Konstrukcija plazmidnog vektora za transformaciju
kvasca Pichia pastoris

ResSetar, Josip

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:159:999781

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnologki

Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet

Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:999781
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:2977
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:2977
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:2977

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Nutricionizam

Josip ResSetar

7186/N

KONSTRUKCIJA PLAZMIDNOG VEKTORA ZA TRANSFORMACIJU KVASCA Pichia
pastoris

ZAVRSNI RAD

Predmet: Biokemija 2

Mentor: Izv. prof. dr. sc. Renata Tepari¢

Zagreb, 2018.



TEMELINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Zavrsni rad

Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Preddiplomski studij Nutricionizam

Zavod za kemiju i biokemiju
Laboratorij za biokemiju

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

Konstrukcija plazmidnog vektora za transformaciju kvasca Pichia pastoris

Josip Resetar, 0108078540

Sazetak: Pichia pastoris Cesto je koristeni mikroorganizam u biotehnoloskoj proizvodniji
heterolognih proteina. Zbog moguénosti rasta do visokih stanicnih gustoca vazna je moguénost
njegove primjene u dobivanju kemikalija na ekoloski prihvatljiv i ekonomski isplativ nacin. U
ovom radu konstruiran je plazmidni vektor pogodan za transformaciju kvasca Pichia pastoris
koji nosi gen za rekombinantni protein Ccwl2XR iz kvasca Saccharomyces cerevisiae.
Rekombinantni gen se sastoji od dijela koji kodira za enzim ksiloza reduktazu (XR) i dijela koji
kodira za protein Ccw12 stanicne stijenke kvasca S. cerevisiae. Rekombinantni gen umnozen
je PCR metodom i ugraden TA ligacijom u plazmidni vektor pGEM®-T Easy. Plazmid je umnozen
u kompetentnim stanicama £. colj, nakon Cega je iz plazmida izrezan rekombinantni gen
CCWI12XR koriStenjem Sapl restrikcijskog enzima. Naposlietku je CCW12XR gen ligiran s
lineariziranim plazmidom pBSY3Z. Uspjesnost ligacije je, nakon umnazanja plazmidnog vektora
u kompetentnim stanicama £. colj, provjerena restrikcijom pomocu odabranih restrikcijskih

enzima i elektroforezom na agaroznom gelu.

Kljucne rijeci: CCWI12XR, ksiloza reduktaza, Pichia pastoris, plazmidni vektor

Rad sadrzi: 33 stranice, 13 slika, 9 tablica, 40 literaturnih navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je tiskan u elektronickom obliku pohranjen u knjiznici Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Kaciceva 23, 10 000 Zagreb
Mentor: Izv. prof. dr. sc. Renata Tepari¢

Datum obrane: 16.7.2018.



BASIC DOCUMENTION CARD

Bachelor thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
University undergraduate study Nutrition

Department of Chemistry and Biochemistry
Laboratory for Biochemistry

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

Construction of shuttle vector for the transformation of yeast Pichia pastoris

Josip Resetar, 0108078540

Abstract: Pichia pastoris is a commonly used host in the biotechnological production of
heterologous proteins. Since it can grow to very high cell densities, Pichia pastorisis applicable
in the eco-friendly and economical production of chemicals. This thesis describes the
construction of the shuttle vector, suitable for transformation of Pichia pastoris carrying the
gene for the Ccw12XR recombinant protein from Saccharomyces cerevisiae. The recombinant
gene encodes both the xylose reductase (XR) and the Ccw12 cell wall protein of S. cerevisiae.
The recombinant gene is amplified using PCR and ligated into pGEM®-T Easy. The plasmid is
replicated in competent Escherichia coli cells, following which the recombinant CCW12XR gene
is restricted from the constructed plasmid using Sapl. The isolated CCW12XR gene is then
ligated with the linearized pBSY3Z plasmid. Finally, following the replication of the shuttle
vector in component E£. coli cells, the ligation efficiency is verified via restriction analysis and

DNA electrophoresis.

Keywords: CCW12XR, Pichia pastoris, shuttle vector, xylose reductase

Thesis contains: 33 pages, 13 figures, 9 tables, 40 references

Original in: Croatian

Thesis is in printed and electronic form deposited in the Library of the Faculty of
Food Technology and Biotechnology, University of Zagreb, Kaci¢eva 23, 10 000
Zagreb

Mentor: Ph. D. Renata Tepari¢, Associate Professor

Defence date: 16.7.2018.



T UVOD ...ttt ettt sttt et et s e st e aeeae s te st et et eneeneeneeneesentenan 1
2. TEORITSKIDIO...............ooooeueeeeeeeeiees sttt 2
2.1. Vrste plazmidnih vektora i mehanizmi Kloniranja.............cccooviiiinnennneeeceeee, 2
2.1.1. Integrativii Plazmidi...........cccorreineee e 3
2.1.2. Epizomalni Plazmidi..........cccoeieiiiiieeeee e 4
2.1.3. Centromerni PIAazmidi...........cccoveiiieiiiieiiceeee e 5
2.2, PFOMOTON. ..ttt ettt b ettt b et e b b 5
2.2.1. IndUucibilni ProMOTOK .......ccouiiiiieiciee e 7
2.2.2. KONSHEULIVNT PrOMOLOF.....ccuiiviciecieceeeceeee ettt 8
2.3, SEleKtiVNE DIlJEZI.......c.ceeeieieiee ettt 8
2.4, KVASAC PUCHIA PASLOITS ...ttt ettt ettt 9
2.4.1. Metabolizam ksiloze putem rekombinantne ksiloza reduktaze...............c..cccocu....... 10
3. MATERIJALITIMETODE...................oeeeeeeeeeeeeeeee ettt eae s nan 12
3.1 MAEEITJALT ...t aeereereaan 12
3,101, KEMIKAITE. ...ttt 12
T U = - | TP 12
3.1.3. OligonuKIeotidne POCELNICE ........covviiiieeeeeeeeeeeeee ettt 13
30114, PIAaZMIAI oo 13
3141 PBSY3Z ..ttt 13
3.1.4.2. PGEM®-T ESY ....ovevevreeeceeieteeeteeeeiete e sesessae et se st sesessas st sessnsassesesessanans 14
3.1.5. CCWI2XR PCR fragMeNt .......c.ceueuririieieieieieircceie ettt sttt sssnnnas 15
3.1.6. S0J DAKEEITE ...ttt 15
3.1.7. Hranjiva podloga za uzgoj bakterija .........cccceevverieeireiceeeeeeee e 15
3.2, MEEOAE ...ttt bene 16
3.2.1. Lancana reakcija polimeraze (PCR) ........ccceeveverereuereeeeeieteeeeeeesesesesesesese e 16
3.2.2. Umnazanje CCW12XR fragmenta iz pRS425 plazmida primjenom PCR-a ............. 18
3.2.3. Procis¢avanje fragmenta umnozenog PCR metodom ...........ccccoevvvevevvvivierercrererenne, 19
3.2.4. DNA elektroforeza u agaroznom gelU..........ccueeeeeeiirierieerieeeeseee e 19
3.2.5. Izolacija DNA iz @gar0znog GEIA..........ccveueeereeeieeeieeeeeeeee et 19
3.2.6. Odredivanje koncentracije fragmenta pomocu Qubit-a...........ccccceveveieeccrererereene, 19
3.2.7. TA ligacija CCW12XR fragmenta s lineariziranim plazmidom pGEM®-T Easy........ 20

3.2.8. Transformacija kompetentnih stanica bakterije Escherichia coli............................. 21



3.2.9. Izolacija plazmidne DNA iz stanica bakterije Escherichia colli............................... 21

3.2.10. Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima...........ccccceevevieieieieeeiesecreseeeeeeee e 21
3.2.11. Ligacija CCW12XR fragmenta s plazmidom pBSY3Z..........cccovieiinneenrireeene 22

G REZULTATIL ...ttt ettt ettt 23
4.1. Kloniranje CCW12XR fragmenta primjenom PCR metode...........coveeivneeninnccne, 23
4.2. Restrikcija pGEM®-T Easy plazmida i linearizacija pBSY3Z plazmida.........c.ccccceoevene... 23

4.3. Izolacija CCW12XR fragmenta i fragmenta pBSY3Z plazmida iz agaroznog gela i
njihova ligacija u plazmidni vektor pogodan za transformaciju kvasca Pichia pastoris

.................................................................................................................................................. 25
BuRASPRAVA.........ooooeeoeeeoeeeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e s s s 27
7.1 (8 [ 1] oof S 29

JZoLITERATURA ...ttt 30



1. UvOoD



1. Uvod 1

Kvasac Pichia pastoris je metilotrofni askomicetni kvasac koji pripada carstvu Fungi.
Zahvaljuju¢i brzom rastu i visokim prinosima na podlogama jeftinog sastava Cesto se
primjenjuje kao radni mikroorganizam u proizvodnji heterolognih proteina. Ekspresija proteina
od interesa, osim soja koriStenog kvasca, uvelike ovisi i o koristenim plazmidnim vektorima.
Plazmidni vektori mogu biti integrativne, epizomalne ili centromerne prirode. Integrativni
plazmidi najc¢esca su koriStena vrsta plazmida za transformaciju A. pastoris koja ujedno daje i
najbolje rezultate transformacije u ovom kvascu. Pri konstrukciji plazmidnih vektora vaznu
stavku predstavlja odabir pogodnih promotora, od kojih je najpoznatiji predstavnik inducibilnog
tipa promotor alkohol oksidaze (Paox:), @ konstitutivhog tipa promotor gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaze (Psar). Odabir transformiranih kolonija omoguéen je primjenom selektivnih
biljega, kod P. pastoris je to najéeSce gena za rezistenciju na antibiotik, posebice bleomicinski

zeocin i aminoglikozidni G418.

Ksiloza je sastavni dio celulozne biomase koja u novije vrijeme dobiva sve viSe pozornosti zbog
moguce redukcije u ksilitol pomocu enzima ksiloza reduktaze. Biotehnoloski put proizvodnje
relativno skupog ksilitola osim sto je iznimno isplativ ujedno je i ekoloski prihvatljiv. Iako je
ksiloza reduktaza prirodno prisutna u stanicama kvasca, zbog nedovoljne koli¢ine ksiloze koju
kvasac moze apsorbirati te zahtjevnog procesa prociS¢avanja produkta reakcije, do sada nije
ostvarena odrziva biotehnoloska proizvodnja. Shodno tome, namece se potreba za genetickim
inzenjeringom novih vektorskih plazmida kao i poboljSanjem postojec¢ih sojeva radnog

mikroorganizma.

Cilj ovog rada bila je konstrukcija plazmidnog vektora podesnog za transformaciju kvasca P.
pastoris koji u svom sastavu sadrzi gen koji kodira za heterolognu rekombinantnu ksiloza
reduktazu. Pomocu PCR metode ostvarena je amplifikacija CCWI12XR gena iz plazmida
pRS425Ccw12XR koji je prilagoden ekspresiji u stanicama kvasca Saccharomyces cerevisiae.
Amplificirani gen potom je ligiran s plazmidom pBSY3Z, a uspjesnost ligacije provjerena je

restrikcijskom analizom i gel elektroforezom.

Josip Resetar Zavrsni rad
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2. Teorijski dio 2

2.1. Vrste plazmidnih vektora i mehanizmi kloniranja

Plazmidni vektori (engl. shuttle vectors) neophodan su alat u genetickom proucavanju kvasaca.
Oni omoguéuju istovremeno kloniranje DNA sekvence od interesa u prokariotskom modelnom
organizmu, primjerice Escherichia colj, i potom njen transfer u stanice eukariotskog modelnog
organizma, primjerice Pichia pastoris, s ciljem ekspresije gena od interesa (Oldenburg i sur.,
1997). Ovisno o nacinu integracije u genom domacina, plazmidni vektori se mogu podijeliti na
integrativne (kromosomski) i neintegrativne (nekromosomski). Neintegrativni plazmidi

dodatno se mogu podijeliti na epizomalne i centromerne vektorske plazmide (slika 1).

Selektivni biljeg

za kvasac
Integrativni plazmid
S?I.ektivni —— Ishodiste replikacije za bakteriju
biljeg za
bakteriju
; Gen od interesa
Epizomalni plazmid
—— 2p plazmidna DNA
Ishodiste
replikacije
za kvasac \
\\ _ Centromerakvasca

Centromerni plazmid

Slika 1. Shematski prikaz plazmidnih vektora s istaknutim razlikama u genetickom profilu
(http://www.cas.miamioh.edu/~wilsonkg/old/gene2005/manipulation/geneengneering/tools/

tools_files/tech_apps.htm, pristupljeno 23.6.2018.)

Josip Resetar Zavrsni rad



2. Teorijski dio 3

2.1.1. Integrativni plazmidi

Integrativni plazmidi dobili su naziv po svojstvu integracije u genom domacina putem
homologne rekombinacije zbog nepostojanja sekvence za ishodiste replikacije u stanicama
kvasca (tzv. ori sekvence) (Kowalczykowski, 2015). Prije samog procesa transformacije,
integrativni plazmid se linearizira primjenom odgovarajuceg restrikcijskog enzima sto povecava
ucinkovitost transformacije, ali i determinira integracijska mjesta na lineariziranom plazmidu
(Orr-Weawer i sur., 1983). Vazno je istaknuti da se transformacija kvasca Pichia pastoris odvija

najcesée primjenom integrativnih plazmida.

Integracija lineariziranog plazmida ostvaruje se popravkom dvolan¢anog loma homolognom
rekombinacijom. Nakon komplementarnog sparivanja s ciljnom regijom u genomu, krajevi
plazmida su okrenuti jedni prema drugima i zato se ovaj pristup zove rekombinacija unutra
(,ends-in"). Integracija je posljedica razrjeSavanja rekombinacijskog intermedijera uz crossing-
over i pri integraciji dolazi do duplikacije ciljne sekvence (Rothstein, 1991). Ovakav proces
izrazito je uspjesan i moguc ¢ak ukoliko se na krajevima nalaze kratke heterologne sekvence,
koje Ce prije integracije u genom ukloniti proteini koji sudjeluju u homolognoj rekombinaciji
(Svetec i sur., 2007).

Linearizirani fragmenti DNA mogu, zahvaljujuci procesu homologne rekombinacije, i zamijeniti
ciljnu regiju u genomu. Nakon sparivanja s homolognom regijom, krajevi ovakvih fragmenata
okrenuti su jedan od drugog pa se ovakva rekombinacija zove i krajevi-van (,,ends-out"), a do
zamjene ciline regije transformirajuéom dolazi dvostrukim crossing-overom. Kako
rekombinacijom ,ends-out" ne dolazi do duplikacije ciljne regije, sojevi koji su modificirani na
ovaj nacin imaju vec¢u mitoticku stabilnost. Mehanizmi ,ends-in" i ,ends-out" rekombinacija

prikazani su na slici 2.

Josip Resetar Zavrsni rad



2. Teorijski dio 4

A) Ends-in vektor B) Ends-out vektor

Selektivni biljeg

Ciljana Selektivni biljeg regija
Ciljana regija . ; .

Ciljana regija  — — Ciljana regija

l !

—- Ciljana  wemi  Selektivni biljeg  wmmmmm regija  Ciljanaregija w= == Ciljana Selektivni biljeg regija -

Slika 2. Tipovi integracije linearnih DNA sekvenci (,ends-in" i ,ends-out"). Zuto obojena
ciljana regija homologna je narancastoj ciljanoj regiji, dok ukrizene isprekidane linije
predstavljaju crossing-over dogadaje
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1016/j.femsre.2003.10.002 , pristupljeno
23.6.2018.)

2.1.2. Epizomalni plazmidi

Epizomalni plazmidi vuku naziv od pojma episom, kojeg su joS davne 1958. godine prvi
upotrijebili znanstvenici Jacob i Wollman (Morange, 2009). U kontekstu eukariotskih
organizama, kojima pripadaju i kvasci, epizomalni plazmidi predstavljaju neintegrativne
ekstrakromosomske kruzne DNA molekule koje se mogu autonomno replicirati (Romanos i
sur., 1992).

Epizomalni vektori u svom sastavu, kao izvankromosomske replikatore, posjeduju autonomne
replikacijske sekvence (tzv. ARS sekvence) ili pak nativhe 2p plazmidne vektore prisutne u
rodu Saccharomyces. ARS vektori su prisutni u viSe kopija unutar stanice, medutim odlikuju se
visokom nestabilnoscu i relativno niskom stopom genetickog prijenosa na stanice kceri uslijed
procesa diobe (Murray i Szostak, 1983). Primjena ARS vektora zbog nestabilnosti je
ogranicena, a vecu stabilinost mogucée je ostvariti dodavanjem centromernih kvascevih
sekvenci Sto paralelno utjeCe na smanjenje broja kopija unutar stanice. S druge strane, 2u
plazmidni vektori najslicniji su bakterijskim plazmidima te se odlikuju visokom stabilnos¢u zbog

¢ega su gotovo uvijek prvi izbor kada se razmatra manipulacija epizomalnim vektorima.

Josip Resetar Zavrsni rad



2. Teorijski dio 5

Vise su od deset puta stabilniji u odnosu na ARS vektore te pokazuju niske geneticke gubitke
s generacijskim diobama stanica (svega 1-3%).

Iako se za transformaciju kvasca Pichia pastoris dominantno koriste integrativhe vrste
plazmida, zabiljezena je i primjena epizomalnih vrsta u svrhu ekspresije heterolognih proteina
ili za pretrazivanje knjiznica gena mutanta Pichia pastoris (Lee i sur., 2005; Uchima i sur.,
2012).

2.1.3. Centromerni plazmidi

Centromerni plazmidi dobili su naziv po prisutnosti centromernih sekvenci unutar plazmida. U
stanicama kvasca ponasSaju se kao minijaturni kromosomi koji koriste endogenu replikaciju
stanica i kromosomske segregacijske alate te su mitoticki stabilni u odsutnosti selektivhog
pritiska.

Centromerni plazmidi sadrze dvije karakteristicne sekvence: ARS sekvencu i centromernu
sekvencu (CEN sekvencu), a obje sekvence moraju biti prisutne u plazmidu kako bi se odrzala
stabilnost plazmida i pravilna raspodjela tijekom stani¢ne diobe. Veli¢ina centromernog
plazmida takoder utjeCe na segregacijsku stabilnost na nacin da se veca veliCina plazmida
povezuje s manjom ucestalos¢u pogresnih distribucija tijekom stani¢nih dioba (Hieter i sur.,
1985). Dodatno, ukoliko je u stanici domacina istovremeno prisutno vise vrsta centromernih

plazmida, dolazi do medusobnog smanjenja segregacijske stabilnosti (Runge i sur., 1991).

Nakamura i sur. (2018) uspjeli su konstruirati centromerni plazmid unutar kojeg je koristena
centromerna DNA sekvenca kromosoma 2 (CenZ2) sa zabiljezenom aktivnosti samostalne
replikacije. Konstruirani centromerni plazmid pokazao je visoku ucinkovitost i stabilnost u

procesu transformacije Pichia pastoris.

2.2. Promotori

Promotor predstavlja geneti¢ku sekvencu plazmida duljine 100 do 1000 baznih parova, na koju
vezanjem RNA polimeraze zajedno sa specifiénim transkripcijskim faktorima zapocinje proces
transkripcije. Promotori koji se koriste pri konstrukciji plazmidnog vektora mogu biti inducibilne
ili pak konstitutivne prirode. Primjenom inducibilnih promotora, poput promotora alkohol
oksidaze, ostvaruje se veca ekspresija proteina. S druge strane, konstitutivne promotore

odlikuje lakse rukovanije i ¢eSce se primjenjuju u svrhu ekspresije selektivnih biljega.

Josip Resetar Zavrsni rad



2. Teorijski dio

6

Detaljan pregled inducibilnih i konstitutivnih promotora koji se koriste za ekspresiju

heterolognih proteina u kvascu Pichia pastoris dan je u tablici 1.

Tablica 1. NajceScée koristeni promotori za konstrukciju vektorskih plazmida u kvascu Pichia

pastoris

Vrsta .
Odgovarajuci gen
promotora

Regulacija

Izvor

Alkohol oksidaza I (AOXI)

Dihidroksiaceton sintaza
(DAS)
Formaldehid
dehidrogenaza I (FLDI)

Izocitrat liaza (/CLI)

Na*/fosfat simporter
(PHO89)
Biosintezni gen tiamina
(THI1Y)

Inducibilni

Alkohol dehidrogenaza
(ADHI)

Enolaza (ENOI)

Glicerol kinaza (GUTI)

Gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (GAP)

Elongacijski faktor
translacije 1 (7EFI)

Konstitutivni 3-fosfoglicerat kinaza
Glikozil fosfatidil inozitol
usidreni protein (GCW14)
Visokoafinitetni transporter
glukoze (GI)
Aldehid dehidrogenaza
(G6)

Inducibilan s metanolom

Inducibilan s metanolom

Inducibilan s metanolom ili
metilaminom
Inducibilan u odsutnosti glukoze
i/ili dodatkom etanola

Indukcija u odsutnosti fosfata

Represija tiaminom

Represija glukozom i metanolom;

indukcija glicerolom i etanolom

Represija glukozom, metanolom i
etanolom; indukcija glicerolom
Represija metanolom; indukcija
glukozom, glicerolom i etanolom

Konstitutivna ekspresija na
glukozi; manja ekspresija na
metanolu i glicerolu

Konstitutivna ekspresija na glukozi

i glicerolu
Konstitutivna ekspresija na
glukozi; manja ekspresija na
metanolu i glicerolu
Konstitutivna ekspresija na
glukozi, metanolu i glicerolu

Represija na glicerolu; indukcija

ogranicenjem glukoze

Represija na glicerolu; indukcija

ogranicenjem glukoze

Tschopp i sur., 1987

Ellis i sur., 1985; Tschopp
i sur., 1987

Shen i sur., 1998

Menendez i sur., 2003

Ahn i sur., 2009

Stadlmayr i sur., 2010

Cregg i Tolstorukov, 2012

Cregg i Tolstorukov, 2012

Cregg i Tolstorukov, 2012

Waterham i sur., 1997

Ahn i sur., 2007

de Almeida i sur., 2005

Liang i sur., 2013

Pielhofer i sur., 2013

Pielhofer i sur., 2013

Josip Resetar

Zavrsni rad



2. Teorijski dio 7

2.2.1. Inducibilni promotori

Ekspresija inducibilnih promotora ovisna je o prisutnosti ili odsutnosti specifi¢nih biotickih i
abiotickih ¢imbenika. Inducibilni promotori mogu biti regulirani pozitivnom ili pak negativhom
kontrolom, zbog ¢ega ih dijelimo na pozitivno inducibilne i negativno inducibilne. Kod pozitivho
inducibilnih promotora, vezanju proteina aktivatora na regulacijsko mjesto na operonu prethodi
vezanje inducibilnog c¢imbenika (engl. inducer) za protein aktivator. S druge strane, kod
negativno inducibilnih promotora, vezanje inducibilnog ¢imbenika za represorski protein

uzrokuje odvajanje represorske molekule ¢ime je proces transkripcije aktiviran (slika 3).

Pozitivna regulacija Negativna regulacija
Nema
LI — LLTERITET L - nmi
Promoter Operator Promoter Operator
PEN- A L. PE—TT
Nema o
ﬁ transkripcije E: Transkripcija
L mi e "
Promoter Operator Promoter Operator
- A DR ——— U 11 1 |
Nema aktivatora Nema represora

Slika 3. Vrste regulacija ovisno o prirodi inducibilnih promotora
(http://www.bio.miami.edu/dana/250/250S12_11.html, pristupljeno 25.6.2018.)

S obzirom na prirodu ¢imbenika koji induciraju njihovu ekspresiju, inducibilni se promotori
mogu dodatno podijeliti na kemijski inducibilne (inducirani kemijskim vrstama) te fizikalno
inducibilne promotore (inducirani svjetlom, toplinom) pri ¢emu su kemijski inducibilni

promotori znatno viSe u primjeni.

Inducibilni promotor alkohol oksidaze (Paox:) bio je prvi promotor koriSten u konstrukciji
plazmidnih vektora za ekspresiju heterolognih gena u kvascu Pichia pastoris koji i danas
predstavlja najéesée koristenu vrstu inducibilnog promotora (Sigoillot i sur., 2012). Promotor
alkohol oksidaze potpuno je aktivan jedino u prisutnosti metanola, dok prisutnost glukoze,
glicerola ili etanola u podlozi djeluje represivnho na aktivhost Paox: (Inan i Meagher, 2001).
Buduci da je metanol lako zapaljiva kemikalija, nepozeljna u fermentacijskim procesima visokih

prinosa, znanstvenici su bili potaknuti na konstruiranje alternativnih inducibilnih
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promotora ili pak modificiranog Paox;. Takagi i sur. (2008) opisali su metanol inducibilne
promotore gena za metanol oksidazu (MOX) i format dehidrogenazu (FMDH) kod kojih je
ekspresija inducirana bez dodatka metanola. Paralelno se javlja sve veci broj novih inducibilnih
promotora koje odlikuju posebni regulacijski mehanizmi (Cregg i Tolstorukov, 2012). Iako je
zabiljezen porast novih promotora inducibilnog tipa, zbog ogranicene ekspresije, i dalje je
dominantna primjena Siroko koristenog AOXZ inducibilnog promotora.

2.2.2. Konstitutivni promotori

Konstitutivni promotori induciraju ekspresiju nizvodne kodirajuée sekvence neovisno o
biotickim i abioti¢kim ¢imbenicima, zbog ¢ega ih se jos naziva nereguliranim ili kontinuirano
aktivnim promotorima. Primjena konstitutivnih promotora olakSava procese geneticke
manipulacije, iskljuCuje koriStenje opasnih inducibilnih kemijskih vrsta te osigurava
kontinuiranu transkripciju gena od interesa. Kontinuirana transkripcija gena moze biti pozeljna
iz viSe razloga: koekspresije pomocnih proteina koji olakSavaju ekspresiju i sekreciju
rekombinantnih proteina, osiguravanja posttranslacijskih modifikacija sintetiziranih proteina,

utvrdivanja enzimatski kataliziranih kaskadnih koraka unutar metabolickih puteva.

Konstitutivni promotor gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (Psar) najéesce je koristeni
konstitutivni promotor u konstrukciji vektorskih plazmida namijenjenih transformaciji kvasca
Pichia pastoris, kod kojeg prisutstvo glukoze u podlozi osigurava gotovo jednake razine
ekspresije kao i kod Paox; (Waterham i sur., 1997). U novije vrijeme biljezi se porast
konstitutivnih promotora (tablica 1), a kao rezultat istog konstruiran je GCW14 promotor koji
se u razini ekspresije pokazao ucinkovitijim u odnosu na konvencionalno koristeni Psse. (Liang
i sur., 2013).

2.3. Selektivni biljezi

Gen integriran u geneticki profil organizma domacina, primjerice bakteriju ili kvasac, koji
omogucuje provedbu prikladne selekcije organizama naziva se selektivnim biljegom. Selektivni
biljeg najc¢esce predstavlja gen za rezistenciju na odredeni antibiotik. Dodavanjem ciljanog
antibiotika u podlogu provodi se selekcija medu transformantima koji
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posjeduju gen za rezistenciju i sukladno tome mogu preZivjeti na podlozi, te stanicama koje
ne posjeduju gen za rezistenciju pa na podlozi s antibiotikom vrlo brzo ugibaju. S obzirom na
mehanizme provodenja selekcije, selektivni biljezi mogu biti pozitivni i negativni. Kada
govorimo o provodenju selekcije pomocu selektivnih biljega najéesée podrazumijevamo
pozitivni oblik selekcije kod kojeg se selekcija vrSi s obzirom na sposobnost organizma da
prezivi na podlozi s antibiotikom ili pak nedostatkom odredene konstitutivne molekule
(pozitivna auksotrofna selekcija). S druge strane, negativna selekcija se provodi pomocu
negativnih selektivnih biljega koji imaju za cilj parcijalno inhibirati ili u potpunosti zaustaviti

rast organizma domacina ubrzo nakon selekcije.

Usprkos dobro razvijenim genetickim tehnikama u manipulaciji kvasca Pichia pastoris, tek je
nekoliko selektivnih biljega opisano kao pozeljnih u konstrukciji plazmidnih vektora.
Dominantni biljezi koji se koriste u svrhu selekcije transformanata i odabira sojeva sa
sposobnoscéu visoke razine produkcije su: Sh ble gen izoliran iz bakterije Streptoalloteichus
hindustanus koji nosi rezistenciju na bleomicinski antibiotik zeocin te BSD gen izoliran iz
bakterije Streptomyces griseochromogenes koji nosi rezistenciju na antibiotik blasticidin S
(Romanos i sur., 1991; Higgins i sur., 1998). Dva dodatna selektivna biljega koja se mogu
koristiti u svrhu generiranja sojeva visoke produkcije su gen FLDI iz P. pastoris koji iskazuje
rezistenciju na formaldehid i gen kan® iz bakterije Streptomyces kanamyceticus koji iskazuje
rezistenciju na visoke koncentracije aminoglikozidnog antibiotika G418 (kanamicin) (Clare i
sur., 1991).

2.4. Kvasac Pichia pastoris

Pichia pastoris ili Komagataella pastoris je askomicetni metilotrofni kvasac iz porodice
Saccharomycetaceae. Prvi puta ga je izolirao francuski botanicar Alexandre Guilliermond sa
stabla kestena i opisao kao Zygosaccharomyces pastori (Guilliermond, 1920), kojeg su
znanstvenici nakon boljeg uvida u procese razmnozavanja i formiranja spora ubrzo
taksonomski preklasificirali u Saccharomyces pastori. Pedesetih godina dvadesetog stoljeéa,

americki ekolog Herman Phaff izolirao je identican kvasac sa stabla hrasta kojem je dodijelio
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taksonomski naziv Pichia pastoris (Phaff i sur., 1956). Buduéi da Phaff u to vrijeme nije
posjedovao tehnologiju kojom bi mogao potvrditi da je izolirani kvasac taksonomski identic¢an
kvascu izoliranom od strane Guilliermonda, dogovorno je prihvaceno da se dvije vrste izolirane

na relativno udaljenim krajevima svijeta taksonomski svrstaju u samo jednu, Pichia pastoris.

Industrijska primjena Pichia pastoris zapocela je 70-ih godina 20. stoljeca kada su metilotrofna
svojstva kvasca koriStena u svrhu proizvodnje pojedinacnih stani¢nih proteina (SCP, engl.
single cell protein) namijenjenih obogacivanju konvencionalne stocne hrane. Zbog naftne krize
1973. godine, doslo je do drasticnog porasta cijene metanola sto je proizvodnju SCP pomocu
Pichia pastoris kao radnog mikroorganizma cinilo ekonomski neisplativom. Zaokret u
industrijskoj primjeni Pichia pastoris dogada se ve¢ 80-ih godina 20. stoljeca kada se kvasac
pocinje koristiti u svrhu proizvodnje heterolognih proteina (Cregg i sur., 1985), Sto mu je do

danas ostala najvaznija industrijska uloga.

Pichia pastoris kao radni mikroorganizam izrazito je slican dobro istrazenom i ispitanom kvascu
Saccharomyces cerevisiae. Oba kvasca se koriste u proizvodnji topljivih i membranskih
proteina, imaju slicne parametre rasta i vrSe posttranslacijsko formiranje disulfidnih mostova i
glikolizaciju koji su klju¢ni za pravilnu funkciju nekih rekombinantnih proteina (Darby i sur.,
2012). Dvije prednosti s industrijskog aspekta koje Pichia pastoris ima nad Saccharomyces
cerevisiae su: mogucnost rasta na alkoholu metanolu kao jeftinom izvoru energije te rast do
visokih stani¢nih gustoca ¢ime se ostvaruje znatno veca proizvodnja zeljenog heterolognog
proteina (Ahmad i sur., 2014).

2.4.1. Metabolizam ksiloze putem rekombinantne ksiloza reduktaze

Ekspresija heterolognih proteina na povrsini mikroorganizama u posljednjih nekoliko godina
otvara novi aspekt biotehnoloske proizvodnje, pa je fokus istrazivanja na ekspresijskim
sustavima mikrobnih stanica. Primjena heterolognih proteina u proizvodnji ima veliki potencijal
za ostvarenje napretka u proizvodnji kemikalija, deterdzenata, hrane, kao i u medicinskoj
dijagnostici (Tepari€ i sur., 2010.). Paralelna kriza energenata i sve veéi ekoloski zahtjevi
svrstavaju celuloznu biomasu, bogatu ksilozom, na listu pozeljnih obnovljivih sirovina za
dobivanje biogoriva i kemikalija poput etanola, ksilitola, mlijene kiseline i drugih organskih
kiselina (Li i sur., 2015).

Metabolizam ksiloze dio je puta pentoza-fosfata prisutnog u kvascima koji se
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temelji na D-ksilozno-inducibilnom enzimatskom sustavu. Postoje dva metabolicka puta u koje
se ksiloza moze ukljuciti — oksidoreduktazni i izomerazni (Webb i Lee, 1990). Vecina kvasaca
koristi oksidoreduktozni metabolicki put (slika 4) koji se temelji na prisustvu ksiloza reduktaze
(XR) i ksiloza dehidrogenaze (XDH), dok je izomerazni metabolicki put pretezito zastupljen kod

bakterija koje posjeduju enzim ksiloza izomerazu.

D-ksiloza
NADP NADPH NAD(P)H
Glukoza 6- )\, XR
fosfat NAD(P)
ksilitol ksilitol
NAD
Fruktoza 6- g; XDH
fosfat NADH
Ksiluloza 5- ksiluloza
fosfat XK
NAD NADH m
<X/ Gliceraldehid ADP  ATP
3-fosfat
Glicerol FDH
Piruvat Co, Formate
NADP NADH m
? @ NADH NAD
NADPH NAD
Octena kiselina Etanol

Slika 4. Metabolicki put ksiloze u stanicama kvasca (Granstérm i sur., 2007)

Ksiloza reduktaza pripada superobitelji enzima 2b aldo-keto reduktaza. Ima ulogu u
reverzibilnoj reakciji redukcije ksiloze u ksilitol za Sto joj je potreban NADPH kao kofaktor.
Pokazano je da ksiloza reduktaza nekih organizama kao kofaktor moze koristiti i NADH, Sto je

vazno svojstvo kod anaerobnog oblika fermentacije (Bruinenberg i sur., 1984).
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

. agaroza - Sigma-Aldrich Life Science (St. Louis, Missouri, SAD)

. kvascev ekstrakt, baktotripton — Biolife (Milano, Italija)

o A DNA standard za elektroforezu (pocijepana sa HindIII) (New England Biolabs)

o restrikcijski enzimi: EcoRV, Sapl, BamHI, Pvull, Sacl (New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts, SAD)

o Taq polimeraza (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, SAD)

. T4 DNA ligaza (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, SAD)

. zeocin — InvivoGen (Toulouse, Francuska)

o ampicilin — Roth (Karlsruhe, Njemacka),

o TAE pufer (40 mmol/L TRIS-HAc pH 8,0; 1 mmol/L EDTA)

o kit za izolaciju plazmida iz stanica E.coli NucleoSpin® Plasmid (NoLid)
(Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

. kit za izolaciju DNA iz gela i proCiS¢avanje fragmenata umnozenih PCR-om

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

Ostale kemikalije su analiticke Cistoce takoder i nabavljene od uobicajenih dobavljaca.

3.1.2. Uredaji

. transiluminator (Hoefer, Macrovue UVis-20)

. uredaj za PCR (Labnet)

o kadica za elektroforezu DNA (Biorad)

o izvor napajanja za kadicu za elektroforezu (SX250 MightySlim, Hoefer)
o termoblok (Bio TDB-100, BioSan)

. centrifuga (Centric 150, Tehtnica)

. termostatirana tresilica za uzgoj bakterijskih kultura (KS 4000, IKA)

o elektri¢na grijalica (Techno, Kartell)

o Qubit 4 fluorometar (ThermoFischer)
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3. Materijali i metode 13
3.1.3. Oligonukleotidne pocetnice
Oligonukleotidne pocetnice koriStene za umnaZzanje CCWI2XR gena iz plazmida

pRS425Ccw12XR PCR metodom prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Primeri (oligonukleotidne pocetnice) koristeni za umnazanje CCW12XR gena

Pocetnica Sekvenca
Ccw12XR Pichia F CCGTACGGCTCTTCCATGCAATTTTCTACTGTCGC
Ccw12XR Pichia R GCCGCTTATGAAGAGCCTGGAGCTCTCCG

3.1.4. Plazmidi

3.1.4.1. pBSY3Z

U eksperimentalnom dijelu ovoga rada kao vektorski sistem koristen je plazmid pBSY3Z (slika

5). Plazmid sadrzi ori ishodiste (engl. origin of replication) koje mu omogucava samostalnu

replikaciju unutar bakterije domacina. Kao bakterija domacin najcesce se koristi E£scherichia

coli. PDC promotor kontrolira ekspresiju gena CCW12XR, a zavrSetak transkripcije osiguran je

prisustvom AOXI terminatora. Nadalje, u plazmidu je prisutan i gen za rezistenciju na zeocin,

antibiotik iz skupine bleomicina, koji se koristi kod selekcije transformiranih bakterijskih stanica

na hranjivim podlogama sa zeocinom.

(124) Xmnl ,ECORV (185)
/" _HindII (253)

Sapl (508)
N\ ECoRI (520)
Y Clal (547)

pBSY3Z
3378 bp

——Sapl (941)
NotI (946)

{1771) XbaI'

Slika 5. Geneti¢ka mapa plazmida pBSY3Z
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3.1.4.2. pGEM®-T Easy

pGEM®-T Easy (slika 6) je linearizirani vektor koji se koristi za TA ligaciju s fragmentom
deoksiribonukleinske kiseline dobivenim PCR metodom. Naime, linearizirani vektor na svojim
3' krajevima sadrzi nesparene baze timidina koji su pogodni za kohezivnu ligaciju s PCR
fragmentom koji na svojim krajevima sadrZi nesparene baze adenina. MCS (eng/l. Multiple
cloning site) regija, odnosno polilinker, karakteristicna je po zastupljenosti velikog broja
restrikcijskih mjesta ¢ime je osigurana linearizacija s razli¢itim vrstama restrikcijskih enzima.
Unutar plazmida je prisutan i gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin, koji kodira za enzim
B-laktamazu, ¢ime je omogucéena selekcija bakterijskih transformanata na hranjivoj podlozi s
ampicilinom. Ostale dijelove plazmida ¢ime £7 orii oriishodista replikacije te promotori /ac,
AmpR SP6i T7.

(26) SphI  BstZI (31)
(20) AatlI | NcoI - StyI (37)
(18) Zral | BstZI - Motl (43)
(14) Apal \ | Sacll (49)
(10) PspOMI | | /' /  EcoRI (52)
\ | EcoRV (60)
T7 promoter_ . \ | / Spel (64)
NV L [ / g p EcoRI (70)
RN \V S S BfuAI - BspMI - BstZI - NotI (77)
(2707) Nael . AL " PstI - SbfI (88)
(2705) NgoMIV_ \V S 7 _sall (90)
O\ N SAV L Y " _~Accl (91)
(2605) BtgZl SO\ O\ ", ' _—HinclI (92)
(2604) BsaAl - DraISI’I : Ndel (97)
: _— — Eco53kI (107)
————Sacl (109)
- —Mlul (114)
—BstXI (118)
" NsiT (127)

(2476) Psil.

"|SP6 promoter

) llac operator]
BspQI - SapI (401)
Pcil (517)

-~ BseYI (821)
T PspFI (825)

AlwNI (933)

(2009) XmnI

(1890) Scal
(1888) Tatl

AhdI (1410)

) I | Bsal (1471)
(1558) NmeAIII BpmI (1450)

pGEM®-T Easy
3015 bp

Slika 6. Geneticka mapa plazmida pGEM®-T Easy

(http://www.snapgene.com/resources/plasmid files/basic cloning vectors/pGEM-T Easy/,
pristupljeno: 10.5.2018.)
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3.1.5. CCW12XR PCR fragment

CCW12XR fragment dobiven je u velikom broju kopija primjenom PCR metode koriStenjem
plazmida pRS425Ccw12XR kao kalupa. Rekombinantni gen sastoji se od: GRE3 gena koji kodira
za enzim ksiloza reduktaze, dijela CCW12 gena koji kodira za ekspresiju kovalentno vezanog
proteina stani¢ne stijenke Ccw12 te hemaglutininske oznake (engl. HA tag) koja omogucava

detekciju i prociS¢avanje eksprimiranog rekombinantnog proteina (slika 7).

(195) Aval - Xmal
Pvull (1242)
downstream CCW12|

Sacl (1495)
Sapl (1507)
‘I End (1516)

(147) BamHI
(76) Pstl
(14) Sapl

(1..30) CCW12XR Pichia F (836) EcoRV

| i
() Start_| (405) Xball (722) Mim‘lIII| (1184) NotI I“-"/CCWlZXR Pichia R (1485 .. 1516)
ol L
5007 1000 I 15007
B (At GRE3 ) I
| |

cCwi12
CCW12 signal sequence lacZa

omega site MCS

Slika 7. Sastav CCW12XR fragmenta umnozenog PCR metodom

3.1.6. Soj bakterije

E. coli koja je koristena za transformaciju ima genotip: DH5a F- ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rk - , mk + ) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl (Life
Technologies).

3.1.7. Hranjiva podloga za uzgoj bakterija

Za uzgoj bakterija koristena je kruta i tekuca LB podloga. Tekuéa podloga sadrzavala je
kvascev ekstrakt (¢ = 0,005), baktotripton (¢ = 0,01), NaCl (¢ = 0,005), a kruta baktotripton
(¢ = 0,01), kvascev ekstrakt (¢ = 0,005), NaCl (¢ = 0,005) i agar (¢ = 0,016). Krute i tekuce
LB podloge dodatno su sadrzavale antibiotik zeocin u koncentraciji od 25 pg/mL u slucaju
uzgoja bakterija s pBSY3Z plazmidom ili pak antibiotik ampicilin u koncentraciji od 100 pug/mL
u slucaju uzgoja bakterija s TA plazmidom.
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3.2. Metode
3.2.1. Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Lancana reakcija polimeraze (PCR, engl. Polymerase chain reaction) je metoda koja se zasniva
na umnazanju odredenog segmenta DNA molekule u /n vitro uvjetima. Metodu je 1983. godine
otkrio znanstvenik Karry Mullis, koji je za istoimeno otkrice zajedno sa znanstvenikom
Michaelom Smithom podijelio Nobelovu nagradu iz podrucja kemije 1993. godine. PCR danas
predstavlja tehniku Siroko primjenjivanu u razli¢itim znanstvenim podruéjima pomocu koje je
u relativno kratkom vremenu moguce dobiti visSemilijunski broj kopija specificnog dijela DNA.
PCR metoda provodi se u uredaju 7hermocycler koji je dobio ime po sposobnosti brzog
ciklickog zagrijavanja i hladenja PCR smjese (slika 8). Uredaj ostvaruje brzu promjenu
temperature reakcijske smjese jednostavnom promjenom jakosti struje na kontaktnoj ploci,
Sto se opisuje termoelektri¢nim Peltierovim efektom. PCR smjesa se sastoji od DNA molekule
sa sekvencom od interesa, odgovaraju¢ih pocetnica, termostabilne DNA polimeraze (7ag
polimeraza), pufera za DNA polimerazu te smjese nukleotida (dNTP). Uobicajeni volumen PCR
reakcijske smjese nalazi se u rasponu od 10 — 200 pL.

—

Slika 8. Uredaj za provedbu lancane reakcije polimeraze (PCR) ( Thermocycler)
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Standardna PCR metoda sastoji se od 3 koraka koja se ciklicki ponavljaju: denaturacije DNA
molekule, sparivanja oligonukleotidnih pocetnica s lancom kalupom te produljenja pocetnica
djelovanjem DNA polimeraze (slika 9).

U prvom koraku, denaturaciji DNA molekule, dolazi do pucanja medulancanih vodikovih veza
unutar DNA uslijed zagrijavanja na temperaturi od 95 °C. Posljedi¢no dolazi do odvajanja DNA
lanaca, pri ¢emu svaki lanac sluzi kao kalup za umnazanje ciljanog PCR fragmenta. Po
zavrSetku prvog koraka slijedi hladenje PCR smjese na 50 — 70 °C ¢ime se omogucuje
kovalentno sparivanje oligonukleotidnih pocetnica s lancom kalupom. Toc¢na vrijednost
temperature pri kojoj dolazi do povezivanja pocetnice s DNA kalupom (engl. annealing
temperature) ovisi o duljini same pocetnice i zastupljenosti GC nukleotida. U zavrSnom, tre¢em,
koraku temperatura se podeSava na 72 °C, sto je ujedno i optimalna temperatura za aktivnost
7ag polimeraze. 7ag polimeraza dodaje nukleotide na 3' kraj pocetnice po principu
komplementarnosti s lancom kalupom. Trec¢im korakom zavrSava se jedan ciklus PCR metode,
kojom iz jedne dvolan¢ane molekule DNA nastaju dvije dvolancane molekule DNA. Svakim

sljedecim ciklusom dolazi do eksponencijalnog povecanja broja kopija DNA molekule.

Lancana reakcija polimeraze (PCR)

e
N T
g«?llel?ulanDNA 5 i 50 3 / ﬂ‘ \‘
b X MMM TETasitl “ /.
3
" e !/.’ n'rllnn ¥ 3 . H““l N
(0 @
|||n|| " o 2] o 0 9‘
Lhbdhbd bl . P
¥ E N ©  www ©
‘ t i Fidbddiil 5 3 / 'I"'H
¥ 5 L L
¥ ¢ | » lmulu o |m=u|| ’ \‘
3 ' 3 5 -
) Egéitnica \\‘ T I -
nukleotid Likina ~.
0 Denaturacija na 94-96 °C
9 Sparivanje pocetnica na ~ 68 °C
9 Elongacija na 72 °C
Slika 9. Shematski prikaz lancane reakcije polimeraze (PCR)
(https://microbiologyinfo.com/?s=pcr, pristupljeno 11.5.2018.)
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3.2.2. Umnazanje CCW12XR fragmenta iz pPRS425Ccw12XR plazmida primjenom

PCR-a

CCWI12XR fragment iz pRS425Ccw12XR plazmida umnozen je primjenom PCR metode kroz tri

ciklusa s razlicitim brojem ponavljanja te odgovarajuéim temperaturnim i vremenskim

parametrima. Uvjeti provodenja PCR reakcije za umnazanje prikazani su u tablici 3, dok je

reakcijska smjesa za PCR prikazana u tablici 4.

Tablica 3. Nacin provodenja PCR reakcije za umnazanje

Ciklus Broj po navijanja Faza PCR-a T/°C Vruel_ne .
ciklusa provodenja/ min
denaturacija 95 5
1 1 komplev:meptarno sparivanje 46 15
pocetnica s kalupom
sinteza DNA 72 1,5
denaturacija 95 0,75
2 4 komplev:meptarno sparivanje 46 1,5
pocetnica s kalupom
sinteza DNA 72 1,5
denaturacija 95 0,75
3 30 kompl@me_ntarno sparivanje 65 1,5
pocetnica s kalupom
sinteza DNA 72 1,5
Tablica 4. Reakcijska smjesa za PCR
Komponenta PCR smjese Volumen/pL
PRS425Ccw12XR plazmid 0,5
primer F 2
primer R 2
pufer za Taq polimerazu 5
smjesa dNTP nukleotida 1
Taqg polimeraza 1
sterilna voda 38,5
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CCW12XR fragment, dobiven PCR metodom, potom je provjeren elektroforezom u agaroznom

gelu nakon cega je izoliran i prociséen iz gela.
3.2.3. ProcCis¢avanje fragmenta umnozenog PCR metodom

Procis¢avanje umnozenog fragmenta provedeno je pomocu kita za procis¢avanje PCR produkta
prema uputama proizvodaca (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up; Macherey-Nagel, Diiren,

Njemacka).
3.2.4. DNA elektroforeza u agaroznom gelu

DNA elektroforeza provedena je u 1% agaroznom gelu dobivenim otapanjem agaroze u TAE
puferu (40 mmol/L TRIS-HAc pH 8,0; 1 mmol/L EDTA). Elektroforeza je provedena pri naponu
od 80 V u trajanju od 45 minuta. Po zavrSetku, agarozni gel je uronjen u otopinu etidij-bromida
(1 mg/mL) na 15 minuta nakon cega su vrpce DNA fragmenata vizualizirane pomocu

transiluminatora (Hoefer, Macrovue UVis-20).
3.2.5. Izolacija DNA iz agaroznog gela

Izolacija umnozenog fragmenta CCWI12XR iz agaroznog gela provedena je pomocu kita za
izolaciju DNA iz gela (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up; Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

prema uputama proizvodaca.

3.2.6. Odredivanje koncentracije fragmenta pomocu Qubit-a

Koncentracija izoliranog DNA fragmenta odredena je pomocu fluorometra Qubit 4. Qubit se
koristi za brzo i precizno odredivanje koncentracije DNA, RNA, mikro RNA, slobodnih nukleotida
i/ili proteina (slika 10). Uredaj odlikuje znatno veca osjetljivost od metoda zasnovanih na UV
apsorbanciji zbog Cega predstavlja prvi izbor prilikom odredivanja nizih koncentracija
navedenih biomolekula u smjesi. Prije mjerenja koncentracije ciljane biomolekule potrebno je
pripremiti standarde u svrhu kalibracije uredaja. Dodatkom fluoroscentne boje i pufera u
uzorak s biomolekulom od interesa — DNA, RNA ili protein, dolazi do specificnog povezivania,
Sto rezultira pojavom fluorescencije. Ovisno o stupnju fluorescencije, odnosno koliCini
fluorescentne boje povezane sa biomolekulama, uredaj daje podatke o koncentraciji ispitivane
biomolekule u uzorku. U eksperimentu je koncentracija DNA odredivana pomocu kita Qubit™
4 Quantitation Starter Kit (ThermoFischer, Waltham ,MA, SAD) prema uputama proizvodaca.
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Slika 10 . Fluorometar Qubit
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q33226, pristupljeno 23.6. 2018.)

3.2.7. TA ligacija CCW12XR fragmenta s lineariziranim plazmidom pGEM®-T Easy

Nakon odredivanja koncentracije fragmenta, provedena je ligacija CCW12XR PCR fragmenta s
lineariziranim plazmidom pGEM®-T Easy. Pritom je molarni omjer koncentracija fragmenta i
plazmida bio 3:1. Volumen PCR fragmenta potrebnog za ligaciju izraCunat je preko sljedeéih
formula:

m (vektor, ng) x duljina (PCR fragment, kb)

PCR f t) =
m( ragment) duljina (vektor, kb)

x omjer fragment: vektor

m (PCR fragment)
y (PCR fragment)

V (PCR fragment) =

Sastav ligacijske smjese ukupnog volumena 10 pL prikazan je u tablici 5. Smjesa je

inkubirana preko noci na 4 °C.
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Tablica 5. Sastav TA ligacijske smjese

Komponenta TA ligacijske smjese Volumen/ yL
pGEMP®-T Easy plazmid 1
CCW12XR PCR fragment 0,6
T4 DNA ligaza 1
pufer za T4 DNA ligazu 5
sterilna voda 2,4

3.2.8. Transformacija kompetentnih stanica bakterije Escherichia coli

U 50 pL suspenzije kompetentnih stanica £. co/i DH5a doda se 10 uL DNA, odnosno produkta
TA ligacije, nakon cega se smjesa inkubira 30 minuta na ledu. Nakon toga se smjesa inkubira
20 sekundi na temperaturi od 42 °C (,heat-shock™) te se ponovno vraa u led na 2 minute.
Potom se suspenziji doda 950 uL termostatirane tekuée LB podloge te se smjesa stavlja na
jednosatnu inkubaciju na 37 °C. Po 200 pL transformiranih stanica nacijepi se na krute LB

ploce s ampicilinom i inkubira preko noéi na 37 °C.

3.2.9. Izolacija plazmidne DNA iz stanica bakterije Escherichia coli

Izolacija plazmida provedena je iz 4 mL suspenzije stanica £. coli uzgojenih preko noéi na 37
°C u tekucoj LB podlozi s ampicilinom pomocu kita NucleoSpin® Plasmid (NoLid) (Macherey-

Nagel, Diiren, Njemacka) prema uputama proizvodaca.

3.2.10. Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima

Cijepanja DNA provedena su restrikcijskim enzimima BamHI i ECORV, dok je za restrikciju DNA
u svrhu izolacije CCW12XR fragmenta koristen restrikcijski enzim Sapl. Svi enzimi su koristeni
prema uputama proizvodaca (,New England Biolabs" Ipswich, MA, SAD). Sastav restrikcijske
smjese prikazan je u tablici 6, dok je sastav restrikcijske smjese za izrezivanje CCWI12XR

fragmenta iz TA-Ccw12XR plazmida prikazan u tablici 7.

Tablica 6. Sastav restrikcijske smjese

Komponenta restrikcijske smjese Volumen/ pL
TA-Ccw12XR plazmid 5
BamHI enzim 0,5
EcoRV enzim 0,5
pufer B za restrikcijske enzime 1
sterilna voda 3
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Tablica 7. Sastav restrikcijske smjese za izrezivanje CCW12XR fragmenta iz TA-Ccw12XR

plazmida
Komponente restrikcijske smjese Volumen/pL
TA-Ccw12XR plazmid 53
Sapl enzim 1
pufer za restrikcijski enzim Sapl 2
sterilna voda 11,7

3.2.11. Ligacija CCW12XR fragmenta s plazmidom pBSY3Z

Ligacijska smjesa ukupnog volumena 20 pL sastojala se od 50 ng lineariziranog plazmida
pBSY3Z (prethodno pripremljenog restrikcijom s enzimom Sapl) i odgovarajuée mase
CCW12XR fragmenta (prethodno pripremljenog restrikcijom s enzimom Sapl). U ligaciji je
koristen molarni omjer plazmida i fragmenta 1:1. Smjesa je inkubirana 2 sata na temperaturi
od 22 °C, a zatim 10 minuta na temperaturi od 65 °C. Sastav ligacijske smjese prikazan je u
tablici 8.

Tablica 8. Sastav ligacijske smjese

Komponenta ligacijske smjese Volumen/pL
linearizirani plazmid pBSY3Z 5
CCW12XR fragment 5,5
T4 DNA ligaza 1
pufer za T4 DNA ligazu 2
sterilna voda 6,5

Nakon provedene ligacije, kompetentne stanice £.co/i DH5a transformirane su ligacijskom
smjesom te nacijepljene prvo na ¢vrstu, a potom precijepljene i na tekuc¢u LB podlogu sa
zeocinom. Iz transformiranih stanica izoliran je plazmid pomoc¢u kita NucleoSpin® Plasmid
(NoLid) (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka). Izolirani plazmid podvrgnut je cijepanju s
restrikcijskim enzimima BamHI, EcoRV, Pvull i Sacl, nakon Cega je duljina fragmenata
dobivenih restrikcijom provjerena pomocu DNA elektroforeze na agaroznom gelu i usporedena

s vrijednostima duljine fragmenata dobivenim rac¢unalnim programom.
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4.1. Kloniranje CCW12XR fragmenta primjenom PCR metode

PCR metodom uz uporabu vanjskih pocetnica, tj. primera, Ccw12XR Pichia F i Ccw12XR Pichia
R, pri reakcijskim uvjetima prikazanim u tablici 3, umnozen je CCW12XR fragment iz plazmida
pRS425Ccw12XR. Duljina fragmenta dobivenog PCR metodom, iskazana u parovima baza (pb),
provjerena je DNA elektroforezom u 1% agaroznom gelu kao sto je prikazano na slici 11. Iz
slike 11 je vidljivo da duljina dobivenog fragmenta odgovara ocekivanoj vrijednosti duljine
CCWI12XR fragmenta (1516 pb) Sto ukazuje na uspjeSno provedenu reakciju umnazanja
CCW12XR fragmenta primjenom PCR metode.
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Slika 11. Analiza duljine fragmenta dobivenog PCR metodom. Uzorci: 1. CCWI12XR fragment
(1516 pb); 2. standard — DNA ladder 1 kb

4.2. Restrikcija pGEM®-T Easy plazmida i linearizacija pBSY3Z plazmida

CCWI12XR fragment nakon umnazanja PCR metodom ligiran je postupkom TA ligacije u
pGEM®-T Easy plazmid. Dobivenom ligacijskom smjesom transformirane su kompetentne
stanice £. coli. Nakon umnazanja plazmida unutar kompetentnih stanica, plazmidi su izolirani
iz transformiranih stanica pomocu kita za izolaciju NucleoSpin® Plasmid (NoLid) (Macherey-
Nagel, Diiren, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Buduc¢i da pGEM®-T Easy plazmid za
razliku od pBSY3Z plazmida ne sadrzi ishodiste za replikaciju u kvascu Pichia pastoris, za
uspjesnu transformaciju kvasca potrebno je konstruirati plazmid koji ¢e imati integriran
CCW12XR fragment unutar pBSY3Z plazmida. Restrikcijskim enzimom Sapl omoguceno je
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izoliranje CCW12XR fragmenta iz pGEM®-T Easy plazmida kao i linearizacija pBSY3Z plazmida
Sto je preduvijet za uspjesnu ligaciju fragmenata. Restrikcija pGEM®-T Easy plazmida, odnosno
linearizacija pBSY3Z plazmida provedena je prema uputama proizvodaca, a uspjesnost
restrikcije je provjerena DNA gel elektroforezom u 1% agaroznom gelu Sto je prikazano na slici
12.
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Slika 12. Analiza duljine fragmenata dobivenih restrikcijom sa SaplI restrikcijskim enzimom.
Fragmenti izolirani za sljededi stupanj ligacije su zaokruZeni crveno. Uzorci: 1. standard — DNA
ladder 1 kb; 2. pBSY3Z (gornja vrpca 2945 pb; donja vrpca 433 pb); 3. pGEM®-T Easy
Ccw12XR (gornja vrpca —plazmid bez CCWI12XR fragmenta (3023 pb); donja vrpca — CCW12XR
fragment (1493 pb)

Vidljivo je da duljina fragmenata na slici 12 odgovara ocekivanoj vrijednosti njihovih duljina
nakon restrikcije s enzimom Sapl Sto ukazuje na uspjeSan proces restrikcije kao i na ispravan

polozaj restrikcijskih mjesta u plazmidima.

Josip Resetar Zavrsni rad



4. Rezultati 25

4.3. Izolacija CCW12XR fragmenta i fragmenta pBSY3Z plazmida iz agaroznog
gela i njihova ligacija u plazmidni vektor pogodan za transformaciju kvasca Pichia
pastoris

Izolacija fragmenata (zaokruzenih crveno na slici 12) iz agaroznog gela provedena je pomocu
kita za izolaciju DNA iz gela i prociS¢avanje fragmenata umnozenih PCR-om (NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)) prema uputama proizvodaca. Nakon
izolacije, CCW12XR fragment i fragment pBSY3Z plazmida ligirani su u plazmid pogodan za
transformaciju kvasca Pichia pastoris. Ligacijskom smjesom su potom transformirane
kompetentne stanice £. coliu svrhu dobivanja vece koli¢ine konstruiranog vektorskog plazmida
postupkom opisanom u poglavlju Materijali i metode. Nakon uzgoja, iz suspenzije
transformiranih stanica izoliran je vektorski plazmid uporabom kita za izolaciju plazmida
(NucleoSpin® Plasmid (NoLid) (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)) prema uputama
proizvodaca. Izolirani plazmid podvrgnut je restrikcijskoj provjeri uspjesnosti ligacije uporabom
restrikcijskih enzima BamHI, EcoRV, Pwvull i Sacl. Ispravnost plazmidnog vektora
pBSY3ZCcw12XR provjerena je zatim DNA gel elektroforezom Ciji su rezultati prikazani na slici
13. Ocekivane duljine fragmenata nakon restrikcije plazmida s navedenim restrikcijskim

enzimima prikazane su u tablici 9.
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Slika 13. Analiza duljine fragmenata dobivenih restrikcijom pBSY3ZCcw12XR s restrikcijskim
enzimima BamHI, EcoRV, Pwvull i Sacl. Uzorci: 1. standard — DNA ladder 1 kb; 2.
pBSY3ZCcw12XR rezan s BamHI; 3. pBSY3ZCcw12XR rezan s EcoRV; 4. pBSY3ZCcw12XR
rezan s Pvull; 5. pBSY3ZCcw12XR rezan s Sacl
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Tablica 9. Ocekivane duljine fragmenata nakon restrikcije plazmida pBSY3ZCcw12XR s

odabranim restrikcijskim enzimima

Restrikcijski enzim Duljina gornje vrpce/pb = Duljina donje vrpce/pb
BamHI 2806 1632
EcoRV 3293 1145
Pvull 2944 1494
Sacl 4438 -

Usporedbom ocekivanih vrijednosti duljine fragmenata nakon restrikcije plazmida
pBSY3ZCcw12XR s odabranim restrikcijskim enzimima (tablica 9), s duljinama fragmenata
vizualiziranih u agaroznom gelu (slika 13), vidljivo je potpuno poklapanje rezultata. Time je
potvrdena uspjesSna priprema vektorskog plazmida pBSY3ZCcw12XR Sto je ujedno bio i cilj
ovoga rada, te je konstruirani plazmid spreman za sljedeéi eksperimentalni korak -

transformaciju kvasca Pichia pastoris.
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Kvasac Pichia pastoris taksonomski se svrstava u carstvo Fungi. Svoju industrijsku primjenu
dozivio je 70-ih godina proslog stolje¢a kada se pretezito koristio za proizvodnju pojedinacnih
stanicnih proteina (SCP), da bi ve¢ u osamdesetim godinama postao konvencionalni
mikroorganizam za proizvodnju heterolognih proteina. Svojstva lake manipulacije, rasta na
podlogama jednostavnog kemijskog sastava te sposobnost rasta do visokih stani¢nih gustoca

¢ine ovaj kvasac tehnoloski prihvatljivijim u odnosu na kvasac Saccharomyces cerevisiae.

Proizvodnja heterolognih proteina uvelike ovisi o vektorskim plazmidima koji mogu biti
integrativne, epizomalne ili pak centromerne prirode. U transformaciji Pichia pastoris
dominantna je primjena integrativnih oblika plazmida, koji se nakon linearizacije s odabranim
restrikcijskim enzimom mogu integrirati u genom kvasca. Epizomalni i centromerni plazmidi
manje su preferirani zbog geneticke nestabilnosti ili pak manjeg broja kopija unutar
transformirane stanice. Usprkos tome, kontinuirano dolazi do razvoja novih epizomalnih i

centromernih vektorskih sustava za kvasac P. pastoris (Nakamura i sur., 2018).

Ekspresija heterolognog proteina pod kontrolom je promotora koji predstavljaju vaznu stavku
u konstrukciji plazmidnih vektora. Promotori se dijele na inducibilne i konstitutivne (tablica 1)
ovisno o utjecaju biotickih i abiotickih ¢imbenika na njihovu ekspresiju. Inducibilni promotor
alkohol oksidaze (Paox:) najcesce je koristeni inducibilni promotor u konstrukciji plazmida za
Pichia pastoris kojeg inducira prisutnost metanola u podlozi. S druge strane, promotor
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (Pssr) najcesce je koristeni konstitutivni promotor kod

kojeg se uz prisustvo glukoze postizu sli¢ni prinosi kao i kod Paox:.

Selekciju transformiranih kolonija kvasca Pichia pastoris moguée je provoditi primjenom
selektivnih biljega. Selektivni biljezi najéeSce su pozitivnog karaktera i ukljuCuju prisutnost
gena za rezistenciju na specificni antibiotik ili skupinu antibiotika. Uobicajeno koristeni
selektivni biljezi su Sh ble gen koji nosi rezistenciju na bleomicinski antibiotik zeocin te BSD

gen koji nosi rezistenciju za antibiotik blasticidin S.

Cilj ovog rada bila je konstrukcija plazmidnog vektora s integriranim genom koji kodira za
heterolognu rekombinantnu ksiloza reduktazu. Metodom lancane reakcije polimeraze (PCR,
engl. Polymerase chain reaction) umnozen je CCW12XR fragment iz plazmida pRS425Ccw12XR
prema parametrima prikazanim u tablici 3. UmnoZenom fragmentu je nakon provjere veliine

gel elektroforezom i prociS¢avanja izmjerena koncentracija pomocu fluorometra Qubit 4.

Josip Resetar Zavrsni rad



5. Rasprava 28

Iz slike 11 je vidljivo da duljina fragmenta odgovara ocekivanim vrijednostima duljine
CCWI12XR fragmenta (1516 pb) Sto je indikacija uspjeSno provedenog umnazanja. CCW12XR
fragment zatim je TA ligacijom ligiran u plazmidni vektor pGEM®-T Easy. Produktom TA ligacije
transformirane su kompetentne stanice Escherichia coli koje su nacijepljene na LB podloge s
ampicilinom i inkubirane na temperaturi od 37 °C. Iz poraslih kolonija izolirani su plazmidi te
je uspjesnost ligacije provjerena cijepanjem izoliranih plazmida restrikcijskim enzimima BamHI
i ECORV, dok je za restrikciju plazmida u svrhu izolacije CCW12XR fragmenta iz dobivenog
plazmida koristen restrikcijski enzim SapI. SaplI restrikcijski enzim koriSten je i u svrhu pripreme
dijela pBSY3Z plazmida za ligaciju u konacni vektor. Restrikcijom sa Sapl enzimom dobiveni
su fragmenti ocekivanih duljina podesni za proces ligacije (slika 12). Dio plazmida pBSY3Z i
CCW12XR fragment ligirani su u molarnom omjeru 1:1 unutar ligacijske smjese Ciji je sastav
prikazan u tablici 8. Konstruirani plazmidni vektor umnozen je u kompetitivnim stanicama
Escherichia coli koje su nacijepljene na LB podloge sa zeocinom buduéi da pBSY3Z u svojoj
sekvenci sadrzi ZeoR gen koji kodira za rezistentnost na antibiotik zeocin. Nakon umnazanja
konstruirani vektor je izoliran i restrikcijski analiziran. Restrikcijski enzimi koriSteni za analizu
bili su BamHI, EcoRV, Pvull i Sacl. Rezultati restrikcijske analize, prikazani na slici 13, ukazuju
na podudaranje vrijednosti duljina fragmenata dobivenih restrikcijom s pretpostavljenim
vrijednostima, Sto potvrduje uspjesnu ligaciju CCWI12XR fragmenta u pBSY3Z plazmid,
odnosno da je plazmidni vektor pBSY3ZCcw12XR pogodan za transformaciju kvasca Pichia

pastoris uspjesno konstruiran.
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Temeljem rezultata eksperimentalnog rada moze se zakljuciti sljedece:

1. Primjenom PCR metode uspjesno je amplificiran CCW12XR fragment iz plazmida
pRS425Ccw12XR

2. Dobiveni CCW12XR fragment uspjesno je ligiran s plazmidom pBSY3Z

3. Ispravnost konstruiranog vektorskog plazmida pBSY3ZCcw12XR provjerena je i

potvrdena restrikcijskom analizom
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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