Kokkuvote

CRISPR-dCas9 tehnoloogia vbimaldab efektiivselt reguleerida geeni ekspressiooni ilma, et genoomi
pusivalt modifitseeritakse. Molekulaarse neurobioloogia laboris on CRISPR vahendatud geeni
ekspressiooni aktiveerimiseks kasutusel slisteem, kus otse dCas9 valgu kiilge on liidetud kahes
korduses aktivaator VP64. Uudsed CRISPR aktivatsiooni meetodid, nagu SunTag ning Casilio, mis
vOimaldavad siisteemi kaasata rohkemates kordustes aktivaatoreid, omavad potentsiaali
transkriptsiooni sihtmarkgeenilt veelgi efektiivsemalt vGimendada. Sellest tulenevalt sai kdesoleva t60
eesmargiks luua uus CRISPR-dCas9 sisteemil pohinev tooriist geeni ekspressiooni aktiveerimiseks.
SunTag ja Casilio meetodite t66tamise uurimiseks otsustati aktiveerida aju-paritolu neurotroofse
faktori (BDNF) geeni transkriptsiooni. BDNF on selgroogsete narvisiisteemi arengus ning talitluses
osalev neurotrofiin, vastutades naiteks neuronite diferentseerumise, neuriitide kasvu ja stinaptilise
plastilisuse eest.

Kdesoleva t00 raames aktiveeriti SunTag ja Casilio slisteemide toimimise uurimiseks BDNF geeni
promootor I-te, mida vorreldi VP64-dCas9-VP64 slisteemi poolse aktivatsiooniga. Esmalt testiti
kummagi stisteemi variatsioone koos erinevate aktivaatoritega HEK293 rakkudes. SunTag ning Casilio
meetodid aktiveerisid BDNF promootor I-te kordades efektiivsemalt, kui VP64-dCas9-VP64 siisteem.
Uuritavates siisteemides kasutatavad efektorjarjestused kloneeriti imber lentiviirusvektoritesse, mida
testiti samuti HEK293 rakkudes. Lentiviirusvektoreid kasutava SunTag meetodi poolne BDNF
promootor | aktivatsioon langes, kuigi siisteemis kasutatava dCas9 valgu ekspressioon rakkudes tehti
kindlaks Western Blot analiilisiga. Meetodite toimimise uurimiseks roti kortikaalsetes neuronites
valmistati lentiviirused, mis kodeerivad SunTag ja Casilio siisteemis kasutatavaid efektorjarjestusi.
Neuronites nahti, et nii SunTag kui ka Casilio stusteemid aktiveerivad BDNF promootor I-te, kuid
vorreldes VP64-dCas9-VP64 slisteemiga jai aktivatsioonitase madalamaks.

Kdesoleva bakalaureusetdd tulemusena tehti kindlaks, et nii SunTag kui ka Casilio CRISPR-dCas9
meetodid suudavad HEK293 rakkudes BDNF geeni ekspressiooni efektiivselt aktiveerida. Nimetatud
sisteemide potentsiaalset toimimist neuronites tasuks kindlasti edasi uurida, proovides selleks
aktiveerida naiteks ménda muud BDNF geeni promootorit, enhanserit véi aktiveerida hoopis teist
geeni. Uute ja vGimsamate CRISPR aktivatsiooni meetodite leidmine vdimaldaks h&lpsamini uurida
geeniekspressiooni regulatsiooni hdiretest tulenevaid haigusi, nende tdpsemaid tagamaid ning aidata
kaasa geeniteraapia arengule.



