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1. UVOD

Gensko ciljanje je niz postupaka koji omogucéavaju uvodenje preciznih genetickih promjena
u genomu, a osniva se na homolognoj rekombinaciji izmedu linearnih fragmenata
transformiraju¢e DNA i genomske DNA. U kvascu Saccharomyces cerevisiae gensko ciljanje
iznimno je uspjeS$no jer se dvolanc¢ani lomovi u molekuli DNA, u mitoti¢kim stanicama
popravljaju homolognom rekombinacijom pa stoga i1 transformiraju¢a DNA koja se unese u
stanicu kvasca podlijeze homolognoj rekombinaciji. Medutim, u vec¢ini drugih organizama, pa
tako i u vecini nekonvencionalnih vrsta kvasaca, transformiraju¢a DNA c¢esce podlijeze
ilegitimnoj (nehomolognoj), nego homolognoj rekombinaciji. Stoga i1 uspjeSnost genskog

ciljanja u ovim organizmima moze biti iznimno niska.

S obzirom da posljednjih godina raste interes za primjenom drugih, nekonvencionalnih vrsta
kvasaca u razli¢itim biotehnoloskim procesima, poglavito zbog njihovih industrijski pozeljnih
karakteristika, cilj ovog rada bio je istraziti uspjes$nost genskog ciljanja u odabranom soju
nekonvencionalnog kvasca Kluyveromyces marxianus. Osim §to je termotolerantan te moze
rasti na visokim temperaturama, kvasac K. marxianus odlikuje brzi rast i sposobnost koristenja
Sirokog raspona supstrata §to ga Cini ekonomski vrlo poZeljnom vrstom za komercijalne

fermentacijske procese.

U svrhu odredivanja uspjesnosti ciljanja gena u kvascu K. marxianus u ovom radu bit ¢e
koriStene dvije razli¢ite metode za transformaciju, elektroporacija i metoda pomocu litijevog
acetata i bit ¢e konstruiran sustav za gensko ciljanje koji ukljucuje dva integrativna plazmida
pNatBAV i pHygBAV koji u sredisnjem dijelu nose gene odgovorne za rezistenciju na
antibiotike nurserotricin (gen coNat, sinonim coNrs) i higromicin (gen coHyg). U prvom
koraku, bit ¢e konstruiran soj koji sadrzi gen coNat integriran u genom u jednoj kopiji, a
konstrukcija soja bit ¢e potvrdena hibridizacijom po Southern-u. U drugom koraku, konstruirani
soj kvasca bit ¢e transformiran s linearnim fragmentom DNA koji sadrzi gen coHyg te ¢e na
temelju fenotipa biti odredena uspjeSnost zamjene gena coNat s genom coHyg tj. uspjeSnost

genskog ciljanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KONVENCIONALNI KVASCI

Kvasci su jednostani¢ni, eukariotski mikroorganizmi koji imaju Siroku primjenu u
tradicionalnoj i modernoj biotehnologiji u proizvodnji hrane, pi¢a, enzima, finih kemikalija i
farmaceutskih reagenasa. Osim toga, ovi organizmi vazni su u istrazivanjima moderne genetike,
molekularne i stani¢ne biologije te je veéina istrazivanja usredotoCena na dvije vrste,
Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe (Lane i Morrissey, 2010) i ove vrste

poznate su i kao konvencionalni kvasci.

Kvasac Saccharomyces cerevisiae nepatogena je jednostani¢na gljiva iz razreda
Ascomycetes, a poznat je takoder kao pivski, pekarski ili prehrambeni kvasac. Moze postojati u
haploidnom ili diploidnom obliku, a razmnozava se vegetativno pupanjem pri ¢emu se razlikuju
stanica majka i kcer. Diploidne stanice se u nepovoljnim okolisnim uvjetima mogu
razmnozavati i Spolno - mejozom, pri ¢emu iz jedne diploidne stanice nastanu 4 haploidne spore
koje se nalaze unutar askusa. Genom haploidne stanice kvasca sastoji se od 16 kromosoma
veli¢ine 200 do 2200 kb, prvi je potpuno sekvencionirani eukariotski genom (Goffeau i sur.,
1996) i jednostavno se geneticki modificira. Kvasac S. cerevisiae zbog svojih fizioloskih
karakteristika, najpogodniji je 1 najviSe koriSten radni mikroorganizam za industrijsku

proizvodnju etanola 1 kvasceve biomase.

Kao glavni izvor ugljika i energije S. cerevisiae koristi ugljikohidrate medu kojima
metabolizira monosaharide (D-glukoza, D-fruktoza, D-manoza, D-galaktoza), disaharide
(saharoza, maltoza) i trisaharide (maltotrioza). Ostale monosaharide kao i sve monosaharide L-
konfiguracije te pentoze ne moze fermentirati. Metabolizam Secera, proizvodnja energije i
meduproizvoda metabolizma u kvascu vezana je uz cikluse glikolize, pentoznog i Krebsovog
ciklusa. Osim $iroke primjene u industriji, S. cerevisiae vazan je kao modelni organizam u
fundamentalnim istrazivanjima molekularno-bioloskih procesa u eukariotskim stanicama zbog
toga $to se jednostavno uzgaja, ima kratko generacijsko vrijeme, brzo raste, dobro je
okarakteriziran i nepatogen, jeftin, pogodan za geneticke modifikacije, a sojevi kvasca S.
cerevisiae stabilni su u haploidnom i diploidnom obliku te vijabilni s velikim brojem genetickih
markera (Sherman, 2002).

Budu¢i da transformacijom stanica kvasca S. cerevisiae strana (egzogena) DNA podlijeze

homolognoj rekombinaciji koja je odgovorna za integraciju transformiraju¢e DNA u genom



(Hinnen i sur., 1978), pogodan je za uvodenje ciljanih i preciznih promjena u genomu te za
primjenu genetickih metoda u poboljsanju industrijskih sojeva kvasca radi jednostavnijeg i
jeftinijeg procesa proizvodnje sirovina. Takoder, klasificiran je kao kvasac koji ima GRAS
status (engl. Generally Recognized As Safe) prema Ameri¢koj Agenciji za hranu i lijekove
(engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA) sto znaci da se smatra bezopasnim za ljudsko
zdravlje (Nevoigt, 2008).

Kvasac S. pombe ne dijeli se pupanjem, ve¢ popre¢nom diobom pa sluzi za proucavanje

stani¢nog ciklusa i temeljnih procesa eukariotske stanice (Hoffman i sur., 2015).

2.2. HOMOLOGNA GENETICKA REKOMBINACIJA

Homologna rekombinacija podrazumijeva izmjenu geneticke informacije izmedu sekvenci
DNA koje su potpuno ili gotovo potpuno homologne, a ¢ija je duljina veéa od nekoliko stotina
parova baza. Ovaj proces ima esencijalne uloge u stani¢nim ciklusima mejoze i mitoze u vecini
eukariotskih organizama (Symington, 2002). U mejozi, homologna rekombinacija posreduje u
izmjeni informacije izmedu maternalnih i paternalnih alela u stanicama prekursorima gameta te
tako generira raznolikost medu potomstvom koje ima zajednicke roditelje. Druga vazna
funkcija homologne rekombinacije je da osigurava pravilnu segregaciju homolognih parova
kromosoma u prvoj mejotickoj diobi, §to rezultira nastankom gameta s to¢nim brojem

kromosoma (San Filippo i sur., 2008).

Kvasac Saccharomyces cerevisiae glavni je modelni organizam koriSten za istraZivanje
geneticke rekombinacije U eukariotima. Istrazivanja su pokazala da rekombinacija u mejozi i
vjerojatno vecina mitoticke rekombinacije proizlazi iz popravka dvolan¢anih lomova u DNA

(Paques i Haber, 1999).

U mitoti¢kim stanicama, homologna rekombinacija osigurava stabilnost genoma kroz
precizan popravak dvolan¢anih lomova i drugih lezija do kojih dolazi tijekom normalnog
stanicnog metabolizma te zbog odredenih egzogenih faktora (npr. ionizirajuce zraenje).
Popravak homolognom rekombinacijom esencijalan je tijekom proliferativnih faza u razvoju i
tijekom obnove somatskih stanica kod odraslih da bi se zastitile od smrti i mutacija nastalih kao

posljedica oSte¢enja u DNA (Moynahan i Jasin, 2010).



Dvolancani lom (engl. double strand break, DSB) je potencijalno letalno oStecenje DNA za
stanicu. Osnovni mehanizmi popravka dvolan¢anog loma su: homologna rekombinacija (HR),
koja zahtjeva neostecenu homolognu sekvencu DNA koja sluzi kao kalup za popravak oba
oStecena lanca 1 ilegitimna rekombinacija (engl. non-homologous end joining, NHEJ) koja
ukljucuje direktnu ligaciju krajeva DNA te nije potreban lanac kalup. Stanica odabire kojim
mehanizmom ¢e se popravak odvijati ovisno o fazi stani¢nog ciklusa u kojoj se nalazi, a osim
toga odabir ovisi i o tipu i ploiditetu stanice te je sam mehanizam popravka strogo kontroliran
(Symington i Gautier, 2011).

U somatskim stanicama viSih eukariota, dvolancani lomovi naj¢esce se popravljaju
nehomolognom (ilegitimnom) rekombinacijom, dok u kvascu S. cerevisiae previadava

homologna rekombinacija (Heslot i Gaillardin, 1992).

2.2.1. Primjena homologne geneticke rekombinacije

Velika efikasnost homologne rekombinacije i napredak tehnologije rekombinantne DNA,
omogucili su uvodenje preciznih ciljanih geneti¢kih promjena pomocu integrativnih fragmenata
DNA u kvascu Saccharomyces cerevisiae, ali i u drugim vrstama. Obi¢no se primjenjuju dva
pristupa za gensko ciljanje: modifikacija gena u dva koraka (poglavlje 2.2.1.1.) i modifikacija

gena u jednom koraku (poglavlje 2.2.1.2.).
2.2.1.1. Modifikacija gena u dva koraka

Osnovna strategija modifikacije gena u dva koraka je uvodenje Zeljene modifikacije u

odredenu regiju integrativnog plazmida koja je homologna ciljnoj sekvenci u genomu.

Plazmid se linearizira uvodenjem dvolananog loma u modificiranu regiju kako bi se
postigla usmjerena integracija plazmida u homolognu regiju u genomu. Integrativni plazmid
sadrzi i selektivni marker koji omogucava selekciju transformanata (Slika 1). Popravak
dvolan¢anog loma gotovo se uvijek odvija homolognom rekombinacijom koja rezultira
ciljanom integracijom plazmida, dok je procjena frekvencije nasumicne (neciljane) integracije

uslijed ilegitimne integracije 0,1 % (Svetec i sur., 2007).

Prilikom transformacije stanica kvasca linearnim fragmentom DNA, ¢iji su krajevi nakon
komplementarnog sparivanja s homolognom regijom u genomu okrenuti jedan prema drugome
dolazi do integracije transformiraju¢e DNA tipom homologne rekombinacije koji se naziva

rekombinacija ,,krajevi-unutra“ (engl. ,,ends-in). Kao rezultat integracije, u genomu kvasca se



duplicira ciljna regija pri ¢emu jedna od dvije kopije sadrzi zeljenu modifikaciju, a izmedu se
nalazi cjelokupna plazmidna DNA. Budu¢i da su ciljne regije homologne, ako se izmedu njih
dogodi rekombinacija uz recipro¢nu izmjenu (engl. crossing-over), dolazi do gubitka
modificirane ili nemodificirane ciljne regije i plazmida sa selektivnim markerom (,,pop-out*
rekombinacija). Molekularnom analizom transformanata moze se utvrditi prisutnost zeljene

modifikacije u genomu.

>
M
|
ciljna regija =]
plazmidna DNA 1
genomska DNA 3
ﬂ selektivni biljeg =

j % pop-out* rekombinacija
" 4
M
I

Slika 1. Shematski prikaz modifikacije gena u dva koraka. Dvolan¢ani lom u ciljnoj regiji usmjerava
integraciju plazmida u homolognu regiju u genomu. ,,Pop-out” rekombinacijom dolazi do gubitka
selektivnog markera te u genomu moze ostati modificirani ili nemodificirani alel. M - modifikacija

2.2.1.2. Modifikacija gena u jednom koraku

Pri modifikaciji gena u jednom koraku, nakon transformacije dolazi do zamjene ciljne regije
u genomu s transformiraju¢om DNA, pri ¢emu su krajevi linearnog fragmenta DNA nakon
komplementarnog sparivanja s homolognom regijom u genomu okrenuti jedan od drugoga
(Rothstein, 1983). Zbog toga se ovaj tip homologne rekombinacije naziva rekombinacija

,krajevi-van“ (engl. ,,ends-out™) ili zamjena gena.

Linearni fragment DNA u srediSnjem dijelu sadrzi selektivni marker koji omeduju krace
regije DNA homologne regijama koje okruzuju ciljni gen u genomu kvasca (tzv. boc¢ne
homologije, Slika 2), a posljedica zamjene ciljnog gena sa selektivnim markerom je inaktivacija
tog gena. Modelni kvasac S. cerevisiae ima vrlo efikasan mehanizam homologne rekombinacije
I omogucena je visoka efikasnost genskog ciljanja (blizu 100 %), a ve¢ samo 40 pb boc¢nih

homologija na svakoj strani selektivnog markera omogucuje oko 10 % uspjeSnog genskog



ciljanja (Baudin i sur., 1993; Paques i Haber, 1999). Medutim, zamjena gena moze biti
popracena razli¢itim nezeljenim dogadajima kao S$to su ilegitimna integracija, integracija
transformirajuceg fragmenta pored ciljne sekvence ili ¢ak duplikacija ciljnog kromosoma
(Svetec i sur., 2007; Stafa i sur., 2014).

ciljna regija
bo¢ne homologije
selektivni biljeg

genomska DNA

OR00

Slika 2. Shematski prikaz rekombinacije ,.krajevi-van®. Krajevi transformirajuée DNA homologni su
ciljnoj regiji u genomu, a selektivni marker omogucava selekciju transformanata.

2.3. NEKONVENCIONALNI KVASCI

Osim kvasaca Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, u biotehnoloskim
procesima ve¢ godinama je od velikog interesa primjena i drugih vrsta kvasaca koje nazivamo
nekonvencionalnim kvascima (Spencer i sur., 2002). Medu ovim kvascima mogu se pronaci
vrste koje imaju neke vrlo pozeljne karakteristike, poput osmotolerantnosti, halotolerantnosti,
termotolerantnosti, sposobnosti iskoriStavanja razliitih izvora ugljika, proizvodnje razli¢itih

spojeva itd.

Ovoj skupini kvasaca pripadaju odredene vrste koje ve¢ imaju ulogu u proizvodnji cjepiva,
terapeutskih proteina, prehrambenih aditiva i bioobnovljivih kemikalija, kao $to su Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris i Yarrowia lipolytica (Wagner i Alper,
2015). U usporedbi s kvascem S. cerevisiae, ovi organizmi imaju odredene prednosti pa je tako
primjerice H. polymorpha visoko termotolerantan kvasac sposoban prevoditi glukozu i ksilozu
do etanola na temperaturama do 45-50 °C (Suwannarangsee i sur., 2010). Medutim, kod
nekonvencionalnih kvasaca veliki nedostatak predstavlja niska efikasnost pri uvodenju ciljanih
genetickih promjena. Kada se u stanice uvede egzogena DNA, u ovim sustavima vise je
preferirana ilegitimna rekombinacija, koja rezultira nasumi¢nom integracijom disrupcijske

kazete ili vektora u genom, za razliku od precizne integracije kod kvasca S. cerevisiae koji



preferira homolognu rekombinaciju i pokazuje visoku efikasnost genskog ciljanja (Vogl i sur.,
2013).

PoboljSanje metoda genskog ciljanja koje omogucavaju ciljanu integraciju omogucava
istrazivacima da otklone nedostatke povezane s ilegitimnom integracijom kao dominantnim
mehanizmom popravka DNA u nekonvencionalnim kvascima. Horwitz i suradnici (2015) su
tako primjenom CRISPR-Cas9 sustava u genomu industrijski znacajnog soja kvasca K. lactis
uspjeli posti¢i integraciju Sest gena u tri ciljana lokusa, ¢ime je omogucena konstrukcija

metaboli¢kog puta za prekursor biopolimera, mukonsku kiselinu.

2.3.1. Kluyveromyces marxianus

Kvasac Kluyveromyces marxianus prvi je opisao danski mikolog E. C. Hansen 1888. godine
I U to vrijeme bio je poznat pod nazivom Saccharomyces marxianus po Marxu koji je izvorno
izolirao ovaj kvasac iz grozda (Lodder i Kreger-van Rij, 1952). Opisan je kao homotali¢ni
kvasac, podklase Hemiascomycetes, filogenetski je srodan kvascu Saccharomyces cerevisiae i
sestrinska vrsta bolje poznatom Kluyveromyces lactis (Lachance, 1998; Llorente i sur., 2000).
Glavna zajednicka znacajka vrsta K. marxianus i K. lactis je sposobnost asimilacije laktoze i
koriStenja ovog SeCera kao izvora ugljika. Ova karakteristika nije prisutna kod kvasca S.
cerevisiae, pa se ove dvije vrste Cesto izoliraju iz mlije¢nih izvora, kao $to su fermentirana

mlijeka, jogurt i sirevi (Lane i Morrissey, 2010).

Metabolizam laktoze omogucéuju dva gena, LAC12, koji kodira za laktoza permeazu nuznu
za unos laktoze u stanicu i LAC4, koji kodira za B-galaktozidazu koja hidrolizira laktozu na
monomere glukozu i galaktozu. Kao u kvascu S. cerevisiae, galaktoza se dalje metabolizira do

glukoze-6-fosfata Leloir-ovim putem (Rubio-Texeira, 2005).

K. marxianus, kao i S.cerevisiae, ima respiro-fermentativni metabolizam te proizvodi
energiju oksidativnom fosforilacijom u TCA ciklusu ili fermentacijom u etanol. lako se K. lactis
i K. marxianus obi¢no klasificiraju kao Crabtree-negativni kvasci te preferabilno usmjeravaju
metabolizam prema TCA ciklusu i optimalnoj proizvodnji energije, obje vrste imaju gene nuzne
za proizvodnju etanola te pod odredenim uvjetima provode fermentaciju. Stovise, K. marxianus
sposoban je provoditi simultanu fermentaciju i respiraciju, a precizna ravnoteza izmedu ovih

metabolic¢kih puteva je specifi¢na za soj (Merico i sur., 2007).



U tehnoloskoj primjeni u kojoj je vazna proizvodnja biomase, razlika izmedu vrsta i sojeva
kvasaca je svakako relevantan podatak. Naime, razlika u snazi Crabtree efekta oCituje se Cak i
unutar vrsta, $§to objasnjava zaSto su neki, ali ne i svi, sojevi K. marxianus vrlo uspjesni u

proizvodnji etanola (Hong i sur., 2007).

K. marxianus ima najvecu brzinu rasta od bilo kojih drugih eukariotskih mikroba. Primjerice,
u jednom istrazivanju U kemostatu zabiljeZena je specifi¢na brzina rasta (1 max) K. marxianus
CBS 6566 0od 0,6 h* (t; ~70 min), a mogu se selekcionirati i sojevi s pmax 0d 0,8 h™ (Groeneveld
i sur., 2008). U usporedbi sa srodnom vrstom kvasca Kluyveromyces lactis, o kvascu K.
marxianus je mnogo manje poznato. Medutim, K. marxianus je Siroko primjenjivan u industriji
(Tablica 1), prvenstveno zbog osobina koje su pozeljne za biotehnolosku primjenu.
Karakateristike koje ga €ine iznimno pogodnim su: sposobnost koriStenja Sirokog raspona
supstrata (laktoza, ksiloza, arabinoza, inulin), visoka brzina rasta s tipi¢énim generacijskim
vremenom od ~70 minuta, termotolerantnost (rast na visokim temperaturama do 52 °C),
odsutnost fermentativnog metabolizma kod suviska Secera, visoka sposobnost sekrecije enzima,

proizvodnja etanola fermentacijom (Fonseca i sur., 2008).

K. marxianus ima prirodnu sposobnost izlufivanja enzima, npr. poligalakturonaze
(pektoliticki enzim). Ovo svojstvo je vrlo pozeljno za ekonomic¢nu downstream obradu enzima
nize i srednje vrijednosti (Hensing i sur., 1994). Osim toga, u ovoj vrsti kvasca istrazivana je i
proizvodnja enzima inulinaze, koji cijepanjem veza izmedu molekula fruktoze uzrokuje
hidrolizu inulina. Ekspresija inulinaze inducirana je inulinom ili saharozom, a proizvedeni

enzim moze biti izlucen u medjij ili ostati vezan uz stani¢ni zid (Rouwenhorst 1 sur., 1988).

Takoder, kvasac K. marxianus potencijalan je domacin za ekspresiju heterolognih proteina.
Pecota i sur. (2007) uspjes$no su eksprimirali enzim laktat dehidrogenazu u kvascu K. marxianus
metodom sekvencijalne integracije preciznog broja kopija heterolognog LDH gena (iz B.
megaterium), sto je rezultiralo proizvodnjom laktata. Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju
pokazali su da bi se sekvencijalna tehnika integracije mogla primijeniti za prekomjernu
ekspresiju jednog gena ili uvodenje viSe razlicitih gena u metaboli¢kom inZenjerstvu kvasca K.

marxianus.



Tablica 1. Pregled biotehnoloske primjene sojeva kvasca Kluyveromyces marxianus u industriji
(Fonseca i sur., 2008)

BIOTEHNOLOSKA PRIMJENA PROIZVOD / PRIMJENA

proizvodnja etanola iz laktoze

proizvodnja biomase ili proteina

B-galaktozidaza

B-glukozidaza

B-ksilozidaza

inulinaza

termostabilne celulaze

laktat dehidrogenaze

a-galaktozidaze

endopoligalakturonaze

prirodni emulgator — manoprotein

prehrambena industrija spojevi arome (esteri, ketoni, alkoholi)
pekarski kvasac
obrada papirnog otpada i mulja

primjena u okoliSu uklanjanje laktoze/drugih Secera iz otpadne vode
obnova teskih metala iz otpadne vode

proizvodnja endogenih enzima

heterologna ekspresija enzima

Inokuma i sur. (2015) odredili su kompletnu sekvencu genoma soja kvasca Kluyveromyces
marxianus NBRC1777 te utvrdili da se genom sastoji od 8 kromosoma i mitohondrijske DNA
ukupne duljine 10 895 581 pb i prosje¢nog sadrzaja GC pb od 40,11 %. Provedeno je
istrazivanje koje je pokazalo da rekombinantni soj kvasca Kluyveromyces marxianus
NBRC1777 zbog svoje termotolerantnosti ima potencijalnu primjenu u degradaciji celuloze na
povisenoj temperaturi (45 °C). Naime, u ovom kvascu eksprimirali su gene za termostabilnu
endo-B-1,4-glukanazu, celobiohidrolazu i -glukozidazu, takoder primjenom sustava
integracije te je tako konstruiran soj koji ima sposobnost konverzije celuloznih materijala u
etanol (Hong i sur., 2007).

Iako ova istrazivanja pokazuju kako su heterologni proteini eksprimirani u K. marxianus bili
funkcionalni, jo$ uvijek je potrebno istraZzivanje sposobnosti provodenja posttranslacijskih
modifikacija proteina kod K. marxianus koje su nuzne za njihovu optimalnu biolosku aktivnost
i stabilnost (Fonseca i sur., 2008). Budu¢i razvoj ¢e sigurno ukljucivati konstrukciju

rekombinantnih sojeva koji proizvode razli¢ite enzime.



2.3.2. Gensko ciljanje u nekonvencionalnim kvascima

Uspjesnost genskog ciljanja u nekonvencionalnim kvascima, u usporedbi s modelnim
kvascima Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, obi¢no je niska $to vrlo
ograniCava istrazivanje i primjenu ovih organizama (Chen i sur., 2013). Kako bi se rijesio ovaj
problem, naj¢es¢e su koriStene dvije strategije: povecanje efikasnosti homologne
rekombinacije, obi¢no poveéanjem duzine bo¢nih homologija transformirajué¢eg fragmenta
DNA ili suzbijanje ilegitimne rekombinacije delecijom gena vaznih funkcionalnih proteina, kao
Sto su KU70 i KUB80, uklju¢enih u NHEJ. Primjerice, delecijom gena KU70 u kvascu
Kluyveromyces marxianus ostvaruje se uspjesnost genskog ciljanja od 80 % primjenom

homolognih sekvenci najmanje duljine od 40 pb (Abdel-Banat i sur., 2009).

Medutim, mnogi nekonvencionalni kvasci su pretezno haploidi pa delecija funkcionalnih
gena Cesto dovodi do inhibicije proliferacije stanica i nastanka kolonija. To se posebno oéituje
u nepovoljnim (stresnim) uvjetima, kao $to je stani¢na obnova nakon elektroporacije i rast na
¢vrstom mediju siromasnom nutrijentima (Zeeman i Steensma, 2003). Stoga postoji velika

vjerojatnost da je uspje$nost genskog ciljanja reducirana uslijed neformiranja kolonija.

Kooistra i sur. (2004) proveli su istrazivanje s kvascem K. lactis u kojem su ispitivali utjecaj
duljine bo¢ne homologije na uspjesnost ciljane integracije, odnosono poboljsanje uspjesnosti
genskog ciljanja. Pokazali su da je povecéanje duljine sekvence od 50 pb do 600 pb dovelo do
progresivnog povecanja integracije homolognom rekombinacijom s uspje$noscéu od 0 % do 88
% te da duljina bo¢nih homologija moze biti vazan parametar pri genskom ciljanju. Ciljana
inaktivacija gena danas je moguca i primjenom tehnologija za precizno uvodenje dvolan¢anog
loma te se u tu svrhu mogu upotrijebiti nukleaze s cinkovim prstima (engl. zinc finger nuclease,
ZNF) (Doyon i sur., 2011), nukleaze koje djeluju sli¢no aktivatorima transkripcije (engl.
transcription activator-like effector nucleases, TALEN) (Joung i Sander, 2012) ili tehnologija
CRISPR/Cas9 (Stovicek i sur., 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Plazmidi

U radu su koristeni plazmidi koji sadrze bakterijske sekvence ori (ishodiste replikacije) i bla
(gen koji kodira za enzim B-laktamazu te je odgovoran za rezistenciju na antibiotik ampicilin)
koje omogucavaju replikaciju i odrzavanje ovih plazmida u bakteriji Escherichia coli. Stanice

koje sadrze gene bla mogu se selekcionirati na podlogama s antibiotikom ampicilinom.

3.1.1.1. Plazmid pBAV1Ke

Plazmid pBAV1Ke prikazan na Slici 3 (Svetec Miklenié¢, usmeno priopéenje) sadrzi gen
kanR koji je odgovoran za rezistenciju na antibiotik kanamicin, gen ery koji je omoguéuje
rezistenciju na antibiotik eritromicin i gen repA iz bakterije Escherichia coli koji kodira za
protein ukljuc¢en u regulaciju broja kopija plazmida. Ovaj plazmid uzet je iz zbirke Laboratorija
za biologiju i genetiku mikroorganizama PBF-a i koriSten je kao polazni plazmidni vektor na
pocetku kloniranja te je njegovom ligacijom s linearnim fragmentom DNA koji je sadrzavao
gen coNat konstruiran plazmid pNatBAV, a ligacijom s linearnim fragmentom DNA Kkoji je

sadrzavao gen coHyg plazmid pHygBAV.

_-Stul (848)

pBAV1Ke
4808 bp

Afel (2221)

Slika 3. Shematski prikaz plazmida pBAV1Ke. Prikazane su regije i restrikcijska mjesta bitna za ovaj
rad.
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3.1.1.2. Plazmidi pRS40coNat i pRS40coHyg

Ovi plazmidi su integrativni (Arambasic, 2017) jer ne sadrze ishodiste replikacije iz kvasca
te zbog toga transformiraju stanicu ugradnjom u genom. Plazmid pRS40coNat sadrzi klonirani
gen coNrsR koji je odgovoran za otpornost na antibiotik nurserotricin, a plazmid pRS40coHyg
nosi klonirani gen coHygR koji je odgovoran za otpornost na antibiotik higromicin. Koristeni

su za konstrukciju plazmida pNatBAV i pHygBAYV.

pPRS40coNat
pRS40coHyg
4999 bp

4543 bp

‘SmaI (2225) (2681) Smal
Slika 4. Shematski prikaz plazmida pRS40coNat i pRS40coHyg. Prikazane su regije i restrikcijska
mjesta bitna za ovaj rad.

3.1.1.3. Plazmidi pNatBAV i pHygBAV

Ovi integrativni plazmidi konstruirani su u ovome radu za odredivanje uspje$nosti genskog
ciljanja u kvascu Kluyveromyces marxianus. Transformanti koji sadrze plazmid pNatBAV
mogu se selekcionirati na podlozi s antibiotikom nurserotricinom, a transformirane stanice

kvasca koje sadrze plazmid pHygBav na podlozi s antibiotikom higromicinom (Slika 5).
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IEcoRI (196)

NatBAV
7978 bp

SacIT— T EcoRI (2211)
(5695) Sacll~

(4239) EcoRI Smal (4229)

EcoRI (196)

|
pR promoter

P_«\QP' pey

|
(6151) Sacll—

EcoRI (2667)

Ncol (3253)

(4695) EcoRI /
(4685) Smal

Slika 5. Shematski prikaz plazmida pNatBAV i pHygBAYV. Prikazane su regije i restrikcijska mjesta
bitna za ovaj rad.
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3.1.2. Mikroorganizmi

U ovom radu koriSten je jedan soj bakterije Escherichia coli i kvasca Kluyveromyces

marxianus.
3.1.2.1. Bakterija Escherichia coli

Za umnazanje dvolancanih plazmida koristen je soj bakterije E.coli DH5a genotipa F'/endAl
hsdrl17(rK-, mK+) supE44 thi-1 recAl gyrA (NalR) relAl A(lacZYA-argF) U169 deoR
(p80dlacA(lacZ)M15) (,,New England Biolabs®, Ipswich, MA, SAD).

3.1.2.2. Kvasac Kluyveromyces marxianus

U radu je koristen soj NBRC 1777 kvasca Kluyveromyces marxianus.

3.1.3. Hranjive podloge i otopine

Sve hranjive podloge i otopine steriliziraju se u autoklavu 20 minuta pri 121 °C i ¢uvaju pri
sobnoj temperaturi (osim ako nije posebno napomenuto) ili se pripremaju iz sterilnih otopina i
sterilne deionizirane vode. Krute podloge dobivaju se iz tekuéih dodatkom 15,0 g L™ agara prije

sterilizacije.
3.1.3.1. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli

Kompleksna podloga (LB) tripton 100gL*?

kvaicev ekstrakt 50gL?
natrijev klorid 100gL*?

Selektivna podloga s ampicilinom: antibiotik ampicilin se dodaje u sterilnu podlogu iz osnovne

otopine sterilizirane filtracijom (koncentracije 20 mg mL™) do konaéne koncentracije od 50 pg

mL? u krutoj i 100 pg mL™* u tekuéoj podlozi.
3.1.3.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus

Kompleksna (kompletna) podloga (YPD)  pepton 200gL?

kvaicev ekstrakt 10,0 g L

glukoza 200gL?
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Selektivna podloga s nurserotricinom: sterilna mati¢na otopina antibiotika nurserotricin dodaje

se u sterilnu podlogu YPD do konaéne koncentracije 50 pg mL™

Selektivna podloga s higromicinom: sterilna mati¢na otopina antibiotika higromicina dodaje se

u sterilnu podlogu YPD do konaéne koncentracije 200 pg mL™*
3.1.3.3. Otopine za izolaciju i procis¢avanje DNA

Amonijev acetat (8M)
Otopina se priprema otapanjem 61,66 g amonijevog acetata u 100 mL destilirane vode.
Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva pri 4 °C.
Ampicilin (20 mg mL™)
Sterilizira se filtracijom i ¢uva pri 4 °C.
EDTA (0,5M; pH 8,0)
18,61 g Na,EDTA x 2 H>O otopi se u 80 mL deionizirane vode, pH se podesi dodatkom
natrijevog hidroksida (priblizno 2 g peleta) i dopuni deioniziranom vodom do 100 mL.
Fenol
Redestilirani fenol otapa se pri 67 °C i zasi¢en je jednakim volumenom TE pufera pH
8,0. Ne sterilizira se i Cuva se u tamnoj boci pri 4 °C.
Kloroform/izoamilni alkohol
Smjesa kloroforma i izoamilnog alkohola u volumnom omjeru 24:1. Otopina se ne
sterilizira i ¢uva pri 4 °C.
Kalijev acetat (3M; pH 4,8)

Otopina je 3 M u odnosu na kalij i 5 M u odnosu na acetat, a pripravlja se tako da se u
60 mL 3 M otopine kalij acetata doda 11,5 mL ledene octene kiseline i 28,5 mL

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

24,6 g bezvodnog natrij acetata otopi se u deioniziranoj vodi, pH se podesi ledenom

15



octenom kiselinom i dopuni deioniziranom vodom do 100 mL. Otopina se sterilizira
filtracijom i ¢uva pri 4 °C.
NaOH/SDS
0,2 M natrijev hidroksid
SDS 10g L™
Otopina se ne sterilizira, a priprema se neposredno prije primjene.
RNaza (10 mg mL™?)
Ribonukleaza A se otopi u 10 mM Tris-Cl pH 7,5 i 15 mM natrij kloridu te zagrije 15
minuta u kipucoj vodenoj kupelji. Nakon hladenja do sobne temperature ¢uva se pri
-20 °C.
TE pufer (pH 8,0 ili 7,4)
10 mM Tris-Cl pH 8,0ili 7,4
1 mM EDTA pH 8,0
Priprema se iz sterilnih otopina.
Tris-Cl (1M)

12,1 g Tris otopi se u 80 mL deionizirane vode, pH se do Zeljene vrijednosti podesi
dodatkom koncentrirane kloridne kiseline i dopuni deioniziranom vodom do 100 mL.
Priblizne koli¢ine kiseline za pojedine pH vrijednosti su: pH 7,4 ~ 7,0 mL; pH 8,0 ~ 4,2

mL.
Sorbitol (1M)

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

sterilizira autoklaviranjem i ¢uva na sobnoj temperaturi.
SCE

1,0 mol L sorbitol

0,1 mol L natrij citrat

0,06 mol L EDTA
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Otopina se ne sterilizira.

STE
SDS 50gL*
0,1 mol L™ Tris-Cl pH 8,0
0,05 mol LT EDTA pH 8,5
Otopina se ne sterilizira.
Zimoliaza 20-T

15 mg enzima zimoliaze (Zymolyase 20-T) iz bakterije Arthrobacter luteus otopi se u 3

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

Litij acetat (1 M)

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

Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva pri sobnoj temperaturi.
Litij acetat/PEG (smjesa za transformaciju)
PEGa000 (50%) 400gL?
1 M litij acetat (pH 7,0 — 7,4)
1 M Tris-HCI (pH 7,5)
0,5 M EDTA (pH 8,0)
H20
Priprema se neposredno prije uporabe iz sterilnih otopina.
50 % PEGuao00
50 g PEGaooo otopi se u 50 mL deionizirane vode i dopuni vodom do 100 mL. Otopina

se sterilizira u autoklavu i €uva pri sobnoj temperaturi
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3.1.3.5. Otopine za gel elektroforezu

Agarozni gel

Priprema se otapanjem agaroze u TBE puferu (1,0 x) koji se pripremi razrjedivanjem TBE

pufera (10 x). Koncentracija agaroze u gelu moze biti od 7 do 20 g L, ovisno o veli¢ini

fragmenata koji se razdvajaju elektroforezom.

Boja za nanosenje uzorka (6 x)

bromfenol plavo 0,03 %
ksilen cijanol FF 0,03 %
glicerol 60 %
SDS 1%

100 mmol Lt EDTA pH 8,0
Otopina se moze sterilizirati filtracijom i ¢uva se pri 4 °C.

Etidij-bromid

Osnovna otopina priprema se u koncentraciji od 10 mg mL™, ne sterilizira se i ¢uva se pri

4 °C u tamnoj boci. Otopina za vizualizaciju DNA priprema se dodatkom 50 pL osnovne

otopine u jednu litru deionizirane vode 1 takoder ¢uva u tamnoj boci.

TBE pufer (10 x)

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

3.1.3.6. Otopine za hibridizaciju DNA po Southern-u

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

Priprema se razrjedivanjem 8 mol L™ amonij acetata.
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HCI (0,25 M)
Priprema se razrjedivanjem koncentrirane kloridne Kiseline (22 mL L™?).
DNA-nosac (nespecificna DNA)
DNA sperme haringe otopljena u TE-puferu pH 8,0 u koncentraciji od 20 mg mL™,
Cuva se pri -20 °C.
Natrijev hidroksid (0,4 M)
18,2 g natrij hidroksida otopi se u deioniziranoj vodi i dopuni vodom do 100 mL.
Natrijev hidroksid/amonijev acetat
0,5 mol L natrijev hidroksid

1 mol L amonijev acetat.

Otopina A
SSC (20 x) 10,0 mL
10 % SDS 1,0 mL
deionizirana voda 89,0 mL
Otopina B
SSC (20 X) 0,5 mL
10 % SDS 1,0 mL
deionizirana voda 98,5 mL

Otopina za predhibridizaciju - za 100 mL otopine
SSC (20x) 25,0 mL
smjesa za sprjecavanje nespecifi¢nih interakcija (,,blocking reagent™)1,0 g
10 % natrijeva sol N-lauroil sarkozina 1,0 mL

10 % SDS 200 uL
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Otopina za hibridizaciju

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

DNA (DNA-sonde) te 0,1 mg mL™ nespecifiéne DNA (DNA nosaéa).
Pufer 1

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

0,15 mol L natrijev klorid

Pufer 2

Priprema se otapanjem smjese za sprjecavanje nespecifi¢nih reakcija (,,blocking reagent*)

u puferu 1 do koncentracije od 10 g L

Pufer 3
1 mol L Tris pH 9,7 50,0 mL
5 mol L natrijev klorid 10,0 mL
1 mol L't magnezijev klorid 25,0 mL

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

Otopina za detekciju

Pufer 3 10 mL

x-fosfat 35 ulL

NBT 45 uL
SSC (20 X)

3 mol L natrijev klorid

0,3 mol L natrijev citrat
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3.1.4. Kemikalije, enzimi i membrane

Kemikalije, enzimi i membrane
Agaroza

Apsolutni etanol

Bromtimol plavo (BTP)

EDTA

Enzimi za cijepanje i modifikaciju
DNA, te odgovarajuci puferi
Etidij bromid

Izopropanol

Kemikalije za pripremu podloga

Kemikalije za pripremu ostalih
otopina

Membrane (najlonske, pozitivno
nabijene) i komplet kemikalija za
hibridizaciju DNA po Southern-u
Natrijev acetat

PEG

Ribonukleaza A

Sorbitol

Tris

Zimoliaza (Zymolyaze 20-T)

Tablica 2. Kemikalije koristene u ovom radu.

Proizvoda¢

Appligene, llIkirch, Francuska
Kemika, Zagreb, Hrvatska
Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska

Kemika, Zagreb, Hrvatska

New England Biolabs, Ipswich, MA, SAD
Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD
Pharmacia Biotech, San Francisco, SAD
Fermentas International Inc., Ontario, Kanada

Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD

Kemika, Zagreb, Hrvatska

Difco, Detroit, SAD

Merck, Darmstadt, Njemacka
Fluka, Buchs, Svicarska
Kemika, Zagreb, Hrvatska
Alkaloid, Skoplje, Makedonija

Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD

Kemika, Zagreb, Hrvatska

Fluka, Buchs, Svicarska
Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska
Barr, Zagreb, Hrvastka
Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska
Seikugaku Kogyo Co., Tokyo, Japan

3.2. METODE
3.2.1. Metode za izolaciju i proc¢i§¢avanje DNA

3.2.1.1. Talozenje DNA amonij acetatom i etanolom

DNA se najc¢esSce talozi pomo¢u amonij acetata i etanola tako da se volumenu DNA doda 1/3

volumena 8 M amonij acetata i 8/3 volumena apsolutnog etanola. Uzorak se ¢uva najmanje 2
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sata pri -20 °C, a talog DNA dobije se centrifugiranjem 20 minuta na 11000 okretaja u minuti
pri4 °C.

3.2.1.2. Procis¢avanje DNA smjesom fenol/kloroform/izoamilni alkohol

Provodi se tako da se otopini DNA doda jednaki volumen smjese fenol/kloroform/izoamilni
alkohol u omjeru 25:24:1. Nakon toga se snazno promijeSa i stavi na centrifugiranje 2 minute
na 11000 okretaja po minuti. Gornja faza se pazljivo prenese u novu kivetu te se postupak
ponavlja sve dok se ne prestane pojavljivati proteinski talog (izmedu gornje i donje faze) nakon
centrifugiranja. Kada je proteinski talog uklonjen, gornja faza se prenosi u novu kivetu i doda
se jednaki volumen smjese kloroform/izoamilni alkohol da se ukloni zaostali fenol te se snazno
promijesa. Nakon centrifugiranja (2 minute na 11000 okretaja u minuti), gornja faza se prenosi

u novu kivetu.
3.2.1.3. [Izolacija dvolancanog plazmida iz velikog volumena

Izolacija dvolancanog plazmida provedena je postupkom alkalne lize, uz manje
modifikacije. 400 mL prekonoéne kulture bakterije Escherichia coli centrifugirano je 10 minuta
na 5000 okretaja u minuti da se stanice dobiju u talogu. Talog u Kiveti je resuspendiran u 5 mL
TE-pufera i ostavljen 5 minuta na ledu. Sterilnim nastavkom dodan je lizozim i suspenzija je
promijesana blagim okretanjem te ostavljena 10 minuta na ledu. Zatim je suspenziji dodano 10
mL otopine natrijev hidroksid/SDS 1 blago je promijeSano te ponovno ostavljeno 10 minuta na
ledu. Nakon toga, dodano je 7,5 mL natrijevog acetata (3 M; pH 4,8) te je promijesano i
inkubirano 15 minuta pri -20 °C. Nakon inkubacije, centrifugirano je 20 minuta na 6000
okretaja u minuti. Supernatant je prebaen u novu kivetu koja se tarira te slijedi ponovno
centrifugiranje pri istim uvjetima (ovaj postupak ponavlja se dva puta). Bistri supernatant je
prebacen u novu kivetu, odreden mu je volumen, pomijeSan s 0,6 V izopropanola i ostavljen 15
minuta na sobnoj temperaturi zbog talozenja DNA. Suspenzija je centrifugirana 30 minuta na
10000 okretaja u minuti te je supernatant bacen, a talog osusen vakuum sisaljkom. Kad je talog
posusen, otopljen je u 400 mL TE-pufera nakon cega je uslijedila fenolizacija (poglavlje
3.2.1.2.). Plazmidna DNA taloZena je amonijevim acetatom 1 etanolom (poglavlje 3.2.1.1.) 1
otopljena u 50-100 pL TE-pufera, uz dodatak RNaze. Provjera uspjesnosti izolacije plazmida

provodi se pomocu gel elektroforeze uzoraka.

22



3.2.1.4. Izolacija kvasceve DNA iz stanica uzgojenih u tekucoj podlozi

3 mL kulture kvasca u stacionarnoj fazi centrifugira se 3 minute na 4000 okretaja u minuti
te se talog stanica resuspendira u 1 mL deionizirane vode i ponovno centrifugira pri istim
uvjetima. Zatim se talog stanica resuspendira u 1 mL SCE, ponavlja se centrifugiranje i na kraju
se dobiveni talog otopi u 130 puL SCE (ukupni volumen 200 pL). Nakon dodatka 20 pL
zimoliaze 20-T stanice se inkubiraju 1 sat na 37 °C te im se doda 800 puL STE, promijesa se
okretanjem i slijedi inkubacija 20 minuta u vodenoj kupelji pri 70 °C. Nakon toga, uzorci se
ohlade u ledu 10 minuta te im se doda 200 uL kalijevog acetata (5 M; pH 4,8) da se istaloze
proteini. Uzorci se ostave na ledu u frizideru 2 sata ili preko noé¢i. Nakon centrifugiranja 30
minuta na 10000 okretaja u minuti, 970 uL supernatanta se prenese u novu kivetu uz dodatak
630 uL izopropanola te se promijesa okretanjem. Nakon centrifugiranja 20 minuta na 10000
okretaja u minuti pri 4 °C, talog DNA se osusi vakuum sisaljkom i otopi u 300 uL. TE-pufera
pH 8,0. Slijedi inkubacija 20 minuta u vodenoj kupelji pri 70 °C te taloZenje amonijevim
acetatom (8 M) i etanolom (poglavlje 3.2.1.1.). Uzorci se ¢uvaju 2 sata pri -20 °C, a talog DNA
dobije se centrifugiranjem 20 minuta na 11000 okretaja u minuti pri 4 °C. Talog DNA se zatim

otapa u 50 pL TE-pufera i doda mu se 0,5 uL RNaze da bi se razgradila prisutna RNA.

3.2.2. Cijepanje i modifikacija DNA

Cijepanje i modifikacija DNA provedeni su prema uputama proizvodaca restrikcijskih i
modifikacijskih enzima (,,New England Biolabs” Ipswich, MA, SAD; ,Roche Applied
Science” Indianapolis, IN, SAD; ,,GE Healthcare Bio-Sciences* AB, Uppsala, Svedska;

,,Fermentas International Inc.*, Ontario, Kanada).

3.2.3. Transformacija bakterije Escherichia coli elektroporacijom

U 40 pL suspenzije prethodno pripremljenih kompetentnih stanica dodan je 1 pL ligacijske
smjese (DNA). Nakon homogenizacije i inkubacije stanica na ledu u trajanju od 5 minuta,
smjesa se prenese u kivetu za elektroporaciju ohladenu na ledu koja se zatim umetne u
elektroporator. Kroz kivetu se provede visokovoltazni puls od 1,5 kV u trajanju od 5,4 ms nakon
kojeg se stanice brzo resuspendiraju u 1 mL medija SOC. Dobivena suspenzija inkubira se na
tresilici 1 h pri 37°C. Nakon inkubacije, suspenzija stanica se centrifugira 5 minuta pri
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4000 okretaja u minuti te se odlije supernatant, a stanice se nacijepe na krutu LB hranjivu

podlogu uz dodatak antibiotika ampicilina kako bi se preko noci dobili transformanti.
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3.2.4. Transformacija kvascevih stanica

Cilj transformacije unos je strane DNA u stanicu. Tijekom tog postupka, DNA mora proc¢i
kroz stani¢nu stijenku te je stoga kljucan korak u transformaciji indukcija endocitoze ili
uzrokovanje osStecenja stani¢ne stijenke kako bi molekule DNA mogle pro¢i, pri ¢emu je nuzno
da stanica prezivi. U tu svrhu najéeS¢e se Kkoriste tri razliite metode transformacije:
protoplastiranje, transformacija pomocu alkalnih kationa (litij acetata) i elektroporacija. U
ovom radu stanice kvasca transformirane su elektoporacijom i metodom pomocu litijevog
acetata. Elektroporacija se osniva na izlaganju stanica kratkom elektri¢cnom impulsu visokog
napona koji u stanicnoj membrani stvara kratkotrajne pore ¢ime Se povecava i propusnost
stani¢ne stijenke (Rivera i sur., 2014). Metoda pomocu litijevog acetata ukljucuje tretman
stanica s litijevim ionima, polietilenglikolom (PEG), SSDNA-nosatem i poviSenom

temperaturom (toplinski $ok).
3.2.4.1. Transformacija kvascevih stanica elektroporacijom

Za transformaciju stanica kvasca elektroporacijom koristen je protokol za transformaciju
kvasca B. bruxellensis (Mikleni¢ i1 sur., 2015). Prije transformacije kolonija kvasca
Kluyveromyces marxianus narasla na krutoj podlozi, nacjepljena je u 200 mL kompletne
kompleksne tekuce podloge s antibiotikom nurserotricinom koja je zatim stavljena na
inkubaciju na tresilici pri 28 °C. Uzgoj je trajao dva dana dok nije postignuta koncentracija
stanica do 5 x 107 stanica mL™. To¢an broj stanica odredi se brojanjem u Thoma-ovoj komorici.
Zatim se stanice izdvoje iz podloge centrifugiranjem 4 minute pri 4000 okretaja u minuti i
resuspendiraju u sterilnoj deioniziranoj vodi (ovaj postupak se ponavlja dva puta). Ponovno
slijedi centrifugiranje pri istim uvjetima, nakon ¢ega se stanice resuspendiraju u 20 mL CTS
podloge (DDT/LiIAC) i onda se inkubiraju 45 minuta pri 28 °C na tresilici pri 80 okretaja u
minuti. Nakon inkubacije, slijedi centrifugiranje 4 minute pri 4000 okretaja u minuti i
resuspendiranje stanica u hladnoj sterilnoj deioniziranoj vodi te centrifugiranje pri istim
uvjetima i resuspendiranje stanica u hladnom sorbitolu (1 M) (dva puta). 50 pL suspenzije
stanica prenese se u kivete, doda se do 10 uL otopine DNA i resuspendira te se ostavi 5 minuta
na ledu. Kiveta sa smjesom stanica i DNA stavi se u elektroporator i podvrgne pulsu elektri¢ne
energije. Zatim se stanicama Sto prije doda 1 mL podloge (YPD/sorbitol), uzorci se promijesaju
I inkubiraju 20 minuta pri 28 °C. Nakon toga, uzorcima se doda jos 1 mL YPD podloge te se
inkubiraju 2 do 3 sata pri 28 °C na tresilici pri 180 okretaja u minuti. Poslije inkubacije, stanice
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se centrifugiraju i resuspendiraju u sterilnoj deioniziranoj vodi te se nacijepljuju na selektivne

podloge i ostave na inkubaciju pri 28 °C da bi narasli transformanti.
3.2.4.2. Transformacija kvascevih stanica litij acetatom

Jedna kolonija kvasca se s krute hranjive podloge prenese u 200 mL tekuc¢e podloge i preko
noéi uz aeraciju inkubira pri 28 °C do koncentracije stanica od 2 do 5 x 107 stanica mL™. To¢an
broj stanica odredi se brojanjem u Thoma-ovoj komorici. Zatim se centrifugiranjem 5 minuta
pri 4000 okretaja u minuti stanice izdvoje od podloge, resuspendiraju u 30 mL sterilne
deionizirane vode te se ponovno isperu s 1 mL sterilne deionizirane vode centrifugiranjem pri
istim uvjetima. Isprane stanice se resuspendiraju u 850 pL sterilne deionizirane vode,
centrifugiraju 5 minuta pri 3000 okretaja u minuti, nakon ¢ega se resuspendiraju u 900 pL
sterilne deionizirane vode te se po 100 pL suspenzije stanica podijeli u kivete. Stanice se
ponovno centrifugiraju 5 minuta pri 3000 okretaja u minuti i iz svake kivete se ukloni 80 pL

supernatanta.

Talog stanica se pomijesa sa do 10 pL otopine DNA i 350 uL. smjese za transformaciju,
dobro se resuspendira te se zatim inkubira 40 minuta na 28 °C. Stanice se nakon toga podvrgnu
toplinskom $oku pri 42 °C tijekom 40 minuta. Nakon toplinskog $oka uzorci se centrifugiraju
3 minute pri 3000 okretaja u minuti i ukloni se 350 uL supernatanta. Stanice se resuspendiraju
u 1000 pL tekuée YPD podloge i inkibiraju minimalno 3 sata. Nakon toga, stanice se
centrifugiraju i talog se resuspendira u 300 pL sterilne deionizirane vode i nacijepe na selektivne

podloge. Rezultati transformacije vide se nakon 3 do 5 dana inkubacije pri 28 do 30 °C.

3.2.5. Gel elektroforeza

Otopljeni agarozni gel (opisan u poglavlju 3.1.3.5.) ohladi se na oko 60 °C i izlije u nosa¢
gela na koji je postavljen ceSalj za formiranje jazica. Kada se gel skrutne, ¢esalj se izvadi, a
nosac gela postavi se u kadicu za elektroforezu u kojoj je uliven TBE pufer (1x) tako da sloj
pufera iznad gela bude debeo oko 1mm. Uzorci DNA pomijesaju se s bojom za nanoSenje
uzoraka u odnosu 6:1 i unesu mikropipetom u jazice na gelu. Elektroforeza se u kadicama GNA
100 najcesce provodi pri naponu do 70 V u vremenu od 1-3 sata (ovisno o koncentraciji agaroze
i veli¢ini fragmenata DNA koji se analiziraju). Za elektroforezu DNA koristen je 0,8 %-tni

agarozni gel i TBE-pufer. Nakon provedene elektroforeze DNA se vizualizira namakanjem gela
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u otopini etidij-bromida (15 do 20 minuta) te izlaganju ultraljubi¢astom (UV) svjetlu. Gel se

fotografira kroz crveni filter.

3.2.6. Metoda hibridizacije DNA po Southern-u

Ova metoda hibridizacije DNA po temelji se na specificnom sparivanju (hibridizaciji)

neradioaktivno obiljezene DNA sonde s komplementarnom sekvencom.

Iz stanica kvasca uzgojenih do stacionarne faze rasta, izolira se DNA (poglavlje 3.2.1.4.) te
se pocijepa odgovarajuc¢im restrikcijskim enzimima (poglavlje 3.2.2.). Nakon toga provodi se
gel-elektroforeza (poglavlje 3.2.4.), a nakon zavrSetka gel se ispire u alkalnoj otopini koja
uzrokuje depurinaciju DNA (fragmentiranje) te slijedi prijenos DNA s gela ha membranu
(poglavlje 3.2.5.2.). Prijenos DNA na membranu provodi se oko 90 minuta putem uredaja za
prijenos vakuumom uz podtlak od 15 kPa, a s obzirom da je najlonska membrana pozitivno
nabijena, fragmenti DNA ostaju fiksirani na membrani na poziciji koja odgovara onoj na gelu.
Nakon toga slijedi ispiranje membrane, dodatno fiksiranje DNA na temperaturoi od 130 °C
kroz 30 minute i inkubacija u predhibridizacijskoj otopini (poglavlje 3.2.5.3.) koja zasi¢uje
membranu i sprjecava nespecificno vezanje probe na membranu. Nakon toga, membrana se
ispire u hibridizacijskoj otopini koja je istog sastava kao i predhibiridizacijska otopina, ali
dodatno sadrzi sondu sa dioksigeninom obiljezenim deoksiuridin-trifosfatom (DIG-dUTP).
Nakon hibridizacije, slijedi detekcija (poglavlje 3.2.5.4.) tako $to se na sondu veze antitijelo
antiDIG-fosfataza te indukcija reakcije dodatkom supstrata (5-bromo-4-kloro-3'-indolil fosfat)

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

DNA sonde koriStene u ovom radu pripremljene su metodom nasumi¢nog zapocinjanja
sinteze DNA (engl. random priming). DNA bakteriofaga A koristi se kao standard za
elektroforezu pa sonda mora biti komplementarna cijelom genomu bakteriofaga A. Osim toga,
u ovome radu je kako proba za hibridazaciju uzoraka koristena digoksigeninom obiljeZzena
proba pBR322 koja hibridizira s plazmidnom okosnicom u transformiraju¢im fragmentima
NatBAV i HygBAV.
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Otopina za sintezu DNA sonde za hibridizaciju:

DNA faga A ili pPBR322 (100 ng) (prethodno denaturirana) 13 uL
Smjesa heksanukleotida 3uL
Smjesa deoksiribonukleozid-trifosfata i DIG-dUTP 3uL
Klenow enzim 1 pL.

Otopina za sintezu DNA-sonde za hibridizaciju priprema se tako da se 13 pL otopine koja
sadrzi 100 ng DNA-kalupa denaturira (5 minuta pri 95 °C), a zatim naglo ohladi u ledu te joj se
doda 3 pL smjese heksanukleotida, 3 uL smjese deoksiribonukleozid-trifosfata i DIG-dUTP i 1
uL Klenow-og enzima. Nakon inkubacije 18 sati pri 37 °C, reakcija se zaustavlja dodatkom 1
uL 0,5 mol Lt EDTA pH 8,0, a DNA se istalozi dodatkom 2 pL 5 mol L litij klorida i 75 pL
ledenog apsolutnog etanola i inkubacijom najmanje 2 sata pri -20 °C. Talog dobiven

centrifugiranjem otopi se u 200 pL TE pufera pH 8,0.
3.2.6.2. Prijenos DNA na membranu

Nakon provedene gel-elektroforeze i vizualizacije DNA, agarozni gel se 30 minuta inkubira
u kloridnoj kiselini (0,25 M) te se nakon kratkog ispiranja u destiliranoj vodi inkubira 25 do 30
minuta u otopini natrijev hidroksid (0,4 M) /amonijev acetat (1 M). Prijenos DNA na membranu
traje 1,5 sat, a provodi se u uredaju za prijenos vakuumom (,,Pharmacia Biotech*) uz podtlak
od 15 kPa pri ¢emu je gel stavljen na membranu i uronjen u 0,4 M natrijev hidroksid. Nakon
zavrsenog prijenosa membrana se drzi 15 minuta u amonijevom acetatu (1 M) te se 20 minuta
inkubira pri 120 °C.

3.2.6.3. Predhibridizacija i hibridizacija

Predhibridizacija (inkubacija membrane) provodi se 2 do 3 sata pri 70 °C uz lagano
potresanje u zataljenoj plastiénoj vreéici s oko 0,5 mL otopine za predhibridizaciju po 1 cm?
membrane. Nakon zavrSene predhibridizacije, otopina za predhibridizaciju zamijeni se s oko 5
do 10 puta manjim volumenom otopine za hibridizaciju te se hibridizacija provodi preko noci
(18 h) u istim uvjetima kao i predhibridizacija. Po zavrSenoj hibridizaciji membrana se, uz blago
potresanje dva puta po 5 minuta, ispere s otopinom A pri sobnoj temperaturi, a zatim jo$ dva

puta po 20 d0 30 minuta sa otopinom B pri temperaturi od 70 °C.
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3.2.6.4. Detekcija

U svrhu detekcije, membrana se kratko ispere u puferu 1, zatim se 1 sat ispire u puferu 2, a
onda 30 minuta u puferu 2 u kojem se nalazi 3 pL kompleksa antitijela i alkalne fosfataze.
Nakon ispiranja membrane dva puta po 15 minuta u puferu 1, membrana se kratko ispere u
puferu 3 te zatali u plasti¢nu vrecicu sa otopinom za detekciju koja sadrzi pufer 3 uz dodatak
35 uL x-fosfata (5-bromo-4-kloro-indolil-fosfat) i 45 pL NBT-a (nitrozo-plavi-tetrazolij) i
inkubira u mraku pri 37 °C do pojave tamno obojenih vrpci (20 minuta do 24 sata). Reakcija se
zaustavlja ispiranjem velikom koli¢inom deionizirane vode nakon ¢ega se membrana osusi na

zraku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovoga rada bio je odrediti uspjesnost genskog ciljanja u nekonvencionalnom kvascu
Kluyveromyces marxianus. Naime, gensko ciljanje jedan je od postupaka koji se koriste pri
konstrukciji geneticki modificiranih sojeva, a kvasac K. marxianus zbog svojih pozeljnih
karakteristika, posebice termotolerantnosti, iznimno je interesantan u biotechnoloskim
procesima. Kako bi se provela konstrukcija ovoga soja, prvo je bilo potrebno konstruirati
plazmid pNatBAV kojim je potom transformiran kvasac K. marxianus. Selekcijom
transformanata koji su u genom integrirali linearni fragment DNA koji sadrzi gen coNat i nosi
rezistenciju na antibiotik nurserotricin i molekularnom analizom metodom po Southern-u
potvrdena je konstrukcija soja NatBAV. Soj NatBAV zatim je koristen za odredivanje
uspjesnosti genskog ciljanja transformacijom s linearnim fragmentom HygBAV koji je
sadrzavao gen coHyg, koji nosi rezistenciju na antibiotik higromicin i provedena je selekcija

transformanata te je odredena uspjesnost genskog ciljanja u ovom kvascu.

4.1. KONSTRUKCIJA PLAZMIDA pNatBAV i pHygBAV

Pri konstrukciji plazmida pNatBAV i pHygBAV koristeni su plazmid pBAV1Ke, koji je
sluzio kao polazni vektor za kloniranje te integrativni plazmidi pRS40coNat (sadrzi gen coNrsR
odgovoran za rezistenciju na antibiotik nurserotricin) i pRS40coHyg (sadrzi gen coHygR
odgovoran za otpornost na antibiotik higromicin) (opisani u poglavlju 3.1.1.2.). Restrikcijskom

analizom provjerena je struktura pocetnih plazmida koristenih u kloniranju (Slika 6).
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Slika 6. Rezultati restrikcijske analize. 1 — DNA standard, genom bakteriofaga A pocijepan enzimom
Hindlll, 2 — plazmid pRS40coNat pocijepan enzimom Smal, 3 — plazmid pRS40coHyg pocijepan
enzimom Smal, 4 — plazmid pBAV1Ke pocijepan enzimima Afel i Stul, 5 - DNA standard, 1 kb NEB.

Rezultati provedene restrikcijske analize pocetnih plazmida koriStenih u ovom radu u skladu
su s oc¢ekivanjima te je na Slici 6 u jazici 2 jasno vidljiva jedna vrpca od 4543 pb koja odgovara
plazmidu pRS40coNat pocijepanom endonukleazom Smal, u jazici 3 uoéljiva je jedna vrpca od
4999 pb koja odgovara plazmidu pRS40coHyg pocijepanom endonukleazom Smal, dok se u
jazici 4 vide dvije vrpce od 3435 pb i 1373 pb koje pripadaju plazmidu pBAV1Ke pocijepanom
endonukleazama Afel i Stul.

Plazmid pNatBAV konstruiran je na nacin da je najprije provedena restrikcija plazmida
pBAVI1Ke s restrikcijskim endonukleazama Afel i Stul, pri ¢emu su dobivena dva fragmenta
duljina 1373 pb i 3435 pb te je nakon toga provedena ligacija veceg fragmenta s fragmentom
dobivenim linearizacijom plazmida pRS40coNat s restrikcijskim enzimom Smal (Slika 7).
Konstrukcija plazmida pHygBAYV provedena je na jednaki nacin tako da je fragment veli¢ine
3435 bp nastao cijepanjem plazmidnog vektora pPBAV1Ke s endonukleazama Afel i Stul ligiran
s fragmentom DNA koji je sadrzavao gen coHyg, a dobiven je linearizacijom plazmida
pRS40coHyg sa Smal.
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Slika 7. Shematski prikaz konstrukcije plazmida pNatBAV (na isti na¢in konstruiran je plazmid
pHygBAV). Prikazane su regije i restrikcijska mjesta bitna za ovaj rad. Objasnjenje slike nalazi se u
tekstu.

Nakon transformacije kompetentnih stanica bakterije Escherichia coli soj DHS5a
elektroporacijom s ligacijskom smjesom koja je sadrzavala vektor i insert te nacjepljivanja
stanica na selektivnu LB podlogu s antibiotikom ampicilinom (poglavlje 3.2.3.) preko noci
dobiveni su transformanti iz kojih je izolirana plazmida DNA i provedena je restrikcijska
analiza. Struktura konstruiranih plazmida pNatBAV i pHygBAV (Slika 5, poglavlje 3.1.1.3.)
provjerena je restrikcijskom analizom pri ¢emu su koristene restrikcijske endonukleaze Smal i

EcoRlI (Slika 8).
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Slika 8. Rezultati restrikcijske analize za provjeru strukture plazmida pNatBAV ip HygBAV. 1 —
plazmid pNatBAV pocijepan enzimom Smal; 2 — plazmid pHygBAYV pocijepan enzimom Smal; 3, 4 —
DNA standard 1 kb NEB; 5 — plazmid pNatBAV pocijepan enzimom EcoRlI, 6 — plazmid pHygBAV
pocijepan enzimom EcoRI. ObiljeZzena je veli¢ina vrpci u kb

Nakon restrikcije s endonukleazom Smal, u jazici 1 vidljiva je vrpca veli¢ine 7978 pb koja
odgovara lineariziranom plazmidu pNatBAV, a u jazici 2 vrpca veli¢ine 8434 pb koja odgovara
lineariziranom plazmidu pHygBAV. U jazici 5 su dvije vrpce koje odgovaraju plazmidu
pNatBAV pocijepanom s endonukleazom EcoRI. Jedna vrpca sadrzi fragment od 3935 pb, au
drugoj vrpci nalaze se dva fragmenta od 2015 pb i 2028 pb, koja se vide kao samo jedna vrpca
zbog vrlo sli¢ne veli¢ine. U jazici 6 vidljive su tri vrpce veli¢ina 3935, 2471 i 2028 pb nastale
cijepanjem plazmida pHygBAV s EcoRIl. Kako fragmenti dobiveni restrikcijskom analizom

odgovaraju o¢ekivanima moze se potvrditi konstrukcija plazmida pNatBAV i pHygBAV.

4.2. ODREPIVANJE USPJESNOSTI GENSKOG CILJANJA U K. marxianus

Kao bi se odredila uspjesnost genskog ciljanja, najprije je konstruiran soj K. marxianus
NatBAYV, transformacijom stanica s linearnim fragmentom NatBAV kako bi se dobio soj koji
sadrzi ciljni lokus (Slika 9). Nakon selekcije transformanata koji su u genom integrirali
fragment s genom coNat, u sljede¢em koraku provedena je transformacija s linearnim
fragmentom HygBAYV te je nakon selekcije i analize transformanata na temelju fenotipa

odredena uspjesnost zamjene gena, odnosno genskog ciljanja.
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4.2.1. Konstrukcija soja K. marxianus NatBAV koji sadrzi ciljni lokus

Za konstrukciju sustava za odredivanje uspjesnosti genskog ciljanja koristen je fragment
NatBAV, koji je dobiven linearizacijom plazmida pNatBAV restrikcijskom endonukleazom
Smal, te procisc¢en izolacijom iz gela. Ovaj fragment (7978 pb) u sredis$njem dijelu sadrzava
gen Kkoji kodira za rezistenciju na antibiotik nurserotricin, a s obje strane ima duge heterologne

regije kako bi se sprijecila degradacija selektivnog biljega egzonukleazama.

(1859) Peil
<5rnaI>| (1465) Sacll ‘ IMWNI (2285) PacI (s209) lNco‘l (5546} <Smal> (7978)
|
00T anogT GopaT
<ol < :_I-<:I<:I D
AmpR coMrsR | fL ori
TEF terminator TEF promoter

Nat BAV lin
478 bp

Slika 9. Prikaz transformirajuc¢eg fragmenta NatBAV za konstrukciju sustava za odredivanje
uspjesnosti genskog ciljanja

Kvasac K. marxianus transformiran je elektroporacijom s linearnim fragmentom NatBAV,
(Slika 9, poglavlje 3.2.4.1.). Selekcija transformanata provedena je na podlozi s antibiotikom
nurserotricinom, a na hranjivoj podlozi narasla je jedna kolonija fenotipa Nat® (rezistentna na
antibiotik nurserotricin). Nakon toga, provedena je molekularna analiza kako bi se potvrdila
nasumicna integracija transformiraju¢e DNA, jer u genomu ne postoji homologna regija.
Dodatno, hibridizacija po Southern-u koristena je i kako bi se potvrdila i integracija jedne

molekule transformirajué¢eg fragmenta u genom (Slika 10).
M 1 2 M
kb

231 4. -
94 - -
66 .. -
44 - -

23 .. -
2,1 .. -
Slika 10. Rezultati molekularne analize transformanta K. marxianus NatBAV hibridizacijom po

Southern-u. M - DNA standard, genom bakteriofaga A pocijepan enzimom Hindlll, 1 — DNA
netransformiranog ishodnog soja K. marxianus, 2 — DNA transformanta K. marxianus. Genomska DNA
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pocijepana je s endonukleazom AIwNI, a uzorci su hibridizirani digoksigenin obiljezenim plazmidom
pBR322.

U jazici 1, u kojoj je genomska DNA pocetnog (netransformiranog) soja, nije doslo do
hibridizacije dok se u jazici 2 mogu vidjeti vrpce nastale hibridizacijom. Kako restrikcijski
enzim AIwNI cijepa jednom u transformiraju¢em fragmentu NatBAV, u slu€aju integracije
jednog fragmenta u genom ocekuju se dvije vrpce Sto je i dobiveno, ¢ime je potvrdena

konstrukcija soja K. marxianus NatBAV.

4.2.2. Odredivanje uspjes$nosti genskog ciljanja

Nakon potvrde konstrukcije sustava, u drugom koraku kvasac K. marxianus soj NatBAV,
koji u genomu sadrzi integrirani fragment NatBAV, transformiran je s fragmentom HygBAV
nastalim cijepanjem plazmida pHygBAV endonukleazama Sacll i Ncol. Naime, cijepanjem
plazmida pHygBAV endonukleazama Sacll i Ncol nastaju dva fragmenta, transformirajuci
fragment HygBAV duljine 5536 pb i fragment duljine 2898 pb. Fragment HygBAV sadrzi
selektivni biljeg coHyg i duge bo¢ne homologije (1400 pb uzvodno i 2532 pb nizvodno) koje

omogucuju gensko ciljanje homolognom rekombinacijom (Slika 11).

1 2 3 4
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Slika 11. Fragment HygBAV koristen za transformaciju. 1 — DNA standard, genom bakteriofaga A
pocijepan enzimom Hindlll, 2 — plazmid pHygBav lineariziran sa Smal, 3 — transfomirajuci fragment
HygBAVveli¢ine 5536 bp nastao cijepanjem s Ncol i Sacll i izoliran iz gela , 4 - 1 kb NEB standard.
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Kvasac K. marxianus soj NatBAV transformiran je fragmentom HygBAV, izoliranim iz
gela, pomocu litijevog acetata (poglavlje 3.2.4.2.) i nacjepljen na selektivnu YPD podlogu koja
sadrzi antibiotik higromicin kako bi se omogucio rast transformanata koji su u genom integrirali
fragment koji sadrzi gen coHyg. Pri genskom ciljanju o¢ekuje se zamjena genomskog alela koji

sadrzi gen coNat s transfomiraju¢im fragmentom koji sadrzi gen coHyg (Slika 12).

transformirajuca DNA

genom | coNa® [

Smal Sacll Neol Smal

Slika 12. Shematski prikaz sustava za odredivanje uspjesnosti genskog ciljanja u kvascu K. marxianus.
Prikazani su transformiraju¢a DNA i ciljna regija u genomu i naznacene su bo¢ne homologije (i njihove
duljine) koje rekombiniraju pri ¢emu dolazi do zamjene gena (markera).

Na podlozi YPD s higromicinom narasao je ukupno 71 transformant fenotipa HygR te je
provedena njihova analiza da bi se odredila uspjesnost genskog ciljanja. Transformanti narasli
na podlozi YPD s antibiotikom higromicinom precijepljeni su na novu podlogu YPD s
higromicinom i replicirani na podlogu YPD koja je sadrZavala antibiotik nurserotricin te je na
temelju fenotipa utvrdena uspjesnost zamjene gena (Slika 13, Tablica 3). Kod transformanata
koji imaju fenotip HygRNat® doslo je do genskog ciljanja i zamjene gena coNat genom coHyg,
dok je kod transformanata s fenotipom HygRNat® doslo do nastanka aberantnog

transformacijskog dogadaja.

Tablica 3. Uspjesnost genskog ciljanja u kvascu K. marxianus

Fenotip transfomanata Broj transfomanata UspjeSnost genskog ciljanja
(%)
HygR Nat® 50 70,42
HygR Nat® 21 29,58
Ukupno analizirano (HygR) 71 100,00

Od 71 transformanata, kod njih 50 doslo je do genskog ciljanja i zamjene gena coNat genom

coHyg, te je uspjesnost genskog ciljanja u kvascu 70, 42 %.
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Slika 13. Odredivanje fenotipa transformanata. Transformanti nastali transformacijom s linearnim
fragmentom HygBAYV precjepljeni na podlogu s higromicinom (lijeva podloga) i replicirani na podlogu
s nurserotricinom (desna podloga).

Transformacija razli¢itih, nekonvencionalnih kvasaca s fragmentima za rekombinaciju
,krajevi-van“ najces$ce je rezultirala niskim uspjesnostima genskog ciljanja, iako rezultati
variraju ovisno o vrsti kvasca i metodi koristenoj za transformaciju. Iznimka je kvasac Candida
dubliniensis, u kojem je nakon transformacije elektroporacijom u vise od 90 % transformanata
detektirana integracija vektora u genom homolognom rekombinacijom (Staib i sur., 2001).
Sli¢no kvascu S. cerevisiae, u kvascima C. dubliniensis, C. tropicalis i C. albicans detektiran
je visoki postotak homologne integracije ukoliko su koriStene duge bo¢ne homologije pri
rekombinaciji ,,krajevi-van (900 i 800 pb kod C. dubliniensis, 1200 i 2700 pb kod C. tropicalis,
1400 i 2100 pb kod C. albicans).

Transformacijom kvasca C. albicans metodom pomocu litijevog acetata dobivena je
uspjesnost genskog ciljanja od 75 % (Monteoliva i sur., 1996), a metodom protoplastiranja 84
% (Kelly i sur., 1987.). Za razliku od kvasaca iz vrste Candida, podaci dobiveni analizom
genskog ciljanja u vrstama Kluyveromyces lactis i Hansenula polymorpha potvrdili su visoku
razinu nasumi¢ne integracije, ¢ak i u slucaju kada su vektori sadrzavali relativno duge regije
homologne ciljnoj sekvenci u genomu. U slucaju kvasca Kluyveromyces lactis, zabiljezeno je
oko 1 % genskog ciljanja pri rekombinaciji ,,krajevi-van® ¢ak 1 kada su pri transformaciji
elektroporacijom ili pomocu litijevog acetata koriStene relativno duge boc¢ne homologije.

Razlozi za tako nisku uspjesnost mogli bi biti snazna supresija homologne rekombinacije,
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preferirana ilegitimna rekombinacija ili visoka aktivnost nukleaza u stanici (Klinner i Schéffer,
2004).

Lu i sur. (2000) elektroporirali su kvasac H. polymorpha fragmentom koji je sadrzavao gen
ScLEUZ kao selektivni marker te bocne homologije duljine 900 i 400 pb, i utvrdili oko 25 %
genskog ciljanja. Vrlo niska uspje$nost genskog ciljanja (0,2 %) dobivena je transformacijom
kvasca Pichia stipitis metodom pomocu litijevog acetata. U ovom slu¢aju pokazano je da duge
bocne homologije (2700 i 1700 pb) nisu dovoljne za uspjesnu rekombinaciju ,,krajevi —van*
(Shi i sur., 2002). Uspjesnost genskog ciljanja u nekonvencionalnim kvascima u pravilu je
relativno niska te svaka vrsta kvasca zahtjeva odabir odgovarajuc¢e metode transformacije i duge
boc¢ne homologije na fragmentu za transformaciju. Zbog toga, usporedbom rezultata opisanih u
ovom radu s rezultatima genskog ciljanja u ostalim nekonvencionalnim kvascima, moze se

uociti da je homologna integracija u kvascu K. marxianus relativno uspjes$na.

U ovom radu, u preostalom 21 transformantu, koji imaju fenotip HygRNat® doslo je do nekog
od aberantnih transformacijskih dogadaja. Naime, transformacija linearnom DNA moze biti
popracena razli¢itim nezeljenim dogadajima kao $to su ilegitimna integracija, integracija
transformirajuceg fragmenta pored ciljne sekvence ili ¢ak duplikacija ciljnog kromosoma. Do
ilegitimne integracije moze do¢i zbog ilegitimne rekombinacije kojom se transformirajuca
DNA nasumi¢no ugraduje u bilo koje mjesto u genomu, bez obzira na postojanje homologije.
Duplikacija ciljnog kromosoma moze se dogoditi ekstenzivnom sintezom s 3'-jednolanc¢anih
krajeva transformiraju¢eg fragmenta DNA do krajeva ciljnog kromosoma mehanizmom
replikacije DNA potaknute dvolan¢anim lomom (engl. break-induced replication, BIR)
(Malkova i sur., 1996). Takvi aberantni transformanti sadrze alel koji se ocekuje nakon
uspjesnog genskog ciljanja i netransformirani alel (Svetec i sur., 2007). Stafa i sur. (2014) su
hibridizacijom po Southern-u utvrdili da je pri transformaciji kvasca S. cerevisiae vektorom za
rekombinaciju ,krajevi-van® duplikacija ciljnog kromosoma dominantni aberantni

transfomacijski dogadaj.

Cilj ovog rada bio je odrediti uspjesnost genskog ciljanja u kvascu K. marxianus i analiza
dobivenih transformanata provedena je na temelju fenotipa (rezistencija na antibiotik).
Aberantni transfomacijski dogadaji nisu dalje analizirani hibridizacijom po Southern-u, no ova
analiza bit ¢e provedena u nastavku istrazivanja kako bi se utvrdilo koji su tipovi nezeljenih

transformacijskih dogadaja prisutni u transfomantima s aberantnim fenotipom.
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5.ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. U ovom radu osmi$ljen je i primijenjen jednostavan sustav za precizno odredivanje
uspjesnosti zamjene gena u divljim sojevima kvasaca jer omogucéava brzu analizu velikog broja

transformanata.

2. Uspjesnost ciljane zamjene gena mehanizmom rekombinacije krajevi-van u kvascu

Kluyveromyces marxianus iznosi 70 % ako su bo¢ne homologije dugacke priblizno 1,4 i 2,5 kb.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

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