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1. UuvoD

Lancana reakcija polimerazom (eng. Polymerase chain reaction, PCR) relativno je jednostavna
i pouzdana metoda umnazanja odredene sekvence DNA. Za provedbu reakcije potrebno je
poznavanje slijeda nukleotida i duljine Zeljene sekvence, odnosno amplikona. Reakcijska
otopina sadrzi DNA kalup iz kojeg se Zeljena sekvenca umnaza, dvije pocetnice (eng. primer),
termorezistentnu  DNA polimerazu i sva cetiri deoksiribonukleotida (deoksiadenozin,
deoksigvanozin, deoksicitidin i deoksitimidin trifosfati) otopljena u deioniziranoj vodi te pufer
za polimerazu. Sama reakcija sastoji se od najceS¢e trideset ciklusa tijekom kojih se
zahvaljuju¢i promjenama temperature izmjenjuju koraci denaturacije DNA, hibridizacije
pocetnica i sinteze DNA. Promjene temperature postiZzu se uporabom uredaja za PCR (eng.
Thermocycler), a to¢ne temperature i duljina trajanja pojedinih koraka u jednom ciklusu PCR-
a ovise o duljini amplikona, duljini i redosljedu nukleotida pocetnica te o svojstvima odabrane
DNA polimeraze. Termorezistentne polimeraze koje se koriste pri provedbi metode PCR
medusobno se razlikuju po brzini polimerizacije i vjernosti sinteze DNA. Najcesce se koristi

Taq polimeraza (Garibyan i Avashia, 2013).

Produkte lan¢ane reakcije polimeraze moguce je analizirati kako bi se utvrdila prisutnost neke
sekvence u uzorku pa se PCR koristi u dijagnostici za detekciju genetickog materijala patogena
ili u forenzici za identifikaciju DNA nepoznatog podrijetla, ¢esto 1 u sklopu neke od metoda za
detekciju polimorfizama DNA poput VNTR (eng. variable number of tandem repeats) i AFLP
( eng. amplified fragment length polymorphism). Dodatkom oligonukleotidnih sondi u
reakcijsku otopinu moguce je metodom kvalitativne PCR (QPCR) odrediti pocetan broj kalupa
DNA u uzorku (Heid i sur., 1996). Osim analiticke, standardna metoda PCR ima i znacajnu
preparativnu primjenu, a uporabom specifi¢nih pocetnica moguce je metodom PCR provesti

in-vitro mutagenezu ili uvesti odredene sekvence na rubove amplikona.

Za potrebe ovoga rada metoda PCR je koriStena za umnazanje lokusa YKU70 iz genoma kvasca
Saccharomyces cerevisiae u kojem je kodiraju¢i dio gena YKU70 zamijenjen sekvencom
KanMX4, odnosno sekvence yku70::KanMX4. Umnozeni fragment DNA se moze koristiti kao
disrupcijska kazeta za zamjenu kodiraju¢e DNA ciljanog gena YKU70 selektivnim biljegom
KanMX4 u genomu kvasca, te selekciju transformanata na hranjivoj podlozi s antibiotikom

geneticinom.



2. TEORIJSKI DIO

Lancana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR) jedna je od najSire
koriStenih laboratorijskih metoda za rad s nukleinskim kiselinama, a zbog jednostavnosti
provedbe te visoke specifiCnosti i osjetljivosti pronasla je primjenu izmedu ostaloga i u
mikrobiologiji, genetickom inZenjerstvu, dijagnostici i forenzici. Metoda PCR moze se osim u
dijagnosticke svrhe, to jest u detekciji odredene sekvence u uzorku, koristiti i u preparativne
svrhe, na primjer ako se umnozeni fragment koristi za ugradivanje u vektor ili ako se u njega
zele uvesti odredene promjene (mutacije). Modifikacijom metode omogucuje se i odredivanje

prisutnog broja kopija amplificirane sekvence u uzorku prije pocetka reakcije.

2.1. Lanc¢ana reakcija polimerazom

Za provodenje metode PCR potrebno je pripremiti reakcijsku otopinu koju saéinjavaju DNA
iz koje se umnaza odredeni fragment (kalup), pocetnice za sintezu DNA, otopine Cetiriju
deoksiribonukleotid trifosfata (dATP, dGTP, dCTP i dTTP), pufer za DNA polimerazu, MgCl,
koji je obi¢no sastavni dio tog pufera i termorezistentna DNA polimeraza (Mullis i Faloona,
1987).

Kalup je uzorak DNA koji sadrzi ili se sumnja da sadrzi amplikon — interesantnu sekvencu ¢ije
je umnazanje konacni cilj provedbe lancane reakcije polimerazom. Amplikoni najce$ce imaju
duljinu izmedu 2 i 3 kb (kilobaza), a zbog smanjenog prinosa izbjegava se umnazanje sekvenci
duljih od 5 kb pomocu standardne PCR.

Pocetnice (eng. primers) su kratke (najées¢e izmedu 10 i nekoliko desetaka nukleotida)
molekule jednolan¢ane DNA koje se u odredenim uvjetima sparuju s komplementarnim
regijama na kalupu ¢ime nastaje supstrat pogodan za polimeraznu aktivnost DNA polimeraze.
Pocetnice moraju imati medusobno sli¢nu duljinu 1 udio gvanina i citozina a ne smiju biti
komplementarne jedna drugoj. Takoder je vazno da nemaju mogucnost stvaranja sekundarne
strukture 1 uzastopna ponavljanja istog nukleotida. Pocetnicama homologne regije na kalupu
moraju biti uzvodno i nizvodno od ciljne regije i to na razli¢itim lancima kako bi hibridizirane

pocetnice bile okrenute jedna prema drugoj svojim 3' krajevima.



Pufer za polimerazu osigurava konstantnu pH vrijednost i ionsku jakost tijekom reakcije, a
najcesce se koristi pufer Tris-HCI. Komercijalno dostupni puferi za polimerazu ve¢ sadrze i

magnezijeve ione nuzne za rad DNA polimeraze u obliku MgCl..

Komercijalno je dostupan relativno velik broj razli¢itih polimeraza za primjenu u metodi PCR,
a izbor optimalne polimeraze ovisi o zeljenoj preciznosti sinteze DNA. Koriste se isklju¢ivo
termostabilne polimeraze ¢ija je prednost ¢injenica da zadrzavaju aktivnost i nakon uzastopnog
zagrijavanja iznad 90 °C tako da ih nije potrebno dodavati nakon svakog koraka denaturacije
DNA. Najces¢e uporabljivana polimeraza za metodu PCR s ciljem detekcije odredene
sekvence DNA u uzorku je Taq polimeraza izvorno izolirana iz bakterije Thermus aquaticus
(Erlich i sur., 1988). Budu¢i da Taqg polimeraza nema 3'-5' egzonukleaznu aktivnost (eng.
proofreading) poveéana je vjerojatnost pojave toCkastih mutacija unutar amplificirane
sekvence. U slu¢aju kada ¢e produkti PCR-a biti koristeni za npr. ekspresiju umnozenih gena,
koristi se neka od termostabilnih polimeraza koje posjeduju tu aktivnost, na primjer Pfu,

izvorno izolirana iz arheje Pyrococcus furiosus.

Sama reakcija odvija se u posebno konstruiranom uredaju za PCR (thermocycler). lako postoje
i uredaji izvedeni tako da se uzorak prenosi izmedu odvojenih komora odredene temperature,
uglavnom se koriste oni u kojima se staticni uzorak grije i hladi prema unaprijed odredenom

programul.

Reakcijska otopina se najprije zagrijava na temperaturu vecu od 90 °C kako bi se dva lanca
kalupa razdvojila i tako se omogucio pristup dusi¢nim bazama. Ovaj korak moZe trajati izmedu
15 sekundi 1 nekoliko minuta. Nakon pocetne denaturacije kalupa provodi se odreden broj
ciklusa (najceSc¢e 30) lancane reakcije polimerazom. Povecani broj ponavljanja rezultira veCom
koli¢inom produkta, iako se rast broja kopija nakon odredenog broja ciklusa usporava i
konacno prestaje. Svaki ciklus se sastoji od tri koraka: denaturacija, hibridizacija i sinteza DNA
(Saiki i sur., 1986).

DNA se denaturira zagrijavanjem otopine na temperaturu vecu od temperature taljenja DNA.
Temperatura taljenja DNA ovisi o duljini sekvence i udjelu AT i GC parova baza u njoj, a
tijekom provedbe metode PCR uzimaju se kao i tijekom pocetne denaturacije temperature
iznad 90 °C. Buduc¢i da je u ovim naknadnim koracima denaturacije rije¢ o razdvajanju lanaca

relativno kratkih sekvenci, ovaj korak obi¢no traje izmedu 5 i 15 sekundi.

Hibridizacija (eng. annealing) u kontekstu lanc¢ane reakcije polimerazom podrazumijeva

sparivanje pocetnica sa komplementarnim regijama na lancima kalupa, odnosno produkata



prethodnih ciklusa. Kako bi se smanjila vjerojatnost pogreSnog sparivanja i nastanka nezeljenih
produkata, ovaj korak se odvija pri optimalnoj temperaturi za sparivanje odredenog para
pocetnica (temperatura sparivanja, eng. annealing temperature). Temperatura sparivanja u
pravilu je oko 5 °C niza od temperature taljenja (eng. melting temperature, Tm), @ Tm je
temperatura pri kojoj ¢e 50 % oligonukleotida biti komplementarno spareno s kalupom.
Temperaturu taljenja oligonukleotida moguce je izracunati na osnovi njihove duljine, udjela
citozina i gvanina te koncentracije u reakcijskoj otopini. Komplementarno sparivanje pocetnica

i kalupa se provodi u trajanju izmedu 10 sekundi i pola minute.

Kako bi se sprijecio pocetak polimerizacije sa nespecificno sparenim pocetnicama tijekom
zagrijavanja, a prije postizanja pozeljne temperature ¢ime bi nastali nepozeljni produkti
razvijene su takozvane Hot-start DNA polimeraze. Ovakve polimeraze postaju aktivne tek
nakon pocetne denaturacije u uredaju za PCR, tj. pri prvom zagrijavanju na temperaturu iznad
90 °C. Sli¢an ucinak moze se posti¢i i dodavanjem oligonukleotida i antitijela koji svojim
vezanjem inaktiviraju enzim dok se ne odvoje djelovanjem poviSene temperature, kao i

imobilizacijom potrebnih metalnih iona u vosku koji se otapa zagrijavanjem.

Sinteza, odnosno polimerizacija je centralni korak lan¢ane reakcije polimerazom tijekom kojeg
se na sekvenci od interesa unutar denaturirane DNA sintetiziraju komplementarni lanci.
Temperatura pri kojoj se odvija polimerizacija odgovara optimalnoj temperaturi za aktivnost
koriStene polimeraze i navedena je u dokumentaciji priloZzenoj uz enzim (npr. za Taq
polimerazu optimalna temperatura iznosi 72 °C). Trajanje ovoga koraka odredeno je
prvenstveno duljinom sekvence koju se amplificira i brzinom rada polimeraze koja je takoder

navedena u spomenutoj dokumentaciji.

Kao $to je ranije navedeno, ova tri koraka ponavljaju se najcesc¢e 30 puta, a nakon zadnjeg
ciklusa se provodi zavr$na sinteza. Faza zavrSne sinteze odvija se pri istoj temperaturi kao i

ranije provedena polimerizacija i traje nekoliko minuta.

Na slici 1 vidljivo je da tijekom PCR-a nastaju tri vrste produkta. U reakcijskoj otopini na kraju
prevladavaju produkti koji u oba lanca sadrze samo amplificiranu sekvencu koja je omedena
pocetnicama jer njihov broj nakon cetvrtoga ciklusa raste eksponencijalno. Slijede ih produkti
koji sadrze jedan takav lanac i jedan lanac nastao prekinutom sintezom na kalupu, a najmanje
je produkata koji sadrZe jedan od izvornih lanaca kalupa ¢iji broj je neovisan o broju ciklusa,

odnosno dva puta je veci od izvornog broja kalupa (Mullis i Faloona, 1987).
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Slika 1. Shematski prikaz razli¢itih produkata prvih triju ciklusa lan¢ane reakcije polimerazom,

uz ra$¢lambu prvoga ciklusa na korake denaturacije, sparivanja pocetnica i polimerizacije

Prethodnom provedbom reverzne transkripcije moguce je metodom PCR umnoziti sekvence
prisutne u RNA, na primjer gen bez introna. Za reverznu transkripciju takoder su potrebne
pocetnice, a mogu se koristiti specifi¢ne za sekvencu koju se zeli amplificirati ili pocCetnice

nasumicnih sekvenci, ovisno o uzorku i cilju provodenja amplifikacije.

Uspjesnost provedenog PCR-a moze se provjeriti gel elektroforezom, ¢ime se potvrduje

prisutnost umnozenog fragmenta o¢ekivane veli¢ine.



2.2. Primjena PCR-a za kvantitativnu analizu

Uz odredene modifikacije, lancanu reakciju polimerazom moguce je koristiti za odredivanje
pocetnog broja amplikona u uzorku. Metode PCR koje se koriste za kvantifikaciju nazivaju se
gPCR (eng. quantitative PCR), a najc¢esce se osnivaju na mjerenju povecanja fluorescencije
koju uzrokuje amplifikacija DNA pa su razvijeni uredaji koji mogu paralelno mjeriti tu
promjenu i izmjenjivati pojedine korake ciklusa PCR-a. Osim toga, dostupne su i sonde (eng.
probes) koje zahvaljujuéi oligonukleotidnoj gradi imaju sposobnost povecanja fluorescencije

uzorka iskljucivo u ovisnosti o koli€ini prisutnih kopija amplificirane sekvence.

Prednost kontinuiranog pracenja povecanja broja amplikona (Real-Time PCR) u odnosu na
analizu uzorka nakon provedenih svih ciklusa (End-Point PCR) lezi u ¢injenici da je moguce
odredivanje broja kopija tijekom takozvane linearne faze u kojoj postoji pouzdanija povezanost
logaritma prisutnog broja kopija s njihovim izvornim brojem i brojem provedenih ciklusa
(Osborn i Smith, 2008). Naravno, pouzdanost metode ovisiti ¢e o specifi¢nosti vezanja sondi i

parametrima lancane reakcije.

Za odredivanje broja kopija odredene sekvence u uzorku metodom gPCR najprije je potrebno
izraditi bazdarni dijagram pomocu standardnih otopina koje sadrze to€no poznat broj kopija
iste te sekvence. Na tom dijagramu prikazana je linearna ovisnost broja ciklusa PCR-a
potrebnih da se postigne odredena kriti¢na razina fluorescencije (Ct) 0 logaritmu broja kopija.
Naslici 2 prikazana je kinetika tipi¢ne lancane reakcije polimerazom s istaknutim fazama tijeka
reakcije 1 relevantnim razinama fluorescencije. Kriti¢na razina fluorescencije i1 pripadajuci Ct
mogu se proizvoljno uzeti iz linearnog podrucja rasta broja kopija amplikona tijekom PCR-a,
a Cesto je rijeC o prvom iznosu fluorescencije ve¢em od praga pozadinske fluorescencije koja
je prisutna od pocetka reakcije. U uzorcima s ve¢im pocetnim brojem kopija ta ¢e vrijednost

biti postignuta nakon manje ponovljenih ciklusa.



0,90 —

0,80 | w
A

Uzorak ,.

0,70 |- Vs
0,60 - g
0,50 |-

0,40 |- Prag

= '%——————“——A—.TT‘ﬁTTV——
0.30 o0 T T R A i e il
|< | |l o
0,20 || | | |

. " . I ..
Faza pozadinske fluorescencije Linearna faza Faza stagnacije

Fluorescencija (Ry)

0,10 -

0,00 | | | | | | | |
0 5 10 15 (C) 20 25 30 35 40

Broj ciklusa

Slika 2. Kinetika lanc¢ane reakcije polimerazom, 0dnosno ovisnost intenziteta fluorescencije o
broju provedenih ciklusa. Tijek reakcije podijeljen je na tri faze: Faza pozadinske
fluorescencije u kojoj porast broja kopija ne uzrokuje zamjetni porast fluorescencije, Linearna
faza u kojoj broj kopija raste eksponencijalno uz mjerljiv porast fluorescencije i Faza stagnacije

u kojoj efikasnost umnazanja pada zbog zasi¢enja. (prema Primrose i Twyman, str. 30)

Najcesce uporabljivana sonda za gPCR je TagMan, oligonukleotid koji na 5" kraju ima vezan
izvor fluorescencije (reporter), a na 3" kraju prigusiva¢, odnosno quencher — skupinu koja
apsorbira energiju i na taj na¢in maskira fluorescenciju sonde. Sekvenca izmedu dviju skupina
komplementarna je dijelu jednog od lanaca umnazane sekvence tako da se sonda tijekom
koraka hibridizacije pocetnica veze na kalup izmedu mjesta vezanja pocetnica. Buduéi da
polimeraze koje se koriste za PCR imaju 5°- 3" egzonukleaznu aktivnost, hidrolizirati ¢e
TagMan sondu i time fizi¢ki odvojiti reporter od prigusivaca te omoguciti detekciju povecanja

fluorescencije (Heid i sur., 1996).

Jedna od alternativa TagMan sondama su sonde izvedene tako da uzvodno i nizvodno od regije
komplementarne kalupu imaju medusobno komplementarne sekvence koje im medusobnim
povezivanjem omogucuju stvaranje sekundarne strukture, odnosno ukosnice. Ukoliko se sonde
nalaze u toj konformaciji, izvor fluorescencije ¢e biti u neposrednoj blizini prigusivaca.
Prilikom denaturacije kalupa i nastalih produkata PCR-a sonda gubi sekundarnu strukturu i

komplementarno se sparuje s DNA u uzorku sto ima za posljedicu udaljavanje dviju skupina



na njenim krajevima. Nakon vise provedenih ciklusa broj dostupnih sekvenci za sparivanje biti
¢e vedi, pa ¢e biti moguce detektirati fluorescenciju veceg broja sondi (Tyagi i Kramer, 1996).
Poseban slucaj sondi sa strukturom ukosnice su takozvane Skorpionske sonde ¢ija je glavna
znacajka da su vezane za jednu od pocetnica za PCR. Nakon polimerizacije i denaturacije,
hladenjem na temperaturu sparivanja pocetnica dolazi i do komplementarnog sparivanja 5'
kraja sonde s novosintetiziranom regijom. Ovime nastaje sekundarna struktura u kojoj su
fluorescentna skupina i prigusiva¢ dovoljno udaljeni da bi se detektirao fluorescentni signal
(Thelwell i sur., 2000). Iako ovakve sonde imaju manju vjerojatnost pogresnog sparivanja od
TagMan sondi §to bi impliciralo i veéu vjerodostojnost rezultata, danas je u upotrebi gotovo

isklju¢ivo prisutna upravo metoda TagMan.

Buduéi da se na 5 krajeve svih navedenih sondi mogu vezati medusobno razlicite
fluorescentne grupe, ovom metodom moguce je odrediti relativne koli¢ine dvaju razlicitih
kalupa u uzorku, uz uvjet da se amplificiraju s istom efikasno$¢u. Kombinacija reverzne
transkripcije 1 qPCR pogodna je metoda za odredivanje broja kopija mRNA prisutne u uzorku,

odnosno razine ekspresije pojedinog gena.

2.3. Preparativna primjena PCR-a

Primjenom pocetnica za PCR koje nisu u potpunosti komplementarne regijama na kalupu

moguce je dobiti produkte koji imaju izmijenjen redoslijed nukleotida.

Jedan primjer toga je dodavanje polihistidinske oznake na krajeve proteina. Cilj metode je
konstrukcija ekspresijskih sustava za proizvodnju funkcionalnih proteina koji se jednostavno
izdvajaju iz kompleksnih smjesa kao §to su homogenizirana kultura stanica proizvodnog
organizma ili biotehnoloski izmijenjena hranjiva podloga. Naime, proteini koji na jednom od
svojih krajeva imaju nekoliko histidinskih ostataka (His-tag) ulaze u specifi¢ne interakcije sa
ionima nikala pa ih je moguce izolirati afinitetnom kromatografijom sa tim ionima kao
ligandom (Hochuli i sur., 1988). His-tag je moguce ugraditi i na C- i na N-terminalni kraj
proteina, a izbor ovisi o izloZenosti krajeva pri nativnoj konformaciji proteina, njihovoj
mogucoj uklju¢enosti u njegovu aktivnost te o dostupnim metodama naknadnog uklanjanja
same oznake. Insert za ekspresiju proteina s ovakvom oznakom na N-terminalnom dijelu moze
se sintetizirati pomoc¢u PCR-a ako jedna od pocetnica na 5" kraju sadrzi pocetni kodon kojega
slijedi odredeni broj kodona histidina, a zatim i sekvenca koja je komplementarna rubnom

dijelu amplikona 1 sluzi kao klica za sintezu DNA.
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Slika 3. Uvodenje toc¢kaste mutacije pomoc¢u metode PCR s mutagenim pocetnicama

Jo§ jedna interesantna primjena PCR-a je in-vitro mutageneza, odnosno uvodenje zeljene
mutacije na to¢no odredenome mjestu unutar sekvence DNA uporabom mutagenih pocetnica.
Ova metoda zahtijeva provodenje dviju paralelnih lan¢anih reakcija u odvojenim reakcijskim
otopinama. Kao §to je vidljivo na slici 3, amplikoni ovih dviju reakcija su regije neposredno
uzvodno odnosno nizvodno od mjesta na koje se zeli uvesti mutacija. To mjesto nalazi se u oba
amplikona u podru¢ju komplementarnog sparivanja pocetnica. Posljedi¢no tome, jedna od
pocetnica koriStena u prvoj reakciji komplementarna je jednoj od pocetnica u drugoj reakciji.
Ove pocetnice nisu u potpunosti komplementarne pripadaju¢im regijama na kalupu, odnosno
izmijenjeno im je nekoliko nukleotida kako bi tijekom ciklusa lanc¢ane reakcije polimerazom
doslo do zamjene nukleotida na tim mjestima. Produkti dviju reakcija se zatim izmijeSaju 1
podvrgnu denaturiraju¢im uvjetima. Renaturacijom dolazi do sparivanja razli¢itih lanaca u
srediSnjem mutiranom dijelu te je dodatkom polimeraze moguce sintetizirati pocetnu sekvencu

DNA, ali sa zeljenom mutacijom (Ho i sur., 1989).

Ovisno o prirodi amplificirane sekvence i kona¢noj namjeni produkta reakcije, moguca je i
preparativna primjena nemodificirane metode PCR, primjerice za dobivanje veéeg broja kopija

odredene sekvence DNA prisutne u uzorku.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizam

Za potrebe ovoga rada koriSten je kvasac Saccharomyces cerevisiae, soj YMR284W, genotipa
MATa his3A41 leu2A0 lys2A40 ura340 yku70.:KanMX4.

3.1.2. Hranjive podloge

Za uzgoj kvasca koristena je YPD hranjiva podloga s geneticinom u krutom i teku¢em obliku.

Kruta podloga pripremljena je na slijedeci nacin:

Bacto pepton 20 g/L
Yeast extract 10 g/L
Glukoza 20 g/L
Agar 20 g/L

Destilirana voda do 250 mL

Nakon autoklaviranja 15 minuta pri 120 °C u podlogu je dodan 1 mL otopine geneticina

koncentracije 50 mg/mL.

Tekuca podloga pripremljena je slicno kao 1 kruta:

Bacto pepton 20 g/L
Yeast extract 10 g/L
Glukoza 20 g/L

Destilirana voda do 50 mL

Autoklavirana je pri jednakim uvjetima, a 200 puL otopine geneticina dodano je neposredno

prije nacjepljivanja.
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3.1.3. Otopine

SCE pufer:
Sorbitol 1M
Natrijev citrat 0,1M
EDTA 0,12 M

Zimoliaza 20-T:

Zymolyase 20-T 15 mg

Glicerol (400 mg/mL) 2,4 mL

Deionizirana voda 600 uL
STE pufer:

SDS 5g/L

Tris-HCI (pH8.0) 0,1 M

EDTA (pH 8.0) 0,005 M

Kalijev acetat (3 M, pH 4.8):

Kalijev acetat (5 M) 60 mL
Ledena octena kiselina 11,5mL
Deionizirana voda 28,5 mL

TE pufer (pH 8.0):

Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM

EDTA (pH 8.0) 0,5M
RNaza:

Ribonukleaza A 0,39

TE pufer (pH8.0) 15mL

Pripremljena otopina zagrijava se 15 minuta u kipucoj vodi nakon ¢ega se ohladi na sobnu

temperaturu.
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Amonijev acetat (8 M):

Izvaze se 61,66 g krutog amonijevog acetata i otopi u 100 mL deionizirane vode.

TBE pufer (10X):
Tris 108 g
Borna kiselina 559
EDTA (0.5 M, pH 8) 40 mL
Deionizirana voda do 1000 mL

Adgarozni gel (0,8 %):

U 100 mL 10 puta razrijedenog TBE pufera otopi se 0,8 g agaroze. Otapanje se pospjesuje
zagrijavanjem u mikrovalnoj pecnici nakon cega se otopina ohladi i izlije u prethodno

pripremljen kalup u kojem se formira gel.

Pufer za uzorke (6x):

Bromfenol plavo 0,259
Ksilen cijanol FF 0,259
Glicerol 30,09
SDS 1049

EDTA (0,5 M, pH 7.4) 20,0 mL
Destilirana voda do 1000 mL

Etidij-bromid:

Otopina etidij-bromida koja se koristi za vizualizaciju DNA na gelu priprema se razrjedivanjem

50 uL pocetne otopine ¢ija je koncentracija 10 mg/mL sa 1 L deionizirane vode.

3.1.4. Oligonukleotidi

Za potrebe provodenja lancane reakcije polimerazom opisane u ovom radu koriStene su

slijedece pocetnice za sintezu DNA:
YKU70-F, ¢iji redoslijed nukleotida je 5'-TTTGAGATTTCTATCCTCGAGGAG-3), i

YKU70-R, ¢iji redoslijed nukleotida je 5'-CTTGATAATGATAGAGGTGAGCC-3'
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3.1.5. Restrikcijski enzimi:

Restrikcijska analiza provedena je pomoc¢u endonukleaza Ncol i Scal.

3.1.6. Kemikalije i enzimi
Izopropanol:

Etanol (96%):

Tris:

Glicerol:

Kalijev acetat:

Amonijev acetat:

SDS:

Borna kiselina:

Agaroza (Agarose NA):
Zimoliaza (Zymolyase 20-T):
Ribonukleaza A:

Etidij-bromid:

Geneticin (Geneticin G-415 Sulphate):

EDTA:
DNA bakteriofaga A:

Sastojci hranjive podloge:

Komplet kemikalija za PCR:

Komplet kemikalija za

restrikcijsku analizu:

Gram-mol, Zagreb, Hrvatska

Carlo Erba Reagents, Rodano, Italija
Acros Organics, New Jersey, SAD
Gram-mol, Zagreb, Hrvatska

Acros Organics, New Jersey, SAD
Lach-ner, Neratovice, Ceska

Merck, Hohenbrunn, Njemacka
Carlo Erba Reagents, Rodano, Italija
Pharmacia, Kopenhagen, Danska
Seikagaku Corporation, Tokyo, Japan
Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

Njemacka

Life Tehnologies, Carlsbad, SAD
Carlo Erba Reagents, Rodano, Italija
Fermentas, Vilnius, Litva

Biolife, Milan, Italija
Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italija

New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,

Sjedinjene Americke Drzave

Fermentas, Vilnius, Litva
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3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae

Kvasac uzgojen na krutoj hranjivoj podlozi precijepi se u tekucu tako da se sterilnom
mikrobioloskom usicom jedna kolonija prebaci u epruvetu s 3 mL podloge s geneticinom.
Suspenzija se promijesa vorteksiranjem te inkubira na tresilici pri 28 °C. Kultura dostize

stacionarnu fazu nakon 3 dana.
3.2.2. Izolacija DNA iz kulture kvasca u tekucoj hranjivoj podlozi

Nakon mijeSanja vorteksiranjem 1 mL kulture prebaci se u kivetu te centrifugira 3 minute pri
5000 o/min. Nakon uklanjanja supernatanta, na talog se dodaje jos 1 mL kulture te se centrifuga
ponavlja pri istim uvjetima. IstaloZene stanice kvasca ispiru se dodatkom 1 mL deionizirane
vode u kivetu, nakon ¢ega slijedi mijeSanje vorteksiranjem i centrifugiranje pri gore navedenim
uvjetima. Ispiranje se ponovi ukupno dva puta vodom i dva puta SCE puferom, uz odbacivanje
supernatanta nakon svakog centrifugiranja. Konacni talog suspendira se u 200 pL. SCE pufera

uz dodatak 20 uL otopine zimoliaze. Smjesa se promijesa okretanjem te inkubira 1 hna 37 °C.

Po zavrSetku inkubacije u kivetu se dodaje 800 uL STE pufera, sadrzaj se ponovno izmijesa
okretanjem te najprije inkubira 20 min na 70 °C, a zatim ohladi 10 min na ledu. Ohladenoj
smjesi doda se 200 uL otopine kalijevog acetata te ju se nakon mijeSanja ostavi preko noci na

4°C.

Proteini se istaloze centrifugiranjem 20 min pri 12000 o/min. U novu kivetu se prebaci 930 pL.
supernatanta uz dodatak 660 pL izopropanola. Dobivena suspenzija se centrifugira pri istim
uvjetima, supernatant se odbacuje, a ostatci tekucine pazljivo se uklone vakuum sisaljkom.
IstaloZene nukleinske kiseline suspendiraju se u 300 pL. TE pufera te im se dodaje 1 pL otopine
RNaze nakon Cega se smjesa ostavlja na inkubaciji pri 70°C. Po zavrSetku reakcije otopini se
dodaje 100 pL amonijevog acetata i 800 UL 96 %-tnog ctanola. Smjesa se dobro promijesa i
centrifugira 20 min pri 12000 o/min, supernatant se odbacuje, a ostatci tekucine uklanjaju

vakuum sisaljkom i suSenjem blizu otvorenog plamena.

Istalozena DNA kvasca otopi se u 50 uL TE pufera.
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3.2.3. Elektorforeza na agaroznom gelu

Gel-elektroforeza provedena je kao provjera uspjeSnosti izolacije DNA, odnosno lancane
reakcije polimerazom te prilikom restrikcijske analize umnoZzenog fragmenta. Za njeno

provodenje koristen je uredaj Mini-sub cell GT tvrtke Bio Rad.

Pripremljena i ohladena 0,8 %-tna otopina agaroze u TBE puferu izlije se u kalup ¢iji su krajevi
zatvoreni ljepljivom trakom. Na za to predvideno mjesto na kalupu umetne se ceslji¢, a otopina
se ostavi da se skrutne ¢ime nastaje gel. Gel se stavi u kadicu uredaja za elektroforezu i prelije
TBE puferom. Ceslji¢ se izvadi, a u nastale jaZice stavljaju se uzorci prethodno pomijesani s
migracijskim bojilom. Elektroforeza se provodi pri 8-12 V/cm, a njeno trajanje se odreduje

prema kretanju bojila kroz gel.

Po zavrsetku elektroforeze gel se 20 minuta inkubira u otopini etidij-bromida i fotografira pod

ultraljubicastim svijetlom transiluminatora.
3.2.4. Lancana reakcija polimerazom

Za provedbu Lanc¢ane reakcije polimerazom koristen je set za PCR tvrtke New England Biolabs
koji sadrzi polimerazu Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491) i uredaj Mastercycler

personal s grijanim poklopcem (Eppendorf, Hamburg).

Reakcijska otopina pripremi se prema uputi proizvodaca:

Deionizirana voda 32,5 uL
Pufer (10 X) 10 pL
Oligonukleotid YKU70-F (10 uM) 2,5 uL
Oligonukleotid YKU70-R (10 puM) 2,5 UL
DNA kalup 1L

Otopina deoksiribonukleotida (2 mM) 1uL

Polimeraza 0,5 uL
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Nakon $to je dobro izmijesana, otopina se stavlja u uredaj za PCR, a sama reakcija odvija se u

uvjetima prikazanim u tablici 1.

Tablica 1. Uvjeti provodenja PCR

Korak Trajanje Temperatura (°C)
Pocetna denaturacija 30s 98

Denaturacija 5-10s 98

Sparivanje pocetnica 10-30 s 63

Sinteza DNA 20-30 s/kb 72

Zavr$na sinteza 120s 72

Hladenje 4-10

Uspjesnost lan¢ane reakcije polimerazom provjeri se gel elektroforezom.
3.2.5. Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima
Restrikcijska analiza provedena je s dva enzima: Ncol i Scal.

Za svaki enzim pripremi se reakcijska otopina slijedeceg sastava:

DNA 7 uL
Deionizirana voda 6,3 UL
Pufer 1,5uL

Restrikcijski enzim (10 U/uL) 0,2 pL

Otopine se inkubiraju preko no¢i na 37 °C nakon Cega se pripremaju uzorci za gel

elektroforezu.
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4, REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovoga rada bila je sinteza disrupcijske kazete — fragmenta DNA ¢iji su krajevi homologni
rubnim regijama gena YKU70, $to omogucuje inaktivaciju tog gena pomocu homologne
rekombinacije. Stoga je najprije bilo potrebno izolirati genomsku DNA Saccharomyces
cerevisiae odgovarajuceg soja YMR284W ¢iji genom sadrzi regiju yku70::KanMX4, $to znaci
da mu je kodirajuca DNA gena YKU70 zamijenjena s KanMX4, selektivnim biljegom koji
omogucuje rezistenciju na antibiotik geneticin (poglavlje 4.1.), a zatim umnoziti zeljeni
fragment DNA pomocu PCR-a (poglavlje 4.2.). Struktura umnoZene disrupcijske kazete

provjerena je restrikcijskom analizom (poglavlje 4.3.).

Uspjesnost svakog koraka sinteze provjerena je elektroforezom na agaroznom gelu, a

cjelokupnog postupka restrikcijskom analizom pomocu enzima Ncol i Scal.
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4.1. Izolacija DNA iz kulture kvasca Saccharomyces cerevisiae

Dvije kolonije kvasca precijepljene su u po 3 mL tekuée hranjive podloge s geneticinom i
uzgojene do stacionarne faze. Genomska DNA izolirana je metodom opisanom u poglavlju
3.2.2. Uspjesnost izolacije provjerena je gel-elektroforezom na 0,8 %-tnom agaroznom gelu.

Rezultati elektroforeze prikazani su na slici 4.

kb S 1

S

10

w P oo

1,5

0,5

Slika 4. Rezultati gel elektroforeze provedene nakon izolacije DNA iz kulture kvasca.
S — standard (Quick-Load® 1 kb DNA Ladder tvrtke New England Biolabs), 1 i 2 — Uzorci

izolirane DNA (vlastita fotografija)

Na gelu je vidljiva po jedna vrpca za svaki uzorak, i to u podrucju fragmenata vecih od 10
kilobaza. Ovo je ocekivan rezultat i potvrduje da je genomska DNA kvasca uspjesno izolirana.
Naime, tijekom izolacije genomske DNA iz stanica kvasca prema postupku opisanom u
poglavlju 3.2.2., DNA se uslijed mijeSanja, centrifugiranja i pipetiranja pokida na fragmente
veli¢ine izmedu 40 i 50 kilobaza (Sambrook and Russel, 2001.) koji su vidljivi u jednoj vrpci

na 0,8 %-tnom agaroznom gelu
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4.2. UmnaZanje sekvence DNA lan¢anom reakcijom polimerazom

Lancana reakcija polimerazom provedena je postupkom koji je opisan u poglavlju 3.2.4. U
reakciji su koriStene pocetnice YKU70-F i YKU70-R (poglavlje 3.1.4.). Mjesta sparivanja
pocetnica vidljiva su na shematskom prikazu disrupcijske kazete (slika 5), a veli¢ina nastalog
produkta je 2472 parova baza. Kao $to je prikazano na slici, osim selektivnog biljega KanMX4
umnozene su i sekvence koje se u genomu soja YMR284W nalaze uzvodno i nizvodno 1 koje
su homologne s regijama uzvodno i nizvodno od kodiraju¢ée DNA gena YKU70. Takva
disrupcijska kazeta ¢e u kasnijim istrazivanjima u Laboratoriju za biologiju i genetiku
mikroorganizama posluziti za konstrukciju sojeva kvasca bez gena YKU70. Naime, uslijed
homologne rekombinacije izmedu disrupcijske kazete 1 genoma kvasca moze do¢i do zamjene
gena (eng. Gene replacement) i ugradnje markera KanMX4 na mjesto gena YKU70 (Paques i
Haber, 1999.).

Ncol Scal
(0) YKU70-F (972) (1788) (2472)
= | |
—_ EU?O'R
TEF promotor KanR TEF terminator

yku70::kanMX4
2472 pb

Slika 5. Struktura umnozene disrupcijske kazete za inaktivaciju kvas¢evog gena YKU70. Na
slici su prikazana mjesta vezanja pocetnica za umnazanje te restrikcijska mjesta relevantna za

restrikcijsku analizu, kao i struktura gena kanMX4.
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Uspjesnost reakcije PCR, odnosno umnazanja zeljenog fragmenta DNA provjerena je

elektroforezom na agaroznom gelu ¢iji je rezultat prikazan na slici 6.

kb S 1

2,472

Slika 6. Rezultati gel-elektroforeze provedene nakon lancane reakcije polimerazom.
S — standard (Quick-Load® 1 kb DNA Ladder tvrtke New England Biolabs), 1 — Uzorak

reakcijske otopine nakon provedene PCR (vlastita fotografija)

Na gelu je vidljiva jedna vrpca ¢ija duljina odgovara oc¢ekivanoj duljini produkta PCR-a. Stoga
je umnazanje sekvence yku70::KanMX4 uspjesno provedeno, a da bi se to dodatno potvrdilo

provedena je i restrikcijska analiza umnozenog fragmenta DNA.
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4.3. Restrikcijska analiza disrupcijske kazete yku70::KanMX4

Pri restrikcijskoj analizi umnoZene disrupcijske kazete koriStene su restrikcijske endonukleaze
Ncol i Scal ¢ija su mjesta cijepanja prikazana na slici 5. Sukladno restrikcijskoj mapi,
umnozena sekvenca sadrzi po jedno restrikcijsko mjesto za svaki od tih enzima te su o¢ekivane
duljine nastalih fragmenata 1500 i 972 parova baza prilikom cijepanja s Ncol, odnosno 1788 i

684 parova baza u slucaju restrikcije pomocu Scal.

Reakcijske otopine pripremljene su prema uputama proizvodaca kako je prikazano u poglavlju

3.2.5. 1 inkubirane preko no¢i. Rezultat restrikcijske analize prikazan je na slici 7.
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Slika 7. Restrikcijska analiza produkta lan¢ane reakcije polimerazom enzimima Ncol i Scal
S — standard (Quick-Load® 1 kb DNA Ladder tvrtke New England Biolabs), 1 — Nepocijepani
produkt PCR, 2 — Produkt PCR-a tretiran endonukleazom Ncol, 3 — Produkt PCR tretiran
endonukleazom Scal (vlastita fotografija)

Vidljivo je da su duljine fragmenata DNA dobivenih cijepanjem endonukleazama Ncol i Scal
u skladu s ocekivanim duljinama. Restrikcijskom analizom potvrdeno je da je lan€anom

reakcijom polimerazom umnozena sekvenca yku70::KanMX4.
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5. ZAKLJUCAK

Sinteza disrupcijske kazete za inaktivaciju gena YKU70 kvasca Saccharomyces cerevisiae
uspjesno je provedena, Sto je potvrdeno gel elektroforezom 1 restrikcijskom analizom

dobivenog produkta.
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Izjava o izvornosti

Ja, Leo Potkonjak izjavljujem da je ovaj zavrs$ni 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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