RNP in vitro

Nakon $to su kompleksi RNP1, RNP2 i RNP3 pripremljeni prema uputama opisanim u
poglavlju 3.2.3., 1 pL svakog kompleksa RNP pomijesan je s fragmentom DNA koji sadrzi
regiju SSURA3, umnozZenu lan¢anom reakcijom polimerazom, i inkubiran 60 min na 37 °C.
Nakon inkubacije, uzorci koji sadrze ciljnu regiju i komplekse RNP inaktivirani su inkubacijom
na 65 °C tijekom 10 minuta. UspjeSnost in vitro cijepanja ciljne regije SSURA3 kompleksom

RNP koji sadrzi Cas9 provjerena je gel elektroforezom.

3.2.4. Lancana reakcija polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction - PCR)

Metodom lanc¢ane reakcije pomocu Q5 polimeraze i pomoc¢u pocetnica SSURA3-f |
SSURAZ3-r, umnozene su regija SSURAS3 i disrupcijska kazeta SsUH, a plazmidi pMiniT2-
SSURA3 i pMiniT2-SsUH su koristeni kao kalup nakon linearizacije i izolacije iz gela.
Reakcijska smjesa slozena je prema uputama proizvodaca (New Engand Biolabs Ipswich, MA,
SAD), a uvjeti pri kojima se PCR provodio navedeni su u tablici 3. Nakon provedene lan¢ane

reakcije polimerazom uspjesnost reakcije provjerena je gel elektroforezom.
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Tablica 3. Uvjeti provodenja lan¢ane reakcije polimerazom

Korak Temperatura Trajanje
Pocetna denaturacija 95°C 30 sekundi
Denaturacija 95°C 10 sekundi
Komplemen}arnp sparivanje 63 °C 10 sekundi ponovljeno
pocetnica 29 puta
Sinteza DNA 72°C 4 minute
Zavrsna sinteza 72 °C 5 minuta
Hladenje 22 °C 2 minute

3.2.5. Transformacija kvasc¢evih stanica elektroporacijom

Za transformaciju stanica kvasca elektroporacijom koristen je prilagodeni protokol za
transformaciju kvasca Brettanomyces/Dekkera bruxellensis (Mikleni¢ i sur., 2015). Kolonija
kvasca Scheffersomyces stipitis porasla na krutoj podlozi, nacijepi se u 200 mL kompletne
kompleksne teku¢e YPD podloge i stavi se na inkubaciju na tresilici pri 28 °C do koncentracije
stanica od 6,5-10” st mL™* kako je preporuceno za srodni kvasac Pichia pastoris (protokol za

elektroporaciju pri koristenju uredaja Bio-Rad MicroPulser, Bio-Rad)

Suspenzija stanica prebaci se u kivete i centrifugira 4 minute na 4000 okretaja po
minuti. Supernatant se baci, a talog stanica resuspendira u sterilnoj deioniziranoj vodi i slijedi
centrifugiranje 4 minute na 4000 okretaja po minuti. Ovaj korak ponavlja se dva puta te se
nakon zadnjeg centrifugiranja talog resuspendira u 35 mL DTT/LiAc otopine. Slijedi
inkubacija 45 minuta 28 °C na tresilici pri 80 okretaja u minuti. Nakon inkubacije, uzorak se
centrifugira 4 minute na 4000 okretaja po minuti pri 4 °C. Talog se resuspendira u hladnoj,
sterilnoj, deioniziranoj vodi te ponovi centrifugiranje. Slijedi resuspendiranje taloga u hladnom
sorbitolu (1 M) te centrifugiranje 4 minute na 4000 okretaja po minuti pri 4 °C (ovaj korak
ponavlja se dva puta). 50 uL suspenzije stanica prenese se u kivete i doda se 0,5 uL. DNA,

resuspendira se i ostavi 5 minuta na ledu.

Kiveta sa smjesom stanica i DNA stavi se u elektroporator i podvrgne pulsu elektri¢ne
energije. Potom se stanicama u $to kracem roku doda 1 mL smjese YPD/sorbitol, uzorci se
ostave 20 minuta na sobnoj temperaturi te im se doda jo§ 1 mL YPD tekuce podloge. Slijedi

inkubacija minimalno 3 sata pri 28 °C na tresilici pri 180 okretaja u minuti.
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Nakon inkubacije stanice se centrifugiraju, a talog resuspendira u sterilnoj deioniziranoj

vodi te se nacjepljuju na selektivne podloge i inkubiraju 2 dana pri 28 °C.

3.2.6. Gel elektroforeza

Agarozni gel opisan u poglavlju 3.1.3.5. otapa se i hladi na oko 60 °C te izlijeva u nosa¢
gela na koji je postavljen ¢eSalj za formiranje jazica. Kada se gel skrutne, ¢esalj se izvadi, a
nosac gela s gelom postavlja se u kadicu za elektroforezu koja je napunjena TBE puferom (1
X) tako da sloj pufera iznad gela bude debeo oko 1 mm. Uzorci DNA pomijesaju se s bojom za
nanosenje uzoraka u odnosu 6:1 1 unesu pipetom u jazice na gelu. Elektroforeza se u koristenim
kadicama najéesce provodi pri naponu do 70 V u vremenu od 1 do 3 sata ovisno o koncentraciji
agaroze i veli¢ini fragmenata DNA koji se analiziraju. U ovom slu¢aju koristen je 0,8 %-tni
agarozni gel i TBE pufer. Rezultat provedene elektroforeze, odnosno razdvojeni fragmenti
DNA, vizualiziraju se namakanjem gela u otopini etidij-bromida 15 do 20 minuta te izlaganju

ultraljubiastom (UV) svjetlu. Gel se fotografira kroz crveni filter.

3.2.7. Hibridizacija DNA po Southern-u

Hibridizacija DNA po Southern-u (eng. Southern Blotting) sluzi za detekciju odredenih
DNA sekvenci u uzorku. Temelji se na specificnom sparivanju (hibridizaciji) neradioaktivno
obiljezene DNA sonde s komplementarnom sekvencom, a sam postupak ukljucuje gel
elektroforezu DNA, prijenos DNA iz gela na membranu, hibridizaciju s probom te detekciju
komplementarno sparene probe. Kemikalije koriStene u ovom postupku nabavljene su od

proizvodaéa Roche, Svicarska i koristene prema uputama, uz manje modifikacije.

Izolira se DNA iz stanica kvasca uzgojenih do stacionarne faze rasta (poglavlje 3.2.1.4.)
te se pocijepa odgovarajuéim restrikcijskim enzimima (poglavlje 3.2.2.). Sljede¢i korak je gel
elektroforeza uzoraka (poglavlje 3.2.4.) nakon koje se gel ispire u alkalnoj otopini koja
uzrokuje fragmentiranje (depurinaciju) DNA te se DNA s gela prenosi na membranu (poglavlje
3.2.5.2.). Prijenos se vrsi pomocu uredaja za prijenos 90 minuta vakuumom uz podtlak od 15
kPa. Fragmenti DNA ostaju fiksirani na membrani na poziciji koja odgovara onoj na gelu
zahvaljujué¢i pozitivnom naboja najlonske membrane. Membrana se potom ispire, DNA se
dodatno fiksira na temperaturi od 130 °C 30 minuta i inkubira u predhibridizacijskoj otopini
(3.2.5.3.) koja zasiCuje membranu te sprjeCava nespecifino vezanje probe na membranu.

Potom se membrana ispire u hibridizacijskoj otopini koja sadrzi sve komponente kao i
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prehibridizacijska otopina uz dodatak sonde sa digoksigeninom obiljezenim deoksiuridin-
trifosfatom (DIG-dUTP).

Zadnji korak je detekcija (poglavlje 3.2.5.4.) u kojoj se na sondu veze antitijelo
antiD1G-fosfataza, a rekacija se inducira dodatkom suspstrata 5-bromo-4-kloro-3'-indolil fosfat

1 indikatora (NBT) koji daje ljubicasto obojenje.
3.2.7.1. Priprema DNA sonde

DNA sonde koristene u ovom radu pripremljene su metodom nasumiénog zapocinjanja
sinteze DNA (eng. Random priming). Kao proba za hibridazaciju uzoraka koristena je
digoksigeninom (Roche, Svicarska) obiljeZena proba coHyg koja hibridizira s genom coHygR,
a obiljezene DNA bakteriofaga A i 1 kb marker (NEB) koristene su kao standardi za odredivanje

veliine fragmenata.

3.2.7.2. Prijenos DNA na membranu

Prijenos DNA slijedi nakon gel elektroforeze i vizualizacije DNA na gelu, a provodi se
prvo inkubacijom gela 30 minuta u kloridnoj kiselini (0,25 M) te se nakon kratkog ispiranja u
destiliranoj vodi gel inkubira 25 do 30 minuta u otopini natrijevog hidroksida (0,4 M) /
amonijevog acetata (1 M). Postupak traje 1,5 sat, a provodi se u uredaju za prijenos vakuumom
(Pharmacia Biotech) uz podtlak od 15 kPa pri ¢emu je gel stavljen na membranu i uronjen u
0,4 M natrijev hidroksid. Po zavrsetku postupka, membrana se drzi 15 minuta u amonijevom

acetatu (1 M) te se 20 minuta inkubira pri 120 °C.

3.2.7.3. Predhibridizacija i hibridizacija

Predhibridizacija (inkubacija membrane) provodi se u zataljenoj plasti¢noj vrecici koja
sadrzi oko 0,5 mL otopine za predhibridizaciju po 1 cm? membrane u trajanju od 2 do 3 sata
pri 70 °C uz lagano tresenje. Potom slijedi hibridizacija, otopina za predhibridizaciju zamijeni
se s oko 5 do 10 puta manjim volumenom otopine za hibridizaciju te se hibridizacija provodi
preko no¢i (18 h) u istim uvjetima kao i predhibridizacija. Nakon zavrsenih postupaka,
membrana se ispire otopinom A pri sobnoj temperaturi uz lagano tresenje dva puta po 5 minuta

te otopinom B pri temperaturi od 70 °C jo$ dva puta 20 do 30 minuta.
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3.2.7.4.Detekcija

Kako bi doslo do detekcije Zeljenih DNA sekvenci na membrani, membrana se kratko ispire
u puferu 1 potom 1 sat u puferu 2 te 30 minuta u puferu 2 koji sadrzi 3 pL. kompleksa antitijela
i alkalne fosfataze. Potom slijedi ispiranje membrane dva puta po 15 minuta u puferu 1 te kratko
ispiranje u puferu 3. Membrana se zatali u plasticnu vrecicu s otopinom za detekciju koja sadrzi
10 mL pufera 3 uz dodatak 35 pL x-fosfata (5-bromo-4-kloro-indolil-fosfat) i 45 uL. NBT-a
(nitrozo-plavi-tetrazolij) te slijedi inkubacija membrane u mraku pri 37 °C do pojave tamno
obojenih vrpci (20 minuta do 24 sata). Detekcija se zavr$ava ispiranjem membrane velikom

koli¢inom deionizirane vode te suSenjem membrane na zraku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kvasac Scheffersomyces stipitis biotehnoloski je zanimljiv organizam zbog pozeljnih
karakteristika, naroCito radi izravne razgradnje ksiloze ¢ime se razlikuje od vecine ostalih
kvasaca koji ne mogu direktno fermentirati pentoze. Glavni problemi koji onemogucuju Siru
primjenu kvasca S. stipitis su relativno niska uspjesnost transformacije replikativnim vektorima
(Cao i sur., 2018) i niska efikasnost uvodenja ciljanih genetickih promjena zbog nasumicne
ugradnje transformiraju¢e DNA ilegitimnom rekombinacijom (Chen i sur., 2013). Cilj ovog
rada bio je modificirati protokol za elektroporaciju nekonvencionalnog kvasca S. stipitis, kako
bi se postizala visa efikasnost transformacije od literaturnih navoda i odrediti uspjesnost

genskog ciljanja rekombinacijom krajevi-van.

U prvom dijelu ovog rada provjerene su strukture prethodno konstruiranih plazmida
pRS54FcoHyg, pMiniT2-SSURA3 i pMiniT2-SsUH (poglavlje 4.1.). Uvjeti koji poveéavaju
efikasnost elektroporacije kvasca S. stipitis odredeni su transformacijom s replikativnim
plazmidom pRS54FcoHyg, a transformanti su selekcionirani na kompletnoj kompleksnoj
podlozi s antibiotikom higromicinom (poglavlje 4.2.). Koriste¢i uvjete za koje je utvrdeno da
omogucuju najvisu efikasnost transformacije, odredena je i uspjeSnost genskog ciljanja u
kvascu S. stipitis. Ocekivani ishod nakon uspje$nog genskog ciljanja je zamjena otvorenog
okvira Citanja gena SSURAS3, regijom coHygR koja se nalazi disrupcijskoj kazeti SsUH
(poglavlje 4.3.). S obzirom na odredenu izrazito nisku uspjesnost genskog ciljanja analizirana
je i potencijalna primjena sustava CRISPR/Cas9 za povecanje uspjesnosti genskog ciljanja u
kvascu S. stipitis (poglavlje 4.4.).

4.1. PROVJERA STRUKTURE PLAZMIDA pRS54FcoHyg, pMiniT2-SSURA3 i
pPMiniT2-SsUH

Plazmidi pRS54FcoHyg, pMiniT2-SsURA3 i pMiniT2-SsUH konstruirani su prethodno te

je njihova struktura potvrdena restrikcijskom analizom (slike 10. i 11.).
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Slika 10. Rezultati restrikcijske analize plazmida pRS54FcoHyg. M — DNA standard, 1 kb NEB, 1 —
kruzni plazmid, 2 — plazmid pocijepan enzimom Mlul, 3 — plazmid pocijepan enzimom Pvul

U jazici 1 nalazi se nepocijepani plazmid te su vidljive dvije vrpce koje odgovaraju

razli¢itim konformacijama kruznog plazmida. U jazici 2 nalazi se plazmid pocijepan

restrikcijskom endonukleazom Mlul, koja cijepa na jednom mjestu u plazmidu, te je na gelu

vidljiva jedna vrpca ocekivane veli¢ine od 5,8 kb. Restrikcijska endonukleza Pvul cijepa

plazmid na dva mjesta pri ¢emu nastaju fragmenti veli¢ine 3,9 1 1,9 kb koji su vidljivi u jazici

3 ¢ime je potvrdena struktura plazmida pRS54FcoHyg.
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Slika 11. Rezultati restrikcijske analize plazmida pMiniT2-SsSURA3 (A) i pMiniT2-SsUH (B). M —
DNA standard, 1 kb NEB, 1 — kruzni plazmid pMiniT2-SSURA3, 2 — plazmid pMiniT2-SsSURA3
pocijepan enzimom Bgll, 3 — plazmid pMiniT2-SsURA3 pocijepan enzimom Mlul, 4 — kruzni
plazmid pMiniT2-SsUH, 5 — plazmid pMiniT2-SsUH pocijepan enzimom Pvul, 6 — plazmid
pMiniT2-SsUH pocijepan enzimom Miul
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Restrikcijski enzimi Bgll i Mlul cijepaju plazmid pMiniT2-SsURAS3 na jednom mijestu te
su na gelu vidljive vrpce velicine 8,5 kb (jazice 2 i 3), ¢ime je potvrdena struktura plazmida
pMiniT2-SSURAS.

Restrikcijski enzim Pvul cijepa plazmid pMiniT2-SsUH na jednom mjestu te je na gelu
vidljiva vrpca veli¢ine 9,2 kb (jazica 5), a cijepanjem enzimom MIul nastaju fragmenti veli¢ina
7,5kb i 1,7 kb (jazica 6) ¢ime je potvrdena i struktura plazmida pMiniT2-SsUH.

4.2. OPTIMIZACIJA POSTUPKA TRANSFORMACIJE KVASCA Scheffersomyces
stipitis ELEKTROPORACIJOM

Kako bi se odredili uvjeti koji omoguéuju visu efikasnost transformacije kvasca S. stipitis
elektroporacijom, kao osnovni protokol koristen je postupak za elektroporaciju kvasca
Brettanomyces/Dekkera bruxellensis (Mikleni¢ i sur., 2015) te je analiziran utjecaj promjene
uvjeta elektroporacije koji su sugerirani od proizvodaca sustava za elektroporaciju (Bio-Rad
Gene Pulsar Xcell electroporation manual) i te od Cao i suradnika (2018). U svim
eksperimentima transformacije koristen je replikativni plazmid pRS54FcoHyg koji sadrzi
ishodiste replikacije iz kvasca S. stipitis i gen coHygR koji transformiranim stanicama
omogucuje rezistenciju na antibiotik higromicin. Upotreba plazmida pRS54FcoHyg omogucila

je usporedbu utjecaja razli¢itih uvjeta elektroporacije na efikasnost transformacije.

Prva transformacija provedena je pri razli¢itim vrijednostima napona, koristeno je 180 ng
replikativnog plazmida pRS54FcoHyg, a postupak je opisan je u poglavlju 3.2.4. Za
odredivanje optimalnih vrijednosti napona koriSten je aparat Bio-Rad MicroPulser,
eksperiment je ponovljen dva puta, a rezultati su prikazani na slici 12. Prilikom provodenja
drugog eksperimenta (slika 12.B.) efikasnost transformacije je porasla u odnosu na prvi
eksperiment (slika 12.A.).
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Slika 12. Ovisnost efikasnosti transformacije kvasca S. stipitis 0 naponu pri elektroporacijskom pulsu

Poput vec¢ine nekonvencionalnih kvasaca S. stipitis ima nisku efikasnost transformacije
zbog Cega su Cao i suradnici (2018) analizirali utjecaj napona na efikasnost elektroporacije i
kao optimalan napon pri pulsu preporucili 2,5 kV. Medutim, prilikom izrade ovog rada stanice
su transformirane dva puta koriste¢i raspon napona prikazan na slici 12. te je najvisa efikasnost
transformacije postizana pri 2,0 i 2,5 kV u prvom eksperimentu (slika 12.A.), a u drugom
eksperimentu u kojem je doslo do porasta efikasnosti transformacije pri 1,75 i 2,0 kV (slika
12.B.). Vrijednosti od 1,75 kV i 2,0 kV odgovaraju upravo onima koje su preporu¢ene u
uputstvima za upotrebu uredaja Bio-Rad Gene Pulser Xcell Electroporation System za
transformaciju kvasca Pichia pastoris, srodnog kvascu S. stipitis te su koristene u daljnjim
transformacijama. Razlika u optimalnim vrijednostima napona pri elektroporacijskom pulsu,
dobivenih u ovom istrazivanju, u odnosu na one od Cao i suradnika (2018), mogla bi biti
posljedica koriStenja razli¢itog uredaja za elektroporaciju i razli¢itog tipa elektri¢nog pulsa.
Naime, prilikom izrade ovog rada koristeni su Bio-Rad MicroPulser i Bio-Rad Gene Pulser
Xcell Electroporation System te je koristen elektri¢ni puls s eksponencijalnim padom napona
(eng. exponential decay), dok ovaj podatak Cao i sur. (2018) nisu naveli. Temeljem rezultata
prikazanih na slici 12, zakljuceno je da su optimalne vrijednosti napona 1,75 kV i 2,0 kV te je

daljnja optimizacija protokola za elektroporaciju napravljena upravo pri tim vrijednostima.

Prema protokolu za transformaciju kvascevih stanica (poglavlje 3.2.4) nakon elektricnog
pulsa stanicama se dodaje smjesa YPD i sorbitola (Mikleni¢ i sur., 2015), no u protokolu za
elektroporaciju srodnog kvasca P. pastoris, pomocu uredaja Bio-Rad MicroPulser sugerirana
je upotreba 1 M sorbitola. Zbog toga, ispitana je razlika u efikasnosti transformacije nakon
upotrebe sorbitola i smjese podloge YPD i sorbitola te je dodatno analiziran i utjecaj koristenja
dva razli¢ita uredaja proizvodaca Bio-Rad (Bio-Rad MicroPulser i Bio-Rad Gene Pulser Xcell

Electroporation System). Oba uredaja za elektroporaciju redovito se koriste u laboratoriju i oba
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imaju eksponencijalni pad napona pri elektricnom pulsu, no napredniji uredaj Gene Pulser
Xcell omogucuje ru¢no podesavanje veceg broja parametara za elektroporaciju i veci raspon
napona pri elektroporaciji. Transformacija je takoder provedena sa 180 ng replikativnog
plazmida pRS54FcoHyg, eksperiment je ponovljen dva puta, a na slici 13. prikazani su rezultati

prvog (slika 13.A.) i drugog (slika 13.B.) eksperimenta.
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Slika 13. Ovisnost efikasnosti transformacije o otopini koristenoj nakon elektri¢nog pulsa i o
kori$tenom sustavu za elektroporaciju. M—MicroPulser, Xc - Gene Pulser Xcell Electroporation
System (Bio-Rad), YPD/sorb. — smjesa YPD/sorbitol, sorb. — sorbitol

Utvrdena je visa efikasnost transformacije ukoliko se nakon elektri¢nog pulsa stanicama
doda smjesa YPD/sorbitola, te je u daljnjim transformacijama koristen puls od 2,0 kV, smjesa
YPD/sorbitol i uredaj Gene Pulser Xcell Electroporation System (BIO RAD).

Efikasnost transformacije nekonvencionalnih kvasaca ovisi o metodi transformacije i
uvjetima transformacije, no vrlo ¢esto pri transformaciji nije kao kontrola koristen replikativni
plazmid ¢ime je otezana usporedba rezultata koje su objavile razliCite istrazivatke grupe.
Prilikom transformacije kvasca S. stipitis elektroporacijom, i uz dodatak sorbitola nakon
elektri¢nog pulsa, efikasnost transformacije bila je 1-10° transformanata pg™ DNA (Puseenam
i sur., 2015). Efikasnosti transformacije dobivene koristenjem osnovnog protokola od Mikleni¢
i sur. (2015), uz dodatne modifikacije opisane u ovom radu, pokazuju povecanje do sto puta u

odnosu na literaturne podatke.
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43. ODREPIVANJE USPJESNOSTI GENSKOG CILJANJA U KVASCU

Scheffersomyces stipitis

Nakon optimizacije postupka transformacije elektroporacijom analizirana je uspje$nost
genskog ciljanja. Za gensko ciljanje koristen je fragment SsUH dobiven umnazanjem regije
SsUH, lan¢anom reakcijom polimerazom koriStenjem pocetnica SSURA3-f i SSURA3-r, s
lineariziranog plazmida pMiniT2-SsUH. Fragment SsUH dug je 6609 pb, a sadrzi regiju
coHygR, koja omogucuje transformantima rezistenciju na antibiotik higromicin, omedenu s 2,5
kb sekvencijama koje se nalaze uzvodno i nizvodno od otvorenog okvira ¢itanja gena SSURA3
(slika 14.). Pri uspjesnom genskom ciljanju, dolazi do zamjene otvorenog okvira ¢itanja gena
SSURAS3 u genomu kvasca S. stipitis disrupcijskom kazetom SsUH, te nastaju transformanti
fenotipa HygR Ura.

pTEF coHyg" TEFt

transformiraju¢a DNA

EcoRV (1167) EcoRV (6355) EcoRV (9195)
genom

SsURA3

EcoRV (1167) EcoRV (9928)

pTEF coHyg" TEFt

Slika 14. Shematski prikaz sustava za odredivanje uspjeSnosti genskog ciljanja u kvascu S. stipitis.

Prikazani su transformiraju¢a DNA i ciljna regija u genomu te rezultat uspjesnog genskog ciljanja.

Tamno zutom bojom naznacene su bo¢ne homologije duljine 2,5 kb koje rekombiniraju pri ¢emu
dolazi do zamjene otvorenog okvira Citanja gena SSURA3 genom coHygR

Fragment SsUH umnozen je lan¢anom reakcijom polimerazom koriste¢i linearizirani i
iz gela procisceni plazmid pMiniT2-SsUH, nakon ¢ega je provedena gel elektroforeza kako bi
se potvrdilo uspjesno umnazanje disrupcijske kazete SSUH (slika 15.) te je kvasac S. stipitis

transformiran fragmentom SsUH.
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Slika 15. Provjera umnozavanja disrupcijske kazete SSUH lan¢anom reakcijom polimerazom. 1 —
DNA standard, genom bakteriofaga A pocijepan enzimom Hindlll, 2- fragment SsuH, M — DNA
standard, 1 kb NEB

Transformacija je provedena sa 725 ng disrupcijske kazete SsUH, pri uvjetima koji su
prethodno omogucili najvisu efikasnost transformacije (poglavlje 4.2.), a za provjeru
uspjesnosti transformacije koriSteno je 20 ng replikativnog plazmida pRS54FcoHyg te je
efikasnost transformacije iznosila 1,05-10° transformanata pg! DNA. Dobiveno je 6478
transformanata na temelju ¢ega se moze zakljuciti da je efikasnost transformacije linearnim
fragmentom bila 8935 transformanata pg?. Transformacijom kvasca S. stipitis linearnim
fragmentom, koriste¢i metodu pomocu litijevog acetata, efikasnost transformacije iznosila je
40-50 transformanata pug™? DNA (Lu i sur., 1998) dok je 125465 transformanata pug* DNA
dobiveno ukoliko su kompetentne stanice kvasca prije elektroporacije zamrznute i
transformirane integrativnim vektorom (Maassen i sur., 2008). Maassen i suradnici (2008)
povedali su efikasnost transformacije na 869+5 transformanata pg* DNA kada su kompetentne
stanice 1 transformiraju¢éu DNA temeljito mijeSali pipetom tijekom odmrzavanja, a najvisa
efikasnost transformacije dobivena je kada su stanice bile zamrznute samo 1 h. Takoder,
primijecen je pad u efikasnosti transformacije od 90 % ako su stanice smrznute duze vremena
(Maassen i sur., 2008). Zhao i suradnici (2020) koristili su linearizirani fragment veli¢ine 4,2
kb pri elektroporaciji kvasca S. stipitis te je efikasnost transformacije iznosila 677
transformanata pg™, dok je pri koristenju duljeg fragmenta (14,9 kb) efikasnost transformacije
pala na 248 transformanata pg™. Li i suradnici (2017) su takoder koristili lineariziranu DNA, i
transformacijom pomodéu litijevog acetata dobili su do 62 transformanata pg™ transformirajuce

DNA. Uz povecanje efikasnosti replikativnim plazmidom, opisano u prethodnom poglavlju,
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modificirani protokol za elektroporaciju rezultirao je 1 znatnim povecanje efikasnosti

transformacije linearnim fragmentima DNA.

Analiziran je fenotip transformanata dobivenih transformacijom s disrupcijskom
kazetom SsUH kako bi se odredila uspjesnost genskog ciljanja u kvascu S. stipitis. Od ukupno
6478 transformanata dobivenih transformacijom s kazetom SsUH i rezistentnih na antibiotik
higromicin (fenotip Hyg®), 520 je precijepljeno na kompletne hranjive podloge koje sadrze
antibitiok higromicin i replicirano na hranjive podloge koje ne sadrze uracil kako bi se utvrdio
postotak transformanata kod kojih je doslo do uspjesne zamjene gena (tablica 4.), to jest do
genskog ciljanja (fenotip HygR Ura’) dok su transformanti fenotipa HygR Ura* nastali nekim

od aberantnih transformirajuéih dogadaja (Stafa i sur., 2014; Svetec i sur., 2007).

Tablica 4. Rezultati fenotipske analize transformanata. Kod transformanata fenotipa HygR Ura™ doslo
je do genskog ciljanja, dok su transformanti fenotipa HygR Ura* nastali nekim aberantnim
transformacijskim dogadajem

Broj transformanata

Fenotip HygR Ura” 0

Fenotip HygR Ura* 520

Kako bi se potvrdila nasumi¢na ugradnja transformiraju¢e DNA 10 transformanata

fenotipa HygR Ura® podvrgnuto je hibridizaciji po Southern-u (slika 16.)

10,0kb ‘ ;%?(';b
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o
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Slika 16. Molekularna analiza 10 transformanata dobivenih transformacijom s disrupcijskom
kazetom SsUH. 1 kb — DNA standard, 1 kb NEB. NT- genomska DNA netransformiranog soja S.
stipitis, 1 —10 genomska DNA izolirana iz transformanata pocijepana enzimom EcoRV, A- DNA

bakteriofaga A pocijepana endonukleazom HindIII, kao sonda koristena je digoksigeninom obiljeZena
regija coHyg
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Kako su porasli transformanti rezistentni na antibiotik higromicin, ali nije doslo do
Zeljene zamjene gena, jer svih 520 od 520 ispitanih transformanata ima fenotip HygR Ura*
moze se zaklju¢iti da je uspjesnost genskog ciljanja u kvascu S. stipitis manja od 0,2 %. Stovise,
molekularna analiza hibridizacijom po Southern-u (slika 16) potvrdila je nasumi¢nu integraciju

transformiraju¢e DNA u genom.

Uspjesnost genskog ciljanja u nekonvencionalnim kvasacima, pa tako i u kvascu S.
stipitis, naj¢esce je manja od 1 % (Chen i sur., 2013). Kako bi se osiguralo uspjesnije gensko
ciljanje preporucuje se upotreba boc¢nih homologija dugih od 200 do 2000 pb (Klinner i
Schafer, 2004), iako ¢esto ni duge bo¢ne homologije nisu dovoljne za uspje$no gensko ciljanje
(Fraczek i sur., 2018), sto je potvrdeno i u ovom radu. Poveéanje efikasnosti genskog ciljanja
u kvascu S. stipitis moglo bi se posti¢i inaktivacijom gena KUS8O0 i/ili KU70, ¢iji proteinski
produkti sudjeluju u popravku dvolanc¢anog loma ilegitimnom rekombinacijom (Maassen i sur.,
2008) ili upotrebom sustava CRISPR/Cas9 (Cao i sur., 2018).

4.4, UPOTREBA CRISPR/CAS9 RIBONUKLEOPROTEINSKOG KOMPLEKSA
PRI GENSKOM CILJANJU

U ovome radu istrazena je i upotreba sustava CRISPR/Cas9 za povecanje uspjesnosti
genskog ciljanja u kvascu S. stipitis, a koristene su 3 specificne molekule crRNA, koje se
komplementarno sparuju sa sekvencijama u otvorenom okviru Citanja gena SSURA3.
Sekvencija crRNA1 odredena je koristeci program CHOPCHOP
(https://chopchop.cbu.uib.no/) dok su sekvence crRNAZ2 i crRNAS3, koje su nabavljene kasnije,

odredene pomocu programa koji je integriran u IDT portal

(https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM). Ove  specificne

crRNAL, crRNA2 i crRNA3 nakon komplementarnog sparivanja s univerzalnom tracrRNA,
formiraju gRNAL, gRNA2 i gRNA3. Dodatkom razrijedenog proteina Cas9 otopini koja sadrzi
gRNAL, gRNA2 i gRNAS3 nastaju ribonukleoproteinski (RNP) kompleksi — kompleksi RNP1,
RNP2 i RNP3 (poglavlje 3.2.3.)

Prije provodenja samog eksperimenta elektroporacije s kompleksima RNP i disrupcijskom
kazetom, provjerena je aktivnost kompleksa RNP1, RNP2 i RNP3 in vitro, u vodi i u puferu
PBS, (poglavlje 3.2.3.1.) Naime, protokoli proizvodaca IDT, ¢ije su komponente koriStene za
formiranje kompleksa RNP, za elektroporaciju stanica u kulturi preporucuju razrjedivanje

proteina Cas9 u puferu PBS dok se prema protokolima za elektroporaciju kvasaca preporuca
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se razrjedivanje proteina Cas9 u vodi. Rezultati provjere aktivnosti kompleksa RNP1, RNP2 i

RNP3 prikazani su na slici 17.

10,0 kb
5,0kb
5,0kb
soke B
2,0kb

10,0 kb
5,0kb
5,0kb
5,0kb
2,0kb

3,0kb 3,0kb

2,0kb 2,0kb

1,5kb 1,5kb

1,0kb

1,0kb

0,5kb 0,5kb

Slika 17. Provjera aktivnosti kompleksa RNP1, RNP2 i RNP3 in vitro. M — DNA standard 1 kb NEB,
1- ciljna regija SSURA3 umnozena lan¢anom reakcijom polimerazom, 2- cijepanje ciljne regije
SSURA3 kompleksom RNP1 razrijedenim s vodom; 3- cijepanje ciljne regije SSURA3 kompleksom
RNP2 razrijedenim s vodom; 4- cijepanje ciljne regije SSURA3 kompleksom RNP3 razrijedenim s
vodom; 5- cijepanje ciljne regije SSURA3 kompleksom RNP1 razrijedenim s puferom PBS; 6-
cijepanje ciljne regije SSURA3 kompleksom RNP2 razrijedenim s puferom PBS; 7- cijepanje ciljne
regije SSURA3 kompleksom RNP3 razrijedenim s puferom PBS

1z rezultata prikazanih na slici 17., mozemo zakljuciti da su kompleksi RNP1, RNP2 i
RNP3, koji sadrze gRNA1, gRNA2 i gRNA3, aktivni to jest cijepaju ciljnu sekvencu SSURA3
neovisno o mediju za razrjedivanje proteina Cas9 $to je izrazito bitno jer pri elektroporaciji
kvasaca nije moguce koristiti pufer PBS. S obzirom na to da se molekule crRNAL, crRNA2 i

crRNA3 komplementarno sparuju s razli¢itim regijama u otvorenom okviru ¢itanja SSURA3

cijepanjem nastaju fragmenti razli¢itih veli¢ina, §to se vidi u uzorcima 2-4 to jest 5-7.

Ispitan je i utjecaj elektri¢nog pulsa od 1,8 1 2,0 kV na aktivnost jednog kompleksa RNP
(kompleks RNP1 koji je sadrzavao crRNAL), a rezultati su prikazani na slici 18.
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Slika 18. Utjecaj izlaganja elektri¢nom pulsa na aktivnost kompleksa RNP in vitro. M — DNA
standard 1 kb NEB, 1- ciljna regija SSURA3 umnozena lan¢anom reakcijom polimerazom, 2- cijepanje
ciljne regije SSURA3 kompleksom RNP1; 3- cijepanje ciljne regije SSURA3 kompleksom RNP1
nakon podvrgavanja elektri¢cnom pulsu od 1,8 kV, 4- cijepanje ciljne regije SSURA3 kompleksom
RNP1 nakon podvrgavanja elektri¢cnom pulsu od 2,0 kV

Na temelju rezultata prikazanih na slici 18. moze se zakljuciti da elektri¢ni puls od 1,8 kV

1 2,0 kV ne utjece na stabilnost i aktivnost kompleksa RNP.

U prvom eksperimentu provedenom s kompleksom RNP koristeno je 5 ng plazmida
pRS54FcoHyg (efikasnost transformacije iznosila je 1,92-10° transformanata pg™) i 550 ng
disrupcijske kazete SsUH prociS¢ene iz gela. Kako je u uputama proizvodaca navedena
sugestija da se pri elektroporaciji koristi i nespecificna jednolancana DNA (eng.
electroporation ehnancer, EE), svi su uzorci napravljeni u dvije paralele, jednoj bez
nespecifitcne DNA i drugoj sa nespecific(nom DNA. Elektroporacija je provedena prema
uvjetima opisanim u poglavlju 4.2. Ukratko, koriSten je elektroporator Gene Pulser Xcell
Electroporation System (Bio-Rad), a nakon pulsa od 2,0 kV na stanice je dodana otopina
YPD/sorbitol i stanice su inkubirane 3 sata prije nacjepljivanja. Svim dobivenim
transformantima analiziran je fenotip precjepljivanjem na hranjivu podlogu koja sadrzi
antibiotik higromicin te repliciranjem na podlogu koja ne sadrzi uracil. Rezultati

elektroporacije prikazani su u tablici 5.
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Tablica 5. Broj transformanata i njihov fenotip nakon transformacije disrupcijskom kazetom SsUH,
koristene su pojedina¢ne molekula gRNA u sklopu kompleksa RNP

Uzorci Broj Fenotip Fenotip
transformanata HygR Ura HygR Ura*
0 0 0 0
gRNA1 7 0 7
gRNA1 + EE 370 0 370
gRNA2 18 0 18
gRNA2 + EE 91 1 90
gRNA3 13 0 13
gRNA3 + EE 144 0 144

1z rezultata prikazanih u tablici 5. moze se vidjeti da je dodatak nespecifi¢ne jednolancane
DNA (eng. electroporation enhancer, EE), poveéao broj transformanata za 5-50 puta. Analiza
fenotipa otkrila je da je samo jedan transformant, dobiven koriste¢i gRNA2 imao fenotip Hyg®

Ura’, koji se o¢ekuje nakon uspjeSnog genskog ciljanja.

U nastavku istrazivanja KkoriSteno je 5 ng plazmida pRS54FcoHyg (efikasnost
transformacije iznosila je 1,96-10° transformanata pg™) i 440 ng disrupcijske kazete SsUH
prociséene iz gela te kompleks RNP2. U ovom eksperimentu analiziran je utjecaj duljine
inkubacije u neselektivnim uvjetima nakon elektroporacijskog pulsa (3, 9 i 18 sati), a prije
nacijepljivanja na selektivnu podlogu. Naime, ne postoji literaturni podatak koji bi sugerirao
koje je vrijeme potrebno za ulazak kompleksa RNP u stanicu kvasca i jezgru, te za uvodenje
dvolancanog loma u ciljnu regiju i popravak dvolan¢anog loma homolognom rekombinacijom
pri ¢emu bi se disrupcijska kazeta koristila za inaktivaciju gena SSURA3 rekombinacijom
,krajevi van®. Svim dobivenim transformantima analiziran je fenotip i rezultati su prikazani u

tablici 6.
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Tablica 6. Broj transformanata i njihov fenotip dobiven transformacijom disrupcijskom kazetom
SsUH i kompleksom RNP2 pri razli¢itim vremenima inkubacije u neselektivnim uvjetima prije
nacijepljivanja na selektivnu podlogu

Uzorci Vrijeme Broj Fenotip Fenotip
inkubacije (h) transformanata HygR Ura HygR Ura*
0 3 0 0 0
gRNA2 3 0 0 0
gRNA2 9 0 0 0
gRNA2 18 31 0 31
gRNA2 + EE 3 12 0 12
gRNA2 + EE 9 19 0 19
gRNA2 + EE 18 406 0 406

lako je u eksperimentu ¢iji su rezultati prikazani u tablici 6. efikasnost transformacije
kruznim replikativnim plazmidom pRS54FcoHyqg bila najvisa, pri inkubaciji od 3 i 9 sati nisu
dobiveni transformanti dok je nakon 18 sati inkubacije dobiven mali broj transformanata
fenotipa HygR Ura* koji sugeriraju ilegitimnu integraciju transformiraju¢e DNA. Kada je
uzorku dodana i nespecifi¢na jednolancana DNA (eng. electroporation enhancer, EE) ponovo
je uocen porast broja transformanata, iako ni u ovom slu¢aju nisu dobiveni transformanti
zeljenog fenotipa. Povecanje broja transformanata nakon 18 sati inkubacije u neselektivnim

uvjetima moze se objasniti klonalnim razmnoZavanjem stanica nakon elektroporacije.

Dodatno, ispitano je i bi li se za povecanje uspjesSnosti genskog ciljanja mogle Kkoristiti
kombinacije molekula gRNA, kako bi se inducirao nastanak dvolancana jaza u genu SSURA3
koji bi se mogao popraviti homolognom rekombinacijom koriste¢i disrupcijsku kazetu SSUH
kao donorsku DNA. Za transformaciju je koristeno 800 ng disrupcijske kazete, a efikasnost
transformacije bila je 1,72-10° transformanata pg™, a u sve je uzorke dodana i nespecifi¢na

DNA, te je inkubacija nakon elektri¢nog pulsa trajala 6 sati. Rezultati su prikazani u tablici 7.
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Tablica 7. Broj transformanata i njihov fenotip dobiven pri transformaciji disrupcijskom kazetom
SsUH i kombinacijama molekulama gRNA

Uzorci Broj Fenotip Fenotip
transformanata HygR Ura HygR Ura*
0 0 0 0
gRNA1 + EE 118 0 118
gRNA2 + EE 163 0 163
gRNA3 + EE 108 0 108
gRNA1+gRNA2 + EE 86 0 86
gRNA2+ gRNA3 + EE 91 0 91
gRNA3 + gRNA1 + EE 142 0 142

Iz rezultata prikazanih u tablici 7. moze se vidjeti da niti pojedinacne gRNA niti
kombinacije gRNA to jest ni pojedinacni ili kombinacije kompleksa RNP nisu rezultirali

nastankom transformanata koji imaju fenotip HygR Ura™ §to sugerira uspjesno gensko ciljanje.

Tijekom provodenja eksperimenata u svrhu povecanja uspjeSnosti genskog ciljanja
potpomognutog sustavom CRISPR/Cas9 ispitane su aktivnosti tri molekule gRNA to jest tri
kompleksa RNP, dodatak jednolan¢ane nespecificne DNA (eng. electroporation enhancer),
razli¢iti vremenski intervali inkubacije u neselektivnim uvjetima (3, 6, 9 i 18 sati) nakon
elektroporacije te kombinacije dvije molekule gRNA to jest dva kompleksa RNP. Efikasnost
transformacije, neovisno o vremenu trajanja inkubacije i molekuli gRNA koja je koristena,
uvijek je iznosila vie od 5-10° transformanata pg™. Dodatak nespecifi¢ne jednolanéane DNA
dovodi do povecanja broja transformanata za otprilike 5-50 puta, a porast broja transformanata
primije¢en je i S produljenjem vremena inkubacije u neselektivnoj podlozi nakon
elektroporacije. Unato¢ visokoj efikasnosti transformacije, samo je u jednom slucaju, s
gRNAZ2, nastao transformant fenotipa HygR Ura". Kako bi se utvrdilo da li primjena kompleksa
RNP, RNP2 i RNP3 utje¢e na mjesto ugradnje disrupcijske kazete SSUH u genom kvasca S.
stipitis to jest postoji li preferencija prilikom ugradnje kazete uz CRISPR/Cas sustav, 14
transformanata analizirano je hibridizacijom po Southern-u (slika 19.).
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Slika 19. Molekularna analiza 14 transformanata dobivenih transformacijom s disrupcijskom kazetom
SsUH i kompleksima RNP1, RNP2 i RNP3. 1kb — DNA standard, 1 kb NEB, NT- genomska DNA
netransformiramog soja S. stipitis, 1 —14 genomska DNA izolirana iz transformanata i pocijepana
enzimom EcoRV, transformanti 1-4 dobiveni su s kompleksom RNP1; 4-9 s kompleksom RNP2; 10-
14 s kompleksom RNP3. A - DNA bakteriofaga A pocijepana endonukleazom HindIII. Kao sonda
kori$tena je digoksigeninom obiljeZena regija COHyg

Na temelju rezultata prikazanih naslici 19. moze se vidjeti da dodavanje kompleksa RNP1,
RNP2 i RNP3 nije utjecalo na ugradnju disrupcijske kazete SsUH u genom, a ¢ak ni
transformant broj 5, fenotipa HygR Ura™ nije nastao zamjenom gena jer je u tome slucaju

ocekivan fragment veli¢ine 8,8 kb.

Rezultati prikazani u ovom poglavlju sugeriraju da, iako aktivni in vitro, kompleksi RNP1,
RNP2 i RNP3 najvjerojatnije ne ulaze u stanicu kvasca S. stipitis pri uvjetima transformacije
elektroporacijom koji su koristeni u ovome radu zbog ¢ega nije niti primije¢ena povecana

uspjesnost zamjene gena.

Pri primjeni CRISPR/Cas9 sustava u kvascu S. stipitis, uspjesnost genskog ciljanja iznosila
je niskih 16 %, ukoliko nisu bili koristeni sojevi u kojima su inaktivirani geni ¢iji proteinski
produkti sudjeluju u nehomolognom spajanju krajeva (Zhao i sur., 2020). Cao i suradnici
(2018) su koriste¢i soj S. stipitis u kojem je provedena disrupcija gena koji sudjeluju u
nehomolognom spajanju krajeva i CRISPR/Cas9 sustav povecali uspjesnost inaktivacije gena
s manje od 1% na viSe od 80%. Dvolancani lom nastao tijekom cijepanja ciljne regije
popravljen je uz nastanak insercije i/ili delecijom (eng. indel mutation) $to je jednostavnije od

inaktivacije gena rekombinacijom krajevi-van (Cao i sur., 2018).
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Upotreba kompleksa RNP od proizvodaca Integrated DNA Technologies pri
elektroporaciji, dovela je do povecanja uspjesnosti zamjene gena u kvascima roda Candida do
¢ak 70 % (Grahl i sur., 2017). Varela i suradnici (2020) povecali SU uspjesSnost zamjene gena u
kvascu Brettanomyces/Dekkera bruxellensis takoder koristec¢i sustav RNP od Integrated DNA
Technologies i elektroporaciju te je upotrebom kra¢ih bo¢nih homologija omoguceno gensko
ciljanje od 11 % za gen URA3 i 10 % za gen ADEL1.

Wang (2018) na temelju svog istrazivanja s kvascem Cryptococcus neoformans i srodnim
vrstama, sugerira elektroporaciju kao uspje$nu metodu za unos kompleksa RNP, no za uspjesnu
disrupciju gena ne preporu¢uje ovu metodu transformacije. Kao uspjesnu metodu
transformacije i unosa kompleksa RNP, Voigt i suradnici (2020) preporucuju transformaciju
protoplastiranjem kojom su povecali stopu homologne rekombinacije u plijesni Knufia
petricola, a Kunitake i suradnici (2019) su dobili visoku uspjesnost genskog ciljanja u kvascu
Pseudozyma antarctica. Takoder, Abdallah i suradnici (2017) su razvili jednostavan i u¢inkovit
sustav za uredivanje gena U plijesni Aspergillus fumigatus koji ukljucuje transformaciju
protoplasta i unos kompleksa RNP te fragmenata koji sluze kao kalupi za popravak i sadrze

kratke homologne regije (mikrohomologije).

Prilikom izrade ovog rada, kao metoda transformacije i unosa kompleksa RNP koristena je
isklju¢ivo elektroporacija stoga je u daljnjem istrazivanju potrebno ispitati ima li transformacija
protoplastiranjem pozitivan ucinak na uspjeSan unos kompleksa RNP. Transformacija
protoplasta dobro je opisana kod kvasca S. cerevisiae (Hinnen i sur., 1978), i ukoliko
omogucuje unos kompleksa RNP i disrupcijske kazete u kvasac S. stipitis mogla bi dovesti i

do povecanja uspjesnosti genskog ciljanja rekombinacijom krajevi-van.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. U ovom radu poboljsan je protokol za transformaciju kvasca Scheffersomyces stipitis
elektroporacijom koji omogucuje Vvisoku efikasnost transformacije replikativnim
plazmidima i linearnim fragmentima DNA koja je do 100 puta visa u odnosu na
literaturne vrijednosti.

2. Rezultati u radu ukazuju da je uspjesnost ciljane zamjene gena rekombinacijom krajevi-
van u kvascu S. stipitis niska ¢ak i ukoliko su bo¢ne homologije dugacke 2,5 kb te bi se
moglo zakljuéiti da je manja od 0,2 %.

3. lako je invitro pokazano da CRISPR/Cas ribonukleoproteinski (RNP) kompleksi imaju
odgovarajucu aktivnost, njihova primjena in vivo nije rezultirala povecanjem

uspjesnosti genskog ciljanja.
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IZJIAVA O 1ZVORNOSTI

Ja Lada Curkovié, izjavljujem da je ovaj zavr3ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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