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1. UVOD
1.1. TRANSPONIRAJUCI ELEMENTI

Sredinom 40-ih godina proslog stolje¢a Barbara McClintock je otkrila sljedove DNA
koji mogu mijenjati svoju lokaciju unutar genoma organizama (Fedoroff, 2012). Takvi
transponirajuéi elementi su identificirani kod prokariota i eukariota te su znacajno zastupljeni
u njihovim genomima (Munoz-Lopez and Garcia-Perez, 2010) Godinama su transponirajuci
elementi svrstavani u takozvanu junk DNA, no danas se zna da oni imaju veliku ulogu u
evoluciji, regulaciji i arhitekturi genoma svih zZivih organizama. Transponirajuéi elementi se
dijele u dva razreda (I 1 IT) ovisno o mehanizmu transpozicije (Slika 1). Retrotranspozoni ¢ine
razred | i mobiliziraju se u genomu mehanizmom kopiranja i ugradnje odnosno pomo¢u RNA
intermedijara. Oni se dalje dijele na SINEs (eng. short interspersed elements), LINEs (eng.
long interspersed elements) i LTR (eng. long terminal repeats) retrotranspozone.
Transponiraju¢i elementi razreda II ili DNA transpozoni se mobiliziraju mehanizmom
izrezivanja i ugradnje koji ne zahtijeva reverznu transkripciju. DNA transpozone ¢ine DNA
transpozoni TIR (eng. terminal inverted repeat) koji spadaju u podrazred | te transpozoni
kotrljaju¢eg kruga i samo-sintetiziraju¢i DNA transpozoni unutar podrazreda II. Svi navedeni
transponiraju¢i elementi u genomu mogu biti autonomni odnosno samo-mobiliziraju¢i ili ne-

autonomni tj. ovisni o autonomnim elementima za mobilizaciju (Sotero-Caio et al., 2017).



RazredI - retrotranspozoni

Primjeri:
LTR-retrotranspozoni
Endogeni retrovirusi P GAG/ POL [ENV = Ty3-Gypsy
PRO, IN, RT, RH
Nel TRoetcotninspiozsins [ORFI EN RT |—wn Long Interspersed Element 1 (LINE1)
LINEs EN RT RetroTransposable Element clade (RTE]
ORF1 EN RT ATTCTRTG(n) Chicken Repeat 1 (CR1)
AIbEs AB __Apn) B1
Razred I - DNA transpozoni
TIR DNA transpozoni > TPASE <4 Mariner
Transpozoni
kotrljajuéeg kruga e ZnF REPL HELI CTRR Helibat
Samo-sintetizirajuci
DNA transpozoni pPRO PolB ATPH?HINH?-7H7- 4 Polinton-2_ClI

Slika 1. Klasifikacija, struktura i primjeri transponirajucih elemenata. Strukturalne komponente
su prikazane kako slijedi: LTR-retrotranspozoni — nukleokapsidni protein (GAG), protein omotnice
(ENV), poliprotein (POL) koji ukljucuje proteazu (PRO), integrazu (IN), reverznu transkriptazu (RT) i
RNazu H (RH). Ne-LTR retrotranspozoni — jezgrin Saperonski protein (ORF1), endonukleazna
domena (EN), promotor RNA polimeraze 111 (A i B), poli-A ili bilo koji drugi ponavljajuéi rep (A ili
ATTCTRTGy). Razred Il — transpozaza (TPASE), domena cinkovih prstiju (ZnF), replikaza (REPL),
helikaza (HELLI), polimeraza B (PolB), ATPaza (ATP), proteini nepoznate funkcije (,,?*) i integraza
(INT). Kodiraju¢e regije su prikazane kao pravokutnici. Ne-kodirajuce regije su prikazane kao crte.
Neki endogeni retrovirusi nemaju gen ENV (tockasta linija). Trokuti predstavljaju ponavljajuce
sliedove DNA dok njihova orijentacija pokazuje orijentaciju samih ponavljanja. Preuzeto i

prilagodeno prema radu Sotero-Caio i sur. (2017).

1.2. DNA TRANSPOZONI

DNA transpozoni se pokre¢u mehanizmom izrezivanja i ugradnje tako da se izrezuju
iz jednog mjesta u genomu i reintegriraju u drugo ((Munoz-Lopez i Garcia-Perez, 2010)). Svi
DNA transpozoni se sastoje od centralne regije koja kodira enzim transpozazu te terminalnih
sljedova IR (eng. inverted repeats) koji ju okruzuju. Kod transpozicije transpozaza se veze za
terminalne sljedove IR te katalizira transesterifikaciju i izrezivanje transpozona. Takav
transpozon vezan za transpozazu se onda integrira u drugo mjesto u genomu (Slika 2).
Opceniti mehanizam transpozicije dijele sve natporodice DNA transpozona dok sami

molekularni detalji procesa variraju (Skipper i sur. 2013)
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Slika 2. Model cut paste transpozicije. Transpozaze (zelene kuglice) prepoznaju terminalne IR
sljedove (narancasti pravokutnici) i stvaraju kruzni pre-ekscizijski sinapticki kompleks iz kojeg se
transpozon izrezuje i ugraduje u ciljni slijed. Prikazan je model transpozicije Tcl/mariner elemenata.

Preuzeto i prilagodeno prema radu Skipper i sur. (2013)

1.2.1 NATPORODICA TC1/MARINER

DNA transpozoni natporodice Tcl/mariner su najrasprostranjeniji transponirajuci
elementi u prirodi. Do danas je poznato samo Cetrnaest elemenata iz ove natporodice koji su
aktivni, a samo deset ih nalazimo u prirodi. Ostala Cetiri su rekonstruirana u laboratoriju iz
svojih inaktivnih predaka, a to su Sleeping beauty iz riba porodice Salmonidae, Himarl iz
muhe vrste Hematobia irritans, Frog prince iz vrste zabe Rana pipiens te Hsmarl iz ¢ovjeka.
Elementi Tcl/mariner se sastoje od gena za transpozazu okruzenog dvama terminalnim

sljedovima IR dugim od 17 do 1100 pb. Sama transpozaza se sastoji od oko 300
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aminokiselina te sadrzi dvije karakteristicne domene. Domena koja veze DNA se nalazi na N-
terminalnom kraju i sadrzi motiv HTH (eng. helix-turn-helix) potreban za prepoznavanje i
vezanje terminalnih sljedova IR. Kataliticka domena na C-terminalnom kraju nosi kataliticki
motiv DDD (asp-asp-asp) kod elemenata mariner odnosno DDE (asp-asp-glu) kod elemenata
Tcl zasluzan za izrezivanje i integraciju ovih transpozona. Kako bi doslo do transpozicije
Tcl/mariner elemenata, dvije molekule transpozaze moraju prepoznati i vezati terminalne
sljedove IR svojim HTH motivom ¢ime formiraju kompleks SEC (eng. Single-End Complex).
Potom transpozaze rezu 5' krajeve terminalnih sljedova IR hidrolizom fosfodiesterske veze
kako bi se oslobodili ne-transferiraju¢i lanci koji ne sudjeluju u daljnjim koracima
transpozicije. Onda dvije molekule transpozaze dimeriziraju te zajedno s Kkrajevima
transpozona stvaraju kompleks PEC (eng. Paired-End Complex) gdje se hidrolizira
fosfodiesterska veza na 3' krajevima kako bi se stvorili transferiraju¢i lanci. Nakon ovog
koraka slijedi integracija transpozona u drugo mjesto u genomu. Ciljno mjesto Tcl/mariner
elemenata su TA dinukleotidi za koje se veze kompleks PEC. 3'OH skupine transferiraju¢ih
lanaca nukleofilno napadaju 5' krajeve ciljne DNA kako bi dos$lo do integracije transpozona.
Praznine na 5' krajevima transpozona popunjava sustav za popravak domacina stvarajuci
karakteristicne duplikacije (TSD, eng. Target site duplication) koje okruzuju transpozon.
Dvolancani lom nastao izrezivanjem transpozona se popravlja homolognom rekombinacijom

ili nehomolognim sparivanjem krajeva ovisno o vrsti domac¢ina (Munoz-Lopez i Garcia-Perez
2010).

1.2.2. NATPORODICA PIGGYBAC

Predstavnik natporodice piggyBac je istoimeni DNA transpozon identificiran u vrsti
no¢nog leptira Trichoplusia ni 1983. godine. Dug je 2475 pb i sadrzi terminalne sljedove IR,
sub-terminalne asimetri¢ne sljedove IR i jedan otvoreni okvir ¢itanja (ORF, eng. open reading
frame). Njegova transpozaza sadrzi 594 aminokiseline, dok joj molekularna teZina iznosi 68
kDa. Mehanizam transpozicije transpozona piggyBac je jednak onome elemenata
Tcl/mariner osim $to se piggybac ne ugraduje u dinukleotid TA ve¢ u slijed TTAA te nakon
njegovog izrezivanja slijed DNA ostaje intaktan (Mufoz-Lopez i1 Garcia-Pérez 2010,

Bouallégue i sur. 2017).



1.3. DNA TRANSPOZONI KAO MOLEKULARNI ALATI

Identifikacija mehanizama transpozicije mobilnih elemenata je dovela do razvitka
transpozonskih sustava u svrhu prijenosa gena. Transpozicija izrezivanjem i ugradnjom DNA
transpozona se pokazala iznimno korisnom u konstrukciji vektorskih sustava za geneticko
inzenjerstvo. U prirodi se DNA transpozoni sastoje od gena za transpozazu omedenog
terminalnim sljedovima IR Kkoji nose vezna mjesta za transpozazu. 1z takvih transpozona su u
laboratoriju razvijeni binarni sustavi koji se temelje na dva plazmida, gdje jedan nosi gen za
transpozazu, a drugi terminalne sljedove IR koji okruzuju DNA slijed od interesa. Ko-
transfekcijom binarnog sustava u ciljne stanice dolazi do sinteze transpozaze koja veze
terminalne sljedove IR, izrezuje DNA od interesa i integrira je u genom stanice (Slika 3)
(Munoz-Lopez i Garcia-Perez 2010, lvics i Izsvak, 2010).

A. C.
TIR TIR

<— O ——> SEL

plazmidni vektor
GEN OD INTERESA m—]

.

&)~

&

LAY W

genomska integracija

;3)-

Slika 3. Usporedba prirodnih DNA transpozona i transpozonskih vektorskih sustava. (A)
Autonomni DNA transpozoni se sastoje od terminalnih sljedova IR (TIR) koji okruzuju gen za
transpozazu. (B) Binarni transpozonski vektorski sustav koji se sastoji od dva plazmida gdje jedan
nosi gen od interesa omeden terminalnim sljedovima IR, a drugi promotor (crna strelica) i gen za
transpozazu. (C) Transpozaza (ljubicasti krugovi) izrezuje gen od interesa s donorskog plazmida i

ugraduje ga u ciljno mjesto u genomu. Preuzeto i prilagodeno prema radu lvics i Izsvak (2010)
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Prije razvitka transpozonskih sustava postojale su mnoge viralne i ne-viralne metode
dostave DNA u stanice sa svojim prednostima i ograni¢enjima. Glavni nedostatci viralnih
vektora su imunogenost kod primjene in vivo, ugradnja u blizini 5 UTR (eng. untranslated
region) regija $to moze inducirati onkogenezu, nemoguénost prijenosa ve¢ih DNA sljedova te
troSak njihove proizvodnje. Ne-viralne metode unosa gena u stanice su zaobisle veéinu ovih
ograniCenja, ali nisu omogucile integraciju ciljane DNA u genom stanica. Takva DNA, u
obliku episoma, s vremenom se razgraduje i razrjeduje stani¢nim diobama, §to naruSava
gensku ekspresiju. Transpozonski vektori objedinjuju prednosti viralnih i ne-viralnih metoda
tako $to omogucuju relativno nasumi¢nu ugradnju vecih sljedova DNA u genom stanice ne
izazivaju¢i imuni odgovor, a sve to uz niske troSkove proizvodnje (Munoz-Lopez 1 Garcia-
Pérez 2010, Tipanee i sur. 2017). Zbog odli¢nih karakteristika transpozonskih sustava
razvijeni su mnogi vektori kao Sleeping beauty, piggyBac, Minos, Frog Prince, Toll, Tol2,
Passport, itd (Ivics i Izsvak 2010). Transpozonski vektorski sustavi ipak imaju neke
nedostatke koje je potrebno rijesiti. Viralni vektori koriste molekularne mehanizme virusa za
unos ciljne DNA u stanice dok transpozonski sustavi ovise o metodama transfekcije za
eksperimente in vitro i in vivo. Kako bi se rijeSio taj problem adenovirusi, lentivirusi i
retrovirusi su iskoriSteni za dostavu transpozonskih vektora u stanice in vivo $to je omogucilo
primjenu transpozonskih vektora i u genskoj terapiji (Vargas i sur., 2016). Nakon integracije
slijeda DNA od interesa transpozaza se ne smije eksprimirati predugo zbog opasnosti od
insercijske onkogeneze. lako se gen za transpozazu nalazi na episomalnom plazmidu,
ponekad dolazi do kontinuirane ekspresije pa je sigurnija verzija dostava transpozaze u obliku
MRNA molekule. Transpozaze u prirodi su kontrolirane mehanizmom. OPI (eng.
overproduction inhibition) gdje se aktivnost transpozaze smanjuje kada dosegne odredeni
prag koncentracije. Zbog toga je potrebno precizno optimizirati omjer transpozaze i
transpozona, S§to povecava efikasnost integracije. Postoje transpozoni koji preferiraju
heterokromatin za mjesto ugradnje, §to ih ¢ini sigurnijom opcijom za gensku terapiju. Neki
drugi transpozoni pak preferiraju transkripcijske jedinice pa su bolji izbor za eksperimente
mutageneze. Jo§ jedan fenomen prirodnih transpozona je lokalno skakanje (eng. local
hopping) odnosno tendencija ugradnje u blizini donorskog lokusa, $to moze biti prednost, ali i
nedostatak u eksperimentima mutageneze. Lokalno skakanje se moze iskoristiti za uvodenje
mutacija u specificnoj kromosomskoj regiji, ali kad Zzelimo obuhvatiti vece dijelove
kromosoma potrebno je imati viSe donorskih lokusa (Mufioz-Lopez i Garcia-Pérez 2010,
Tipanee i sur. 2017). Sve navedene karakteristike transpozona su omogucile upotrebu

transpozonskih vektorskih sustava kao molekularnih alata u razlicitim poljima genetickog
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inzenjerstva ukljucuju¢i uspostavljanje stabilnih stani¢nih linija, stvaranje transgeni¢nih

zivotinja, insercijsku mutagenezu, gensku terapiju i mnoge druge (Ivics i Izsvak 2010).

1.3.1. SLEEPING BEAUTY

Sleeping beauty (SB) je sinteticki transponiraju¢i sustav, pripadnik natporodice
Tcl/mariner, rekonstruiran iz inaktivnih transpozona vrsti riba iz porodice Salmonidae
reverznim inZenjerstvom. U prirodi ovaj transpozon nosi mnostvo inaktiviraju¢ih mutacija u
genu za transpozazu 1 ne moze se mobilizirati. Ivics 1 sur. (1997) su metodama reverzne
evolucije eliminirali inaktiviraju¢e mutacije unutar okvira ¢itanja gena za transpozazu i time
po prvi put stvorili transpozonski sustav aktivan u kraljesnjaka (lvics i Izsvak, 2015). Prva
konstruirana transpozaza SB10 je imala nisku efikasnost transpozicije, $to je otezavalo njenu
primjenu. Zbog toga su razvijene mnoge hiperaktivne mutante uvodenjem specifi¢nih
mutacija u originalni slijed, kao $to je SB100X koja ima 100 puta vecu transpozicijsku
aktivnost od originalne SB10 (Slika 4). Najnovija razvijena varijanta transpozaze SB je
hySB100X, koja u usporedbi s SB100X ima 30% vecéu transpozicijsku aktivnost (Tipanee i
sur. 2017). SB transpozonski sustav se sastoji od dvije komponente: SB transpozonskog
vektora koji sadrzi terminalne sljedove IR 1 slijed DNA od interesa te SB ekspresijskog
vektora koji sadrzi ORF (eng. open reading frame) transpozaze SB omeden jakim
promotorom i poli(A) signalom. Kotransfekcijom ova dva vektora dolazi do ekspresije
transpozaze koja veze terminalne sljedove IR i integrira DNA od interesa u TA dinukleotid u
genomu domacina (Munoz-Lopez i Garcia-Perez 2010). Transpozaza SB, na razini slijeda
DNA, preferira ugradnju u TA dinukleotide koji se nalaze u sljedovima bogatim AT
ponavljanjima, dok na razini genoma ima gotovo nasumi¢an uzorak integracije. Jedna tre¢ina
integracija se odvija unutar transkripcijskih jedinica, s time da se ve¢inom radi 0 intronima,
dok ostatak otpada na intergenska podrucja. Zbog gotovo nasumi¢nog uzorka ugradnje, ¢ime
je smanjena vjerojatnost insercijske mutageneze, SB transpozonski vektorski sustavi su
primjenjivi u mnogim eksperimentima. Izmedu terminalnih sljedova IR se mogu ugraditi
raznovrsne ekspresijske kazete pocevsi od fluorescentnih markera, shRNA ekspresijskih
kazeta do terapeutskih genskih konstrukata. Zato se SB danas koristi za stvaranje
transgeni¢nih stanica, tkiva i Zivotinja, insercijsku mutagenezu, gensku terapiju i mnostvo

drugih metoda (lvics i Izsvak 2015).
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“« mimi- o P s

| | | {divlji tip SB transpozazs)

|
I
IR/bRS D.\'.-\-vezujqéa domena Kataliticka domena IR/ bRS
v v
Mutacije Mutacije SB11
T136R M243Q, V253H, A255R
Y v (1. hiperaktivna varijanta)
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Mutacije Mutacije
K14R, K33A, R115H 214-217DAVQ, M243H, T314N SB1 oox
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K14R, K33A, R115H 12125, 214-217DAVQ, M243H, T314N hySB1 oox
(Zaénja hiperaktivna varijanta)
= Transpozonska DNA B = PAI subéomena W = Jezzrin lokatizacijski signal (NLS)
44 = Obrauta/dirsktna ponavljanja (IR/DRs) N = GR2R motiv D,DE = Asp-Asp-Glu
= DNA koija kodira transpozazu [ = RED subdomena

Slika 4. Struktura transpozona sleeping beauty i evolucija transpozaza za SB transpozonski
vektorski sustav. Transpozon SB je dug 1,6 kb i sastoji se od dva obrnuta i dva direktna ponavljanja
koja okruzuju gen koji kodira transpozazu. Nativna aktivna transpozaza (SB10) sadrzi DNA-vezujuéu
i kataliticku domenu te je duga 360 aminokiselina. Unutar DNA-vezuju¢e domene se nalaze dvije
zavojnica-okret-zavojnica domene (PAI i RED) odvojene GRPR motivom. Unutar kataliticke domene
se nalazi visoko konzervirani motiv DDE koji je odgovoran za cijepanje DNA tokom transpozicije.
Aktivnost transpozaze SB je uspjeSno pojacana metodama usmjerene evolucije kroz supstitucije
aminokiselina kako bi nastale hiperaktivne varijante SB11, SB100X i hySB100X. Preuzeto i
prilagodeno iz rada Tipanee i sur. (2017).

1.3.2. PIGGYBAC

Transpozon piggyBac (PB) otkriven je u stani¢noj liniji TN-386 izoliranoj iz leptira
Trichoplusia ni tokom proucavanja propagacije bakulovirusa kada je ovaj transpozon
tranasponirao u genom bakulovirusa i stvorio plakove u stani¢noj kulturi (Woodard i Wilson,
2016). PB transpozonski vektorski sustav se sastoji od dvije komponente, kao i SB sustav, te s
njime dijeli mnoge karakteristike (Tablica 1). lzvorna transpozaza PB nije imala dovoljnu
aktivnost pa je uz pomocu strategije kodonske optimizacije razvijena transpozaza specificna
za stanice miSa mPB 1 covjeka hPB s povecanom aktivnos¢u. Uvodenjem sedam

aminokiselinskih supstitucija razvijena je do danas najaktivnija transpozaza PB hyPBase s 20
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puta vecom aktivnosti u usporedbi s mPB (Walker, 2009, Tipanee i sur. 2017). PB
transpozaza specificno prepoznaje sljedove TTAA 1 u njih ugraduje ciljanu DNA. Na razini
genoma ova transpozaza preferira introne transkripcijskih jedinica, CpG otoke i mjesta
pocetka transkripcije (Galvan i sur. 2010). Zbog toga se PB transpozonski sustav pokazao kao
dobar alat za insercijsku mutagenezu. PB transpozoni mogu prenositi DNA veliku i do 200
kb, §to im uz ostale karakteristike daje iznimnu prednost nad drugim vektorskim sustavima u

prijenosu gena.

Tablica 1. Usporedba SB i PB transpozonskih vektorskih sustava. Preuzeto i prilagodeno prema
radu Tipanee i sur. (2017).

Karakteristike SB PB

Podrijetlo Salmonidae Trichoplusia ni
Klasifikacija Natporodica Tcl/mariner Natporodica piggyBac

Duzina ~ 1.6 kb Duzina ~ 2.5 kb

Dva terminalna slijeda IR Dva terminalna slijeda IR
Molekularna struktura
Transpozaza duga 360 Transpozaza duga 594
aminokiselina aminokiseline

Ciljno mjesto ugradnje AT TTAA
Transpozonski otisak Da Ne

Da (30-60% unutar donorskog Da (9-30% unutar donorskog

Lokalno skakanje

kromosoma) kromosoma)
~25-45% u RefSeq gene ~50-55% u RefSeq gene

<2% u start mjesta ~2-20% u start mjesta

e : transkripcije transkripcije
Integracijski profil
~2% u CpG otoke ~4-18% u CpG otoke
<1% u DNaza | hipersenzitivne ~1-5% u DNaza |
regije hipersenzitivne regije




1.4. IZOLATORI

Genomi eukariota su visoko organizirani i regulirani kompleksnim sustavom DNA
elemenata te RNA molekula i proteina koji interagiraju s njima (Bushey, Dorman i Corces
2008). Izolatori su regulatorni sljedovi DNA koji stvaraju granice u kromatinu i ¢uvaju
odredene regije genoma od vanjskog regulatornog utjecaja, ¢ime odrzavaju organizaciju i
regulaciju eukariotskih genoma (Recillas-Targa i sur. 2002). Prema funkciji izolatore dijelimo
na dva tipa: one koji blokiraju pojacivace (eng. enhancer-blocking insulator) i grani¢ne
izolatore (eng. barrier insulator). Izolatori koji blokiraju pojacivace sprjeavaju interakciju
pojacivaca i pripadnih promotora kada se nalaze izmedu njih. Grani¢ni izolatori sluze kao
kromatinske barijere koje sprecavaju Sirenje heterokromatina i time utiSavanje gena (Gaszner
and Felsenfeld, 2006). Izolatori se Cesto koriste u izradi vektorskih sustava kako bi
onemogucili interakciju transgena s okolnim regulatornim elementima te sprijecili njihovo
utiSavanje heterokromatinizacijom (Slika 5). UtiSavanje transgena predstavlja veliki problem
kod wuspostave stanicnih linjja u svrhu dugotrajne ekspresije transgena zbog
heterokromatinizacije ugradenog slijeda DNA. Izolatori s grani¢nom funkcijom rjeSavaju taj
problem stvaraju¢i kromatinske barijere koje sprecavaju heterokromatinizaciju i utiSavanje
ugradenog transgena.cHS4 (eng. chicken hypersensitive site 4) je 1,2 kb dug izolator koji
posjeduje pojacivac-blokirajucu i grani¢nu funkciju te se zbog toga Cesto koristi u genetickom
inzenjerstvu (Benabdellah i sur. 2014) Daljnjim proucavanjem cHS4 izolatora je utvrdeno da
se njegova pojacivac-blokiraju¢a 1 grani¢na aktivnost mogu razdvojiti Sto je olaksalo njegovu

upotrebu u izradi razli¢itih vektora (Recillas-Targa i sur. 2002).
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Slika 5. Usporedba izolatora Kkoji blokira pojacivae i grani¢nog izolatora u modelnom

vektorskom sustavu. (a) Grani¢ni izolator (I) sprjeCava utiSavanje transgena tako $to onemogucava
Sirenje heterokromatina (sive kuglice). (b) Izolator koji blokira pojacivate (I) moZe sprijeciti
interakciju poja¢ivaca (E) i promotora (P) samo ako se nalazi izmedu njih. Preuzeto i prilagodeno

prema radu Ramezani i Hawley (2010).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je izrada plazmidnih vektora zasnovanih na sintetickim
transpozonskim sustavima koji bi omogucili nasumi¢nu i stabilnu integraciju bilo kojeg gena
od interesa te njegovu dugotrajnu ekspresiju u stanicama primateljima. U tu svrhu su izabrani
transpozoni sleeping beauty (SB) i piggyBac (PB) koji su se dosada pokazali kao odli¢ni alati
za genomsku integraciju zbog svoje gotovo nasumi¢ne ugradnje te snazne aktivnosti njihovih
transpozaza. Cilj je konstruirati dva binarna vektorska sustava bazirana na transpozonima SB
odnosno PB koji se sastoje od po dva plazmida, gdje jedan nosi terminalne sljedove IR koji
okruzuju odsjecak DNA za ugradnju ekspresijske kazete, a drugi gen za transpozazu. Dodatni
cilj je ugradnja izolatorskih sljedova u plazmide koji ¢e sadrzavati ekspresijsku kazetu kako bi
se sprijecilo utiSavanje iste heterokromatinizacijom te omogucila njena dugotrajna ekspresija
u stani¢noj kulturi. Ovi vektorski sustavi koristit ¢e se u istraZzivanjima gdje je na jednostavan
nacin potrebno dobiti stani¢ne linije koje dugotrajno eksprimiraju stabilno ugradeni gen od

interesa.
Specificni ciljevi

e lzolacija, amplifikacija i ugradnja terminalnih sljedova IR SB odnosno PB
transpozona u plazmidnu okosnicu

e Ugradnja Cetiri izolatorska slijeda, po dva sa svake strane mjesta za ugradnju
ekspresijske kazete, u plazmidni vektor SB odnosnho PB

e Amplifikacija i ugradnja gena za transpozazu PB u ekspresijski vektor

e Provjera zavrs$nih konstrukata sekvenciranjem
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATERIJAL

Komercijalni setovi kemikalija

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

Enzimi i pridruZeni puferi

Acc65I (10 U/uL; New England BioLabs, Ipswich, SAD); Sall (10 U/uL; New England
BioLabs, Ipswich, SAD); Xbal (10 U/uL; New England BioLabs, Ipswich, SAD); Xhol (10
U/uL; New England BioLabs, Ipswich, SAD); Nhel (10 U/uL; New England BioLabs,
Ipswich, SAD); Xmal (10 U/uL; New England BioLabs, Ipswich, SAD); HindIII (10 U/uL;
New England BioLabs, Ipswich, SAD); Esp31I (10 U/uL; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
SAD); Bpil (10 U/uL; Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD); 10x NEBuffer 1.1, 2.1, 3.1,
10x CutSmart (New England BioLabs, Ipswich, SAD); 10x Tango Buffer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, SAD); 10x G Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD); FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1 U/uL; Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD);
FastAP Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD); T4 DNA Ligase (350 U/uL;
Takara, Tokio, Japan); 10x T4 DNA Ligation Buffer (Takara, Tokio, Japan); T4
Polynucleotide Kinase (10 U/uL; Takara, Tokio, Japan);

Boje i markeri molekulskih masa

6x DNA loading dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD); 100 bp DNA ladder (Solis
Biodyne, Tartu, Estonija); GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
SAD); QuickLoad Purple 1 kb DNA ladder (New England BioLabs, Ipswich, SAD);
GelGreen Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, SAD)

Plazmidi

pSBtet-RB (Addgene plazmid #60506); pBCAG-eGFP (Addgene plazmid #40973);
pUK21gg; pBackBone-BZ; tNS-pPro-CBh
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Kemijski kompetentne bakterijske stanice

NEB Stable Competent Escherichia coli (New England BioLabs, Ipswich, SAD), Escherichia
coli XL10-Gold (Agilent, Santa Clara, SAD)

Uredaji

Centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka); Mini centrifuga Combi-Spin
FVL-2400N (BioSan, Riga, Latvija); Termoblok tresilica Mixer HC (StarLab, Milton Keynes,
Ujedinjeno kraljevstvo); Inkubator EN 300 (Nuve, Ankara, Turska); Uredaj za lanCanu
reakciju polimerazom Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City,
SAD); Uredaj za elektroforezu PowerPac Basic (Bio-Rad, Hercules, SAD); Tresilica s
inkubatorom Orbi-Safe (Sanyo, Osaka, Japan); UV transiluminator (Cleaver Scientific,
Rugby, Ujedinjeno kraljevstvo); ne-UV transiluminator UVI Blue (Uvitec, Cambridge,
Ujedinjeno kraljevstvo); spektrofotometar NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, SAD)

Ostalo

Luria-Bertani (LB) teku¢i medij (5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L BactoTrypton, 10 g/L. NaCl);
Luria-Bertani (LB) kruti medij (5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L BactoTrypton, 15 g/L agar);
destilirana voda; kanamicin (50 mg/mL); ampicilin (100 mg/mL); pufer TAE (1mM Tris,
1mM octena kiselina, 1 mM EDTA, pH 8.0); agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD);
etanol; poc¢etnice (Macrogen, Seul, Juzna Koreja); DTT (10 mM), IPTG (100 mM), X-gal (20
mg/mL), program SnapGene (GSL Biotech, Chicago, SAD), program Adobe Phostoshop CC
(Adobe, San Jose, SAD), program Human splicing finder (Verzija 3.1; Desmet i sur. 2009).

3.2. METODE

3.2.1. UGRADNJA RESTRIKCISKIH MJESTA Esp3l | Bbsl U PLAZMIDNU
OKOSNICU

Plazmid pBackBone-BZ (Slika 6) je iskoriSten kao okosnica za kloniranje terminalnih
sljedova IR transpozona sleeping beauty i piggyBac te izolatorskih sljedova. Kako bi to bilo
moguce, okosnica mora sadrzavati restrikcijska mjesta za enzime Esp3I i Bbsl. Prvo su

dizajnirani oligonukleotidi dugi 48 pb koji sparivanjem daju kohezivne krajeve identi¢ne
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onima koje ostavljaju restrikcijski enzimi Acc651 i1 Sall te sadrze restrikcijsko mjesto za
enzim Esp3l. Kako bi se oligonukleotidi sparili u dvolan¢anu DNA, dodan je po 1uL svakog
oligonukleotida (100 um), 0.5 puLL T4 polinukleotid kinaze, 1 puL. 10x T4 ligacijskog pufera i
6.5 uL destilirane vode kako bi ukupni volumen bio 10 pL. Smjesa je stavljena u PCR ureda;j
te je odabran sljede¢i program: 37°C / 30 min, 95°C / 5 min, spuStanje temperature do 25°C,
5°C / 1 min. Potom je okosnica pocijepana restrikcijskim enzimima Acc65]1 i Sall tako $to je
dodano po 10 U svakog enzima u otopinu koja sadrzi 10x pufer NEB 3.1, 500 ng pBackBone-
BZ plazmida (y=215 ng/uL) i destiliranu vodu do ukupnog volumena od 20 uL te je cijela
smjesa stavljena u PCR uredaj na sljede¢i program: 37°C / 3 h, 65°C / 20 min. Nakon
restrikcije je napravljena defosforilacija pocijepanog plazmida mijeSanjem digestiranog
pBackBone-BZ plazmida (y=25 ng/uL) s 1 U FastAP enzima, 10x FastAP puferom i
destiliranom vodom. Defosforilacija je provedena na 37°C / 20 min i 75°C / 5 min. Onda je
postavljena reakcija ligacije s omjerom inserta i plazmida, 3:1 s masom vektora koja iznosi 50
ng. Volumeni potrebni za reakciju su izracunati pomoc¢u programa NEBioCalculator (New
England BioLabs, Ipswich, SAD) unoSenjem duljina vektora i inserta koje iznose 2370 pb
odnosno 48 pb te koncentracije defosforiliranog vektora koja iznosi 5 ng/uL. Na kraju je
dodana destilirana voda do ukupnog volumena od 20 pL. Reakcija ligacije je provedena na
16°C, 45 min. 5 pL ligacijske reakcije je potom transformirano u kemijski kompetentne
bakterije E. coli soja NEB Stable metodom toplinskog Soka. Bakterije su stavljene na led 10
min pa u termoblok na 42°C, 35 sekundi. Onda su vracene led gdje su inkubirane 5 min te im
je zatim dodano 450 pL tekuceg LB medija. Prebacene su na oporavak u termobloku na
kojem je odabran sljede¢i program: 37°C, 15 min, 300 rpm. Nakon oporavka na plocu s
ampicilinom je dodano 150 pL bakterija te je plo¢a stavljena u inkubator preko no¢i (16 h) na
37°C. Kako bi se potvrdila uspjeS$nost ligacije napravljena je reakcija PCR kolonija s
pocetnicama C9 seql i ori_seq FW (Tablica 2) na 10 bakterijskih kolonija prema protokolu
proizvodaca (Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix). Prema duZini i nukleotidnom sastavu
pocetnica izraCunata je optimalna temperatura prianjanja. Nakon reakcije PCR kolonija su svi
uzorci u volumenu od 5 pL naneseni na 1% agarozni gel u koji je prethodno dodana DNA
interkaliraju¢a boja GelGreen. Elektroforeza pri jakosti elektricnog polja od 10 V/cm trajala je
20 min. Kao marker je koriSten 100 bp DNA ladder kojeg je dodano 6 pL. Iz pozitivnih
bakterijskih kolonija su postavljene prekono¢ne kulture u 5 pL tekuceg LB medija u koji je
dodano 5 pL ampicilina. Kulture su stavljene u tresilicu s inkubatorom na 37°C, 190 rpm, 16

h. Sljede¢i dan su iz prekono¢nih kultura izolirani plazmidi uz pomo¢ komercijalno dostupnog
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seta ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit te su njihove koncentracije izmjerene na uredaju

NanoDrop 8000.

Kako bi plazmidna okosnica sadrzavala i restrikcijsko mjesto za Bbsl enzim dizajniran
je par oligonukleotida koji sparivanjem stvaraju ovo restrikcijsko mjesto te su im kohezivni
krajevi komplementarni restrikcijskim mjestima koje ostavljaju enzimi Xbal i Xhol.
Sparivanje oligonukleotida je napravljeno kao u prethodnom koraku. lIzolirana plazmidna
okosnica je pocijepana s enzimima Xbal 1 Xhol tako §to je u reakciju od 20 pLL dodano po 10
U svakog enzima, 10x CutSmart pufer, 500 ng plazmidne okosnice koncentracije 296 ng/uL i
destilirana voda. Reakcija je stavljena u PCR uredaj na sljede¢i program: 2 h i 30 min / 37°C,
20 min / 65°C. Defosforilacija, ligacija i transformacija su provedene prema prethodno
opisanom protokolu. Kako bi se potvrdila uspjeSnost ugradnje sparenih oligonukleotida u
plazmidnu okosnicu napravljena je reakcija PCR kolonija s pocetnicama C9 seql i C9 seq2
(Tablica 2) prema protokolu proizvodaca (EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix). Produkt
reakcije je razdvojen elektroforezom u gelu agaroze. Iz pozitivnih bakterijskih kolonija
postavljene su prekonoéne kulture iz kojih su sljede¢i dan izolirani plazmidi te izmjerena
njihova koncentracija prema prethodno opisanom protokolu. Po tri klona su sekvencirana u
servisu Macrogen (Amsterdam, Nizozemska) kako bi se potvrdila uspje$nost ugradnje
sparenih oligonukleotida koji sadrze restrikcijska mjesta Esp3I i BbsI u plazmidnu okosnicu.

Potvrdeni klonovi su nazvani pBB-ARMS.
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Acc651 Sall

Bsal

: Xbal
pBackBone-BZ Xhol
2394 bp

Slika 6. Shematski prikaz plazmidne okosnice pBackBone-BZ. Acc65l — restrikcijsko mjesto
enzima Acc65l; 5' cloning arm — 5' mjesto za kloniranje; Sall — restrikcijsko mjesto enzima Sall; B i Z
— mjesta cijepanja restrikcijskog enzima Bsal; Bsal — mjesto vezanja restrikcijskog enzima Bsal; lacZa
— gen za a podjedinicu B-galaktozidaze; Xbal — restrikcijsko mjesto enzima Xbal; 3' cloning arm — 3'
mjesto za Kloniranje; Xhol — restrikcijsko mjesto enzima Xhol; ori — izvoriste replikacije; AmpR — gen
za B-laktamazu koja daje otpornost na antibiotik ampicilin. Mapa plazmida je napravljena u programu
SnapGene.

3.2.2. UGRADNJA IZOLATORSKIH SLIEDOVA U PLAZMID pUK21gg

Plazmid pUK21gg (Slika 7), 432 pb kraca verzija plazmida pUK21, je koriSten kao
intermedijarni vektor za ugradnju izolatorskih sljedova i terminalnih sljedova IR transpozona
sleeping beauty odnosno piggyBac. Kako bi se navedeni sljedovi kasnije mogli ugraditi u

plazmidnu okosnicu pBackBone-BZ u pUK21gg je prvo ugraden 84 pb dug odsje¢ak DNA

17



koji sadrzi restrikcijska mjesta Bsal i Esp3l. OdsjeCak DNA je narucen preko servisa
Macrogen u obliku dva komplementarna oligonukleotida koji sparivanjem daju dvolancanu
DNA s kohezivnim krajevima kakve ostavljaju enzimi Xbal i Xhol. Sparivanje
oligonukleotida je provedeno prema protokolu opisanom u prethodnom poglavlju. Potom je
pUK21gg (vy=149 ng/uL) porezan restrikcijskim enzimima Xbal i Xhol te je defosforiliran
kao 1 prethodni plazmidi. Ligacija pUK21gg (2657 pb) i odsjecka DNA (84 pb) je provedena
prema uputama programa NEBioCalculator (New England BiolLabs, Ipswich, SAD) te je
izabran omjer inserta i vektora jednak 3:1 s masom vektora od 50 ng. Ligacijska reakcija je
inkubirana na 16°C, 45 min nakon ¢ega su transformirane u bakterije NEB Stable metodom
toplinskog Soka opisanom u prethodnom poglavlju. S obzirom da plazmid pUK21gg nosi
otpornost na antibiotik kanamicin, vrijeme oporavka bakterija u tekuéem LB mediju je
produzeno na 30 min te su bakterije dodane na plo¢e s krutim LB medijem koji sadrzi
kanamicin. Plo¢e s bakterijama su inkubirane 16 h na 37°C. Iz 6 bakterijskih kolonija su
postavljene prekono¢ne kulture u 5 mL tekuc¢eg LB medija i 5 pL kanamicina te su inkubirane
u tresilici s inkubatorom na 37°C, 190 rpm, 16 h. Sljede¢i dan su iz njih izolirani plazmidi,
proizvoljno nazvani XX-pUK-ENx2, pomo¢u seta ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit te su im
izmjerene koncentracije na uredaju NanoDrop 8000. Kako bi se potvrdila uspjesnost ligacije
napravljena je restrikcijska analiza svih Sest XX-pUK-ENx2 plazmida enzimom Bsal koji
cijepa ugradeni odsjeGak DNA na dva mjesta. U svaku reakciju je dodano 10 U Bsal, 500 ng
plazmida XX-pUK-ENx2, 10x NEB 3.1. pufera i destilirane vode do ukupnog volumena od
20 uL. Restrikcija reakcija je inkubirana na temperaturi od 37°C, 1 h. Potom je napravljena
elektroforeza u 1% gelu agaroze uz interkaliraju¢u boju GelGreen. U svaku reakciju
restrikcije je dodana boja za nanoSenje 6x DNA loading dye te je ukupni volumen reakcije

nanesen na gel. Elektroforeza je trajala 20 min pri jakosti elektri¢nog polja od 10 V/cm.
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pUX21_seqF
Xbal

Xhol

pUX21_seqR

Slika 7. Shematski prikaz intermedijarnog plazmida pUK21gg. lacZo —gen za a podjedinicu
B-galaktozidaze; pUX21-seqF — forward pocetnica; Xbal — restrikcijsko mjesto enzima Xbal; Xhol —
restrikcijsko mjesto enzima Xhol; pUX21_segR — reverse pocetnica; ori — izvoriste replikacije, KanR
— gen za aminoglikozid fosfotransferazu koja daje otpornost na antibiotik kanamicin. Mapa plazmida

je napravljena u programu SnapGene.

Sljede¢i korak je ugradnja izolatora (United States Patent No. US8133699B2, 2012) u
plazmid XX-pUK-ENx2. Izolatorski slijed je naru¢en u obliku dva para oligonukleotida koji
komplementarnim sparivanjem daju dva odsje€ka DNA gdje svaki na jednoj strani ima
kohezivne krajeve potrebne za ligaciju u vektor, a na drugoj nepalindromske kohezivne
krajeve kojima se medusobno ligiraju kako bi stvorili kompletan izolatorski slijed dug 146 pb.
Oligonukleotidi su spareni prema opisanom protokolu. Potom je napravljena restrikcijska
digestija plazmida XX-pUK-ENx2 enzimima Nhel i Xhol koji ostavljaju kohezivne krajeve

komplementarne izolatorskim odsjeccima. U reakciju je dodano po 10 U svakog enzim, 500
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ng XX-pUK-ENXx2 (y = 319.6 ng/uL), 10x pufera NEB 2.1. i destilirane vode do ukupnog
volumena od 20 pL. Reakcija je stavljena u PCR uredaj te je odabran sljedec¢i program: 37°C /
16 h, 65°C / 20 min. Nakon restrikcijske digestije plazmid XX-pUK-ENx2 je defosforiliran
nakon cega je postavljena reakcija ligacije plazmida i dvaju izolatorskih odsje¢aka prema
protokolima iz prethodnih poglavlja. Transformacija ligacijske reakcije u NEB Stable
bakterije je napravljena prema protokolu iz ovog poglavlja. Kako bi se potvrdila uspjesnost
ligacije napravljena je reakcija PCR kolonija na 6 bakterijskih kolonija koriStenjem pocetnica
pUX21 seqF i pUX21_segR (Tablica 2). Reakcija PCR kolonija je napravljena pomocu
komercijalno dostupnog seta EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix prema uputama
proizvodaca. Produkti reakcije su stavljeni na 1% agarozni gel prema prethodno opisanom
protokolu. 1z pozitivnih klonova su izolirani plazmidi koristenjem komercijalno dostupnog
seta ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit. Idu¢i korak je bio ponovna ugradnja dvaju
izolatorskih odsjecaka kako bi plazmid XX-pUK-ENx2 sadrzavao dva uzastopna kompletna
izolatorska slijeda. U tu svrhu je cijeli prethodno opisani protokol ponovljen osim §to su u
ovom koraku za restrikcijsku digestiju koriSteni enzimi Xbal 1 Sall koji ostavljaju iste
palindromske kohezivne krajeve (izokaudomeri) kao i prethodno koriSteni Nhel i Xhol.
Plazmid izoliran nakon ovog koraka je proizvoljno nazvan XX-pUK-INSx2. Kako bi se
potvrdila ugradnja oba izolatorska slijeda XX-pUK-INSx2 je poslan na sekvenciranje u servis

Macrogen.

3.2.3. IZOLACHA, AMPLIFIKACIJA | UGRADNJA TERMINALNIH SLIEDOVA IR
TRANSPOZONA SLEEPING BEAUTY U PLAZMID XX-pUK-INSx2

Terminalni sljedovi IR transpozona sleeping beauty su izolirani restrikcijskom
digestijom komercijalno dostupnog plazmida pSBtet-RB enzimima Bsal i Hindlll. U
restrikcijsku reakciju je dodano 10 U Hindlll enzima, 15 U Bsal enzima, 10x NEB 2.1 pufera,
1000 ng plazmida pSBtet-RB (y = 781.4 ng/uL) i destilirane vode do ukupnog volumena od
20 pL. Digestija je provedena na 37°C, 16 h nakon ¢ega su dobiveni fragmenti naneseni na
1% agarozni gel u koji je dodana DNA interkaliraju¢a boja GelGreen. U uzorak je prije
nanoSenja na gel dodana boja 6x loading dye, a kao standard je koriSten GeneRuler DNA
Ladder Mix. Elektroforeza je provedena pri jakosti elektricnog polja od 5 V/cm te je
nakonzavrsetka agarozni gel prebacen na ne-UV transiluminator UVI Blue kako bi se

vizualizirali fragmenti. Fragmenti koji sadrZe lijevi odnosno desni terminalni slijed IR su
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izrezani 1 prociS¢eni iz gela koriStenjem komercijalnog seta QIAquick Gel Extraction Kit te

im je izmjerena koncentracija na uredaju NanoDrop 8000.

Idu¢i korak je amplifikacija lijevog odnosno desnog terminalnog slijeda IR lancanom
reakcijom polimeraze. U tu svrhu je koristen komercijalno dostupan set Herculase II Fusion
DNA Polymerase i pocetnice SB-LoRo_L-FW, Tm = 60°C i SB-inside_R-RE, Tm = 58°C
(Tablica 2) koje specificno umnazaju lijevi odnosno desni terminalni slijed IR. Lan¢ana
reakcija polimerazom je napravljena prema uputama proizvodaca s tim da je prianjanje
pocetnica provedeno na 60°C. Potom su PCR produkti vizualizirani elektroforezom u gelu
agaroze nakon ¢ega su procis€eni pomocu seta QIAquick PCR Purification Kit te im je

koncentracija izmjerena na uredaju NanoDrop 8000.

PCR produkti terminalnih sljedova IR su pocijepani restrikcijskim enzimom Bsal kako
bi dobili viseée krajeve potrebne za ugradnju u plazmid XX-pUK-INSx2. U svaku reakciju
digestije je dodano 10 U enzima Bsal, 10x CutSmart pufer, 400 ng lijevog (y = 67.14 ng /uL)
odnosno desnog (y = 35.94) terminalnog slijeda IR i destilirane vode do ukupnog volumena
od 20 pL. Takoder je pocijepan i plazmid XX-pUK-INSx2 restrikcijskim enzimom Esp3l. U
reakciju je dodano 10 U enzima Esp3I, 2 uL DTT-a (10 mM), 10x Tango pufer, 400 ng
plazmida XX-pUK-INSx2 (y = 148.1 ng/uL) i destilirane vode do ukupnog volumena od
20 uL. Obe digestije su provedene na 37°C, 16 h, a inaktivacija enzima je odradena na 65°C,
20 min. Potom je pocijepan plazmid defosforiliran prema opisanom protokolu. Nakon
desfosforilacije su postavljene dvije reakcije ligacije za ugradnju lijevog (280 pb) odnosno
desnog (275 pb) terminalnog slijeda IR u plazmid XX-pUK-INSx2 (2917 pb). Duljine vektora
1 inserta su unijete u program NEBioCalculator kao 1 zeljena masa vektora (40 ng) te omjer
inersta i vektora (3:1). Pomoc¢u dobivenih volumena su postavljene dvije ligacijske reakcije
koje su inkubirane 45 min na 16°C. Dobiveni konstrukti proizvoljno nazvani ARM-L (lijevi
terminalni slijed IR ugraden u XX-pUK-INSx2) i ARM-R (desni terminalni slijed IR ugraden
u XX-pUK-INSx2) su transformirani u bakterije NEB Stable te su transformirane bakterije
razmazane na ploce s krutim LB medijem koji sadrzi kanamicin prema protokolu opisanom u
prethodnom poglavlju. Ploce su inkubirane na 37°C, 16 h nakon ¢ega je napravljena reakcija
PCR kolonija kako bi potvrdili uspjesnost ligacije. Reakcija PCR kolonija je napravljena
pomocu seta Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix te su odabrane pocetnice SB-LORo0_L -
FW i pUX21 seqR (Tablica 2) za oba konstrukta. Produkti reakcije PCR kolonija su
provjereni gel elektroforezom kao i u prethodnim poglavljima. Iz pozitivnih klonova su
postavljene prekono¢ne kulture (po 3 za svaki uzorak) nakon Cega je napravljena izolacija
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plazmida kao u prethodnom poglavlju. Kako bi se potvrdila ispravnost lijevog odnosno

desnog terminalnog slijeda IR uzorci su poslani na sekvenciranje u servis Macrogen.

3.2.4. 1ZOLACHA, AMPLIFIKACIJA | UGRADNJA TERMINALNIH SLIEDOVA IR
TRANSPOZONA PIGGYBAC U PLAZMID XX-pUK-INSx2

Terminalni sljedovi IR transpozona piggyBac su izolirani iz plazmida pBCAG-eGFP
(Addgene, plazmid #40973) lancanom reakcijom polimerazom. U tu svrhu je koriSten set
Herculase 11 Fusion DNA Polymerase za dvije reakcije. U jednu reakciju je dodan pBCAG-
eGFP i pocetnice specifiéne za PB3 terminalni slijed IR, PB3-FW, Tm = 54°C i PB3-RE, Tm
= 54°C dok je u drugu dodan isti plazmid s pocetnicama specificnim za PB5 terminalni slijed
IR, PB5-FW, Tm = 52°C i PB5-RE, Tm = 51°C (Tablica 2). Obje reakcije su pripremljene
prema uputama proizvodaca. Produkti PCR reakcije su proc¢is¢eni pomocu seta QIAquick
PCR Purification Kit te su im koncentracije izmjerene na uredaju NanoDrop 8000. PB3 i PB5
terminalni slijed IR su ugradeni u plazmid XX-pUK-INSx2 na isti na¢in kao i terminalni
sljedovi transpozona sleeping beauty Sto je opisano u prethodnom poglavlju. Za provjeru
uspjesSnosti ugradnje je napravljena reakcija PCR kolonija pomocu seta Emerald Amp MAX
HS PCR Master Mix te su odabrane pocetnice pUX21 seqF i pUX21 seqR (Tablica 2).
Izolirani plazmidi su proizvoljno nazvani ARM-L pb (PB5 ugraden u XX-pUK-INSx2) i
ARM-R pb (PB3 ugraden u XX-pUK-INSx2). Kako bi se potvrdila ispravnost terminalnih

sljedova IR PB5 i PB3 izolirani plazmidi su poslani na sekvenciranje u servis Macrogen.

3.2.5. UGRADNJA TERMINALNI SLIEDOVA IR TRANSPOZONA SLEEPING BEAUTY
ODNOSNO PIGGYBAC | IZOLATORSKIH SLIEDOVA U PLAZMIDNU OKOSNICU
pBB-ARMs

Ugradnja terminalnih sljedova IR i izolatorskih sljedova u plazmidnu okoshicu pBB-
ARMs je provedena u dva koraka koja su identi¢na za sustave sleeping beauty i piggyBac.
Prvo je plazmid pBB-ARMs (y = 255 ng/uL) porezan restrikcijskim enzimom Esp31 kako bi
se linearizirao i dobio kohezivne krajeve potrebne za ugradnju inserta. Istovremeno je
pocijepan plazmd ARM-L (y = 112.7 ng/ pL) restrikcijskim enzimom Bsal kako bi nastao

insert koji sadrzi lijevi terminalni slijed IR i dva uzastopna izolatorska slijeda. Takoder je na
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isti nacin pocijepan plazmid ARM-L_pb (y = 239.4 ng/ uL) kako bi se izolirao insert koji
sadrzi PBS terminalni slijed IR i dva uzastopna izolatorska slijeda. Potom je plazmid pBB-
ARMs defosforiliran te su u njega zasebno ligirani dobiveni inserti. Konstrukti su
transformirani u NEB Stable bakterije te su transformanti razmazani na plo¢e s krutim LB
medijem Koji sadrzi ampicilin. Dobiveni konstruki su proizvoljno nazvani pPBB-ARMs-L i
pBB-ARMs-L pb. Kako bi se provjerila uspjeSnost ligacija napravijena je reakcija PCR
kolonija (EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix). Za konstrukt pBB-ARMs-L su izabrane
pocetnice SB-LoRo-FW i C9_seq2, a za konstrukt pBB-ARMSs-L_pb pocetnice PB5-FW i
lacZ_1 (Tablica 2). Reakcije su pripremljene prema uputama proizvodaca. Produkti reakcije
PCR kolonija su vizualizirani gel elektroforezom nakon ¢ega su iz pozitivnih klonova
postavljene prekono¢ne kulture u teku¢em LB mediju s ampicilinom. Sljede¢i dan su plazmidi
izolirani iz bakterija pomocu seta ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit te su im koncentracije
izmjerene na uredaju NanoDrop 8000. Svi opisani postupci su napravljeni prema prethodno
opisanim protokolima. Zadnji korak je ugradnja desnog terminalnog slijeda IR i dvaju
uzastopnih izolatorskih sljedova u plazmid pBB-ARMs-L odnosno ugradnja PB3 terminalnog
slijeda IR i dvaju uzastopnih izolatorskih sljedova u plazmid pBB-ARMs-L_pb. Kako bi se to
postiglo plazmidi ARM-R (252.2 ng/uL) i ARM-R pb (248.2 ng/uL) su pocijepani
restrikcijskim enzimom Bsal ¢ime su dobiveni fragmenti koji sadrze desni terminalni slijed IR
i dva uzastopna izolatora odnosno lijevi terminalni slijed IR i dva uzastopna izolatora.
Istovremeno su pocijepani plazmidi pBB-ARMSs-L i pBB-ARMs-L_pb enzimom Bpil tako $to
je u svaku reakciju dodano 15 U enzima Bpl, 10x pufer G, 500 ng pBB-ARMs-L (203.1
ng/uL) odnosno 500 ng pBB-ARMSs-L pb (273 ng/uL) i1 destilirane vode do ukupnog
volumena od 20 pL. Reakcije su stavljene u PCR uredaj te je odabran sljede¢i program: 16 h /
37°C, 20 min / 65°C. Potom su porezani plazmidi pBB-ARMs-L i pBB-ARMs-L_pb
defosforilirani nakon cega je postavljena reakcija ligacije svakog vektora s pripadnim
insertom. Dobiveni konstrukti su transformirani u NEB Stable bakterije koje su nakon
transformacije razmazane na ploc¢e krutim LB medijem i ampicilinom. Svi postupci su
napravljeni prema protokolima iz prethodnih poglavlja. Kako bi se potvrdila uspjeSnost
ugradnje PB3 terminalnog slijeda IR i dvaju uzastopnih izolatora u plazmid pBB-ARMSs-L_pb
napravljena je reakcija PCR kolonija s pocetnicama pUX21-seqR i ori_seql (Tablica 2)
koriStenjem seta Emerald Amp MAX HS PCR Master Mix. PCR produkti su potom stavljeni
na 1% agarozni gel kako bi se vizualizirali. Iz pozitivnih klonova su postavljene prekonoéne
kulture iz kojih je sljede¢i dan napravljena izolacija plazmida. Izolirani plazmid je nazvan

pBB-PB_BZ. Kako bi se potvrdila uspjesnost ugradnje desnog terminalnog slijeda IR i dvaju
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uzastopnih izolatora u plazmid pBB-ARMs-L napravljena je restrikcijska analiza dobivenih
konstrukata. Kako bi se to postiglo prvo su postavljene prekonoéne kulture iz 6 nasumic¢nog
odabranih kolonija. Potom je napravljena izolacija plazmida iz prekono¢nih kultura pomoc¢u
seta ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit te im je koncentracija izmjerena na uredaju NanoDrop
8000. Izolirani konstrukti nazvani pBB-SB_BZ su onda porezani s restrikcijskim enzimom
Xmal koji cijepa unutar izolatorskih sljedova da bi potvrdili ugradnju zadnjeg inserta. U
svaku reakciju digestije je dodano po 10 U enzima Xmal, 10x CutSmart pufer, 500 ng pBB-
SB_BZ koncentracija: 401.2 ng/uL, 330.2 ng/uL, 419.9 ng/uL, 365.1 ng/uL, 369.9 ng/uL,
298.5 ng/uL i destilirane vode do volumena od 20 pL. Reakcija je inkubirana 16 h na 37°C.
Pozitivni klonovi su poslani na sekvenciranje u servis Macrogen kako bi se potvrdila

ispravnost ugradenih sljedova.

3.2.6. AMPLIFIKACIJA SLIJEDA TRANSPOZAZE PB | ASSEMBLY EKSPRESIJISKOG
VEKTORA

Transpozaza PB je dizajnirana prema aminokiselinskom slijedu opisanom u radu
Doherty i sur. (2012). Dizajn transpozaze PB je ukljuc¢ivao optimizaciju kodona za ekspresiju
u stani¢nim linijama temeljenim na ljudskim stanicama i uklanjanje restrikcijskih mjesta te
potencijalnih splicing donora i akceptora koji su predvideni uz pomo¢ programa Human
splicing finder. Sinteza slijeda transpozaze PB je naru¢ena preko servisa Integrated DNA
Technologies. Dobivena transpozaza PB je prvo amplificirana koriStenjem seta Herculase 11
Fusion DNA Polymerase i pocetnica C9 seql i C9 seq2 (Tablica 2). Kako bi se slijed
transpozaze PB wuspjeSno amplificirao protokol za lancanu reakciju polimerazom je
optimiziran tako S§to je broj ciklusa amplifikacije smanjen na 10. Dobiveni produkt PCR
reakcije je procis¢en koristenjem seta QIAquick PCR Purification Kit te mu je izmjerena
koncentracija na uredaju NanoDrop8000. Sljede¢i korak je ugradnja amplificiranog slijeda
transpozaze PB u intermedijarni vektor pUK21gg. PCR produkt (y = 32.9 ng/p) i pUK21gg (y
= 48.5 ng/uL) su u tu svrhu porezani enzimima Xbal i Xhol kako bi dobili kompatibilne
kohezivne krajeve. Zatim je porezani plazmid pUK21gg defosforiliran te je u njega ligiran
porezani slijed transpozaze PB. Ligacijska reakcija je transformirana u kompetentne bakterije
XL10-Gold te su transformante razmazane na ploce s krutim LB medijem koji sadrzi
kanamicin. Svi postupci su napravljeni prema prethodno opisanim protokolima. Kako bi se

potvrdila uspjesnost ligacije napravljena je reakcija PCR kolonija koristenjem seta
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EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix i pocetnica pUX21-seqF i HyPB_seq3 (Tablica 2).
PCR produkti su zatim potvrdeni elektroforezom u gelu agaroze te su iz pozitivnih klonova
postavljene prekonoé¢ne kulture. Iz njih su sljedeéi dan izolirani plazmidi koji su poslani na
sekvenciranje u servis Macrogen kako bi se potvrdila ispravnost slijeda PB tranpozaze.
Dobiveni konstrukt je proizvoljno nazvan hyPB-14.

Plazmid pBackBone-BZ je odabran kao okosnica ekspresijskog vektora. Kako bi se
transpozaza PB mogla eksprimirati u animalnim stanicama u ekspresijski vektor su, osim
modula koji nosi gen transpozaze PB, ugradena tri modula: terminator, promotor i Ig-dual.
Terminatorski slijed se nalazi na plazmidu tNS-pTer-H, promotorski na plazmidu
tNS-pPro-CBh dok je 1g-dual naruc¢en u obliku dvaju komplementarnih oligonukleotida koji
sparivanjem daju DNA odsjeCak s vise¢im krajevima potrebnim za ugradnju u plazmidnu
okosnicu. Prije nego je napravljeno sklapanje (eng. assembly) opisanin DNA fragmenata Ig-
dual oligonukleotidi su spareni prema protokolu iz prvog poglavlja. Ugradnja svih DNA
odsjeCaka u plazmidnu okosnicu je provedena pomocu Golden Gate sklapanja prema
protokolu opisanom u tablici 3. U reakciju ligacije je osim modula dodan 10x pufer CutSmart,
10mM ATP, 10 U enzima Bsal, 350 U T4 DNA ligaze i destilirana voda do ukupnog
volumena od 20 pL. Reakcija je stavljena u PCR uredaj te je odabran sljede¢i program: (37°C
/'5 min, 16°C / 10 min) x 30, 50°C / 5 min, 80°C / 10 min. Nakon zavrSetka programa
reakcijske smjese su transformirane u bakterije XL10-Gold prema ve¢ opisanom protokolu.
Transformirane bakterije su potom nanesene na plocu s krutim LB medijem koja sadrzi
ampicilin, 100 mM IPTG i X-gal (y = 20 mg/mL). Plo¢e s bakterijama su inkubirane 16 h na
37°C u inkubatoru. Kako bi se potvrdila uspjeSnost ugradnje svih odsjecaka DNA u
plazmidnu okosnicu napravljena je reakcija PCR kolonija koristenjem seta Emerald Amp
MAX HS PCR Master Mix i pocetnica pro_SV40 PstI-FW i ter_SV40_Xhol-RE (Tablica 2).
PCR produkti su vizualizirani na pomoc¢u elektroforeze u gelu agaroze. 1z pozitivnih klonova
su postavljene prekonoéne kulture iz kojih je sljede¢i dan napravljena izolacija plazmida
koristenjem seta ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit te je dobiveni konstrukt nazvan
hyPB-Xpress_SV40.
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Tablica 2. Sljedovi pocetnica koriStenih tokom izrade konstrukata

Naziv Slijed (5'- 3)
C9 _seql TGAACCCCGACAACAGCGAC
ori_seq_FW TTGTTTGCCGGATCAAGAGC
C9_seg2 ATCCTGACCTTCCGCATCCC
pUX21_seqF GTAAAACGACGGCCAGT
pUX21 segR AGCGGATAACAATTTCACACAGG
SB-LoRo L-FW TAATGGTCTCATCCCTATACAGTTGAAGTCGGAAGTTTAC
SB-inside R-RE CTATGGTCTCAGGCTGGACCCCTTACCGAAACATCGC
PB3-FW CAATGGTCTCAGGCTTAAAAGTTTTGTTACTTTATAGAAGAAATTTTGAG
PB3-RE CATAGGTCTCTTCCCTTAACCCTAGAAAGATAATCATATTGTG
PB5-FW CAATGGTCTCATCCCTTAACCCTAGAAAGATAGTCTGC
PB5-RE CATAGGTCTCTGGCTGTCACGATATCTATAACAAGAAAAT
lacz_1 GGATGTGCTGCAAGGCG
ori_seql CACCTCTGACTTGAGCGTCG
HyPB seq3 CTCTGAAGGTGGCGCTGG
pro_SV40_Pstl-FW TAATCTGCAGGGTCTCAGGTAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTG
ter_SV40_Xhol-RE | TAATCTCGAGGTCTCAACCTCCAGTTGATCCAGACATGATAAGATACATTG

Tablica 3. Protokol za assembly ekspresijskog vektora transpozonskog sustava zasnovanog na
transpozonu piggyBac.

SKALIRANA

KONCENTRACIJA MASA MODULA (ng)
KONCENTRACIJA DULJINA VEKTORA DULJINA INSERTA . L .
NAZIV MODULA L " (ob) VEKTORA (duljina za omjer inserta i
n,
) (pb) P inserta/duljina vektora 3:1

vektora*koncentracija

Ig-dual 2,846 46 46 2,85 3,48

tNS-pPro-SV40 197 2997 369 24,26 275

hyPB-14 676,4 4377 1798 277,85 133,98

tNS-pTer-5V40 146 2784 151 7,92 11,25

pBackBone-BZ 100 2394 2013 84,09 50
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4. REZULTATI

4.1. 1IZRADA PLAZMIDNE OKOSNICE | UGRADNJA IZOLATORSKIH
SLJEDOVA U PLAZMID pUK21gg

Kako bi se izradila plazmidna okosnica, u koju ¢e se ugraditi terminalni sljedovi IR
transpozona sleeping beauty odnosno piggyBac i izolatorski sljedovi, plazmid pBackBone-BZ
je modificiran dodavanjem dvaju odsje¢aka DNA koji sadrze restrikcijska mjesta za enzime
Esp3l i Bbsl. Ugradnja navedenih odsjecaka DNA u plazmid pBackBone-BZ je provedena u
dva koraka kloniranja. Uspjesnost ugradnje obaju odsje¢aka DNA je provjerena metodom
reakcije PCR kolonija koristenjem pocetnica C9 seql i C9_seq2 na deset kolonija. Obje
pocetnice su komplementarne insertima te daju produkt duzine 461 pb. Kao negativna
kontrola reakcije je koriSten plazmid pBackBone-BZ koji sadrZzi samo odsje¢ak DNA s
restrikcijskim mjestom za enzim Esp3l. Produkti reakcije PCR kolonija su vizualizirani
elektroforezom u gelu agaroze (Slika 8) te je potvrdena uspjesnost ligacije kod devet od deset
klonova. Dobiveni konstrukt je nazvan pBB-ARMs. Ispravnost ugradenih sljedova je dodatno

potvrdena sekvenciranjem Sangerovom metodom.

MARKER CTRL ARMsl ARMs2 ARMs3 ARMs4 ARMs5 ARMs6 ARMs7 ARMs8 ARMs9 ARMsl0 CTRL -~ NK MARKER

Slika 8. Elektroforeza u 1% gelu agaroze plazmida pBB-ARMSs nakon reakcije PCR kolonija.
MARKER — 100 bp DNA ladder; CTRL — negativna kontrola (pBackBone + odsje¢ak DNA s
restrikcijskim mjestom za enzim Esp3l); ARMs1-ARMs10 - odabrani bakterijski klonovi
transformirani konstruktom pBB-ARMs; NK — negativna kontrola reakcije PCR kolonija. Klonovi
zaokruzeni crvenom bojom su dodatno potvrdeni sekvenciranjem. Svi klonovi osim ARMs5 su
pozitivni jer daju amplikon duljine oko 400 pb. Signali kod uzoraka ctrl vjerojatno predstavljaju
genomsku DNA. Fotografija gela nakon elektroforeze je prilagodena (kontrast, ekspozicija, oznake
uzoraka) programom Adobe Phostoshop CC.

27



Plazmid pUK2l1gg je iskoriSten kao intermedijarni vektor za ugradnju dvaju
uzastopnih izolatorskih sljedova i terminalnih sljedova IR. Kako bi navedeni sljedovi mogli
kasnije biti ubaceni u prethodno modificiranu plazmidnu okosnicu pBB-ARMS, u plazmid
pUK21gg je ugraden odsjeCak DNA koji sadrzi restrikcijska mjesta za enzime Bsal i Esp3I.
Nakon potvrde ugradnje odsjecka DNA restrikcijskom analizom slijedila je ugradnja dvaju
uzastopnih izolatorskih sljedova u dva koraka kloniranja. Uspjesnost ugradnje oba slijeda je
provjerena metodom reakcije PCR kolonija koriStenjem pocetnica pUX21 seqF i
pUX21 seqR koje daju produkt dug 496 pb. Kao negativna kontrola reakcije koristen je
plazmid koji sadrzi samo jedan izolatorski slijed te nakon PCR reakcije s istim pocetnicama
daje produkt dug 357 pb. Produkti PCR reakcije su vizualizirani elektroforezom u gelu
agaroze (Slika 9). Ispravnost ugradenih sljedova je dodatno potvrdena sekvenciranjem dvaju
klonova XX-pUK-ENx2 konstrukata.

INS3 INS4  INS5 CTRL 1INS6 INS7 INES INS9 * INS10 NK

3000 pb—

1000 ob-
500 pb—|

Slika 9. Elektroforeza u 1% gelu agaroze plazmida XX-pUK-INSx2 koji sadrzi dva izolatorska
slijeda nakon reakcije PCR kolonija. MARKER — 100 bp DNA ladder; INS1-INS10 - odabrani
bakterijski klonovi transformirani konstruktom XX-pUK-ENx2; CTRL — negativha kontrola (plazmid
s jednim izolatorskim slijedom); NK — negativna kontrola reakcije PCR kolonija. Klonovi zaokruzeni
crvenom bojom su dodatno potvrdeni sekvenciranjem. Klonovi INS3, INS6 i INS9 su negativni jer
daju produkt veli¢ine 357 pb identiCan produktu negativne kontrole (CTRL). Ostali klonovi su
pozitivni i daju produkt dug 496 pb S§to odgovara dvama ugradenim izolatorskim sljedovima.
Fotografija gela nakon elektroforeze je prilagodena (Kontrast, ekspozicija, oznake uzoraka)
programom Adobe Phostoshop CC.

4.2. 1ZRADA TRANSPOZONSKOG VEKTORSKOG SUSTAVA ZASNOVANOG
NA TRANSPOZONU SLEEPING BEAUTY

Lijevi i desni terminalni sljedovi IR transpozona sleeping beauty su razdvojeni u

fragmente razli¢ite duZine restrikcijom pSBtet-RB plazmida. Na taj nafin je omogucena
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amplifikacija oba slijeda jednakim pocetnicama. Ocekivana duzina PCR produkta lijevog
terminalnog slijeda IR je 306 pb, a desnog 301 pb. Dobiveni PCR produkti su vizualizirani
elektroforezom u gelu agaroze (Slika 10). Potvrdeni PCR produkt lijevog terminalnog slijeda
IR je potom ugraden u intermedijarni plazmid pUK21gg koji sadrzi dva uzastopna izolatorska
slijeda. U isti intermedijarni plazmid je ugraden PCR produkt desnog terminalnog slijeda IR.
Novoizradeni konstrukti su nazvani ARM-L i ARM-R te je ispravnost sljedova koje sadrze
provjerena sekvenciranjem (Slika 11). Zatim je lijevi terminalni slijed IR zajedno s dva
uzastopna izolatorska slijeda restrikcijskom digestijom izoliran s plazmida ARM-L te ugraden
u plazmidnu okosnicu pBB-ARMs kako bi dobili konstrukt pBB-ARMs-L. Zatim je u
konstrukt pBB-ARMs-L ugraden desni terminalni slijed zajedno s dva uzastopna izolatora
koji su izolirani s plazmida ARM-R. Uspjesnost ugradnje navedenih sljedova u plazmidnu
okosnicu pBB-ARMs je potvrdena restrikcijskom analizom enzimom Xmal koji cijepa unutar
izolatorskog slijeda. Kao negativna kontrola reakcije je koristen konstrukt pPBB-ARMSs-L koji
nakon restrikcije daje produkte duge 2848 pb 1 156 pb. Ocekivani produkti restrikcije dugi
2648 pb, 595 pb i 156 pb su vizualizirani elektroforezom u gelu agaroze (Slika 12). Ispravnost
dobivenog finalnog konstrukta pBB-SB-BZ (Slika 13) je potvrdena sekvenciranjem.

Ekspresijski vektor koji sadrzi transpozazu sleeping beauty SB100X je narucen preko
servisa Addgene (Addgene plasmid #34879).
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3000 pb

1000 pb
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Slika 10. Elektroforeza u 1% gelu agaroze amplificiranih terminalnih sljedova IR transpozona
sleeping beauty. L-IR — amplikon lijevog terminalnog slijeda IR; R-IR — amplikon desnog
terminalnog slijeda IR; MARKER — 100 bp DNA ladder. Oba PCR produkta su pozitivna jer daju
amplikon veli¢ine 306 odnosno 301 pb. Fotografija gela nakon elektroforeze je prilagodena (kontrast,

ekspozicija, oznake uzoraka) programom Adobe Phostoshop CC.
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SB-LoRo_L-FW

28 fGeTCTCatccotatacagttgaagtcggaagiitag

\tccactagttCTAGT66TCTCatccctatacagttgaagtcggaagtttacatacaccttagecaaatacatttaaactcactttttcacaattcctgacatttaatcctagtaaaaattecctgtcttaggtcagttaggatcaccactttattt
y \ | | ; : y y y y y Y y y |
t t t

t t t t t t t t t t t t
:aggtgatcaaGATCACCAGAGtagggatatgtcaacttcagccttcaaatgtatgtggaatcggtttatgtaaatttgagtgaaaaagtgttaaggactgtaaattaggatcatttttaagggacagaatccagtcaatectagtggtgaaataas

Gly ser Thr

DI S8 IRDR (R)
TA

\tecactagttCTAGTG6TCTCatccetatacagttgaagtcggaagtttacatacaccttagecaaatacatttaaactcactttttcacaattectgacatttaatcctagtaaaaattecctgtettaggtcagttaggatcaccactttattt

ATCCACTAGTTCTAGTGGTCTCATCCCTATACAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACCTTAGCCAAATACATTTAAACTCACTTTTTCACAATTCCTGACATTTAATCCTAGTAAAAATTCCCTGTCTTAGGTCAGTTAGGATCACCACTTTATTT

A L e

B

SB-LoRo_L-FW

aatGGTCTCatccctatacagttgaagtcggaagt:i;h
itagttCTABTBETCTCatccctatacagttgaagtcggaagtttacatacacttaagttggagtcattaaaactegtttttcaactactccacaaatttcttgttaacaaacaatagttttggcaagtcagttaggacatet
) H N N ) : ! : ) \ ! ) \ ;

t t t t t t t t t t t t t t
jatcaaGATCACCAGAGtagggatatgtcaacttcagecttcaaatgtatgtgaattcaaccteagtaattttgagcaaaaagttgatgaggtgtttaaagaacaattgtttgttatcaaaaccgttcagtcaatcetgtaga

Thi

o Thr

[ d 5B IRDR (L)
TA

:tagttCTAGTEGETCTCatccctatacagttgaagtcggaagtttacatacacttaagttggagtcattaaaactcgtttttcaactactccacaaatttcttgttaacaaacaatagttttggcaagtcagttaggacatcet

STAGTTCTAGTGGTCTCATCCCTATACAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACTTAAGTTGGAGTCATTAAAACTCGTTTTTCAACTACTCCACAAATTTCTTGTTAACAAACAATAGTTTTGGCAAGTCAGTTAGGACATCT

e T

Slika 11. Primjer poravnanja A — desnog terminalnog slijeda IR u kosntruktu ARM-R i B —
lijevog terminalnog slijeda IR u konstruktu ARM-L. lacZa - gen za o podjedinicu B-galaktozidaze;
TA — TA dinukleotid; SB-LoRo_L-FW — pocetnica iskoristena za amplifikaciju lijevog i desnog
terminalnog slijeda IR; SB IR-DR (R) — desni terminalni slijed IR; ; SB IR-DR(L) — lijevi terminalni

slijed IR. Poravnanje je napravljeno u programu SnapGene.
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Slika 12. Elektroforeza u 1% gelu agaroze nakon restrikcijske analize finalnog konstrukta
pBB-SB-BZ enzimom Xmal. MARKER — 100 bp DNA ladder; SB-1-SB6 - odabrani bakterijski
klonovi transformirani konstruktom pBB-SB-BZ. CTRL - negativna kontrola (pBB-ARMs-L).
Ispravnost slijeda konstrukta zaokruzenog crvenom bojom je potvrdena sekvenciranjem. Svi klonovi
su pozitivni jer daju tri produkta nakon restrikcijske analize dok kod negativne kontrole postoje samo
dva produkta. Fotografija gela nakon elektroforeze je prilagodena (kontrast, ekspozicija, oznake

uzoraka) programom Adobe Phostoshop CC.
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SB IR-DR (L)

chri9 tRNA insulator

A Minimal CPE insulator

Minimal CPE insulator

pBB-SB-BZ
3555 bp

Minimal CPE insulator
chri9 tRNA insulator
SB IR-DR (R)

TA

Slika 13. Shematski prikaz vektorskog transpozonskog sustava zasnovanog ha transpozonu
sleeping beauty. TA — TA dinukleotid; SB IR-DR(L) — lijevi terminalni slijed IR; chrl9 tRNA
insulator — kromatinski izolator; Minimal CPE insulator — izolatorski slijed; B i Z — mjesta cijepanja
restrikcijskog enzima Bsal; Bsal — mjesto vezanja restrikcijskog enzima Bsal; lacZo - gen za a
podjedinicu B-galaktozidaze; SB IR-DR (R) — desni terminalni slijed IR; ori — izvoriste replikacije;
AmpR — gen za B-laktamazu koja daje otpornost na antibiotik ampicilin. Mapa plazmida je izradena
programom SnapGene.
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4.3 IZRADA TRANSPOZONSKOG VEKTORSKOG SUSTAVA ZASNOVANOG
NA TRANSPOZONU PIGGYBAC

Terminalni sljedovi IR transpozona piggyBac su amplificirani direktno s plazmida
pBCAG-eGFP koriStenjem dva seta pocetnica. Nakon amplifikacije terminalni slijed IR PB3
je ugraden u intermedijarni plazmid pUK21gg koji sadrzi dva uzastopna izolatorska slijeda.
Isto je napravljeno s terminalnim slijedom IR PBS5. UspjeSnost ugradnje je provjerena
metodom reakcije PCR kolonija koriStenjem pocetnica pUX21 seqF i pUX21 seqR koje se
vezu za pUK21gg plazmid i daju produkt od 797 pb (konstrukt ARM-L_pb) odnosno produkt
od 721 pb (konstrukt ARM-R_pb). Kao negativna kontrola reakcije je koriSten isti plazmid
bez ugradenih terminalnih sljedova IR (XX-pUK-ENx2) kod kojeg iste pocetnice daju
produkt dug 496 pb. Produkti reakcije su vizualizirani agaroznom gel elektroforezom (Slika
14) te je potvrdena uspjesnost ugradnje kod svih klonova. Po jedan klon od svakog konstrukta
je potvrden sekvenciranjem Potom su terminalni sljedovi IR zajedno s izolatorskim
sljedovima izolirani restrikcijom konstrukata ARM-L_pb i ARM-R_pb te su u dva koraka
kloniranja ugradeni u plazmidnu okosnicu pBB-ARMSs kako bi dobili finalni konstrukt.
Uspjesnost izrade finalnog konstrukta je provjerena metodom reakcije PCR kolonija te su
produkti vizualizirani agaroznom gel elektroforezom. Za provjeru su koriStene pocetnice
pUX21-seqR 1 ori _seql koje se vezu za samu okosnicu i daju produkt dug 1020 pb. Kao
negativna kontrola je koristen plazmid pBB-ARMs s ugradenim terminalnim slijedom IR PB5
i dva uzastopna izolatora (pBB-ARMs-L) kod kojeg iste pocetnice daju produkt dug 498 pb.
Uspjesnost ugradnje je potvrdena kod svih klonova agaroznom gel elektroforezom (Slika 15).
Ispravnost dobivenog finalnog konstruka pBB-PB-BZ (Slika 16) je dodatno potvrdena

sekvenciranjem.

34
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Slika 14. Elektroforeza u 1% gelu agaroze plazmida ARM-L_pb i ARM-R_pb nakon reakcije
PCR kolonija. MARKER — 100 bp DNA ladder; R_pbl-R_pb4 - odabrani bakterijski klonovi
transformirani konstruktom ARM-R_pb; CTRL — negativna kontrola (XX-pUK-ENx2); L_pb1-L_pb4
- odabrani bakterijski klonovi transformirani konstruktom ARM-L_pb; NK — negativna kontrola
reakcije PCR kolonija. Svi ARM-R_pb klonovi su pozitivni jer daju PCR produkt duljine 721 pb.
Takoder su svi ARM-L-PB klonovi pozitivni jer daju PCR produkt duljine 797 pb. Negativna kontrola
nakon reakcije PCR kolonija daje amplikon dug 496 pb. Ispravnost sljedova zaokruzenih klonova je
provjerena sekvenciranjem. Fotografija gela nakon elektroforeze je prilagodena (kontrast, ekspozicija,

oznake uzoraka) programom Adobe Phostoshop CC.

1000 pb—

500 pb—

Slika 15. Elektroforeza u gelu agaroze finalnog konstrukta pBB-PB-BZ nakon reakcije PCR
kolonija. MARKER — 100 bp DNA ladder; PB-1-PB8 - odabrani bakterijski klonovi transformirani
konstruktom pBB-PB-BZ; CTRL - negativna kontrola (pBB-ARMSs-L); NK — negativna kontrola
reakcije PCR kolonija. Klon zaokruzen crvenom bojom je dodatno potvrden sekvenciranjem. Svi
klonovi su pozitivni jer nakon reakcije PCR kolonija daju amplikon dug 1020 pb. Negativna kontrola
daje PCR produkt dug 498 pb. Fotografija gela nakon elektroforeze je prilagodena (kontrast,

ekspozicija, oznake uzoraka) programom Adobe Phostoshop CC.
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Slika 16. Shematski prikaz vektorskog transpozonskog sustava zasnovanog na transpozonu
piggyBac. ttaa — ttaa nukleotidni slijed; 5'PB — terminalni slijed IR PB5; Minimal CPE insulator —
izolatorski slijed; B i Z — mjesta cijepanja restrikcijskog enzima Bsal; Bsal — mjesto vezanja
restrikcijskog enzima Bsal; lacZao - gen za o podjedinicu B-galaktozidaze; 3'PB — terminalni slijed IR
PB3; ori — izvoriste replikacije; AmpR — gen za B-laktamazu koja daje otpornost na antibiotik

ampicilin. Mapa plazmida je napravljena u programu SnapGene.

Ekspresijski vektor transpozonskog vekotorskog sustava zasnovanog na transpozonu
piggyBac je izraden ugradnjom slijeda transpozaze PB te odsjeGaka DNA koji omogucuju
ekspresiju transpozaze u animalnim stanicama u plazmidnu okosnicu pBackBone-BZ. Prije
ovog koraka slijed transpozaze PB je amplificiran i potom ugraden u intermedijarni plazmid
pUK21gg. Uspjesnost sklapanja svih modula (Tablica 2) je provjerena metodom reakcije PCR
kolonija koristenjem pocetnica pro SV40 Pstl-FW i SV40_Xhol-RE koje se vezu za dva
vanjska modula (tNS-pPro-SV40 odnosno tNS-pTer-SV40) i daju produkt dug 2323 pb.
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Produkti su vizualizirani elektroforezom u gelu agaroze te je potvrdena ugradnja kod svih
klonova (Slika 17). Finalni konstrukt nazvan hyPB-Xpress SV40 je shemtaski prikazan na
slici 19.
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Slika 17. Elektroforeza u 1% gelu agaroze ekspresijskog vektora hyPB-Xpress SV40 nakon
reakcije PCR kolonija. MARKER — 100 bp DNA ladder; PBasel-PBase8 - odabrani bakterijski
klonovi transformirani konstruktom hyPB-Xpress_SV40; NK — negativna kontrola PCR reakcije. Svi
klonovi su pozitivni jer nakon reakcije PCR kolonija daju amplikon dug 2323 pb. Fotografija gela
nakon elektroforeze je prilagodena (kontrast, ekspozicija, oznake uzoraka) programom Adobe
Phostoshop CC.
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Slika 18. Shematski prikaz ekspresijskog vektora hyPB-Xpress_SV40 transpozonskog sustava
zasnovanog na transpozonu piggyBac. SV40 promoter — promotorski slijed za ekspresiju u
animalnim stanicama; hyPBase — slijed transpozaze PB; SV40 poly(A) signal — poliadenilacijski
signal; ori — izvoriSte replikacije; AmpR — gen za B-laktamazu koja daje otpornost na antibiotik
ampicilin; DTS - slijed za unos vektora u jezgru. Mapa plazmida je napravljena u programu

SnapGene.
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5. RASPRAVA

DNA transpozoni sleeping beauty i piggyBac DNA su mobilni elementi koji se
pokre¢u mehanizmom izrezivanja i ugradnje tako da se izrezuju iz jednog mjesta u genomu i
reintegriraju u drugo. Identifikacija mehanizama njihove transpozicije je zapocela razvitak
transpozonskih vektorskih sustava u svrhu prijenosa gena (Munoz-Lopez i Garcia-Perez 2010,
Ivics i Izsvak 2015). Vektorski sustavi SB i PB su se pokazali kao odli¢na alternativa viralnim
vektorima za uspostavljanja stabilnih stani¢nih linija, stvaranje transgeni¢nih Zzivotinja,
eksperimente insercijske mutageneze i gensku terapiju (lvics i Izsvak 2015, Tipanee i sur.
2017)).

Cilj ovog istrazivanja je bio izrada dvaju transpozonskih vektorskih sustava
zasnovanih na transpozonima sleeping beauty odnosno piggyBac u svrhu uspostave stabilnih
stani¢nih linija koje ¢e eksprimirati transgen od interesa. Upotreba neviralnih metoda dostave
transgena koje ne uklju¢uju njegovu integraciju u genom se pokazala neefikasnom zbog
gubitka ekspresije transgena diobom stanica ¢ime se gubi plazmidni vektor te niskog udjela
transfeciranih stanica kod velikih transgena. Veli¢ina transgena predstavlja znacajan problem
1 kod upotrebe viralnih vektora zbog potrebe pakiranja viralnih ¢estica. Transpozonski sustavi
nadilaze probleme ostalih metoda prijenosa gena jer nemaju definiran limit veli¢ine sljedova
koje nose te omogucuju njihovu ugradnju u genom stanica domac¢ina ¢ime se omogucava
dugotrajna ekspresija transgena. U pogledu kapaciteta vektori piggyBac imaju prednost jer
mogu nositi sljedove do 200 kb. Li i sur. (2013) su koristenjem PB vektorskog sustava
uspjes$no unijeli 207 kb dug slijed DNA u genom HEK?293 stanica. Prednost vektora sleeping
beauty nad svim ostalim vektorskim sustavima je njihova gotovo nasumicna integracija u
genom. Vektori PB pokazuju karakteristike viralnih vektora preferencijalnom ugradnjom u

blizini mjesta inicijacije transkripcije, $to povecava vjerojatnost insercijske mutageneze.

Kako bi se transgen od interesa zastitio od utiSavanja, u oba transpozonska vektorska
sustava su dodani izolatorski sljedovi. Sharma i sur. (2012) su pokazali da dolazi do
utiSavanja ekspresijske kazete heterokromatinizacijom u ARPE-19 stanicama 8 tjedana nakon
njene ugradnje pomoc¢u SB 1 PB vektora. ZaStitom ekspresijske kazete cHS4 izolatorom doslo
je do povecanja ekspresije, ali ne i do stabilizacije ekspresije nakon duzeg vremena u kulturi.
Kod F9 teratokarcinoma stanica transfeciranih SB vektorom isti je izolator pak doveo do
stabilizacije ekspresije (Dalsgaard i sur. 2009). Pozitivan ucinak izolatorskih sljedova na

dugotrajnu ekspresiju transgena koristenjem vektora PB je pokazan i u TRAMP i K562
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stanicama (Mossine i sur. 2013). Izolatorski sljedovi povecavaju ekspresiju transgena te ga

Stite od utiSavanja epigenetickim modifikacijama ovisno o stani¢nom tipu.

Ugradnja cetiri identi¢na izolatorska slijeda, po dva sa svake mjesta za ugradnju
ekspresijske kazete, u vektorske sustave zasnovane na transpozonu sleeping beauty odnosno
piggyBac je dovela do problema u reakcijama sekvenciranja i reakcijama PCR kolonija zbog
stvaranja sekundarnih struktura. Provjera finalnih konstrukata SB i PB vektora metodom
reakcije PCR kolonija je zato bila neuspjes$na te smo primijenili druge strategije. Ispravnost
PB vektora smo potvrdili reakcijom PCR kolonija uz koristenje pocetnica koje ne obuhvacaju
sva Cetiri izolatorska slijeda dok smo ispravnost SB vektora potvrdili restrikcijskom analizom.
Kako bi potvrdili da nije doSlo do mutacija ili rearanzmana ugradenih sljedova finalni
konstrukti su sekvencirani Sangerovom metodom. Rezultati sekvenciranja su bili izrazito lose
kvalitete zbog visestrukih ponavljanja izolatorskih sljedova te bogatog udjela GC parova
baza. 1z tog razloga smo klonove sekvencirali s viSe preklapajuc¢ih pocetnica. Pokazalo se da
klonovi SB plazmida nose inserciju timina unutar dvaju izolatorskih sljedova. S obzirom da se
izolatori ne translatiraju u proteine te da su objavljene brojne sekvence tog izolatora s manjim
varijacijama, pretpostavili smo da takva insercija nete dovesti do gubitka izolatorske

aktivnosti nakon transfekcije stanica.

Oba transpozonska sustava kao i ekspresijski vektor za transpozon PB smo prilagodili
za GoldenGate kloniranje koriStenjem pBackBone-BZ plazmidne okosnice koja sadrzi Bsal
restrikcijsko mjesto. Na taj nac¢in smo transpozonske sustave ucinili jednostavnijim za
ugradnju razli¢itih ekspresijskih kazeta, odnosno kompatibilnim s ve¢ postoje¢im modularnim
sustavom za slaganje ekspresijskih kazeta fuzija Cas9 proteina koji se u laboratoriju vec
koristi u sklopu drugih projekata. Okosnicom koja je donorski vektor za transpozone PB i SB
postoje¢i modularni sustav dobiva moguénost stabilne ugradnje ekspresijskih kazeta u genom

animalnih stanica u kulturi.

Transpozonski sustavi sli¢ni naSem su ve¢ uspjesno iskoriSteni za uspostavu stabilnih
stani¢nih linija. Kowarz i sur. (2015) su modifikacijom SB transpozonskog sustava uspjesno
generirali stabilne linije HEK293T i HelLa stanica koje eksprimiraju GFP (eng. green
fluorescent protein). Modificirani PB transpozonski sustav je iskoriSten za uspostavu
HEK293S i HEK293T stabilnih stani¢nih linija koje eksprimiraju eukariotske proteine u svrhu
proucavanja njihovih domena (Li i sur.2013). Field i sur. (2013) su pokazali prednosti SB
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vektora u usporedbi s lentivirusima u stvaranju stani¢nih linija T-limfocita koji eksprimiraju

af T-stani¢ni receptor.

Izradeni vektorski sustavi zasnovani na transpozonima sleeping beauty odnosno

piggyBac ¢e omogucditi ugradnju bilo kojeg gena od interesa u genom animalnih stanica te

njegovu dugotrajnu i stabilnu ekspresiju tokom vremena u stani¢noj kulturi.
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6. ZAKLJUCAK

e Terminalni sljedovi IR transpozona sleeping beauty su amplificirani i ugradeni u
intermedijarni plazmid

e Terminalni sljedovi IR transpozona piggyBac su amplificirani i ugradeni u
intermedijarni plazmid

o Cetiri izolatorska slijeda su ugradena u intermedijarni plazmid (po dva sa svake strane
mjesta za ugradnju gena od interesa)

e Uspjesno je izraden sinteticki transpozonski sustav zasnovan na transpozonu sleeping
beauty koji sadrzi terminalne sljedove IR transpozona sleeping beauty i cetiri
izolatorska slijeda prilagoden za Kloniranje GoldenGate

e Uspjesno je izraden sinteticki transpozonski sustav zasnovan na transpozonu piggyBac
koji sadrzi terminalne sljedove IR transpozona piggyBac i Cetiri izolatorska slijeda
prilagoden za kloniranje GoldenGate

e Gen za transpozazu PB je amplificiran i ugraden u intermedijarni plazmid

e Uspjesno je izraden ekspresijski vektor sintetickog transpozonskog sustava

zasnovanog na transpozonu piggyBac
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