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INFOLEHT

Meetodite vordlus gRNA efektiivsuse hindamiseks genoomi muundamisel CRISPR/Cas9

tehnoloogiat kasutades

CRISPR/Cas9 eksperimendi efektiivsust mojutab gRNA efektiivsus, mis juhib Cas9 valgu
sihtmérkjarjestuseni, ning seetdttu on oluline hinnata disainitud gRNA-de efektiivsust genoomi
muundamisel. Kirjanduse pohjal populaarseima meetodi T7 endonukleaas I tulemuste pohjal on
raske hinnata gRNA tegelikku efektiivsust rakupopulatsioonis. To0s testitud kolm PCR-pdhist
meetodit: ACT-PCR, Bindel-PCR ja ORNi PCR ei andnud samuti rahuldavaid tulemusi. Nende
meetodite puhul alahinnatakse populatsioonis olevate indelite osakaalu, sest rakupopulatsioonid
sisaldavad ka muundamata jérjestusi. Kuigi Sanger sekveneerimisel pohinevate meetoditega saab
tildiselt edukalt hinnata indelite osakaalu ja gRNA efektiivsust, soltuvad tulemused konkreetsest
katsest. Koige tdpsema ja iilevaatlikuma pildi gRNA-de efektiivsusest ja tekkinud indelite

sagedusest rakupopulatsioonis annab jargmise pdlvkonna sekveneerimine.
Mirksonad: CRISPR/Cas9, gRNA
CERCS kood: B220, Geneetika, tsiitogeneetika, T490, Biotehnoloogia

Comparison of methods to evaluate gRNA efficiency using CRISPR/Cas9 technology for

genome editing

The efficacy of CRISPR/Cas9 is significantly affected by the designed gRNA that directs the Cas9
protein to the target sequence. An important step in the CRISPR/Cas9 experiment is to confirm the
efficiency of designed gRNASs. Based on the literature, the most popular method - T7 endonuclease
| gives vague results that do not accurately reflect gRNA efficiency. The three PCR-based methods
tested in this work: ACT-PCR, Bindel-PCR and ORN PCR also did not give satisfactory results.
These methods generally underestimate the proportion of indels because cell populations also often
contain a higher proportion of wild-type sequences. Although, methods based on Sanger
sequencing successfully assess the proportion of indels and gRNA efficiency, the results depend
on the quality of the data. Next-generation sequencing provides the most accurate and
comprehensive information about the efficiency of gRNAs and the frequency of indels in the whole

edited cell populations.
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KASUTATUD LUHENDID

CRISPR - klasterdatud regulaarsete vahedega lithikesed palindroomsed kordused (ing k Clustered

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

Cas9 - CRISPR-ga seotud valk 9 (ing k CRISPR associated protein 9)

crRNA — CRISPR RNA

DSB - kaheahelaline katke (ingl k Double Stranded Break)

HDR - homoloogia poolt suunatud parandamine (ingl k Homology-Directed Repair)
Indel - insertsioonid ja/voi deletsioonid (ingl k INsertsions/DELetions)

gRNA - giid-RNA (ingl Guide RNA)

NGS - jargmise pdlvkonna sekveneerimine (ingl k Next Generation Sequencing)
NHEJ - mittehomoloogne otsade ithendamine (ingl k Non-Homologus End Joining)
PAM - protospeisseri kiilgnev motiiv (ingl k Protospacer Adjacent Motif)

TALEN - transkriptsiooni aktivaatori taoline efektor-nukleaas (ing k Transcription Activator-like

Effector Nuclease)
tracrRNA - trans-aktiveeruv CRISPR RNA (ingl k Trans-activating crispr RNA)
wt - metsik-tiitipi (ingl k Wilde Type)

ZFN - tsink-sdrme nukleaas (ingl k Zinc Finger Nuclease)



SISSEJUHATUS

Edusammud genoomi muundamise tehnoloogiates vdimaldavad iiha kiiremini ja lihtsamini
muundada soovitud positsioone genoomis. Téanapédeval iiks populaarseim genoomi muundamise
tehnoloogia, CRISPR/Cas9, on avardanud meie teadmisi haigusseoselistest muutustest, genoomi
organisatsioonist ning geenide omavahelistest interaktsioonidest. Varreldes varasemalt kasutuses
olevate tehnoloogiatega on CRISPR/Cas9 kiirem, odavam ja lihtsamini kohandatav. Cas9 poolt
tekitatud kaheahelaline katke parandatakse kas vigaderohke mitte-homoloogse otsade iihendamise
(ingl k Non-Homologus End Joining — NHEJ vdi homoloogia poolt suunatud parandamisega (ingl
k Homology-Directed Repair - HDR). Soovitud geeni funktsiooni uurimiseks kasutatakse &ra
eelkdige NHEJ vigaderohket olemust, kuna parandamisel tekkinud indelid viivad sageli geeni
funktsiooni rikkumiseni. Uldiselt testitakse mitut kandidaat gRNA-d, kuna nende efektiivsus Cas9
sihtmérkjérjestuseni juhtimisel on erinev. Seepdrast on oluline valida testitavate gRNA-de seast
koige efektiivsem. gRNA-de efektiivsuse hindamiseks on mitmeid erinevaid meetodeid, aga neil
koigil on omad tugevad ja norgad kiiljed, mistottu arendatakse pidevalt uusi meetodeid. Valitud
meetodite juures on oluline, et need oleksid vdimalikult lihtsad ja kiired ning tulemusi oleks

voimalikult iiheselt digesti hinnata.

Kuna analiiiisi meetodite ,kuldstandardit”, jargmise podlvkonna sekveneerimist peetakse
ajakulukaks, kalliks ning raskesti kéittesaadavaks, piiiitakse arendada kiireid, lihtsaid ja
kulutdhusaid meetodeid, mis voimaldaksid hinnata gRNA-de efektiivsust. Jarjest rohkem on
kirjanduses ndha PCR-pShiste meetodite kohandamist gRNA efektiivsuse hindamiseks. Eelkoige
pohinevad need meetodid lihtsal alleel-spetsiifilise PCR-i pdhimdttel, mis on kombineeritud kas
praimerite sulamistemperatuuri, MgCl. kontsentratsiooniga, fluorestseeruvate sondide vdi metsik-
tlilipi jarjestusi blokeerivate praimeritega. Kuna kirjanduses puuduvad artiklid, kus oleks hinnatud
nimetatud meetodite efektiivsust, sai selle to0 eesmirgiks testida kolme PCR-pdhist meetodit ning
vorrelda neid traditsioonilise Sanger sekveneerimise ja kaasaegsema jargmise pOlvkonna
sekveneerimisega. Testitud meetodite tulemuste vordlemisel peaks selguma, millist informatsiooni
on vOimalik antud meetoditest saada ning kas lihtsus, kiirus ja kulude kokkuhoid on antud

meetodite puhul pohjendatud, et valida neid jargmise pdlvkonna sekveneerimise asemel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Genoomi muundamine

Viimastel aastatel on spetsiifiliste DNA jirjestuste vastu suunatud modifitseeritud nukleaas-
ensiiimid saanud maérkimisvadrset tdhelepanu kui voimsad vahendid rakkude ja organismide
geneetiliseks manipuleerimiseks, vOimaldades sihtmédrkgeeni deleteerimist, asendamist ja
parandamist. Ténaseks on mitmeid vOimalusi (Tabel 1), kuidas erinevates organismides muuta
soovitud positsiooni genoomis, kasutades selleks tsink-sdrme nukleaase (ingl k Zinc Finger
Nuclease — ZFN), meganukleaase, transkriptsiooni aktivaatori taolisi efektor-nukleaase (ingl k
Transcription Activator-like Effector Nucleases — TALEN) ja klasterdatud regulaarsete vahedega
lihikesi palindroomseid kordusi (ingl k Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats — CRISPR) koos Cas valguga (Joonis 1).

Tabel 1. Programmeeritavad nukleaasid genoomi muundamises

Meganukleaasid ZFN TALEN Cas9
Sihtmérk jérjestus (bp) 14-40 9-18 14-30 ~23
ﬁdlr}ies tg:ilju on sihtmrk Limiteeritud Palju Palju Palju
Kohandamine Keerukas Keerukas Lihtne Viga lihtne
Suurus (kb) ~1 ~1 ~3 ~3.5-4.5
Ara tundmine Valk-DNA Valk-DNA Valk-DNA RNA-DNA

Koik iilalnimetatud meetodid to6tavad sarnasel pohimdttel — nukleaas suunatakse genoomis
soovitud kohta, kus ta tekitab kaheahelalise katke (ingl k Double Stranded Break — DSB). Edasi
kasutatakse dra rakkudes olevaid DNA parandamise mehhanisme, mis kédivituvad siis, kui DNA-s
on tekkinud kaheaheline katke. Kaheahelalised katked parandatakse kas mitte-homoloogse otsade
tthendamisega voi, doonorjarjestuse olemasolul, homoloogia poolt suunatud parandamisega
(Joonis 2) (Chandrasegaran ja Carroll, 2016; Gupta ja Musunuru, 2014). Nendest esimene, NHEJ,
on vigaderohke ja tekitab parandamisel insertsioone ja/vdi deletsioone (ingl k
INsertsions/DELetions - indel), mis voivad rikkuda geeni funktsiooni. Selliselt on voimalik
saavutada huvipakkuva geeni knock-out ja uurida geeni funktsiooni erinevates rakuliinides voi

organismides.
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Joonis 1. Erinevate genoomi muundamiseks kasutatavate nukleaaside ehitus. A) Meganukleaasi
homodimeerne struktuur. B) ZFN monomeerid, mis tunnevad dra sihtmérkjérjestuse on seotud Fokl DNA-d
l1oikava domeeniga. C) Sarnaselt ZFN-ile sisaldab ka TALEN Fokl DNA-d 16ikavat domeeni, millele on liidetud
TALE DNA-d siduvad domeenid. D) CRISPR/Cas9 siisteem koosneb tiitipiliselt Cas9 valgust, millel on kaks
nukleaasi domeeni RuvC ja HNH, ning kiméaéarsest giid-RNA-st (ingl k guide RNA — sgRNA) (Romay ja Bragard,
2017).

Meganukleaasid on looduslikult esinevad restriktsiooni ensiitimid, mis on voimelised dra tundma
suhteliselt pikki DNA jérjestusi (14 — 40 bp) (Choulika et al., 1995). Nende kohandamine soovitud
sthtmérgi jaoks on keeruline, kuna DNA-d siduv domeen ja ldikav osa on pdimunud iiheks

domeeniks. Seetottu ei ole antud meetod leidnud laialdaselt kasutust (Silva et al., 2011).

Uuema polvkonna tehnoloogiad nagu ZNF-id ja TALEN-id on kiméarsed nukleaasid, milles on
tthendatud DNA-d &dratundev domeen ja DNA-d 15ikav Fokl-nukleaas domeen (Hensel ja
Kumlehn, 2019; Wolfe et al., 2000; Wood et al., 2011). Kuna ZNF-des ja TALE-des on DNA-d
siduv domeen eraldiseisev iiksus Fokl DNA-d 10ikavast domeenist, on nende nukleaaside

kohandamine soovitud sihtmaérgi jaoks oluliselt lihtsam.

Erinevalt valk-DNA interaktsioonidel pohinevatest meetoditest toimub CRISPR/Cas9 kompleksi
DNA-ga seondumine RNA vahendusel. Lithike gRNA molekul, mis on komplementaarne
sihtmaérkjarjestusega, juhib Cas-nukleaasi sihtmérgini, misjarel Cas-valk teeb antud positsiooni
kaheahelalise 10ike. RNA vahendusel tootav silisteem lahendab mitmed probleemid: lihtsus

(JRNA-d on lihtne disainida), kiirus ja hind.
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Joonis 2. Kaheahelaliste katkete parandamise voimalused. Kaheahelalise katke tagajérjel kéivitub rakus tiks
kahest reparatsioonimehhanismist, juhul kui ei ole doonorjdrjestust, mille jargi saab kaheahelalist katket
parandada, kasutatakse rakus NHEJ reparatsiooni, mis on oma loomult vigaderohke ja tekitab parandamisel
erineva suurusega indeleid (joonisel vasakul), doonorjarjestuse olemasolul on vdimalik kasutada homoloogia
poolt suunatud parandamist (HDR) (joonisel paremal). Selliselt saab viia soovitud positsiooni huvipakkuva

jérjestuse, parandades néiteks vigase geeni (kohandatud Gupta ja Musunuru, 2014).

1.2 CRISPR/Cas siisteem ja selle bioloogiline mehhanism

CRISPR ehk klasterdatud regulaarsete vahedega lithikesed palindroomsed kordused on kindlasti
olnud selle kiimnendi iiks olulisemaid arendusi biotehnoloogias. Tegemist on mikroobides
avastatud adaptiivse immuunsiisteemiga, mis tdnaseks on kohandatud lihtsaks ja kiireks genoomi
muundamise tehnoloogiaks, vdimaldades teha soovitud muudatusi genoomi erinevates
positsioonides (Gupta et al.,, 2019; Khanzadi ja Khan, 2019). CRISPR/Cas-iga saab
sihtmérkjarjestust muuta oluliselt tdpsemalt ja odavamalt kui iihegi teise senise lahendusega.
Looduses on CRISPR-i kordusjarjestustel oluline osa mikroobide immuunsiisteemis, andes
mikroobidele kaitse bakteriofaagide vastu (Joonis 3A) (Deveau et al., 2010; Gupta et al., 2019;
Makarova et al., 2011). Kui bakter puutub kokku bakteriofaagidega, rakendub mikroobides
CRISPR/Cas siisteem, milles CRISPR-iga assotsieerunud valgud (ingl k CRISPR associated
protein - cas) loikavad vOGra périlikkusaine juppideks ning need lisatakse CRISPR
kordusjérjestuste vahele (Joonis 3B) (Arslan et al., 2014). Voora parilikkusaine fragmentidest

9



luuakse raamatukogu CRISPR kordusjarjestuste vahel, mis annab kaitse sama viiruse vastu ka
tulevikus (Karvelis et al., 2013; Wiedenheft et al., 2012). Uuesti nakatudes transkribeeritakse
speisser-kordusjérjestused CrRNA-ks, mis koos tracrRNA ja Cas-valguga moodustavad
efektorkompleksi. Cas-valk juhitakse tracrRNA:crRNA kompleksi poolt sihtmérgini, misjarel Cas-

valk 16ikab sihtmarkjérjestuse katki.

|
A) n .
= Speisser
Protospeisser
| ® il (©
PAM \ > " = — Y—>
Kordusjirjestus Cas9 l (H)
| £~
(€ -
= o 1
0
—E‘l‘l“—\_}-_ )-
& | | Y-/
CRISPR jirjestus CRISPRiga seotud cas valgud /.A
(Cas)
!
B Tiiiip I1 CRISPR/Cas9
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r 1T 1T !
tracrRNA cas9 casl cas2 csn2
[ OO - =—momenomenonon
L J L ]
cas operon CRISPR korduste-speisserite jarjestus

Joonis 3. CRISPR/Cas vahendatud immuunsus ja CRISPR/Cas lookuse ehitus. A) CRISPR/Cas vahendatud
immuunsus algab infektsiooniga, kus bakterirakku siseneb bakteriofaagi parilikkusaine. Bakteris rakenduvad cas
valgud (B), mis seonduvad vodra périlikkusainega (protospeisserid) (C), lisades need jérjestused CRISPR
kordusjérjestuste vahele. Uue nakatumise korral toimub (D) CRISPR jérjestuste ekspressioon, mille kéigus
CRISPR jirjestused toodeldakse pre-crRNA-deks. (E) Endonukleaaside abil téodeldakse speisser-
korduselemendid kiipseteks crRNA-deks. (F) crRNA seondudes Cas valguga moodustab cas:crRNA kompleksi,
mis otsib (G) komplementaarse sihtmérkjarjestuse, (H) kompleksi seondumisel sihtmérkjarjestusega (1) teeb
Cas-valk voor-DNA-sse kaheahelalise katke, hoides dra edasise infektsiooni (Donohoue et al., 2018). B)
Tiitipiline CRISPR/Cas lookus koosneb Cas geenidest, mis aitavad ldbi viia uute speisserite lisamist, pre-crRNA

to6lemist ja voor-DNA vaigistamist. Konserveerunud Cas geenideks on Casl ja Cas2, mis esinevad tiiiipiliselt
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koikides CRISPR siisteemides. Vahetult enne esimest CRISPR kordust asub AT-rikas liiderjarjestus, mille
jarjestus ja pikkus vGib liigiti erineda. Palindroomsete CRISPR korduste vahele on lisatud eksogeensest DNA-st
parit speisserid, mille jirjestuse alusel juhitakse Cas-valk komplementaarse sihtmarkjirjestuseni.
Bakteriofaagide périlikkusaine juppidest luuakse raamatukogu, mis sisaldab infot varasemalt kokku puututud

viirustega (Doudna ja Charpentier, 2014; Sorek et al., 2008).

Pealtndha universaalses siisteemis esineb siiski CRISPR-i tiilipide vahel erinevusi, 1dbi mille
saavutatakse sihtmérgi dra tundmine, pre-crRNA-de tootlemine ja vodra parilikkusaine
vaigistamine. Hetkel kasutatakse genoomi muundamiseks enim tiiiip II CRISPR siisteemi, eriti
Streptococcus pyogenes-sest leitud Cas9 valku (Shabbir et al., 2016). Kuna antud siisteem vajab
gRNA vahendatud vodr-DNA vaigistamiseks ainult tihte valku - Cas9, on see omadus osutunud
viaga kasulikuks just genoomi muundamise seisukohalt. Lihtne kasutamine ja paindlik
kohandamine vdimaldab CRISPR-it kasutada erinevates valdkondades ning erinevate organismide

puhul.

1.2.1 CRISPR/Cas9 kasutamine genoomi muundamises

Populaarseima CRISPR/Cas9 meetodi volu peitub tema lihtsuses, mis on saavutatud tdnu
kimédrsele gRNA-le, mida on lihtne ja odav disainida iga sihtmérgi jaoks. CRISPR/Cas9 genoomi
muundamise siisteem on tehislikult valmistatud versioon Cas9 valgust ja kimdarsest gRNA-st, mis
koosneb crRNA ja tracrRNA liit-transkriptist (Jinek et al., 2014). Soovitud kohas mutatsiooni
tekitamiseks on vaja disainida sobilik gRNA (Joonis 4), mis kompleksis Cas9-ga juhib valgu
sihtmérkjérjestuseni, misjdrel Cas9 saab teha jarjestusse kaheahelalise 15ike. Loike tegemiseks
peab valitud kohale eelnema 3 nukleotiidiline PAM motiiv (ingl k Protospacer Adjacent Motif -
PAM), mis Cas-valkude puhul erineb, kuid Cas9 puhul on see 5’-NGG-3’ (kus ,,N* voib olla iiks
neljast nukleotiidist) (Hu et al., 2018). CRISPR/Cas9 tekitatud kaheahelaline 15ige parandatakse
tildiselt NHEJ-ga voi doonor-jérjestuse olemasolul HDR-iga. NHEJ on enamasti aktiivne terve
rakutsiikli véltel ja on eelistatud DSB-te parandamise mehhanism, kuid sellega kaasnevad tihti

erineva suurusega indelid, mis vdivad viia geeni funktsiooni rikkumiseni (Kosicki et al., 2018).
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Joonis 4. Skemaatiline toovoog CRISPR/Cas9 ettevalmistamisest tulemuste analiiiisini.

1.3 CRISPR/Cas9 siisteemi ettevalmistamine ja rakku viimine

Laboris kasutatav CRISPR/Cas9 koosneb sihtmaérkjarjestuse spetsiifilisest gRNA-st ja Cas9
nukleaasist. Genoomi efektiivseks muundamiseks on vaja, et molemad komponendid oleks
sihtmérk-rakkudes ekspresseeritud (Robb, 2019). CRISPR/Cas9 kasutamine genoomi
muundamiseks algab sobiliku gRNA disainimisega soovitud sihtmérgi jaoks (Joonis 4). gRNA
disainimiseks on mitmeid programme, mis aitavad valida sobiliku gRNA jérjestuse, millel oleks
voimalikult vihe sihtmargiviliseid efekte genoomis — Benchling (Benchling [CRISPR Guide RNA
Design].2020), ChopChop (Labun et al., 2019), Desktop Genetics (Hough et al., 2016) jpt. Kuna
Cas9 loikekoha maérab &dra 20-nukleotiidiline jirjestus gRNA-S on S. pyrogenes-es tootava
CRISPR/Cas9 siisteemi jaoks oluline, et sihtmarkjarjestus eelneks 5’-NGG PAM motiivile. KO
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(ingl k Knock-out — KO) eksperimendi puhul peaks ecldatav 16ike koht jadma sihtmark-geeni
kodeeriva ala algusesse, mis tagaks geeni funktsiooni rikkumise (Ran et al., 2013). Kuna gRNA-d

tootavad erineva efektiivsusega, on moistlik disainida mitu gRNA-d iihe sihtmairgi jaoks.

CRISPR/Cas9 komponentide viimiseks rakkudesse kasutatakse kdige sagedamini plasmiidipohist
stisteemi (Wiles et al., 2015). Ekspressiooniplasmiidi valmistamine on iildiselt lihtne ja kiire,
sisaldades iihte kloonimisetappi oligonukleotiidiga. Sihtmérkjérjestuse jaoks disainitud
oligonukleotiidid kloneeritakse plasmiidi, kus gRNA ekspressioon on nditeks U6 promootori all.
20 aluspaari pikkused oligonukleotiidid ligeeritakse plasmiidi, mis sisaldab Cas9 kodeerivat
jarjestust jJa gRNA jaoks vajaliku raamistikku (scaffold), mis vahendab Cas9 ja gRNA seondumist
(Ran et al., 2013). Plasmiide saab rakkudesse viia sobivate transfektsioonireagentidega,
elektroporatsiooni v0i mikrosilistimisega. Raskemini transfekteeritavate rakkude puhul saab
plasmiidi sisse viimiseks kasutada ka viirusvektoreid (Kabadi et al., 2014). Uldjuhul sisaldab
viirusvektori kasutamine keerulisemaid etappe, kuid on teatud rakutiiiipide puhul efektiivsem kui
plasmiidipdhine transfekteerimine. Lisaks plasmiidile saab Cas9 nukleaasi ja gRNA-d rakkudesse
viia RNA molekulidena (Liu et al., 2017; Wilbie et al., 2019). Cas9 jaoks valmistatakse laboris
Cas9 valku kodeeriv mRNA ja gRNA valmistatakse in vitro transkriptsiooniga. Ka siin viiakse
Cas9 mRNA ja gRNA rakkudesse kas elektroporatsiooni voi transfektsioonireagentidega.
Alternatiivselt on voimalik kasutada Cas9 ja gRNA ribonukleovalgu (ingl k Ribonucleoprotein —
RNP) kompleksi (Gasiunas et al., 2012), milles Cas9 funktsionaalne valk ja gRNA on iihendatud
tiheks kompleksiks. Mdlemad komponendid on vdimalik valmistada ise laboris voi soovi korral
osta valmiskujul. Oluline samm peale CRISPR/Cas9 komponentide viimist rakkudesse on
kontrollida CRISPR/Cas9 siisteemi efektiivsust rakkudes, kas sihtmarkjarjestuses on tekkinud
indeleid. Tanaseks on vilja tootatud mitmeid meetodeid, mis vdimaldaksid kiirelt ja lihtsalt
kinnitada sihtmérkjérjestuses toimunud muutusi. Erinevatest meetoditest tuleb ldhemalt juttu

jargmises peatiikis.

1.4 CRISPR/Cas9 gRNA efektiivsuse valideerimise meetodid

Ligikaudu 40-60% rakkudest, kuhu on edukalt sisse viidud CRISPR/Cas9 konstrukt, sisaldavad
soovitud sihtmarkjédrjestuses mutatsioone (Robb, 2019). Seega on vajadus tundlike ja
usaldusvairsete meetodite jéirele, millega oleks voimalik hinnata CRISPR/Ca9 I16ikamise

efektiivsust rakupopulatsioonis (Yu et al., 2014). CRISPR-i genoomi muundamise efektiivsuse
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analiiiisiks olemasolevate meetodite valik soltub sellest, millised vahendid on kellelegi
kéttesaadavad. Mutatsioonide tuvastamiseks on vélja tootatud mitmeid erinevaid meetodeid (Lisa
1), sealhulgas erinevad PCR-pdhised meetodid, restriktsiooni ensiiimide (ingl k Restriction
Enzyme assay — RE) testid, heteroduplekside analiiiisil pShinevad meetodid nagu T7 endonukleaasi
I (T7EI) (Vouillot et al., 2015) ja Surveyor-nukleaasi analiiiis (Qiu et al., 2004), poliiakriitilamiid
geelelektroforeesil (ingl k Polyacrylamide Gel Electrophoreisis — PAGE) pohinevad meetodid,
korge eraldusvoimega sulamise (ingl k High-Resolution Melting Analyse — HRMA) (Montgomery
et al., 2007; Samarut et al., 2016) analiiiisil pohinevad testid ja fluoresents-PCR-kapillaargeeli
elektroforeesi meetodid (Hua et al., 2017; Montgomery et al., 2007; Ramlee et al., 2015, 2015;
Zhu et al., 2015). Paljud neist meetoditest on acgandudvad, vajavad spetsiaalset aparatuuri ning
oskusi ning seetdttu otsitakse pidevalt uusi meetodeid, mis oleksid tookindlad, lihtsad, odavad ja
Kiired.

1.4.1 PCR-i pohised meetodid

Lisas 1 vélja toodud meetodid kasutavad esimese etapina PCR-i ja vdivad seetdttu alahinnata
sihtmérgipéraste (on-target) mutatsioonide sagedust, kuna deletsioonid vdivad ulatuda ka
véljapoole PCR-i amplikonidest (Kosicki et al., 2018). Siiski on PCR-i pohised meetodid sobilikud
esialgseks CRISPR/Cas9 gRNA efektiivsuse kinnitamiseks, kuna viikesed indelid tekivad
suurema sagedusega kui suured (Chakrabarti et al., 2019). Antud meetodite puhul tehakse esimese
etapina PCR, mille kdigus amplifitseeritakse sihtmairkjéirjestus, mis peaks sisaldama erinevaid
indeleid. Jargnevates etappides saab &ra kasutada erinevaid vahendeid, millega testida
mutatsioonide olemasolu. Niiteks saab kasutada mutatsiooni tekke koha spetsiifilisi praimereid,
MgCl. kontsentratsiooni, renaturatsiooni temperatuuri ja mitmeid enstiime (Hua et al., 2017,
Sakurai et al., 2019; Vouillot et al., 2015).

1.4.1.1 Alleel-spetsiifiliste PCR-ide variatsioonid

PCR on laialt kasutatav meetod, millega on vdimalikult suhteliselt kiirelt ja lihtsalt testida suurel
hulgal proove. Uks PCR-i tsiikkel koosneb kolmest etapist: denaturatsioon, seondumine ja
elongatsioon. PCR-i edukaks toimimiseks on olulised mitmed komponendid ja parameetrid nagu
nditeks  praimerite  sulamistemperatuur, poliimeraas ja  selle  kofaktor = MgCla.

Seondumistemperatuur on oluline praimeri sihtmirgile seondumiseks ja seelibi ka PCR-i
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onnestumiseks. Optimaalne seondumistemperatuur hoiab &ra ebaspetsiifilise seondumise,
vahendades sellega mittespetsiifiliste produktide teket (Hua et al., 2017). Magneesium on oluline
poliimeraasi seondumiseks ja DNA ahelate pikendamisel. Paljude mutatsioonide tuvastamiseks on
ara kasutatud lihtsat alleel-spetsiifilist PCR-i (Ugozzoli ja Wallace, 1991). Mutatsiooni analiiiisiks
kasutatava alleel-spetsiifilise PCR-i puhul disainitakse praimerid, millega oleks vdimalik eristada
mutatsiooni sisaldavat alleeli metsik-tiitipi alleelist. Praimerid disainitakse selliselt, et eeldatav
mutatsiooni positsioon jadks praimeri 3’ otsa, kuna DNA-poliimeraasi t66 soltub otseselt praimeri
3’ otsa tipsest paardumisest sihtmaérkjirjestusega. Praimerite seondumine sihtmaérgile on stabiilne
vaid siis, kui tegemist on tdieliku komplementaarsusega, kuid indelite olemasolul ei seondu 3’ ots
sihtmérgiga ja amplifikatsiooni ei toimu (Ugozzoli ja Wallace, 1991). Selle meetodi pdhimottel on
loodud mitmeid teste, mis vdimaldaksid tuvastada CRISPR/Cas9 tekitatud indeleid Kiirelt ja
lihtsalt. Meetodid kombineerivad alleel-spetsiifilisi praimereid kas renaturatsiooni temperatuuri
muutmisega (Hua et al., 2017), nested-PCR-iga, MgCl2 kontsentratsiooniga (Sakurai et al., 2019),
fluorestseeruvate sondidega (Findlay et al., 2016; Mock et al., 2016; Ramlee et al., 2015) voi PCR-
i blokeerivate oligonukleotiididega (Fujita et al., 2018; Harayama ja Riezman, 2017).

1.4.1.1.1 ACT - PCR (Annealing at critical temperature PCR)

Praimerite seondumis-temperatuuri ja alleel-spetsiifilisi praimereid on &ra kasutatud sellise
meetodi puhul nagu ACT-PCR (ingk k Annealing at Critical Temperature — ACT) (Hua et al.,
2017). Antud meetodi puhul leitakse korgeim temperatuur, mille juures toimub edukas PCR
mutatsioonitundlike praimeritega. F praimer disainitakse kohakuti eeldatava Cas9 l6ikamiskohaga,
jattes kuni 4 bp iileulatuva otsa (Joonis 5). Indelite olemasolul ei ole F praimeri 3’ ots voimeline

korgemal temperatuuril sihtmirkjirjestusega seonduma ning amplifikatsiooni ei toimu.
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Joonis 5. Skemaatiline iilevaade ACT-PCR-i pohiméttest. A) Mutatsiooni-spetsiifilised praimerid, millest F
praimer on kohakuti Cas9 eeldatava 16ikekohaga, praimeri 3’ otsal on kuni 4 bp tileulatuv osa eeldatavast
16ikekohast. B) Miératakse kindlaks eelnevalt disainitud praimerite kdrgeim sulamistemperatuur, mille juures
saadakse PCR-i produktid. Edasi viiakse 1dbi ACT-PCR selleks disainitud praimeritega, kus metsik-tiitipi DNA
praimerid seonduvad sihtmaérkjérjestusega ja toimub amplifikatsioon. Indelite olemasolul ei seondu F praimeri

3’ ots sihtmérkjarjestusega ning PCR-i amplifikatsiooni ei toimu (Hua et al., 2017).

1.4.1.1.2 Bindel-PCR (Biallelic indel PCR)

Edukaks PCR-iks on oluline ka poliimeraasi tooks vajalik kofaktor MgClz. Seda omadust on &ra
kasutatud Bindel-PCR-i puhul (Sakurai et al., 2019). Antud meetodi puhul on kombineeritud
eeldatava mutatsiooni tekkekoha alleel-spetsiifilisi praimereid koos kriitilise MgCl»
kontsentratsiooniga nested-PCR-iga. Tehakse kaks PCR-i, kus mdlema jaoks on disainitud

vastavad praimerid (Joonis 6). Esimene PCR viiakse ldbi standardtingimustel, kasutades
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praimereid, millega saab sihtmarkjarjestust sisaldavad amplikonid. Teine PCR viiakse 1ibi
madalamal MgCl, kontsentratsioonil, kasutades eeldatava mutatsiooni tekkekoha-spetsiifilisi
sisemisi praimereid. F praimer on disainitud jarjestusele, mille tunneb dra gRNA ning kuhu tehakse
Cas9 poolt DSB ja R praimer on disainitud ~200 bp allavoolu PAM motiivist.

A -PAM-
| L I
Esimese PCRi viilimised P e e = m - _
praimerid
Teise PCRi sisemised —P - = = - -——
praimerid

B Esimene PCR standard Mg kontsentratsiooniga (1.5-2.5 mM) C  Teine PCR madalama Mg kontsentratsiooniga

> Saadakse PCRi produkt nii wt kui indelit sisaldavalt alleelilt

N " > Mutantselt alleelilt produkti ei saa
> Esimese PCRi produkti kasutatakse teises PCRis

PCRi produkt PCRi produkt
W =D rmmmm====. — Jah wT — === h S— Jah
X — === [ —
Endel —) i mms = — Jah Indel > Ei

Joonis 6. Skemaatiline iillevaade Bindel-PCRIist. A) PCRi jaoks disainitakse kaks paari praimereid: valimised
praimerid esimese PCR-i jaoks ja sisemised mutatsioonitundlikud praimerid teise jaoks. B) Esimene PCR viiakse
1abi standardtingimustel, kus kasutatakse 1.5-2.5 mM MgCI; kontsentratsiooni, saadakse produkt nii metsik-tiitipi
kui indelit sisaldavalt alleelilt. C) Teine PCR viiakse 1dbi madalamal MgCl, kontsentratsioonil, kasutades
esimesest PCR-ist saadud produkti. Madalama MgCl, kontsentratsioonil mutatsiooni sisaldavalt alleelilt enam
PCR-i produkti ei saada (kohandatud Sakurai et al., 2019).

Kasutades antud praimerite paari ja madalamat MgCl. kontsentratsiooni, ei seondu mutatsiooni
tundlik F praimeri 3’ ots indelite olemasolul sihtmaérkjarjestusega ja amplifikatsiooni ei toimu.
PCR-i produkti olemasolu viitab metsik-tiiiipi DNA-le ja produkti puudumine kinnitab indelite

esinemist jarjestuses.

1.4.1.1.3 ORNI-PCR (Oligoribonucleotide interference PCR)

Oligoribonukleotiidi interferents (ingl k OligoRiboNucletide Interference — ORNi) PCR-i puhul
kasutatakse mutatsioonide kinnitamiseks PCR-i blokeerivaid oligoribonukleotiide (Fujita et al.,
2018). Selleks disainitakse sihtmérkjdrjestusega komplementaarsed 17-29 bp ORN-id, mida
kasutatakse PCR-i labiviimisel. Metsik-tiitipi jarjestuse puhul seondub ORN sihtmérkjérjestusega,

blokeerides PCR-i, kuid mutatsiooni olemasolul ORN sihtmaérkjarjestusega ei seondu ja toimub
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sihtmédrkjarjestuse amplifikatsioon (Joonis 7). Edukas PCR-i amplifikatsioon viitab
sihtmérkjérjestuses olevale mutatsioonile ning PCR-I produkti puudumine viitab muundamata

jérjestusele.

© ©

(-) Metsiktiiiipi rakud (+) ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9
l gDNA eraldus l gDNA eraldus
Indelid
- —
— <+ — -+
ORNi-PCR ORNi-PCR
o g— S R— —_
Elongatsiooni —
blokeerimine ORN ei hilbridiseeru,
PCRi ei blokeerita

PCR-i produkti ei saa

Joonis 7. Skemaatiline iilevaade ORNi PCR-i toopohiméttest. Disainitakse Cas9 eeldatava kaheahelalise
16ike toimumiskohaga kattuvad ORN-id, mis metsik-tiiiipi jarjestuse puhul paarduvad sihtmérgiga ja blokeerivad
PCR-i amplifikatsiooni. Mutatsiooni olemasolul ORN-id ei paardu sihtmérgiga ning toimub sihtmaérkjérjestuse
amplifikatsioon (kohandatud Fujita et al., 2018).

1.4.2 Heteroduplekside analiiiisimisel pdhinevad meetodid

Populaarsed mutatsiooni tuvastamise meetodid on olnud ka erinevad heteroduplekside 16ikamisel
pohinevad testid nagu T7 endonukleaas | (T7EI) test (Mashal et al.,1993) ja Surveyor-nukleaasi
analiiis (Yang et al., 2000). Need meetodid kasutavad &ra asjaolu, et disainernukleaasidega
toodeldud rakkude populatsioonist eraldatud genoomne DNA on heterogeenne segu mutantsetest
alleelidest ja metsik-tiiiipi alleelidest. Testid pShinevad sihtméark-lookuse amplifitseerimisel, kus
renaturatsiooni etapis voivad kaks DNA fragmenti, metsik-tiilipi ja muteerunud fragment,

omavahel seonduda. Valepaardumine kahe ahela vahel tekitab juuksendela struktuuri, mida
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loigatakse nukleaaside poolt. Mida efektiivsem on CRISPR/Cas9, seda rohkem on indeleid ja
heteroduplekside moodustumisi. Loikamise jirel saadud fragmendid erinevad suuruselt ja on

visualiseeritavad geelelektroforeesiga (Vouillot et al., 2015).

Vorreldes Surveyor-nukleaasiga on T7EI tundlikum just suuremate indelite tuvastamisel, aga ei
suuda edukalt 16igata lithemaid indeleid ja iiksiku nukleotiidi muutusi. T7EI nukleaasi efektiivsus
soltub inkubeerimise tingimustest, DNA/enstiiimi vahekorrast ja teistest reaktsiooni parameetritest,
mis nduavad optimeerimist. Surveyor-nukleaas on kallim ensiiiim ja ildiselt madalama
tundlikkusega, aga vOimaldab tuvastada lithemaid indeleid ja tiksikute nukleotiidide muutusi.
Kuigi T7EI on iisna populaarne, annab see ainult ligikaudse hinnangu tekkinud mutatsioonide
kohta. Uldiselt ei ole antud meetodite tulemused jérjepidevad ja indelite sagedus ei ole kooskdlas

sellega, mis on tegelik indelite tekkesagedus rakupopulatsioonis (Kim et al., 2011).

Lisaks sobib heteroduplekside analiiiisiks ka korge resolutsiooniga sulamiskurvi analiiiis (ingl k
High Resolution Melting Analysis — HRMA) (Samarut et al., 2016). HRMA puhul moddetakse
denaturatsiooni ajal fluorestsentsi kadumist, kui vabanevad kaheahelalise DNA-ga interkaleeruvad
varvid. Selliselt registreeritakse amplikonide temperatuurist sdltuv denaturatsiooni profiil, mis
erineb  mutatsiooni  sisaldavate amplikonide ja  metsik-tiitipi amplikonide  vahel.
Sulamistemperatuuri muutused ja sulamiskoverate kuju annavad mdlemad kasulikku teavet nii
homosiigootsete alleelvariantide esinemise kohta, kui ka heterosiigootsete mutatsioonide kohta
(Farrar ja Wittwer, 2017). Saavutamaks paremat tundlikkust, on selle meetodi puhul eelistatud
liithemad amplikonid, kuna annavad suurema nihke sulamistemperatuuris. Uldiselt on HRMA kiire,
analiiiisi teostamine vOtab aega <2 tundi ja kuna see meetod ei kahjusta saadud amplikone, on
voimalik neid edasi analiilisida nditeks geelelektroforeesiga. Siiski on ka sellel meetodil omad
miinused: saadud fragmendid on suhteliselt vdiksed ja nii voivad jddda tuvastamata suuremad
indelid. Lisaks on selle meetodi jaoks vaja spetsiifilist aparatuuri ja analiiiisi tarkvara, mis molemad

on kallid (Bell et al., 2014; Montgomery et al., 2007).

1.4.3 Sanger sekveneerimise ja jargmise polvkonna sekveneerimine

CRISPR/Cas9 tekitatud indelite madramiseks on voimalik kasutada ka sekveneerimisel pohinevaid
meetodeid. Sanger sekveneerimine on olnud ténu lihtsale ja kuluefektiivsele toovoole ning lihtsale
andmeanaliiiisile eelistatud meetod indelite iseloomustamiseks (Brinkman et al., 2014). Ténu

arengutele analiilisi programmides, saab Sanger sekveneerimisega analiiiisida ka rakkude
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segapopulatsioone (Brinkman ja van Steensel, 2019). Sekveneerimise meetodi eeliseks on saadud
teave mutatsioonide tiiiibi ja sageduse kohta sihtmérkjirjestuses. Sanger sekveneerimisest saadud
tulemuste analiiiisimiseks on vilja to6tatud ka mitmeid veebipohiseid andmeanaliiiisi platvorme,
mis pakuvad kiiret ja lihtsat andmeanaliiiisi voimalust (Brinkman ja van Steensel, 2019;Bruyneel
et al., 2019; Park et al., 2017; Pinello et al., 2016).

Jargmise pdlvkonna sekveneerimine on tundlik meetod ja annab seetdttu vdga pdhjaliku pildi
tekkinud indelitest, nende suurusest ja sagedusest. NGS v&imaldab detekteerida indeleid nii
segapopulatsioonides kui kloonrakuliinides. Vdimaldades analiilisida suurel hulgal proove, on
NGS saanud populaarseks valikuks CRISPR/Cas9 tekitatud indelite hindamisel (Bell et al., 2014;
Ramlee et al., 2015). Samas vihese proovide hulga korral on NGS kallis, mistottu ei ole see
moistlik vdiksemamahulistes uuringutes. Juhul kui laboril on ressursse, on see suurepirane meetod
analiitisimaks CRISPR/Cas9 tekitatud muudatusi. NGS-i saadud toorandmete analiiiisiks on
praeguseks vilja tootatud mitmeid erinevaid programme ja vastavalt oskustele on vdimalik valida

enda jaoks sobiv.

NGS-i ja Sanger sekveneerimise iihine eelis seisneb asjaolus, et nad on jérjestuspdhised ja
voimaldavad seega hinnangut 16ikamise efektiivsuse kohta ja teavet indelite mustrite kohta. Selline

teave on ddrmiselt oluline, et analiiiisida CRISPR/Cas9-ga saadud tulemusi.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmirgid

Antud magistritdoé on osa projektist, mille tiheks eesmérgiks oli Tall ja Lyll geenide knock-out
rakuliinide loomine kasutades CRISPR/Cas9 meetodit. Esialgsed katsed kirjanduse pohjal
laialdasemalt kasutatud T7 endonukleaas | meetodiga CRISPR/Cas9 efektiivsuse hindamisel
andsid mitterahuldavaid tulemusi. Sellest ldihtuvalt sai antud magistritod eksperimentaalse osa
eesmirgiks vilja selgitada sobivaim meetod, mis vdimaldaks kinnitada CRISPR/Cas9 jaoks

disainitud gRNA-de efektiivsust genoomi muundamisel. T66 koosnes jargmistest etappidest:

1. Kirjanduse pohjal valiti vélja 3 PCR-i pohist meetodit, mis lubavad kiirelt ja lihtsalt teha kindlaks
CRISPR/Cas9 muundatud rakkudes esinevaid indeleid. Lisaks analiiiisiti proove ka Sangeri ja

Illumina NGS sekveneerimise meetoditega.

2. Vilja valitud meetodite testimiseks transfekteeriti NIH3T6 rakke kahe geeni (Tall ja Lyll) vastu
suunatud kolme erineva gRNA (CRISPR-Lyl1, CRISPR-Lyl2 ja CRISPR-Tall) CRISPR/Cas9
konstruktiga.

3. Testiti valitud meetodite efektiivsust indelite  kinnitamisel transfekteeritud

segarakupopulatsioonides ja sorteeritud klonaalsetes rakupopulatsioonides.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Rakuliin

Antud t66s kasutati hiire fibroblasti NIH3T6 rakuliini. Rakke kasvatati DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) (Naxo, Eesti) s66tmes, millele oli lisatud 10% veise loote seerumit (ingl
Eetal Bovine Serum - FBS) ning 1% penitsilliini ja streptomiitsiini segu (Naxo, Eesti). Rakuliini
kasvatati 37°C 5% CO: sisalduse juures MCO-19AIC inkubaatoris (Sanyo Electric Co, Jaapan).

Rakkude tihedus méérati kindlaks hemotsiitomeetriga (Hausser Scientific, USA).
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2.2.2 Bakteritiivi

Plasmiidide paljundamiseks kasutati kompetentseid E. Coli bakterirakke (Invitrogen™ One Shot™
TOP10 Chemically Competent E. Coli), mida kasvatati Lurian-Bertani (LB) vedels66tmes
(triiptoon 10 g/I, parmiekstrakt 5 g/l, NaCl 10 g/l).

2.2.3 gRNAd sisaldavate CRISPR/Cas9 plasmiidide konstrueerimine

Soovitud plasmiidide loomiseks kasutati selgroona pX-458 Notl plasmiidi (Lisa 2). Sisestamaks
antud plasmiidi Lyl1 geeni vastu suunatud gRNA-d disainiti esmalt vastavad oligonukleotiidid,
milleks kasutati ChopChop programmi (Labun et al., 2019) (Tabel 2). gRNAd disainiti geeni
algusesse, et tekkinud mutatsioonid viiksid suurema tdendosusega mittefunktsionaalse geeni
tekkimiseni. Geeni Lyl1 vastu valmistati kaks erinevat gRNAd sisaldavat plasmiidi (CRISPR-Lyl1
ja CRISPR-Lyl2). Tall geeni vastu suunatud gRNAd sisaldava CRISPR-Tall plasmiidi valmistas

Mare Vahtre oma bakalaureusetod raames (Vahtre, 2019).

Tabel 2. Lyl1l ja Tall oligonukleotiidid

Forward 5 CACCCCTGTTACAGGATGACGGAG 3
el Reverse 5 AAACCTCCGTCATCCTGTAACAGG 3

Forward 5' CACCGGGCGGGCACATGGACCCCA 3
e Reverse 5" AAACTGGGGTCCATGTGCCCGCCC 3’

Forward 5' CACCGGGGTCCATGTGCCCGCCCC 3
e Reverse 5' AAACGGGGCGGGCACATGGACCCC 3

pX-458 Notl plasmiid 1digati lahti Bbsl restriktsiooniensiiimiga (Thermo Scientific, USA)
tootjapoolse protokolli alusel: 2 ul plasmiidi, 2 ul FastDigest Bbsl restriktsiooniensiitimi, 4 ul 10x
FastDigest puhvrit, 30 ul mQ. Proove inkubeeriti 37°C 60 min. Loigatud plasmiid puhastati
geelelektroforeesi abil, 1% agaroosi geelil 0,5x TAE puhvris (Tris/Borate/EDTA), millele lisati
etiidiumbromiidi (0,5pg/ml). Oige pikkusega DNA fragment 1digati agaroosgeelilt vilja ja
puhastati Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up komplektiga vastavalt tootja
protokollile.
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Disainitud oligonukleotiidid telliti firmast Metabion, renatureeriti tuubis kokku: 4 ul forward ja 4
ul reverse oligonukleotiidi (100 uM) segati kokku ja inkubeeriti PCR-i termotsiikleris (MJ
Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler), kasutades jargnevat programmi: 37°C 30 min, 95°C 5
min, 95°C jahutades 0,1°C sekundis 25°C-ni. Oligonukleotiidide plasmiidi ligeerimiseks valmistati
reaktsioonisegu, mis sisaldas 1 pl 10x T4 ligaasi puhvrit, 0,25 pl T4 ligaasi, 1,5 pl plasmiidi, 1 pl
renatureeritud oligonukleotiide, 6,25 ul mQ. Segu hoiti toatemperatuuril 10 minutit.
Transformatsiooniks kasutati 50 ul kompetentseid bakterirakke (Invitrogen™ One Shot™ TOP10
Chemically Competent E. Coli). Kiilmutatud bakterirakkude suspensiooni sulatati jdil 5 min.
Bakteritele lisati 5 pl ligeeritud plasmiidset DNA-d ning segu inkubeeriti jaidl 20 min, sellele
jargnes kuumasokk 42°C 45 sekundit ning rakud asetati tagasi jaéle. Parast 1 ml LB s66tme lisamist
inkubeeriti rakke loksutil 37°C 1h juures ja tsentrifuugiti 5000x g juures 5 min. Supernatant
eemaldati ja bakterirakud voeti tilesse 50 pl-is vedelso6tmes. Rakususpensioon kiilvati
ampitsilliiniga LB-tards66tmele ja jéeti kasvama 37°C juurde. 24h moddudes valiti selektiivse
antibiootikumiga LB-tards66tmelt vélja iiksikud kolooniad, mida kasvatati sama antibiootikumiga

2 ml LB-vedelsootmes loksutil iiledo.

Jargnevalt viidi 1&bi plasmiidide eraldamine bakterirakkudest Macherey-Nagel NucleoBond Xtra
Mini komplektiga tootjapoolse protokolli alusel. Ettekasvatatud bakterirakud kanti iile 1,5 ml tuubi
ning fuugiti 3000x g 10 minutit. Eemaldati supernatant ning rakud resuspendeeriti 300 pl-is
resuspensiooni puhvris, lisati 300 pl liitisi lahust. Tuube kallutati jargnevalt 5 korda, misjérel lisati
300 pl neutraliseerimise lahust ja tuube kallutati kuni sinise vérvi kadumiseni. Seejarel fuugiti
tuube 13000x g juures 10 minutit. Eemaldati 750 pl supernatanti, mis viidi uude 1,5 ml tuubi ning
sellele lisati 750 pl isopropanooli. Tuube fuugiti 13000x g 10 minutit, eemaldati supernatant ning
eraldatud DNA-Ie lisati 500 pul 70% etanooli. Tuube fuugiti 13000x g juures 10 minutit, eemaldati
supernatant ning tuube kuivatati 37°C juures avatud korgiga etanooli tdieliku aurustumiseni.
Seejérel lahustati eraldatud DNA 30 pl-is mQ-s. Eraldatud DNA kontsentratsioon mdddeti
NanoDrop2000 spektrofotomeetriga (Thermo  Scientific). Plasmiide kontrolliti  Notl
restriktsiooniensiitimiga (Thermo Scientific) Idikamise abil, kasutades tootja poolt etteantud
protokolli. Restriktsioonisegu sisaldas 16 pul mQ, 2 pul 10x Buffer 1 pul DNA, 1 ul Notl
restriktsiooniensiitimi. Reaktsioonisegu inkubeeriti 37°C  juures 1h, millele jirgnes
geelelektroforees 1.5% agaroosgeelil. Oigeid plasmiide paljundati 200 ml LB vedelsddtmes,
millele oli lisatud 200 ul 100 mg/ml kontsentratsiooniga ampitsilliini. Plasmiidne DNA eraldati
bakterirakkudest Macherey — Nagel NucleoBond Xtra Midi komplektiga tootjapoolse protokolli
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alusel. Plasmiidide kontsentratsioon moddeti Nanodrop2000 spektrofotomeetriga (Thermo
Scientific) ja kontrolliti Notl restriktsiooniensiiiimiga l1digates. Valmistatud plasmiidid kontrolliti
iile ka Sanger sekveneerimisega Tartu Ulikooli Genoomika Instituudi sekveneerimise

tuumiklaboris.

2.2.4 NIH3T6 rakkude transfektsioon CRISPR-Tall, CRISPR-Lyll ja CRISPR-Lyl2
plasmiididega

NIH3T6 rakuliini transfektsiooniks kasutati jetPRIME® (JP) ja jetOPTIMUS® (JO)
transfektsioonireagente (Polyplus Transfection®, Prantsusmaa). Ettekasvatatud rakud loendati
hemotsiitomeetriga (Hausser Scientific, USA). 24h enne transfektsiooni plaaditi vélja 250 000
rakku 6-augulisele plaadile ja lisati 2 ml DMEM so6det (10% FBS, 1% pen/step). Transfektsioon
viidi 14bi vastavalt tootjapoolsele protokollile. Segu inkubeeriti 10 min toatemperatuuril ja 50 pl
transfektsioonisegu lisati tilkadena rakkudele. Plaati segati Ornalt 8-kujulise liigutusega ja
inkubeeriti 37°C juures 24h.

2.2.5 Transfektsiooni efektiivsuse kontroll ja rakkude sorteerimine

24h moodudes kontrolliti transfektsiooni efektiivsust fluorestsentsmikroskoobiga (Mudel 1X81,
Olympus). Positilvse EGFP (ing k Enhanced Green Fluorescent Protein — EGFP) signaali
olemasolul aspireeriti rakkudelt s66de ning rakke pesti 1 ml 1x PBS (Phosphate-Buffered Saline)
lahusega. Aspireeriti PBS ja lisati 200 pl triipsiini. Pérast rakkude tassilt lahtitulemist lisati triipsiini
inaktiveerimiseks 500 pl FBS-i sisaldavat DMEM s6ddet. Saadud segu pipeteeriti 1dbi soelaga
korgi FACS-i (ingl k Fluorescence-Activated Cell Sorting — FACS) tuubidesse, iga proov eraldi
tuubi. Rakud tsentrifuugiti pohja 1000 rpm 5 min, aspireeriti sodde ning suspendeeriti 300 pl 5%
FBS-i sisaldavas PBS-is. Iga proovi jaoks pandi valmis 2 FACS-i tuubi (iiks EGFP positiivsete
rakkude jaoks ja iiks EGFP negatiivsete jaoks). EGFP positiivsetest rakkudest sorteeriti klonaalsete
rakuliinide saamiseks FACS-iga iiksikud raku. Uksikute kloonide jaoks lisati 96-augulisele
plaadile 200 pl DMEM soddet (10% FBS, 1% pen/strep) ning igasse auku sorteeriti 1 EGFP
positiivne rakk. Uksikuid kloone kasvatati 90% konfluentsuseni ja passeeriti 6-augulisele plaadile.
Rakkude sorteerimine viidi 1dabi molekulaar- ja rakubioloogia instituudis BD FACSAria

rakusorteriga (BD Bioscience).
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2.2.6 DNA eraldamine
Sorteeritud rakkudest ja iiksikutest kloonidest kasvatatud rakkudest eraldati genoomne DNA
kasutades DNA Clean & Concentrator ™5 Kitti (Zymo Research, USA). Eraldamine tehti vastavalt

tootjapoolsele protokollile.

2.2.7 Illumina jargmise polvkonna sekveneerimine

Jargmise pdlvkonna sekveneerimine (NGS) viidi ldbi firmas Asper Biogene, Illumina MiSeq500
masinaga. Eelnev PCR viidi 1&bi jirgneva programmiga: algne denaturatsioon 9501C 10 min;
denaturatsioon 95[1C 10 sek; renaturatsioon (CRISPR-Lyl ja CRISPR-Lyl2 570C, CRISPR-Tall
6101C) 20 sek; ekstensioon 72[1C 20 sek; korrata 34 tsiiklit ja hoida 100]C. PCR-i segu, 1dppmahus
25 pl : 2.5 pl 10x Puhver B2; 2.5 pl ANTP (2.5 mM); 2.5 pl MgCl12 (25 mM), 1 ul F praimer (5
uM); 1 pl R praimer (5 uM); 0.2 pl Hot FirePol Taq poliimeraas (5U/ul) (Solis BioDyne, Eesti),
DNA 2 pl (50 ng/ul); 13.3 pl mQ. PCR-i ja sekveneerimise jaoks kasutatavad praimerid on vilja
toodud lisas 3. PCR-i produkte kontrolliti geelelektroforeesiga 1.5% agaroosgeelil (70V; 1h).

2.2.8 Sanger sekveneerimine

CRISPR-Tall, CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-Lyl2 transfekteeritud segapopulatsioone ja kloone
analiiiisiti Sanger sekveneerimisega, mis teostati Tartu Ulikooli Genoomika Instituudi
sekveneerimise tuumiklaboris. Eelnev PCR viidi 14bi jargneva programmiga: algne denaturatsioon
95°C 10 min; denaturatsioon 95°C 10 sek; renaturatsioon (CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-Lyl2 57°C,
Tall 61°C) 20 sek; ekstensioon 72°°C 20 sek; korrata 34 tsiiklit ja hoida 10°C. PCR-i segu,
16ppmahus 25 pl: 2.5 pl 10x Puhver B2; 2.5 pul ANTP (2.5 mM); 2.5 ul MgClz 25 mM), 1 ul F
praimer (5 pM); 1 pl R praimer (5 uM); 0.2 ul Hot FirePol Taq poliimeraas (5U/ul), DNA 2 ul (50
ng/ul) (Solis BioDyne, Eesti); 13.3 ul mQ. PCR-i ja Sanger sekveneerimise jaoks kasutatavad
praimerid on vilja toodud lisas 3. PCR-i produkte kontrolliti geelelektroforeesiga 1.5%

agaroosgeelil (70V; 1h). Sobivad proovid toimetati tuumiklaborisse edasiseks analiiiisiks.

2.2.9 ACT-PCR
ACT-PCR-i jaoks disainiti protokollist 1ahtuvalt sobilikud praimerid CRISPR-Lyl1, CRISPR-LyI2
ja CRISPR-Tall (Lisa 4) jaoks nii, et forward praimer jadks kohakuti eeldatava kahe-ahelalise
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10ikekohaga. Renaturatsiooni kriitiline temperatuur maérati kindlaks gradient PCR-iga CRISPR-
Tall, CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-Lyl2 jaoks (Lisa 5). Gradient PCR programm: algne
denaturatsioon 95°C 10 min; denaturatsioon 95°C 10 sek; renaturatsioon 17-nel erineval
temperatuuril (55.9°C, 56.1°C, 56.8°C, 58°C, 59.4°C, 60.9°C, 62.5°C, 64.1°C, 65.6°C, 66.8°C,
67.6°C, 68°C, 69.2°C, 71°C, 72.5°C, 73.6°C, 74.1°C) 20 sek, ekstensioon 72°C 20 sek; korrata 34
tsiiklit ja hoida 10°C juures. PCR-i segu, 16ppmahus 25 pl: 2.5 ul 10x Puhver B2; 2.5 ul ANTP (2.5
mM); 2.5 pl MgClz (25 mM), 1 pl F praimer (5 uM); 1 pl R praimer (5 uM); 0.2 ul Hot FirePol
Taq poliimeraas (5U/ul) (Solis BioDyne, Eesti), DNA 2 ul (50 ng/ul); 13.3 ul mQ. CRISPR-Lyl1
ja CRISPR-Lyl2 praimerite puhul jii renaturatsiooni kriitiliseks temperatuuriks 67.2°C ja CRISPR-
Tall jaoks 66.8°C. PCR-i produkte kontrolliti geelelektroforeesiga 1.5% agaroosgeelil 70V; 1h).

2.2.10 Bindel-PCR

Bindel-PCR-i jaoks disainiti protokollist 1dhtuvalt sobilikud praimerid CRISPR-Lyl1, CRISPR-
Lyl2 ja CRISPR-Tall jaoks (Lisa 6). Esmalt méérati iga praimeri paari jaoks Sobiv renaturatsiooni
temperatuur gradient PCR-iga (Lisa 7A). Gradient PCR programm: algne denaturatsioon 95°C 10
min; denaturatsioon 95°C 10 sek; renaturatsioon 12-nel erineval temperatuuril (55.9°C, 56.1°C,
56.8°C, 58°C, 59.4°C, 60.9°C, 62.5°C, 64.1°C, 65.6°C, 66.8°C, 67.6°C, 68°C) 20 sek; ekstensioon
72°C 20 sek; korrata 34 tsiiklit (Nested- PCR 30 tsiiklit) ja hoida 10°C juures. PCR-i segu,
16ppmahus 25 pl: 2.5 pl 10x Puhver B; 2.5 pl ANTP (2.5 mM); 2.5 ul MgClz2 25 mM), 1 ul F
praimer (5 uM) (Tal_san F; Lyl san F); 1 ul R praimer (5 uM) (Tal san_R; Lyl san R); 0.2 pl
Hot FirePol Taq poliimeraas (5U/ul) (Solis BioDyne, Eesti), DNA 2 ul (50 ng/ul); 13.3 pl mQ.
Sama protokolli alusel médrati nested-PCR-1 praimerite sobivad sulamistemperatuurid. Jargnevalt
madrati sobiva MgCl> kontsentratsioon (Lisa 7B), mille juures metsik-tiitipi DNA puhul
amplifitseeritakse PCR produkt. PCR-i segu, 1oppmahus 25 pl: 2.5 pl 10x Puhver B2; 2.5 ul ANTP
(2.5 mM); x ul MgClz (2.5 mM; 2 mM; 1.5 mM; 1 mM; 0.85 mM; 0.7 mM), 1 ul F praimer (5
uM); 1 pl R praimer (5 uM); 0.2 pul Hot FirePol Taq poliimeraas (5U/pl) (Solis BioDyne, Eesti),
DNA (50 ng/ul); x ul mQ (maht viidi 25 pl-ni). PCR-i produkte kontrolliti geelelektroforeesiga
1.5% agaroosgeelil (70V; 1h).
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2.2.11 ORNI-PCR

Iga proovi jaoks disainiti 3 erineva pikkusega oligonukleotiidi (Lisa 8), mille 3’ ots on amino
blokeeritud. ORNi PCR-i jaoks kasutatud praimerid on vélja toodud lisas 3. PCR-i programm:
algne denaturatsioon 95°C 10 min; denaturatsioon 95°C 10 sek; renaturatsioon (CRISPR-LyI1 ja
CRISPR-Lyl2 57°C; CRISPR-Tall 61°C) 20 sek; ekstensioon 72°C 20 sek; korrata 34 tsiiklit ja
hoida 10°C juures. PCR-i segu, 16ppmahus 50 pl: 2,5 ul F praimer (5 uM); 2,5 ul R praimer (5
uM); 0,5 ul DNA (50 ng/ul); 14,5 ul mQ; 25 ul NEBNext® High-Fidelity 2X PCR Master Mix
(New England BioLabs, USA), 5 ul oligonukleotiide (10 puM). PCR-i produkte kontrolliti
geelelektroforeesiga 1.5% agaroosgeelil (70V; 1h). Testitud oligonukleotiidide seast valiti vilja

koige efektiivsemad (Lisa 9)

2.2.12 Illumina NGS ja Sanger sekveneerimise andmete analiiiis

Illumina MiSeq500 paired-end fastq failid joondati mm10 (Mus musculus) referentsgenoomile,
kasutades Bowtie2 (Langmead et al., 2009) programmi. Bowtie2 parameetrid olid jargmised: -N
1; -k 2. Kasutades samtools 0.1.19 (Li et al., 2009) versiooni indekseeriti ja sorteeriti bam failid.
Saadud bam formaadis andmeid visualiseeriti esmalt tarkvaraprogrammiga IGB (Integrated
Genome Browser) (Freese et al., 2016). Andmete analiiiisimiseks kasutati statistikatarkvara R
lisapaketti CrispRVariant (Lindsay et al., 2016). Sanger sekveneerimisest saadud .ab1 formaadis
toorandmeid visualiseeriti esmalt BioEdit tarkvaraga. Edasi analiiiisiti andmeid erinevate
programmidega nagu Synthego ICE (Synthego Performance Analysis, ICE Analysis. 2019. v2.0.
Synthego; [2020]) ja R pohise paketiga CrispRVariant (Lindsay et al., 2016).
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2.3 Tulemused

2.3.1 Plasmiidide valmistamine

Edukaks CRISPR/Cas9 knock-out eksperimendiks on vajalik nii Cas9 valgu kui ka gRNA
ekspressioon rakkudes. gRNA jérjestuse ja Cas9 ekspresseerimiseks NIH3T6 rakkudes kasutati
pX-458 Notl plasmiidi (Lisa 2), kuhu oli sisestatud sihtmarkjarjestusele disainitud
oligonukleotiidid (Joonis 8). Selle plasmiidi transfekteerimise efektiivsust on tinu EGFP
ekspressioonile voimalik lihtsasti kontrollida. Antud plasmiidile on lisaks olemasolevale Notl
dratundmisjérjestusele lisatud ka teine Notl restriktsiooniensiiimi 16ikekoht, mis kloneerimise
kdigus eemaldatakse ja seetdttu on antud restriktsiooniensiiiimiga voimalik kontrollida, kas
kloneerimise kéigus on plasmiidi integreerunud soovitud oligonukleotiidne jérjestus. Korrektsete
insertide olemasolu plasmiidis kinnitati esmalt Notl restriktsiooniensiitimiga (Lisa 10) ning seejarel

Sanger sekveneerimisega (Lisa 11).

gRNAde disain — Plasmiidide — (3) Plasmiidide paljundamine

ChopChop programmiga valmistamine \
/ / TN N
CRISPR-Tal1 |"/ MY Oigete konstruktide
Eesmirgiks oli valida sellised CRISPR-Ldll ‘-_\ 3 /J kontroll Notl
oligonukleotiidid, mis viiksid e s i
8 CRISPR-Lyl2 B restriktsioonienstifimiga

geeni funktsiooni rikkumiseni

10.0

8.0 - - .-
60— — mm

5.0 _—

4.0

20—
LS —
10— —

Korrektsete insertidega
plasmiidide paljundamine

Joonis 8. Praktilise osa | etapi katseskeem plasmiidi valmistamisest. Esimese etapina sai disainitud
oligonukleotiidid, mis paikneksid selliselt, et saaks rikutud geeni funktsioon. Oligonukleotiidid kloneeriti pX-
458 Notl plasmiidi ja selliselt valmistati 3 erinevat plasmiidi: CRISPR-Tall, CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-LyI2.
Plasmiide paljundati kompetentsetes rakkudes, misjirel puhastati plasmiidid ning kontrolliti Notl

restriktsiooniensiiiimiga.
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2.3.2 NIH3T6 rakuliini transfekteerimine CRISPR-Lyl1, CRISPR-Lyl2 ja CRISPR-Tall
plasmiidiga

NIH3T6 rakke transfekteeriti kolme plasmiidiga, millest kaks olid suunatud Lyll geeni ja iiks Tall
geeni vastu (CRISPR-Tall, CRISPR-Lyll ja CRISPR-Lyl2). 24h mo6dudes kontrolliti
transfekteerimise efektiivsust EGFP signaali alusel fluorestsentsmikroskoobiga (Joonis 9).
Joonisel 10A on visuaalsel hinnangul niha, et kdikide plasmiididega - CRISPR-Lyl1, CRISPR-
Lyl2 ja CRISPR-Tall on transfekteerimine dnnestunud. Samas EGFP signaali olemasolu iiksi ei
voimalda hinnata disainitud gRNA-de efektiivsust - kas gRNA on edukalt Cas9 juhtinud soovitud
sihtmaérgini ja kas sihtmérkjarjestuses on Cas9 poolt tekitatud kahe-ahelalise katke parandamisel
tekkinud mutatsioone. Selleks, et testida erinevate meetoditega gRNA efektiivsust, sai FACS-iga
sorteeritud EGFP positiivsed segapopulatsioonid (CRISPR-Tall JP, CRISPR-Tall JO, CRISPR-
Lyll JP, CRISPR-Lyl1 JO, CRISPR-Lyl2 JP, CRISPR-Lyl2 JO) ning EGFP negatiivsed
rakupopulatsioonid (CRISPR-Tall JP-, CRISPR-Lyl1 JP-, CRISPR-LyI2 JP-) (Tabel 3, Lisa 12).
Neid rakupopulatsioone analiiiisiti edasi t60s vélja toodud kolme PCR-i pohise meetodiga: ACT-
PCR, Bindel-PCR ja ORNi PCR-iga ning kahe sekveneerimise meetodiga: Sanger sekveneerimise

ja [llumina jargmise pdlvkonna sekveneerimisega.

Tabel 3. FACS-iga sorteeritud rakupopulatsioonid

EGFP+ EGFP- .
segapopulatsioonid | segapopulatsioonid Kloonid
CRISPR-Tall JP CRISPR-Tall JP- Tall-1
CRISPR-Lyl1 JP CRISPR-Lyl1 JP- Tall-2
= CRISPR-LylI2 JP CRISPR-Lyl2 JP- Tall-3
é CRISPR-Tal1JO Tall-4
. CRISPR-Lyl1 JO Lyl2-1
CRISPR-LyI2 JO Lyl2-2
Lyl2-3
Lyl2-4

Viie korduskatse pohjal oli jetPPRIME®-iga transfekteerimise efektiivsus FACS-iga
analiiisimisel CRISPR-Tall puhul 8%, CRISPR-Lyl1 20% ning CRISPR-LyI2 transfekteerimise
efektiivsus oli keskmiselt 24%. FACS-iga sorteerides saadi kolme plasmiidi puhul keskmiselt
27076 EGFP positiivset rakku ja 146712 EGFP negatiivset rakku (Lisa 13). Meetodite efektiivsuse
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ja tulemuste kontrollimiseks sai vélja sorteeritud ka EGFP positiivsetest rakkudest tiksikud kloonid
96-augulisele plaadile. Selliselt sisaldaks iga klonaalne populatsioon eeldatavasti sama mutatsiooni
ning proovides puuduksid muundamata jérjestused, mistottu neid proove oleks voimalik kasutada
positiivse kontrollina PCR-i pohistes meetodites. Sellisel juhul ei oleks proovides iilekaalus

metsik-tiitipi jarjestused, mille tottu alahinnatakse indeleid sisaldavate jarjestuste osakaalu.

Tranfekteerimise efetiivsuse

NIH3T6 rakkud (7)) Genoomi muundamine ———
raxiude (2) Genoomi muundamine ® kontrollimine EGFP signaali

transfekteerimine

Cas9 alusel
jetPRIME (JP) R 0
jetOPTIMUS (JO) 5 (1 "U gRNA “.
o (©® - =8
CRISPR-Tall e s
CRISPR-Lyl1 ' ia
CRISPR-Lyl2 indelid {

Rakkude sorteerimine
FACSiga EGFP positiivseteks
ja negatiivseteks

"‘5'?.

Andmeanaliiiis ¢— @ ¢gRNA efekiivsuse hindamine «g— Sorteeritud EGFP+
segapopulatsioonid:

g;fgf:::rlléng PCRi pdhised Sekveneerimise pdhised CRISPR-Tall JP 4"'/ '/
meetodid: meetodid: CRISPR-Tall JO
ACT-PCR Sanger sekveneerimine CRISPR-Lyll JP Sorteeritud EGFP+ kloonid:
Bindel-PCR Mumina NGS CRISPR-Lyl1 JO  Tall-1, Tal1-2, Tall-3, Tall-4
ORNi PCR 1 1 CRISPR-Lyl2 JP Lyl2-1, Lyl2-2, Lyl2-3, Lyl2-4
Myl cwmmeseio

Joonis 9. Praktilise osa Il etapi katseskeem. Eelnevas etapis valmistatud kolme plasmiidiga-CRISPR-Tal1,
CRISPR-Lyll ja CRISPR-Lyl2 transfekteeriti NIH3T6 rakke. Transfekteerimiseks kasutati kahte
transfektsioonireagenti: jetPRIME® ja jetOPTIMUS® ning 24h mooddudes kontrolliti transfekteerimise
efektiivsust fluorestsentsmikroskoobiga. Positiivse signaali olemasolul sorteeriti rakud FACS-iga EGFP
positiivseteks segapopulatsioonideks (CRISPR-Tall JP, CRISPR-Tall JO, CRISPR-Lyl1 JP, CRISPR-Lyl1 JO,
CRISPR-LyI2 JP ja CRISPR-LyI2 JO) ja EGFP negatiivseteks (CRISPR-Tall JP-, CRISPR-Lyl1 JP-, CRISPR-
Lyl2 JP-). Lisaks sai sorteeritud EGFP positiivsetest rakkudest tiksikud kloonid Tall-1, Tall-2, Tall-3, Tall-4
ja CRISPR-Lyl2 jaoks Lyl2-1, Lyl2-2, Lyl2-3, Lyl2-4. Muundatud rakupopulatsioonide analiitisimiseks kasutati

nii PCR-i, kui ka sekveneerimise pdhiseid meetodeid.
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A B
CRISPR-Tall JP+

CRISPR-Lyll JP+ CRISPR-Lyl2 JP+ CRISPR-Tall JP+  CRISPR-Lyll JP+ CRISPR-Lyl2 JO+

CRISPR-Tall JO+

3

Joonis 10. Tranfektsiooni efektiivsuse kontroll ja rakkude sorteerimine FACS-iga. A CRISPR-Tall,
CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-LyI2 plasmiid transfektsiooni kontroll fluorestsentsmikroskoobiga. B EGFP signaali
alusel sorteeritud EGFP positiivsed ja EGFP negatiivsed rakupopulatsioonid, mida analiiiisiti t66s véljatoodud 3
PCR-i pdhise meetodiga: ACT-PCR, Bindel-PCR ja ORNi ja kahe sekveneerimise meetodiga: Sanger

sekveneerimise ja Illumina jairgmise pdlvkonna sekveneerimisega.

2.3.3 CRISPR-Tall, CRISPR-Lyll, CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonide ja klonaalsete
rakkude NGS tulemused

Selleks, et saada iilevaadet tekkinude indelitest, said CRISPR-Tall, CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-LyI2
transfekteeritud segapopulatsioonid (tdhistatud JP ja JO) ja klonaalsed rakupopulatsioonid

sekveneeritud Illumina MiSegi-ga ja Sanger sekveneerimisega.

[llumina NGS tulemusi analiiiisiti R pohise lisapaketi CrispRVariantiga, mille véljundiks on tabel,
kus on ndha jirjestustes esinevate indelite sagedused protsentides ja indelite positsioonid
jérjestuses (Joonis 11). CrispRVarianti sisendandmeteks on referentsgenoomile joondatud bam
failid, milles vorreldakse gRNA genoomsete koordinaatide pohjal muutusi analiiiisitavates failides

kasutades referentsina metsik-tiiiipi jarjestusi.

NGS tulemuste analiiiisil CrispRVariantiga oli ndha, et CRISPR-Tall JP muundamise efektiivsus
oli 41,18%, kuid CRISPR-Tall JO puhul oli indeleid sisaldavad lugemeid vdaga vihe, mistottu ei
saa antud proovi puhul hinnata gRNA efektiivsust adekvaatselt hinnata. Joonisel 11 on vélja toodud
CRISPR-Tall segapopulatsioonide CrispRVariant analiilisi tulemused, milles on esitatud 10 kdige
sagedasemat indeli tiitipi. CRISPR-Tall JP ja CRISPR-Tall JO analiiiisitud segapopulatsioonides
moodustasid ~3,7% indelitest 1 nukleotiidilised muutused, mis asuvad 3 nukleotiidi tilesvoolu

eeldatavast Cas9 1dikepositsioonist (nullpunktiks on 3 nukleotiidi iilesvoolu PAM-ist ehk eeldatav
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Cas9 1dikepositsioon). Kdige ulatuslikum indel CRISPR-Tall JP segapopulatsioonis on 11
nukleotiidiline deletsioon. Antud andmete analiiiisist on ndha, et ka EGFP negatiivseks
populatsiooniks sorteeritud CRISPR-Tall JP- proovis esinevad indelid (Joonis 11). Antud juhul
voib olla pohjuseks mitmeid: rakkude tihedus on sorteerimisel olnud liiga suur voi sorteerimise
viarvad on maédratud liiga ldhedale negatiivsele fraktsioonile. Kuna rakud sorteeriti 24h peale
transfekteerimist on voimalik, et osades rakkudes ei olnud sorteerimise hetkel EGFP signaal veel
detekteeritav.
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Joonis 11. CRISPR-Tall segapopulatsioonide TIllumina NGS andmete analiiiisi tulemused
CrispRVariantiga. Joonisel on esitatud 10 kdige sagedasemat indeli tiilipi, mis esinevad CRISPR-Tall
segapopulatsioonide proovides. Joonise iilemises servas on margitud gRNA positsioon geenil. Musta kastiga on
tahistatud gRNA jéarjestus ning 3 nukleotiidiline PAM. Musta ldbiva joonega on tdhistatud eeldatav Cas9
16ikepositsioon, mis asub 3 nukleotiidi tilesvoolu PAMist. Vasakul on vélja toodud indelite tiilibid ja positsioonid
jarjestuses. Paremal on heatmap, millel on esitatud indeleid sisaldavate lugemite arv. CRISPR-Tall
segapopulatsiooni proovides olid kdige sagedasemateks variatsioonideks 1 nukleotiidilised asendused, lisaks

esines ka kuni 11 nukleotiidilisi deletsioone.

CRISPR-Lyll puhul oli sihtmérkjérjestuse muundamise efektiivsus keskmiselt 74%. Nendest 38%
moodustasid ka kirjanduse alusel koige sagedasemad 1 ja 2 nukleotiidilised deletsioonid (Joonis

12). Samuti leidus antud proovide hulgas ka erineva pikkusega 9-13 nukleotiidilisi deletsioone ning
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1-9 nukleotiidiliseid insertsioone. Joonisel 12 on niha, et EGFP alusel negatiivseks sorteeritud
rakupopulatsioonides CRISPR-Lyl1 JP- esineb 1 ja 2 nukleotiidilisi deletsioone. Tdenéoliselt voib
ka siin olla pohjuseks mittepiisava tugevusega EGFP signaal voi FACS-iga sorteerimisel tekivad
vead. Samuti leidub ka kontroll proovis iihe nukleotiidilisi muutusi. Arvatavasti voivad sellised
muutused tekkida kas juba esialgse PCR-i v&i siis sekveneerimise kdigus. Ka kirjanduses on
ndidatud, et 39% iihe nukleotiidilistest asendustest on seletatavad poliimeraasi t60s tekkivate
vigadega. Samas on ka NGS-i veaméiraks kirjanduse pohjal antud >0,1% ning kombinatsioonis
PCR-i kéigus tekkivate vigadega, on loogiline, et sellised iihe nukleotiidilised asendused voivad

jarjestustes esineda.
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Joonis 12. CRISPR-Lyll segapopulatsioonide TIllumina NGS andmete analiiiisi tulemused
CrispRVariantiga. Joonisel on esitatud 10 kdige sagedasemat indeli tiilipi, mis esinevad CRISPR-Lyll
segapopulatsioonide proovides. Joonise iilemises servas on mérgitud gRNA positsioon geenis. Musta kastiga on
tahistatud gRNA jérjestus ning 3 nukleotiidiline PAM. Musta ldbiva joonega on tihistatud eeldatav Cas9
16ikepositsioon, mis asub 3 nukleotiidi {ilesvoolu PAMist. Vasakul on vilja toodud indelite tiiiibid ja positsioonid
jarjestuses. Paremal on heatmap, millel on esitatud indeleid sisaldavate lugemite arv. Kollase ringiga on
tahistatud insertsiooni positsioon ning nukleotiidne jérjestus. CRISPR-Lyl1 segapopulatsiooni proovides olid

koige sagedasemad 1 ja 2 nukleotiidilised indelid, lisaks esines ka kuni 8 nukleotiidilisi deletsioone.

CRISPR-Lyl2 puhul oli muundamise efektiivsus keskmiselt 55%. Sarnaselt CRISPR-Lyl1 ja
CRISPR-Tall proovidele moodustas ka CRISPR-Lyl2 muundatud jérjestustes kdige suurema osa
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(~28%) 1 ja 2 nukleotiidilised deletsioonid (Joonis 13). Samuti esines ka CRISPR-Lyl2 proovides
ulatuslikke (9-13 nukleotiidseid) deletsioone ning moned iiksikud insertsioonid, kus jarjestusse oli
lisatud 1-4 nukleotiidi. CRISPR-LyI2 puhul 33% indelitest asub sellises positsioonis, mis viivad

geeni funktsiooni rikkumiseni.
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Joonis 13. CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonide TIllumina NGS andmete analiiiisi tulemused

CrispRVariantiga. Joonisel on esitatud 10 kdige sagedasemat indeli tiilipi, mis esinevad CRISPR-LyI2
segapopulatsioonide proovides. Joonise lilemises servas on mérgitud gRNA positsioon geenis. Musta kastiga on
tahistatud gRNA jirjestus ning 3 nukleotiidiline PAM. Musta ldbiva joonega on tihistatud ecldatav Cas9
16ikepositsioon, mis asub 3 nukleotiidi iilesvoolu PAMist. Vasakul on vilja toodud indelite tiiiibid ja positsioonid
jarjestuses. Paremal on heatmap, millel on esitatud indeleid sisaldavate lugemite arv. CRISPR-Lyl2
segapopulatsiooni proovides oli kdige sagedastemaks indeliteks 1 ja 2 nukleotiidilised indelid, lisaks esines ka

kuni 10 nukleotiidilisi deletsioone.

Joonisel 14 on kokkuvdtvalt esitatud CRISPR-Tall, CRISPR-Lyll ja CRISPR-Lyl2
segapopulatsoonides esinevad koige sagedasemad indelid ning nende positsioonid jérjestustes.
Antud juhul on saadud tulemused sarnased Kkirjanduses esitatud tulemustega. Koige
sagedasemateks indeliteks on 1-3 nukleotiidilised deletsioonid, mis paiknevad Cas9

16ikepositsiooni ldheduses.
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Joonis 14. Segapopulatsioonides esinevad koige sagedasemad indelite tiiiibid ja positsioonid. CRISPR-
Tall, CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonides esinevate indelite tiiiibid ja positsioonid NGS
analiiiisi pohjal. A Joonisel on esitatud insertsioonide ja deletsioonide pikkused (-1 tdhistab 1 nukleotiidilist
deletsiooni; +1 tdhistab 1 nukleotiidilist insertsiooni) ning nende sagedused protsentides. Kdige suurema
osakaalu analiiiisitud proovides moodustasid 1, 2 ja 3 nukleotiidilised deletsioonid. B Esitatud on analiiiisitud

proovides esinevate indelite positstioonid (0 positsiooniks on 3 nukleotiidi iilesvoolu PAMist).

Analiiiisides CRISPR-Tall ja CRISPR-Lyl2 klonaalseid rakupopulatsioone selgus, et kdik
populatsioonid sisaldavad kombinatsioone erinevatest indelitest. CRISPR-Tall ja CRISPR-Lyl2
klonaalsete populatsioonides olid koige sagedasemateks mutatsioonideks 1-3 nukleotiidilised
deletsioonid (Joonis 15, Joonis 16). Uldiselt leidus kdikides CRISPR-Tall klonaalsetes proovides
erineva sagedusega erinevat tiilipi indeleid, mille hulka kuulusid ulatuslikud (6-11 nukleotiidilised)
deletsioonid, 2 nukleotiidilised insertsioonid ja ithe nukleotiidilised muutused. Vaatamata sellele,
et koik antud proovid olid FACS-iga sorteeritud tiksikud kloonid, esineb koikides proovides
erinevat tiitipi indeleid. Pohjuseks voib olla see, et antud rakkudes oli CRISPR/Cas9 aktiivne veel
pdrast sorteerimist ning uutes rakkudes toimetas CRISPR/Cas9 edasi, mistdttu tekkis
populatsioonis kombinatsioon erinevatest indelitest. Samas moodustab suurema osakaalu antud
proovides metsik-tiiiipi jéarjestused, mis tdhendab, et CRISPR/Cas9 efektiivsus on antud proovides
jaanud védga madalaks. Klonaalsetest proovidest sisaldas kdige suurema osakaaluga indeleid vaid
Tall-1, teistes klonaalsetes proovide on indelite osakaal vdga vdike ning pigem esineb nendes

uksikuid the nukleotiidilisi muutusi.
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Joonis 15. CRISPR-Tall klonaalsetes rakupopulatsioonides esinevad indelid. Joonisel on esitatud 10 kdige
sagedasemat indeli tiilipi, mis esinevad CRISPR-Tall klonaalsetes proovides (Tall-1, Talil-2, Tal1-3, Tall-4).
Joonise iilemises servas on margitud gRNA positsioon geenis. Musta kastiga on tdhistatud gRNA jérjestus ning
PAM. Musta ldbiva joonega on tdhistatud eeldatav Cas9 ldikepositsioon, mis asub 3 nukleotiidi iilesvoolu
PAMist. Vasakul on vilja toodud indelite tiiiibid ja positsioonid jarjestuses. Paremal on heatmap, millel on
esitatud indeleid sisaldavate lugemite arv. Kollase ringiga on tdhistatud kahe nukleotiidilise insertsiooni
positsioon ning jérjestus. Kdige sagedasemateks indeliteks CRISPR-Tall klonaalsetes populatsioonides on 3
nukletotiidilised deletsioonid ning 2 nukleotiidilised insertsioonid.

CRISPR-Lyl2 klonaalsetes proovides moodustasid 40% kogu jérjestustest 1-2 nukleotiidilised
deletsioonid (Joonis 16). Varreldes CRISPR-Tall proovidega esineb CRISPR-LyI2 klonaalsetes
proovides vdhem 1 nukleotiidilisi muutusi, kuid suurema sagedusega leidub ulatuslike, kuni 22

nukleotiidilisi deletsioone.
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Joonis 16. CRISPR-LyI2 klonaalsetes rakupopulatsioonides esinevad indelid. Joonisel on esitatud 10 kdige
sagedasemat indeli tiilipi, mis esinevad CRISPR-LyI2 klonaalsetes proovides (Lyl2-1, Lyl2-2, Lyl2-3, Lyl2-4).
Joonise iilemises servas on margitud gRNA positsioon geenis. Musta kastiga on tdhistatud gRNA jérjestus ning
PAM. Musta ldbiva joonega on tdhistatud eeldatav Cas9 16ikepositsioon, mis asub 3 nukleotiidi iilesvoolu
PAMist. Vasakul on vilja toodud indelite tiiiibid ja positsioonid jarjestuses. Paremal on heatmap, millel on
esitatud indeleid sisaldavate lugemite arv. Kdige sagedasemateks indeliteks CRISPR-Lyl2 klonaalsetes
populatsioonides on 1 ja 2 nukleotiidilised deletsioonid.

2.3.4 CRISPR-Tall, CRISPR-Lyll, CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonide ja klonaalsete
rakkude Sanger sekveneerimise tulemused

Muundatud jérjestustes esinevate indelite tuvastamiseks on kasutatud ka traditsioonilist Sanger
sekveneerimist. Meetodi toimimise pShimotte tttu on seda meetodit kasutatud peamiselt iiksikute
rakkude analiiiisimiseks. Samas on loodud mitmeid programme nagu Synthego ICE, mis
voimaldab analiitisida Sanger sekveneerimisega ka segapopulatsiooni proove. NGS-iga
analiiiisitud sega- ja klonaalseid populatsioone analiiiisiti ka Sanger sekveneerimisega, et niha, kas
selliselt on voimalik kindlaks méédrata segapopulatsioonides esinevad indelite tiiiibid ja Kui
sarnased on saadud tulemused NGS-i tulemustega. Analiiiisiks kasutatud Synthego ICE sai valitud
programmi lihtsa kasutajaliidese ning tulemuste hea visuaalse esitamise tottu. Synthego ICE
sisendfailideks on Sanger sekveneerimisest saadud .abl failid, millest iiks on metsik-tiiiipi,
muundamata jarjestus ning teine muundatud jdrjestus. gRNA jirjestuse jérgi pannakse paika
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eeldatav Cas9 16ikepositsioon ning muundatud jarjestust vorreldakse kasutaja poolt antud metsik-
tiilipi jarjestusega. Synthego ICE-i puhul esitatakse tulemused nii kromatogrammina, kui ka
nukleotiidse jarjestusena, kuhu on maérgitud tekkinud indelite positsioon, sagedus ja suurus.
Synthego ICE antud juhul ei analiiisinud CRISPR-Tall segapopulatsioone tundmatu vea 334
parast. Toendoliselt mojutab Sanger sekveneerimisest saadud andmete analiiiisi ka indelite osakaal
- juhul kui iithe vahemikku jdéb palju erinevaid indeleid ei pruugi programmid kromatogrammis
esinevaid indeleid eristada. Samas suutis Synthego ICE edukalt méadrata CRISPR-Tall klonaalsetes
populatsioonides esinevad indelite tiitibid. CRISPR-Tall klonaalsete proovide puhul oli kdige
sagedasemateks indeliteks Synthego ICE tulemuste pohjal 3 nukleotiidilised deletsioonid (Joonis
17, Joonis 18). Kuigi Tall-4 rakud olid iiles kasvatatud FACS-iga sorteeritud iihest EGFP
positiivsest rakust, puudusid Synthego ICE analiiisi tulemuste pohjal antud proovis
sthtmarkjarjestuses indelid. Selline olukord voib tekkida, kui algselt sorditi EGFP negatiivne rakk,
gRNA Cas9 kompleks ei tootanud efektiivselt voi kaheahelaline katke parandati ilma vigadeta.

Tall-1
-3 « 31 TTA TGTT GGATG {GAGCGGCCGCCGAGCGAGGCEE GCAGTG GCAACTAGAGGGA
-3 = T T TGTT GGATG : GCGG G GAGCGAGGCGG G GTG G A TAGAGGG
+ 0 = ; 5% ) TGTT GGATG/ GEG»G GG G GAGCLGAGGCGG G AGTG G TAGAGGG
Tall-2
42 = . 7 TTA TGTTACAGGATGACG: NNGAGCGGCCGCCGAGCGAGBCBGCACGCAGTGA GCAACTAGAGGGA
+ 0 - ¢ TT TGTTACAGGATGACG: GAGCGGCCGCCGAGCGAGGCGG GCAGTGA 6 TAGAGGG
+14 X TGTT GG TG/ GENNNNNNNNNNNNNNG GCGG G GAGUGAGGCGG G GTG G
+10 : 3  3(¢ k8 5 GGATG GSNNNNNNNNNNG GCGG G GAGCGAGGCGG A G AGTG G
-17 18 TGTT GGATG : GAGGCGG A G AGTG A G A TAGAGGG
-12 TT TGTT GGATGACG AGCGAGGCGG GCAGTG G TAGAGGG
Tall-3
-3 2 TTA TGTT GGATG EG GCGG G GAGCGAGGCGEG G GTG G TAGAGGG
-8 TTA TGTT G {-AGCGGCCGCCGAGCGAGGCGE GCAGTG (5 TAGAGGGA
-8 . TTA TGTTACAGGATG : GCCGAGCGAGGCGG GCAGTG 6 TAGAGGG
-18 TT TGTTA ; GAGCBAGGCGGCACGCAGTG G TAGAGGG
-3 1 T F TGTT GGATGA ; AGCGG G GAGCGAGGCGSG G GTG G TAGAGGG
+ o TT TGTTA GGATG GSG'G GG G GAGLCGAGGCGG G GTG G TAGAGGG
-18 « i TTA TGTTA GG A ; GCGAGGCGEG G GTG G TAGAGGG
+2 2 TT TGTT GGATG GENNG GCGG G GAGLCGAGGCGEG G GTG G TAGAGGG
-18 TTA TGTT GGATG H GAGGCGG G GTG G TAGAGGG
Tall-4
' 0 TTA TGTT GGATGACG:GAGCGGCCGCCGAGCGAGGCGE GCAGTG GCAACTAGAGGG

Joonis 17. CRISPR-Tall klonaalsete populatsioonide Sanger sekveneerimise andmete analiiiis Synthego
ICE-iga. Vasakul on tihistatud indelite tiilibid ja suurus ning indelite esinemissagedus protsentides. Paremal on

néidatud indelite positsioonid Cas9 eeldatava 1dikepositsiooni suhtes.
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Joonis 18. CRISPR-Tall klonaalsetes proovides esinevate indelite positsioonid ja tiiiibid NGS ja Sanger
sekveneerimise alusel. A NGS ja Sanger sekveneerimisega tuvastatud indelite tiitibid. SNV téhistab iihe
nukleotiidilisi asendusi. Miinusega on esitatud deletsioonide pikkused ning plussiga insertsiooni pikkused. B
Joonisel on esitatud indelite positsioonilise jaotuvuse erinevused NGS ja Sanger sekveneerimise vahel. 0

positsiooniks on 3 nukleotiidi ilesvoolu PAMist.

Analiitisides Synthego ICE-iga CRISPR-Lyll segapopulatsioone, maaras antud programm koige
sagedasemateks indeliteks 1 nukleotiidilised deletsioonid (Joonis 19, Joonis 20A). Antud juhul on
NGS-i ja Sanger sekveneerimise tulemused erinevad, eriti indelite positsiooni méaaramisel (Joonis
20B). NGS-i tulemuste pdhjal asus 38% indelitest positsioonis +2 kuid Synthego ICE on méaéranud
enamus indelid positsiooni -1.

CRISPR-Lyll JP+

T 51 GG TGG6G6G6CGGGCACATGGA : ACGGATAGAATGCTAA TGTGG6GAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGG A
+ 0 = - 45 GG TGG6GGCGGGCACATGGA E ACGGATAGAATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGGA
-2 3 GG TGG6G6GCGGGCACATGGA : ACGGATAGAATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGGA
+2 1 GG TGG6G6G6CGGGCACATGGA ENN ACGGATAGAATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAG
CRISPR-Lyll JO+
-1 e— 49 GG TGG6G66CGGG ATGG E ACGGATAGAATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGGA
+ 0 « - 39 GG TGG6G66CGGG ATGGA : ACGGATAGAATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGGA
+2 . 1 GG TGGGG6CGGGCACATGGA ENN ACGGATAGAATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAG
-2 GG TG6G6G6CGG6GCACATGGA E ACGGATAGAATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGG A
-17 2 GG TGGGGCGGGCACATGGA : TAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGG A
-n 2 GG TGGGGCGGGCACATGGA E ATGCTAA TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGGA
-3 1 GG TGGG6G6CGGG ATGGA : GGATAGAATGCT TGTGGGAGGGAGTGAAGTTAAGGGGAAGGA

Joonis 19. CRISPR-Lyl1 segapopulatsioonide Sanger sekveneerimise andmete analiiiis Synthego ICE-iga.
Vasakul on tdhistatud indelite tiilibid ja suurus ning indelite esinemissagedus protsentides. Paremal on niidatud
indelite positsioonid Cas9 eeldatava 16ikepositsiooni suhtes. Antud proovide puhul on kdige sagedasemateks

indeliteks 1 nukleotiidilised deletsioonid, kuid esineb ka insertsioone ning kuni 17 nukleotiidilisi deletsioone.

39



Indelite tiilibid Indelite positsioon
50% 60%
45%
40% o0
35%
40%

30%
25% 30%
20%
155 20%
10% 10%

5% I

0% - - - - - o - -

-4 3 2 1 +1 2 SNV -2 -1 +1 2

M NGS mSanger ENGS mSanger

Joonis 20. CRISPR-Lyll segapopulatsioonide indelite positsioonid ja tiiiibid NGS ja Sanger
sekveneerimise alusel. A NGS ja Sanger sekveneerimisega tuvastatud indelite tiitibid. SNV tihistab iihe
nukleotiidilisi asendusi. Miinusega on esitatud deletsioonide pikkused ning plussiga insertsiooni pikkused. B
Joonisel on esitatud indelite positsiooniline jaotuvus NGS ja Sanger sekveneerimise tulemuste pdhjal. 0

positsiooniks on 3 nukleotiidi iilesvoolu PAMist.

CRISPR-Lyl2 Sanger sekveneerimisest saadud andmete analiiiisil jattis Synthego ICE analiiiisist
vélja CRISPR-Lyl2 klonaalsed rakupopulatsioonid ning andis tulemused vaid CRISPR-Lyl2
segapopulatsioonide kohta. Antud programm andis pdhjuseks vea failide formaadis. CRISPR-Lyl2
JP ja CRISPR-Lyl2 JO analiiiisitud proovides olid kdige sagedasemateks indeliteks samuti 1 ja 2
nukleotiidilised deletsioonid, mis asusid 2 ja 3 nukleotiidi {ilesvoolu PAMist (Joonis 21). Antud
juhul olid NGSi ja Sanger sekveneerimise tulemused omavahel {isna sarnased indelite tiitipide
madramisel (Joonis 22A). Mdlema analiiiisi pdhjal oli koige sagedasemaks indeliks 1
nukleotiidilised deletsioonid. Samas erinevad liksteisest selgelt indelite positsioon, NGS-i pdhjal
asusid enamus indelid positsioonis -1 ja -3, kuid Sanger sekveerimisest saadud andmete pdhjal on

Synthego ICE maéranud enamus indelid positsiooni -1 (Joonis 22B).

CRISPR-Lyl2 JP+

+ o GTGGGGT ATGTG( 6c i AGGCCGBGAGCAGAGGTGGGTT G ATGACTGAGAAAACTGAGATG
<1 - 16 TAT GTGGGGT ATGTG( G E AGGCCGGAGCAGAGGTGGGTTCCG ATGACTGAGAAAACTGAGATG
-3 2 TAT GTGGGGT ATGTG( : AGG GGAGCAGAGGTGGGTT G ATGACTGAGAAAACTGAGATG
2 TAT GTGGGGT ATGTG I : AGG GGAGCAGAGGTGGGTT G ATGACTGAGAAAACTGAGATG
CRISPR-Lyl2 JO+

+ 0 64% CTATCCGTGGGGT ATGTG( GC AGG GGAGCAGAGGTGGGTT G ATGACTGAGAAAACTGAGATG

'

-1 — 2% CTATCCGTGGGGT ATGTG( GC, AGG GGAGCAGAGGTGGGTT G ATGACTGA ACTGAGATG
-2 3% CTATCCGTGGGGT ATGTGI( H AGG GGAGCAGAGGTGGGTT G ATGACTGAGAAAACTGAGATG

Joonis 21. CRISPR-LyI2 segapopulatsioonide Sanger sekveneerimise andmete analiiiis Synthego ICE-iga.
Vasakul on tdhistatud indelite tiilibid ja suurus ning indelite esinemissagedus protsentides. Paremal on ndidatud
indelite positsioonid Cas9 eeldatava 13ikepositsiooni suhtes. Antud proovide puhul on kdige sagedasemateks

indeliteks 1 ja 2 nukleotiidilised deletsioonid.
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Joonis 22. CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonide indelite positsioonid ja tiiiibid NGS ja Sanger
sekveneerimise alusel. A NGS ja Sanger sekveneerimisega tuvastatud indelite tiiiibid. SNV tdhistab iihe
nukleotiidilisi muutusi. Miinusega on esitatud deletsioonide pikkused ning plussiga insertsiooni pikkused..B
Joonisel on esitatud indelite positsiooniline jaotuvuse erinevused NGS ja Sanger sekveneerimisega saadud

tulemuste pohjal. 0 positsiooniks on 3 nukleotiidi tilesvoolu PAMist.

Vaadates kahe sekveneerimismeetodiga saadud tulemusi on selgelt néha, et NGS on vdimeline
oluliselt paremini tuvastama erinevaid indelid ning nende positsioone (Joonis 23). Kahe meetodi

omavahelised tulemused ei korreleeru omavahel viaga histi.

2.3.5 ACT-PCRI tulemused

ACT-PCR pdhineb alleel-spetsiifilisel PCR-il, kus kasutatakse mutatsioonitundlike praimereid
kombineerituna praimerite Kriitilise seondumistemperatuuriga. Indeleid sisaldavad proovid on
agaroosgeelil negatiivsed, kuna indelide esinemise korral ei toimu praimeri 3’ otsa seondumist
sihtmérkjérjestusega. Joonisel 23 on vilja toodud iihed representatiivsed ACT-PCR-i tulemused,
millest on ndha, et CRISPR-Tall proovidest on geelelektroforeesiga kontrollides positiivse
tulemuse andnud CRISPR-Tall JP, CRISPR-Tall JO ja CRISPR-Tall JP- segapopulatsionide
proovid. NGS-i tulemuste pohjal on nédha, et antud proovid sisaldavad pigem metsik-tiiiipi jarjestusi
ning indeleid sisaldavaid lugemeid on viaga vihe, mistottu on need proovid visualiseeritavad geelil.
Samas pole PCR-i amplifikatsioon pole onnestunud klonaalsete rakupopulatsioonidega Tall-1,
Tall-2, Tall-3 ja Tall-4, mis antud analiiiisi jérgi viitab sellele, et need proovid sisaldavad
sihtmaérkjarjestuses indeleid. NGS-i tulemuste pdhjal sisaldas vaid Tall-1 proov selliseid indeleid,
mille puhul oleks tdesti praimeri 3’ otsa seondumine hiiritud. Ulejdiinud klonaalsetes proovides

esineb indeleid védga vihe ning tilekaalus on siiski metsik-tiiiipi jarjestused, mille puhul ei oleks
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praimeri 3’ otsa seondumine héiritud. Samas pole antud juhul PCR-i amplifikatsiooni dnnestunud
ka kontroll prooviga (wt). Kuna CRISPR-Tall nelja korduskatse puhul ei to6tanud korduvalt ka

kontrollid, pole antud juhul saadud tulemused usaldusvairsed.

CRISPR-Tall B CRISPR-Lyll CRISPR-Lyl2
r T 1
Tall Tall Tall Lyll Lyll Lyll Lyl2 Lyl2 Lyl2
M P JO Tall-l Tall2 Tall3 Tall4  Jp- B J0 I~ P O Lyl Lyk2 Ly23 Ly4 Jp- wt

Joonis 23. CRISPR-Tall, CRISPR-Lyll ja CRISPR-Lyl2 ACT-PCRi tulemused. Joonisel on niha
representatiivsed geelipildid neljast korduskatsest. A CRISPR-Tall segapopulatsioonide ja klonaalsete
rakupopulatsioonide tulemused. Positiivse tulemuse on andnud CRISPR-Tall JP, CRISPR-Tall JO ja CRISPR-
Tall JP-. PCR-i amplifikatsioon pole dnnestunud CRISPR-Tall klonaalsete proovidega Tall-1, Tall-2, Tall-3
ja Tall-4. Samuti ei to6tanud ootuspéraselt kontroll proov, mis peaks olema visualiseeritav geelil. B CRISPR-
Lyl1 ja CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonide ja CRISPR-LyI2 klonaalsete populatsioonide tulemused. Positiivsed
tulemused on andnud koik analiiiisitavad proovid, nii segapopulatsioonid (CRISPR-Lyl1 JP, CRISPR-Lyl1 JO,
CRISPR-Lyl1 P-, CRISPR-LyI2 JP, CRISPR-Ly2 JO, CRISPR. Lyl2 JP-, Lyl2-1, Lyl2-2, LI2-3, Lyl2-4). Samuti

on todtanud kontroll proov, kuid oodatust madalama efektiivsusega.

CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-Lyl2 puhul on koik analiiiisitud proovid andnud eeldatava pikkusega
PCR-i produkti (~190 bp), mis antud analiiiisi jargi tahendab, et nendes jérjestustes on suurema
osakaaluga sellised muutused, mille puhul PCR-i amplifikatsioon ei ole takistatud. CRISPR-Lyl1
NGS andmete analiilisimisel CrispRVariantiga oli néha, et enamus (47%) indelitest jii praimeri 3’
otsa, seega peaksid CRISPR-Lyl1 proovid olema negatiivsed. Sarnaselt on ka CRISPR-Lyl2 JP ja
JO segapopulatsiooni proovidega toimunud PCR-i amplifikatsioon, antud proovid sisaldasid NGS
andmete analiilisi pohjal vaid 26% selliseid indeleid, mille puhul oleks ACT-PCR F praimeri 3’
otsa seondumine takistatud. Seega on lilekaalus sellised jarjestused, mille puhul toimub F praimeri
seondumine sihtmérkjérjestusega ning tegelikult ei ole voimalik selliselt anda hinnangut gRNA

efektiivsuse kohta.
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2.3.6 Bindel-PCRi tulemused

Bindel-PCR pdhineb alleel-spetsiifilisel PCR-il, mis on kombineeritud MgCl2 kontsentratsiooni ja
nested-PCR-iga. Esimene PCR viidi 14dbi standardtingimustel, kasutades praimereid, mis on
disainitud selliselt, et saadud amplikonid sisaldavad sihtmérkjérjestust. Joonisel 24A ja 24B on
esitatud esimese PCR-i tulemused, kus on néha, et kdikide proovidega on saadud oodatud
suurusega PCR-i produkt (CRISPR-Tall ~432 bp, CRISPR-Lyl1, CRISPR-Lyl2 ~357 bp). Nested-
PCR-is kasutati madalamat, 0.85 mM MgCl; kontsentratsiooni (Lisa 7B) ja mutatsiooni tundlike
praimereid, mis viiksid PCR-i ebadnnestumiseni indelite esinemisel. Nested-PCRi tulemustest on
néha, et koikide proovidega on saadud dige suurusega PCR-i amplikonid (Joonis 24C, 24D). Samas
peaksid indeleid sisaldavad proovid meetodi artikli kohaselt olema geelelektroforeesiga
kontrollides negatiivsed. Selle meetodi puhul alahinnatakse koige sagedasemaid, 1 ja 2
nukleotiidilisi indeleid, kui need jaddvad praimer 5 otsa vdi vahetult véljapoole praimeri
sthtmarkjarjestusest. Ka selle meetodi puhul saab méédravaks metsik-tiilipi jirjestuste osakaal, sest

selliste jarjestuste puhul toimub tdoendoliselt edukas PCR-i amplifikatsioon.

A CRISPR-Lyll CRISPR-Ly2  CRISPR-Tall B CRISPR-Tall kloonid CRISPR-Lyl2 kloonid
M P JO JP- JP JO JP- C ' JP JO IP- wi M ' Tall-l Tall2 Tall-3 Tall4 wt neg Lyl2-1 Lyl2-2 Lyl2-3 Lyl2-4

C CRISPR-Tall D CRISPR-Lyl1 CRISPR-Lyl2

M JP JO Tall-1 Tall-2 Tall-3 Tall-4 JP- wt M P JOo Jp-  wt M JP  JO Lyl2-1 Ly22Lyl2-3Lyl2-4 wt

Joonis 24. Bindel-PCR tulemused. A Bindel-PCR esimese PCR-i tulemused, kdikide analiitisitud proovidega
on saadud oodatud suurusega PCR-i amplikonid. CRISPR-Tall puhul 432 bp ja CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-
Lyl2 357 bp. B CRISPR-Tall (Tall-1 — Tall-4) ja CRISPR-Lyl2 (Lyl2-1 — Lyl2-4) kloonide PCR-i
amplifikatsioon. C CRISPR-Tall segapopulatsioonide ja klonaalsete populatsioonide nested-PCR 0.85 mM
MgCl; kontsentratsiooniga. D CRISPR-Lyl1 ja CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonide ja klonaalsete populatsioonid
nested-PCR 0.85 mM MgClI, kontsentratsiooniga.
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2.3.7 ORNi PCR

Kolmas meetod - ORNi PCR pohineb oligonukleotiididel, mis blokeerivad muundatud proovides
metsik-tiilipi jarjestuselt toimuva PCR-i. CRISPR-Tall proovide puhul kasutati PCR-i reaktsioonis
26 nukleotiidilist oligonukleotiidi ning CRISPR-Lyll ja CRISPR-Lyl2 proovide jaoks 24
nukleotiidilist oligonukleotiidi. Joonisel 25A on néha, et eeldatavasti, kui meetod on to6tanud
ootuspéraselt, on proovides blokeeritud PCR metsik-tiilipi jarjestustelt ning PCR on toimunud
indeleid sisaldavatelt jarjestustelt. CRISPR-Tall puhul on PCR blokeeritud proovides CRISPR-
Tall JP ja CRISPR-Tal JO, see on ka NGS-i tulemuste pdhjal oodatav. Kuna antud proovides oli
indeleid sisaldavaid jirjestusi vdga véhe, on toesti eeldatav, et need proovid on geelil negatiivsed.
Kuid antud juhul pdhineb see hinnang PCR-i bindi intensiivsusel ning eeldusel, et PCR-is on tdesti
blokeeritud metsik-tiiiipi jarjestused. Osaliselt on PCR-i amplifikatsioon toimunud proovides Tall-
1, Tall-2, Tall-3, CRISPR-Tall JP- ning vihesel méadral Tall-4 proovis. Samas CRISPR-Tall
klonaalsetes proovid sisaldavad pea kdik proovid sihtmérkjérjestuses indeleid, kuid ka nende
osakaal oli vdiksem kui muundamata jérjestuste osakaal. Kdige suurema osakaaluga sisaldas
indeleid Tall-1 klonaalne proov, millest voiks eeldada, et PCR toimub efektiivsemalt, kuid ka selle
proovi puhul on PCR-i amplifikatsioon jddnud tisna madalaks. Tall-2, Tal1-3 ja Tall-4 proovides
esines rohkem iihe nukleotiidilisi muutusi ning metsik-tiiiipi jarjestusi, mistdttu eeldaks, et PCR-i
amplifikatsiooon oleks nende proovide puhul takistatud, sest sobivatel tingimustel voib ka
blokeeriv oligonukleotiid tolereerida jarjestuse keskel olevaid 1 nukleotiidilisi muutusi. Sellisel
juhul blokeeritaks dra ka need jarjestused, milles esinevad koige sagedasemad 1 nukleotiidilised
indelid. CRISPR-Lyll analiiiisitud proovides on koikides proovides toimunud erineva
efektiivsusega PCR-i amplifikatsioon (Joonis 25B). Kontroll proovidega on tédtanud PCR
ootuspéraselt: kontrollid kuhu on lisatud blokeeriv oligonukleotiid (Joonis 25A wt+, joonis 25B
wt+ ja joonis 25C wt+) on ildiselt metsik-tiilipi jérjestustelt PCR blokeeritud. Samuti on
ootuspérased tulemused ka kontrollidega milles puuduvad blokeerivad oligonukleotiidid (Joonis
25A wt-, joonis 25B wt- ja joonis 25C wt-) - toimunud on edukas PCR-i amplifikatsioon. Samas
on CRISPR-Lyl1l kontrollis ndha ebaspetsiifilise pikkusega amplikoni, kus peaks olema
blokeeritud PCR-i amplifikatsioon. Kuna sihtmirkjéarjestusest soltuvalt on disainitud
oligonukleotiidid GC rikkad, voib sellisel juhul tekkida sekundaarstruktuure ja oligonukleotiidide

dimeer, mis vdivad anda geelelektroforeesiga kontrollides erineva suurusega produkte.
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A CRISPR-Tall B CRISPR-Lyll

Tall Tall Tal Tal Tal Tal Tall Lyll Lyll Lyl
P jo 11 12 13 14 gp- W Wt P Jo jp- Wt wt
M + + o+ o+ 4+ + + - + ORN M + + + - +  ORN

500 bp

500 bp
200 bp 200 bp!
50 bp 50bp

C CRISPR-Lyl2

Lyl2 Ly2 Lyl Lyl Lyl Lyl Lyl
JP JO 211 22 23 24 Jp- Wt owt
M + + + + + + + - + ORN

-

Joonis 25. CRISPR-Tall, CRISPR-LyI1 ja CRISPR-Lyl2 ORNi PCR-i tulemused. Joonisel on néidatud
representatiivsed geelipildid viiest korduskatsest. ORN tdhistab blokeerivat oligonukleotiidi ning wt tdhistab

500 bp

200 bp
50 bp

metsik-tiitipi kontroll proovi. A CRISPR-Tall segapopulatsioonide ja klonaalsete populatsioonide ORNi PCR-i
tulemused. B CRISPR-Lyll ORNi PCR-i tulemused. C CRISPR-Lyl2 segapopulatsioonide ja klonaalsete
proovide ORNi PCR-i tulemused

CRISPR-LyI2 proovide puhul on koikides proovides niahtavad PCR-i bandid (Joonis 25C), mis on
ka oodatav. NGS andmete analiiiisist selgus, et CRISPR-Lyl2 proovid sisaldasid ~50% juhul
selliseid indeleid, mille puhul voiks olla oligonukleotiidi seondumine héiritud ning nendelt
jarjestustelt saaks toimuda PCR-i amplifikatsioon. Siiski oli ka nendes proovides (CRISPR-Lyl2
JP ja CRISPR-Lyl2 JO) selliseid indeleid, mis jdid véljapoole oligonukleotiidi sihtmérkjarjestusest.
Selle tottu oleks siiski PCR blokeeritud ka indeleid sisaldavate jérjestuste puhul.
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2.4 Arutelu

CRISPR/Cas9 genoomi muundamise eksperimendi iiheks oluliseks sammuks on gRNA
efektiivsuse hindamine. Tédnaseks on olemas lai valik erinevaid meetodeid, mida voib selleks
kasutada. Need erinevad nii kulude, aja, kui ka saadud andmete osas. Lisaks vajavad erinevad
meetodid erinevaid seadmeid, mis vdivad ulatuda kdige tavalisemast PCR-i termotsiiklerist ja
geelelektroforeesi siisteemidest moodsate suure joudlusega sekveneerimisseadmeteni. Kahjuks ei
ole liheski lihtsamas ja odavamas meetodis kombineeritud kodige kriitilisemad tingimused: tépsus,

kiirus ja kulutdhusus.

NGS andmete analiiiisil oli selgelt ndha, et suurema osakaalu indelitest moodustavad liihikesed, 1-
3 nukleotiidilised deletsioonid (CRISPR-Lyl2 28%, CRISPR-Tall 3,7%, CRISPR-Lyl1 40%), mis
on ka kooskdlas kirjanduses esitatud tulemustega (Allen et al., 2019; Chakrabarti et al., 2019;
van Overbeek et al., 2016). Samuti esines analiiiisitud proovides ulatuslike (5-22 nukleotiidilisi)
deletsioone, mis jéid nii iilesvoolu kui allavoolu PAM-ist, kuid nende osakaal on iildiselt vdiksem
(Taheri-Ghahfarokhi et al., 2018). Pikemad deletsioonid voivad olla pShjustatud mikrohomoloogia
poolt suunatud otste parandamisest (Taheri-Ghahfarokhi et al., 2018; van Overbeek et al., 2016).
Arvatavasti tekivad pikemad deletsioonid seetdttu, et mikrohomoloogia poolt suunatud otste
parandamisel eemaldatakse kahe homoloogilise piirkonna (2-20 nukleotiidi) vahel olev jérjestus
ning seejirel ithendatakse homoloogilised otsad (Ata et al., 2018; Sfeir ja Symington, 2015). Kuigi
ka antud t60s analiilisitud proovides esines pikemaid deletsioone, ei ole voimalik 6elda, kas need
on tekkinud mikrohomolooga poolt suunatud parandamise tagajarjel. Kuna mikrohomoloogia poolt
suunatud parandamine on aeglasem ja toimub pikema aja viltel, on loogiline, et
segapopulatsioonidel puhul antud parandamismehhsnismile viitavaid tunnuseid ei leitud, sest antud
populatsioonid sorteeriti ja eraldati DNA 24h peale transfekteerimist. Kirjanduses tuuakse iiha
rohkem vilja ka seda, et koige sagedasemate indelite positsioon ei ole juhuslik, vaid ennustatav
Cas9 ldikepositsiooni limbritseva sihtmarkjarjestuse jargi. Kuna antud toos testiti vaid kolme
gRNA-d, ei saanud antuid viiteid kinnitada, sest jarjestustes esinevate indelite pdhjal ei tekkinud
kindlat mustrit, mille pdhjal oleks vOimalik néidata, et iiks vOi teine nukleotiid oleks olnud

eelistatud.

Kuna Sanger sekveneerimine on iisna odav ja lihtne meetod, sai olemasolevad proovid analiiiisida
ka selle meetodiga. Selliselt sai vorrelda, kui sarnased on Sanger sekveneerimise tulemused NGS-
1 tulemustega. Kahe sekveneerimise meetodi vordlemisel oli ndha, et Sanger sekveneerimise

tulemused erinevad monevorra NGS-i tulemustest. Olulisemad erinevused tulid vélja indelite
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positsiooni médramisel ja indelite sageduses, mida oli selgelt ndha CRISPR-Lyll ja Tall-4
proovide puhul. Sangeri sekveneerimisest saadud failide analiiiisimisel on oluline failide kvaliteet
ja indelite sagedus. Lisaks vdivad ndrga signaali ja taustamiira tottu tuvastamata jddda harvemini
esinevad indelid. Kuna ka jarjestuse vahemik, mida analiilisitakse on piiratud kindlate parameetrite

poolest, ei pruugi Sanger sekveneerimine tuvastada pikemaid deletsioone.

PCR-1 pohiste meetodite puhul saab mééravaks teguriks gRNA efektiivsus ja metsik-tiilipi
jarjestuste osakaal proovides. Kuna gRNAd tootavad erineva efektiivsusega (Doench et al., 2014;
Mandal et al., 2014; Xu et al., 2015), sisaldavad muundatud jérjestused ka metsik-tiiiipi jarjestusi.
Kuna t60s testitud kolmest PCR-i pohisest meetodist kaks esimest, ACT- ja Bindel-PCR to6tavad
alleel-spetsiifilise PCR-i pohimottel, on iisna selge, et nende meetoditega alahinnatakse indelite
tegeliku osakaalu proovides. Nende meetodite Onnestumine on otseselt soltuv indelite
positsioonist, disainitud praimeritest ja metsik-tiiiipi jarjestuste osakaalust muundatud proovides.
Antud kahe meetodi puhul on oluline, et disainitud praimeri 3’ ots jadks positsiooni kus esineb
koige suurema sagedusega indeleid. Kuigi indelite positsioon on ennustatav PAM motiivi jargi,
voivad tekkida indelid ka véljapoole sihtmaérkjérjestust voi jadda sellisesse positsiooni, millega ei
ole mojutatud praimeri 3’ otsa seondumine (Green et al., 2015). Seega saab pea alati toimuda
metsik-tiitipi jarjestuselt PCR-i amplifikatsioon ja need tulemused on visualiseeritavad geelil. Nii
ACT-PCR, kui ka Bindel-PCR-i puhul on tulemused tolgendatavad vaid PCR-i amplikonide
intensiivsuse pdhjal. Selliselt ei ole aga katse tulemused iihtselt hinnatavad ja tulemused jddvad
umbmaéiraseks ning tegelikult ei saa nende podhjal hinnata gRNA efektiivsust. Kuna PCR-i
amplifikatsiooni mojutavad peale praimerite seondumise ka teised tegurid, mille puhul voib olla
PCR-i amplifikatsioon inhibeeritud ning geelelektroforeesiga kontrollides negatiivne. Ka antud t66
puhul oli néha, et isegi kui PCR-i tingimused on optimeeritud, v3ib juhtuda, et korduvalt ei todta
metsik-tiitipi kontroll, mille pohjal sai PCR-i tingimused optimeeritud. Mdlemate meetodite, ACT-
PCR ja Bindel-PCR-i, tulemuste analiiiis pShineb PCR-i bandi puudumisel ja seetdttu on raske
Oelda, kas PCR-1 amplifikatsioon oli takistatud tdesti jdrjestustes esinevatest indelitest, voi on
pOhjuseks muud tegurid, mis mdjutavad PCR-i. Sobivates tingimustes piisavate PCR-i tsiiklite
korral saab alati 16puks geelelektroforeesiga kontrollides positiivse tulemuse. Kui ka korduskatsed
omavahel erinevad ning ei ole vdimalik katse tulemusi korrata, kaotavad need meetodid
usaldusvédrsuse. Kui hakata aga muutma katsetingimusi, et saada meetodi artiklile sarnaseid
tulemusi, siis voib saada samuti kallutatud tulemused. Viga hasti tulid vélja sellised probleemid

Bindel- ja ACT-PCR-i puhul, kus mdlema meetodi tulemused on mdjutatavad juba véikeste
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eksperimentaalsete  muutustega. ACT-PCR-i puhul oli maéédravaks teguriks praimerite
sulamistemperatuur ja Bindel-PCR-i puhul MgCl. kontsentratsioon. Selgelt oli tulemustest néha,
et antud meetodid ei sobi gRNA efektiivsuse hindamiseks, kuna neis meetodites on PCR-i
tingimused viidud kriitilisele piirile (kdige kdrgem praimerite sulamistemperatuur ja koige

madalam MgCl; kontsentratsioon), mille t3ttu ei ole voimalik tulemusi korrektselt hinnata.

Vorreldes kahe eelnimetatud PCR-i meetodiga, andis kdige paremini tolgendatavad tulemused
ORNi PCR. ORNi meetodi artiklis kasutatakse oligoribonukleotiide, mis peaksid vdimaldama
stabiilsemat paardumist sihtmérgiga ning dra hoidma seda, et neid praimeritena kasutaks. Artikkel
vididab, et ORN-id on odavad, kuid tellides néiteks Metabionist, maksab {iks oligoribonukleotiid
~05€. Kui vodtta arvesse soovitusi, et iga proovi jaoks vOiks testida vdhemalt kolme
oligoribonukleotiidi, tuleb see iisna kallis, ~285€ iihe proovi kohta ning meetod ei ole enam odav.
Sellepérast sai antud t60 jaoks tellitud oligonukleotiidid, mis on 3’ otsast amino modifitseeritud ja
mida ei ole seetdttu voimalik PCR-i praimerina kasutada. Selle meetodi pShimotte jargi peaksid
disainitud oligonukleotiidid blokeerima PCR-i proovides olevatelt metsik-tiitipi DNA jarjestustelt
ning amplifikatsioon saab sellisel juhul toimuda vaid indeleid sisaldavatelt jarjestustelt. Kuna antud
meetodi puhul kasutatakse kahte kontrolli, millest iihele on lisatud blokeerivat oligonukleotiidi ja
teisel mitte, on nende pohjal oluliselt lihtsam tulemusi tdlgendada. Ka sellel meetodil on omad
miinused, mille tottu tulemuste tdlgendamisel voidakse alahinnata populatsioonis esinevaid
indeleid. To0s kasutatud proovide analiiiisist oli néha, et kdigi kolme kasutatud gRNA puhul oli
koige sagedasemateks mutatsioonideks 1 ja 2 nukleotiidilised indelid. Juhul kui indelite positsioon
jadb oligonukleotiidi 5’ otsa vdidakse sobivates tingimustes ka indeleid sisaldavad jérjestused dra
blokeerida ning seeldbi ei toimuks PCR-i ka indeleid sisaldavatelt jarjestustelt. Lisaks on alati
voimalus, et indelid vdivad jddda ka oligonukleoiidi sihtmaérkjarjestusest véljapoole mistdttu
samuti alahinnataks indelite osakaalu, sest ka muundatud jérjestused on samuti blokeeritud. Antud
meetodi puhul on vidga oluline ka kasutatav poliimeraas ning oligonukleotiidi
seondumistemperatuur. Meetodi jaoks sobivad eelkdige poliimeraasid, millel puudub 5° -> 3’
eksonukleaasne aktiivsus, kuna vastasel juhul blokeeriv oligonukleotiid lihtsalt lagundatakse. Nagu
tuli vélja ka meetodi artiklis, vOib madalama seondumistemperatuuriga oligonukleotiid
elongatsiooni kdigus sihtmérkjarjestuse kiiljest lahti tulla. Selliselt saab algselt vale-positiivsed
tulemused ning peab uuesti optimeerima sobivaid tingimusi PCR-i jaoks, mis omakorda v3ib anda

kallutatud tulemusi.
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Kuna testitud kolme meetodiga ei olnud vdimalik saada samu tulemusi, mis oli saadud originaal
meetodite artiklites, on tegelikult viga raske nende jérgi hinnata, kas rakupopulatsioonid sisaldavad
sihtmérkjarjestuses indeleid. Kui tegemist oleks olnud pimekatsega, ei oleks {ihegi PCR-i pohise
meetodi pdhjal voimalik Oigesti hinnata gRNA tegelikku efektiivsust. Koiki testitud PCR-i
poOhiseid meetodeid peab iga sihtmérgi jaoks eraldi optimeerima, mistottu antud meetodid 1dhevad
isna ajakulukaks, eriti kui on vaja analiiiisida mitmeid erinevaid proove. Lisaks on suur voimalus,
et ka optimeeritud tingimustel saab vale-positiivseid tulemusi, sest PCR-i mdjutavad viga mitmed

tegurid.

Klassikaline Sanger sekveneerimine on samuti populaarne valik gRNA efektiivsuse kinnitamiseks.
Praeguseks on arendatud mitmeid programme, mis vdimaldavad analiiiisida ka CRISPR/Cas9
transfekteeritud segapopulatsioonide proove. Kuna Sanger sekveneerimine on lihtne ja odav, on
kirjanduses CRISPR/Cas9 tulemuste Kkinnitamiseks Sanger sekveneerimist kasutatud. Sanger
sekveneerimisest saadud andmete analiiiisil saab mééravaks indelite osakaal jarjestuses, andmete
kvaliteet ja analiilisi programmides olevad piirangud (madalaim kvaliteediskoor, mis on
programmis lubatud; failide formaat). Kui jirjestused sisaldavad suure osakaaluga erinevaid
indeleid, voib juhtuda, et need failid ei 14bi programmides olevaid kvaliteedihinnanguid, mistottu
neid proove ei analiiiisita. Ka antud t60s tuli vélja, et moningatel juhtudel ei analiilisi Synthego ICE
Sanger sekveneerimisest saadud faile. Synthego ICE andis moningal juhul pohjuseks failide
formaadi, véites, et analiilisitavad failid pole .abl formaadis vdi oli probleemiks liiga madal
kvaliteedihinnang.  Uldiselt on siiski Sanger sekveneerimisel pdhinevad tulemused
usaldusvaiarsemad kui PCR-1 pohised meetodid, kuna Sanger sekveneerimise puhul saab hinnangu

indelite positsioonile ja tiitipide kohta.

Koige ulatuslikuma ja usaldusvédirsema info rakupopulatsioonis esinevate indelite kohta annab
siiski jargmise polvkonna sekveneerimine. Selle meetodiga saab pdhjaliku iilevaate jérjestustes
esinevate indelite positsiooni ja tiiiipide kohta. Lisaks saab tdpselt hinnata, kui palju oli indeleid
sisaldavaid lugemeid ning kui paljud indelid viivad geeni funktsiooni rikkumiseni. PCR-i pohiste
meetodite arenduse pohjenduseks on alati vdited, et NGS on kallis, ajamahukas, andmete analiiiis
el ole lihtne ning NGS ise ei ole koigile kéttesaadav. Ténaseks on enamus {ilikoolidel ja
teadusasutustele NGS-i kasutamise voimalus Siiski olemas. NGS-i miinuseks on suhteliselt korge
hind, seda eriti juhtudel, kui analiiiisitakse tiksikuid proove, ei ole voimalust proove multipleksida
voi teadusasutusel puudub NGS-i masin. Ka Tartu Ulikooli Genoomika Instituudi tuumiklaboritel

on olemas kaks Illumina sekvenaatorit ning neilt on voimalus sekveneerimise teenust osta. Samuti
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on vdimalik sekveneerimise teenust osta erafirmadelt, kes tegelevad geneetiliste analiiiisidega,
seega ei tohiks NGS-i kattesaadavus ja hind olla suureks probleemiks. NGS on kiill suhteliselt
acgandudev- olenevalt analiiiisitavatest proovidest saab NGS-i puhul analiiiisitavad andmed 3-5
paevaga. Samas arvestades, et PCR-i pohiseid meetodeid peab optimeerima iga proovi jaoks eraldi,
muutuvad ka need meetodid ajakulult vorreldavaks. Eriti juhul kui tulemused ei ole korratavad
ning kontroll proovid ei to6ta. PCR-i puhul on tulemused tihti umbmaéirased ja pdhinevad eeldusel,
et koik ,,to6tab nii nagu peab®. Seevastu NGS annab viga selged ja iiheselt tdlgendatavad
tulemused koigi jaoks: kasutajal on voimalus ndha indeli positsiooni, tiilipi ja sagedust. Selliselt
saab valida testitud gRNA-dest koige efektiivsema. NGS-i tulemustest ei jad ka kasutajale kahtlust,
kas gRNA on tootanud voi mitte. NGS-i andmete puhul on oluline andmete analiilis ning
analiilisitavas programmis olevate parameetrite valik. Tiitipiliselt v3ib analiiiisi kdigus vélja tulla,
et ithe nukleotiidilisi muutusi leidub ka kontroll proovis. Nagu ka eelnevalt mainitud voivad
sellised muutused toimuda juba PCR-i kiigus, aga oma osa on ka sekveneerimisel tekkivatel
vigadel. Sellisel juhul on oluline CRISPR/Cas9 tulemuste korrektseks intepreteerimiseks votta

arvesse kontrollproovides esinevat vigade hulka.

Kokkuvdtvalt voib 6elda, et voimalusel tuleks CRISPR/Cas9 katse tulemuste hindamisel eelistada
jargmise polvkonna sekveneerimist vOi alternatiivselt Sanger sekveneerimist. Antud t66s testitud
PCR-i pohised meetodid ei anna gRNA efektiivsuse hindamisel alati selgelt inepreteeritavaid

tulemusi, mille tGttu ei ole soovitav neid kasutada.
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KOKKUVOTE

Praeguseks on gRNA aktiivsuse ja indel mutatsioonide sageduse hindamiseks vilja tootatud
mitmeid meetodeid, kuid kdigil neil on omad kitsaskohad, mistdttu ei anna need sageli
usaldusviéirseid tulemusi. Antud t60s sai testitud kolme PCR-1 pohist meetodit: ACT-PCR, Bindel-
PCR ja ORNi PCR-i ning kahte sekveneerimise meetodit. Testitud PCR-i pShistest meetoditest
tootas koige efektiivsemalt ORNi PCR. Antud meetodiga saadud tulemused olid vorreldes teise
kahe PCR-i pohiste meetoditega tdpsemad ja selgemini tdlgendatavad. Kuna ACT- ja Bindel-PCR
tootavad molemad alleel-spetsiifilisel PCR-i pShimottel, alahinnatakse nende meetodite puhul
indeleid sisaldavate jérjestuste hulka kogu populatsioonis. Tulemuste analiiiisimisel oli ndha, et
suure osa jarjestusest moodustasid ka metsik-tiilipi ehk muundamata jérjestused, mille puhul
toimub edukas PCR. Seevastu ORNi PCR-i puhul blokeeritakse just metsik-tiiiipi jérjestused ning
PCR-i amplifikatsioon toimub indeleid sisaldavatelt jarjestustelt. Kdigi kolme meetodite puhul
tolgendatakse tulemusi vaid PCR bindi intensiivsuse pdhjal, mis on umbmaéirane ning ei anna
selget informatsiooni gRNA efektiivsuse kohta. Vorreldes PCR-i pohiste meetoditega on Sanger
sekveneerimine usaldusviirsem ja tdpsem, kuna andmed sisaldavad infot nii indelite positsiooni
kui ka tiitibi kohta. Pracguseks on loodud mitmeid programme nagu Synthego ICE, mis vGimaldab
analiilisida Sanger sekveneerimisega ka transfekteeritud rakkude segapopulatsioone. Selliselt on
voimalik saada oluliselt tipsemat informatsiooni indelite suuruse, sageduse ja positsiooni kohta.
Antud t66 tulemuste pohjal on ndha, et gRNA efektiivsuse ja tekkinud indelite positsiooni kohta
annavad koige usaldusvadrsemat infot Sanger- ja jargmise pdlvkonna sekveneerimine. Samas
mojutavad ka Sanger sekveneerimise tulemuste analiilisi andmete kvaliteet ja indelite tiitibid
populatsioonis (indelite osakaalu vdi positsiooni tdttu voib Sanger sekveneerimisest saadud
andmete kvaliteedihinnang olla madal). Programmides olevate piirangute tottu ei ole vdimalik
Sanger sekveneerimisest saadud faile moningatel juhtudel analiiiisida. Kuna CRISPR/Cas9
eksperimentides on vaja voimalikult tdpset informatsiooni tulemuste kohta, on mdistlik kasutada
sellisel juhul NGS-i. Ka antud t66s selgus, et koike tdpsema ja iilevaatlikuma informatsiooni

indelite sageduse kohta populatsioonis annab jargmise pdlvkonna sekveneerimine.
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Comparison of methods to evaluate gRNA efficiency using CRISPR/Cas9 technology for
genome editing

Rita Kreevan
SUMMARY

Genome editing tools, such as TAL effector nucleases, zinc finger nucleases and RNA-guided
endonucleases, enable targeted mutagenesis of selected DNA sequence in genomes of many
species. The efficacy and mutation spectrum of genome editing methods can vary substantially
depending on the target sequence. Once the CRISPR/Cas9 construct has been successfully
delivered to the desired target, the efficiency and accuracy of the selected gRNA must be confirmed
Several methods have been developed to assess gRNA activity and the frequency of indel
mutations, but they all have their limitations. Three PCR based methods were tested in this work:
ACT-PCR, Bindel-PCR and ORNi PCR. Based on the results, ORNi PCR worked most efficiently
amongst the three tested methods, giving results that are more accurate to interpret. Because ACT-
and Bindel PCR are both based on allele-specific PCR, they underestimate the number of indel-
containing sequences in whole cell populations. Analysis of the results showed that in all samples
a large part of the sequences were wild type and these unmodified sequences will be amplified by
the above mentioned methods. In contrast, in the case of ORNi PCR, the wild type sequences are
blocked in the PCR reaction and only the sequences that contain indels are PCR amplified. In all
three methods, the results are interpreted only on the basis of the PCR band intensity, which is
vague and does not provide clear information about gRNA efficiency. Compared to the PCR-based
methods, Sanger sequencing and NGS are more reliable and accurate. To date, several programs
have been developed, such as Synthego ICE, which allow the analysis of mixed populations of
transfected cells by Sanger sequencing. In this way, it is possible to obtain information about the
size, frequency and position of the indels. Based on these results, it can be concluded that Sanger
and next-generation sequencing give the most reliable information to assess the efficiency of gRNA
and the position of the resulting indels. Due to the limitations that some programs have, it is not
always possible to analyze files from Sanger sequencing. As NGS give you overall estimation of
indels, it makes sense to use NGS to get the most reliable information about the outcome of the
experiment. In addition, there is a wider range of different programs for analyzing data from NGS.
The current work also confirmed that NGS provides the most accurate and comprehensive

information about the indel frequencies in the cell population.
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LISAD

LISA 1. Erinevad meetodit CRISPR/Cas mutatioonide kinnitamiseks

kohta ei saa infot.

al., 2018)

Meetod Tundlikkus | Ajakulu Kommentaar Viide
Sobib paremini pikemate
’§ indelite jaoks, kuid (Mashal et al
) T7E1 Madal + nukleotiidse jarjestuse kohta B
£ A o 1995)
= ei saa infot. Ei erista
=9 homosiigootseid mutante.
z Sobib paremini pikemate
=] indelite jaoks, kuid (Qiu et al
£3 Surveyor nuclease Madal + nukleotiidse jérjestuse kohta "
< B A . 2004)
o 3 ei saa infot. Ei erista
-E S homosiigootseid mutante.
O Vajab spetsiifilist masinat, ei | (Samarut et al.,
=y HRMA Madal i sobi pikemate indelite jaoks. 2016)
'§ Sobib paremini pikemate
2 indelite jaoks, kuid
= Het?r.o duplex Madal + nukleotiidse jérjestuse kohta (Delwart etal,
mobility assay ei saa infot. Ei erista 1993)
homosiigootseid mutante.
. . . (Harayama and
cbPCR Madal + L|htni1a oglav.,_aga eiole Riezman,
vantitatiivne.
. 2017)
O Bindel-PCR Madal ++ Lihtne ja kiire. (Saklzjgilg‘;t al.
o
§ g Lihtne ja kiire.VVajab ainult (Hua et al
=9 ACT-PCR Madal + mutatsiooni spetsiifilist N
) o iy 2017)
2% praimerit ja termotsiiklerit.
2. - -
ol . Vaja RNA (Fujitaetal.,
T ORNI-PCR Madal " oligoribonukleotiide. 2018)
< ssdPCR Madal + Vajab spetsiifilist masinat. (I;alllagglll%et
MSBSP-PCR Madal + Mutat3|oon|(_j_e tuvastamine (Guoetal.,
on piiratud. 2018)
(Findlay et al.,
'-E: ddPCR Hea i Vajab spetsiifilist masinat. 2016)
O i (Mock et al.,
g GEF-dPCR Hea o Vajab spetsiifilist masinat. 2016)
(@]
[<B]
2 Vaja mitu paari sonde (Kcetal.,
§ PCR-LDR Madal ¥ erinevate mutatsioonide 2016)
bt jaoks.
©
>
~
[<B]
D . .
g (EVa-CRISPR Madal + Mutatsioonide omaduste (Dabrowska et
S
=
L
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g IDAA Hea ++ Vajab PCR-i masinat (Yangetal.,
z 2015)

£ i Analiiiisiks vaja lllumina (Veeranagouda
S CRES-seq Hea LA masinat. et al., 2018)
it Brinkman and
S 3 S Toomahukas, aga saab infot (

E B anger Viga hea +++ indelite suuruse ja jarjestuse van Steensel,
= sekveneerimine £ kohtaJ Ja] 2019; Yang et
é ' al., 2015)

@ Toomahukas, aga saab infot (Bell et al

= NGS Viga hea +++ indelite suuruse ja jarjestuse B
« kohta. 2014)

Sacll

Af1III,Pcil,Pscl
Xbal,Acc651,Kpnl
Ecol051
SnaBI

Cfr421

FspI,Nsbl

>
g

,z
el B
SEEsnsBe

BsrGI
Bspl4e71

LISA 2. pX458-Notl plasmiid

BshTI

BglII

PX458-NotI

9294 bp

LISA 3. NGS, Sanger sekveneerimise ja ORNi PCR-is kasutatud praimerid

1L Lyl2 Lyl san_F 5"~ GCCCTCCTTTTAGGTCCTAGC — 3’
Lyl_san_R 5" CAGGGAGTGCACGTGTTTC — 3’
Tal_san_F 5~ GGAGGGACTGGGTGATCTTTC - 3’

Talt Tal_san_R 5" CGTTGAGCAGGACTAGGTGC — 3’
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LISA 4. ACT-PCR-i jaoks kasutatud praimerid

Tal_act_F 5" — ACCCTGTTACAGGATGACGGA - 3
Tell Tal_san_R 5~ CGTTGAGCAGGACTAGGTGC - 3’
it Ly actl_F 5’ — GGGCGGGCACATGGACCCCA - 3°
Lyl_R 5" — AAAGCTCAGGTTAAACAGGTGG -3
L2 Lyl2_act_F 5"~ CGTGGGGTCCATGTGCCCGCC -3’
Lyl2_san_R 5"~ CAGGGAGTGCACGTGTTTC -3’
Tall_act_F +Tall_san R Lyll_act_F +Lyll_R

M 559 56.1568 58 59.4 609 62.5 64.1 65.6 66.8 67.6 68 M 58.7 59.1 60 61.4 63.2 65.2 67.2 68.9 69.77172.573.6 74.1

Lyl2_act_F + Lyl2_san_R
M 58.7 59.1 60 61.4 63.2 652 67.2 68.9 69.7 71 72.573.6 74.1
500 bp

sobp! - ‘

200 bp

LISA 5. ACT - PCR-i optimiseerimine. Praimerite sobiva sulamistemperatuuri testimiseks viidi
1abi gradient PCR CRISPR-Tall jaoks vahemikus 55,9°C - 68°C, CRISPR-Lyl1 jaoks vahemikus
58,7°C - 74,1°C ja CRISPR-LyI2 jaoks vahemikus 58,7°C -74,1°C Vastavalt sellele valiti vilja
igale praimeri paarile sobiv sulamistemperatuur. CRISPR-Tall praimeri sobiv temperatuur oli
66,8°C CRISPR-Lyl ja CRISPR-LylI2 puhul 67,2°C
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LISA 6. Bindel-PCRIis kasutatud praimerid

Tal_san_F 5~ GGAGGGACTGGGTGATCTTTC - 3’
Tal_san_R 5~ CGTTGAGCAGGACTAGGTGC — 3’
Tl Tal_pf_F 5~ ACCCTGTTACAGGATGACGG - 3’
Tal_pf R 5~ GCCGGCTCCGGGGCATGGC — 3’
Lyl_san_F 5~ GCCCTCCTTTTAGGTCCTAGC — 3’
" Lyl_san_R 5~ CAGGGAGTGCACGTGTTTC - 3°
Lyl_pf F 5~ GGGCGGGCACATGGACCCCA - 3’
Lyl_pf R 5~ AAAGCTCAGGTTAAACAGGTGG — 3’
Lyl_san_F 5~ GCCCTCCTTTTAGGTCCTAGC -3’
L2 Lyl_san_R 5 _ CAGGGAGTGCACGTGTTTC - 3’
Lyl2_pf_F 5 _TGGGGTCCATGTGCCCGCCC - 3’
Lyl2_pf R 5 _ CTCTGTAGAAAGGGGCCCAG -3’
Tal san F+ Tal san R Lyl_san_F+LyL_san R

M 539 542 548 558 57.1 585 60 64.1 62.7 638 64.6 65 M 539 542 548 558 57.1 585 60 64.1 62.7 63.8 64.6 65

Tal_pf F+ Tal_pf R Lyll_pf F+Lyl2 pf R
M 539 542 548 558 57.1 585 60 64.1 627 638 646 65 M 539 542 548 558 57.1 585 60 64.1 62.7 63.8 646 65

Lyl2 pf F+Lyl2 pf R
M 539 542 548 558 57.1 585 60 64.1 62.7 63.8 646 65

|

CRISPR-Tall CRISPR-Lyll CRISPR-LyL2
' . 2 1.5 1 085 ().7| 25 2 1.5 1 085 0.5 \

M 252 15 1 0850705

500 bp

200 bp

50 bp
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LISA 7. Bindel-PCR praimerite ja MgCl: optimiseerimine. A Praimerite sobiva
sulamistemperatuuri testimiseks viidi 14bi gradient PCR temperatuuride vahemikus 53,9°C -65°C.
Vastavalt sellele valiti igale praimeri paarile sobiv temperatuur. Tall san praimerite
sulamistemperatuuriks jdi 60°C ja Lyll ja Lyl2 puhul 57,1°C . Tall, Lyll ja Lyl2 pf praimerite
temperatuuriks jdi 57°C. B Sobiva MgCl kontsentratsiooni madramine pf praimeritel. Madalaima
MgCl> mairamiseks testiti MgClz kontsentartsioone vahemikus 2.5 — 0.7 mM. K&ikide testitud

praimerite puhul méaarati MgCl, kontsentratsiooniks 0.85 mM.

LISA 8. ORNi PCR-i jaoks disainitud oligonukleotiidid

ORN 26 5’ - CTGTTACAGGATGACGGAGCGGCCGC - 37
Tall ORN 24 5’ - CTGTTACAGGATGACGGAGCGGCC -3’

ORN 20 5’ - CAGGATGACGGAGCGGCCG -3’

ORN 26 5’ - ATGUGCCCGCCCCAGGCCAGAGCAGA -3’
Lyll, Lyl2 ORN 24 5’ — GCCCGCCCCAGGCCAGAGCAGAGG -3’

ORN 20 5’ - ATGTGCCCGCCCCAGGCCAG -3’

Tal Lyl
\ A

M ORN26 ORN24 ORN21 C ORN26 ORN24 ORN21 C

LISA 9. ORNi PCR-i oligonukleotiidide testimine. Iga CRISPR konstrukti jaoks testiti kolme
erineva pikkusega oligonukleotiidi: 26 nukleotiidiline, 24 ja 21 nukleotiidilised. CRISPR-Tall
puhul tootas kdige efektiivsemalt ORN26, mis blokeeris tdielikult PCR-i. CRISPR-Lyl1 puhul ei
blokeerinud iikski testitud oligonukleotiididest PCR-i tdielikult, kuid osaliselt todtas koige
paremini ORN24.
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LISA 10. CRISPR-Lyll ja CRISPR-Lyl2 plasmiidide l6ikamine  Notl
restriktsiooniensiiiimiga. 1 rada- Fermentas O GeneRuler 1 kb DNA marker; rada 2-10 -
restrikteeritud CRISPR-Lyl1 kolooniad; 11-18 - restrikteeritud CRISPR-Lyl2 kolooniad 19 -
Fermentas O GeneRuler 1 kb DNA marker. Kui plasmiidi on inserteerunud disainitud
oligonukleotiid kaob jdrjestusest teine Notl 15ikejarjestus ning Notl restriktsiooniensiilimiga
16igates plasmiid lineariseerub ning tekib ~9 kb fragment. Kui insert ei ole korrektselt
inserteerunud, 16igatakse plasmiidi kahest kohast ja tekivad ~3 kb ja ~6 kb pikkused fragmendid.
Oige konstruktid on proovides nr 1, 5, 10 ja 13.

CRISPR-Tall CRISPR-Lyll

50 60 70 50 60 . 70
AACACC|ICC TG TTACAGG ATGACGGAG|IGTTT AACACCGGGCGGGCACATGG ACCCCAGTTTTAGAG

\ \ M\ / A N /
= /}Q(\/\MJ\ A “A@[\M\ﬂ mﬂﬂ \AM o0

LISA 11. CRISPR-Tall ja CRISPR-Lyll1 plasmiidide kontroll Sanger sekveneerimisega.

Punasega on mérgitud gRNA jérjestus.
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LISA 12. Ulevaade analiiiisitavatest proovides ning analiiiisi meetoditest

] Sanger
IHlumina NGS o
Rakud Proov sekveneerimise
andmeanaliiiis
andmeanaliiiis
CRISPR-Tall JP
EGFP+ ) .
) CRISPR-Lyl1 JP CrispRVariant Synthego ICE
segapopulatsioon
CRISPR-Lyl2 JP
CRISPR-Tall JP-
EGFP- i .
] CRISPR-Lyl1 JP- CrispRVariant Synthego ICE
segapopulatsioon
CRISPR-Lyl2 JP-
CRISPR-Tal1JO
EGFP+ _ )
) CRISPR-Lyl1JO CrispRVariant Synthego ICE
segapopulatsioon
CRISPR-LyI2 JO
Tall-1
CRISPR-Tall EGFP+ Tall-2 ) )
) CrispRVariant Synthego ICE
kloonid Tall-3
Tal-14
Lyl2-1
CRISPR-Lyl2 EGFP+ Lyl2-2 ) )
. CrispRVariant Synthego ICE
kloonid Lyl2-3
Lyl2-4

LISA 13. FACSi sorteerimise tulemused

EGFP+ EGFP-
Kasutatud )
Proovid rakkude rakkude Kokku | EGFP+% EGFP-%
reagent
arv arv
® CRISPR-Tall 17357 78709 96066 18% 81%
U§J CRISPR-Lyl1 28925 47714 76639 38% 62%
% CRISPR-Lyl2 40708 37378 78085 52% 48%
[¢B)
x ow CRISPR-Tall 7907 122699 130606 6% 94%
o
T = ® CRISPR-Lyl1 21319 136067 153786 13% 86%
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CRISPR-Lyl2 90911 105399 196310 46% 54%
® CRISPR-Tall 4942 388286 393228 1% 99%
"'EJ CRISPR-Lyl1 24243 94579 118822 20% 80%
E CRISPR-LyI2 25719 342964 368683 7% 93%
g,
@ CRISPR-Tall 96062 73544 82606 11% 89%
UEJ CRISPR-Lyl1 61904 223251 285155 22% 78%
E CRISPR-Lyl2 41144 227388 268532 15% 85%
@
® CRISPR-Tall 5060 116831 121891 4% 96%
a CRISPR-Lyl1 7606 79627 87233 9% 91%
E CRISPR-LyI2 19344 126247 155591 13% 87%
S
B
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