Kloniranje gena ATR1, FLR1, GSH1 i YAP1 iz kvasca
Saccharomyces cerevisiae soj UWOPS87-2421 u
bakteriji Escherichia coli

Arambasié, Kristian

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

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

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:890856

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-08

preh rambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:890856
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:27
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:27
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:27

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Biotehnologija

Kristian Arambasi¢
6659/BT

Kloniranje gena ATR1, FLR1, GSH1 i YAP1 iz kvasca
Saccharomyces cerevisiae soj UWOPS87-2421 u

bakteriji Escherichia coli

ZAVRSNI RAD

Modul: Geneti¢ko inZenjerstvo

Nositelj: izv. prof. dr. sc. lvan-KreSimir Svetec

Zagreb, 2015.



Sadrzaj

LU LY@ PSPPSRI 1
2. TEORIISKI DIO ...ttt et ettt st e a et n e naasnaeennennnae s 2
2.1. Tehnologija rekombinantne DNA ..o 2
2.2, PlaZMIGi .ottt 2
2.3. Enzimi koji se koriste u genetickom inZenjerstVu .........c.ccceeevveeevvecvieeecneenn, 3
2.3.1. Restrikcijske endonuKIaze.............covuveiiiieiiiie e 3
2.3.2. DNA-NQAZE ...ttt ettt 4
2.3.3. AlKaINa fOSTAtaZa.........couveirieiieeiii et 4
2.3.4. DNA-POIIMEIAZE .....cccvviiiiiiee ettt 4
2.4. BaKterija ESCherichia COlI ............ccouuuiiiiiiiiiiiiiiiic et 5
2.5. Lancana reakcija polimerazom (PCR) .......coouiiiiiiiriiiniie e 6
2.6. Gel-elektroforeza nukleinskih Kiseling ...........cccooveeiiieiiiiiie e 6
3. MATERIJALI I METODE ........oiiiiiiiiiie et st 8
3L MALEITJAIT .o 8
3.1 1. MIKIOOIGANIZIMI vttt ettt e 8
3.1.2. Plazmidni VEKIOIT ....eeeiieiieee et 8
3.1.3. OlIgONUKIEOTITI. ...ttt 9
3.1.4. Otopine za gel-eleKtrofOrezu...........coovvieiiiiieiieiie e 10
3.1.5. Otopine za pripremu kompetentnih stanica i transformaciju................. 10
3.1.6. Otopine za izolaciju i pro¢iS¢avanje DNA..........ccccccovieeii i 11
3.1.7. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli..............cccovvvevivviniinnannn.. 11
3.1.8. KemiKalije 1 @NZIMI c..coivviiiiiiiiiies e 12
3.2 IMBLOOR ...ttt 13
3.2.1. Lancana reakcija polimerazom...........ccceeivveiivieiviie e 13
3.2.2. Restrikcija i modifikacija DNA..........cooe i 13
3.2.3. Gel-eleKtrofOreZa......cc.ueivieiiiiiieiiiee e 13
3.2.4. 1zolacija DNA iz agaroznog gela ........cccccovveeiivieeviie i 14
3.2.5. TaloZenje DNA amonijevim acetatom i etanolom...........c..ccccoeevveenen. 15
3.2.6. Transformacija bakterije Escherichia coli elektroporacijom................. 15
3.2.6.1. Priprema kompetentnih Stanica............cccouveieininiieininnienieenn 15
3.2.6.2. EleKtroporaCija ........ccouveriieiieiiiiiieiie et 15
3.2.7. 1zolacija plazmidne DNA iz bakterije Escherichia coli (mini-prep)......15
4. REZULTATI I RASPRAVA ... oottt 17
4.1. UmnazZanje gena FLR1, ATR1, YAP1 i GSH1 metodom PCR-a.............cec..... 18
4.2. Kloniranje gena ATR1, FLR1, YAPL i GSHL......ccccoiiiiiiiiii e 19
4.3. Restrikcijska analiza konstruiranih plazmida..........cccccooiiiiiiiiiii e 26
5. ZAKLIUCAK ..ottt et 29

B. LITERATURA ... 30



DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Zavrsni rad
Sveu¢iliste u Zagrebu
Prehrambeno - biotehnoloski fakultet
Preddiplomski studij Biotehnologija
Zavod za biokemijsko inzenjerstvo

Laboratorij za biologiju i genetiku mikroorganizama

Kloniranje gena ATR1, FLR1, GSH1 i YAP1 iz kvasca Saccharomyces cerevisiae soj
UWOPS87-2421 u bakteriji Escherichia coli
Kristian Arambasi¢, 6659/BT

Sazetak: Cilj ovog rada bio je klonirati gene ATRI, FLRI, YAPI i GSH] za koje je poznato da
povecavaju otpornost kvasca na razlicite inhibitore rasta i fermentacije. Stoga su navedeni geni
umnozeni lan¢anom reakcijom polimerazom iz soja kvasca Saccharomyces cerevisiae
UWOPS87-2421 koji je otporniji na inhibitore rasta od laboratorijskih sojeva. Produkti
lancane reakcije polimerazom ligirani su s odgovaraju¢im, prethodno lineariziranim
plazmidima (pSP-G2 i pSP-G2-AC) te su ligacijske smjese koriStene za transformaciju
bakterije Escherichia coli. 1z transformiranih bakterija izolirani su plazmidi te je
restrikcijskom analizom dokazano da su od cetiri navedena gena uspjesno klonirani geni
ATRI, YAPI i GSH]I.

Kljuéne rije¢i: ATRI, GSHI, FLRI, YAPI, Kloniranje, Escherichia coli, plazmid,
Saccharomyces cerevisiae, inhibitori rasta i fermentacije

Rad sadrzi: 32 stranice, 12 slika, 6 tablica, 24 literaturnih navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroni¢kom (pdf format) obliku pohranjen u: KnjiZnica
Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta, Kacic¢eva 23, Zagreb

Mentor: izv. prof. dr. sc Ivan-KreSimir Svetec

Pomo¢ pri izradi: dr. sc. Anamarija Stafa, visi asistent

Datum: rujan 2015.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Final work
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Undergraduate studies Biotechnology
Department of Biochemical Engineering

Laboratory of Biology and Microbial Genetics

Cloning genes ATR1, FLR1, GSH1 i YAP1 from yeast Saccharomyces cerevisiae strain
UWOPS87-2421 into bacteria Escherichia coli
Kristian Arambasi¢, 6659/BT

Abstract: The aim of this paper was to clone genes ATRI, FLRI, YAPI and GSHI. These
genes are already known to increase the resistance of yeast Saccharomyces cerevisiae t0
different growth and fermentation inhibitors. Genes ATRI, FLRI, YAPI and GSHI were
amplified by PCR from strain UWOPS87-2421 which shows higher tolerance to the inhibitors
than laboratory strains. PCR products were ligated with corresponding, previously linearized
plasmids (pSP-G2 and pSP-G2-AC) and ligation mixture was used to transform bacteria
Escherichia coli. Restriction analysis of plasmids isolated from transformed bacteria showed
that ATR1, YAPI and GSH1 genes were successfully cloned.

Keywords: ATRI, GSHI, FLR1, YAPI, cloning, Escherichia coli, plasmid, Saccharomyces
cerevisiae, growth and fermentation inhibitors

Thesis contains: 32 pages, 12 figures, 6 tables, 24 references

Original in: Croatian

Final work in printed and electronic (pdf format) version deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: associate prof. Ivan—KreSimir Svetec, Ph.D.

Technical support and assistance: Anamarija Stafa, Ph.D.

Thesis delivered: September 2015



1. UVOD

Podrucje genetickog inzenjerstva jedno je od najbrze rastucih i najperspektivnijih
podru¢ja u industriji i znanosti. Ubrzan razvoj pocinje 1972. godine kada je Paul Berg
konstruirao prve rekombinantne molekule DNA kombiniraju¢i DNA virusa SV40 i DNA
bakteriofaga lambda (Berg i sur., 1972), a jedno od znacajnijih dostignuca bilo je 2010. godine
kada je konstruiran cijeli bakterijski genom (Gibson i sur., 2010). Tehnike manipulacije
molekulama DNA otvorile su put razvoju mnogih znanstvenih disciplina i tehnologija poput
sinteticke biologije i konstrukcije transgenih biljaka i Zivotinja te su u kratkom vremenu
postale glavno orude za poboljSanje i stvaranje novih proizvodnih organizama.

Jedna od primjena genetickog inZenjerstva je i modifikacija sojeva kvasca
Saccharomyces cerevisiae kako bi bili otporniji na inhibitore koji nastaju tijekom razgradnje
lignoceluloznih sirovina. Povecanjem otpornosti kvasca na inhibitore rasta i fermentacije,
povecava se produktivnost i ekonomska isplativost procesa proizvodnje etanola iz
lignoceluloznih sirovina. U prijaSnjim istrazivanjima dokazano je da prekomjernom
ekspresijom gena FLRI kvasac postaje otporniji na inhibitore koniferil aldehid i HMF (5-
hidroksimetil-2-furanaldehid). Prekomjernom ekspresijom gena ATR! kvasac postaje otporniji
na koniferil aldehid, a prekomjernom ekspresijom gena Y4API na koniferil aldehid, HMF i
hidrolizat smreke koji sadrzi veliki broj razli¢itih inhibitornin komponenti (Alriksson i sur.,
2010). Takoder, dokazano je da pojacana ekspresija gena GSH1, koji je ukljucen u metabolicki
put glutationa, opcenito podiZe otpornost kvasca na inhibitore nastale tijekom proizvodnje
etanola iz lignoceluloznih sirovina (Ask i sur., 2013).

Cilj ovog rada bio je klonirati gene FLRI, ATRI i YAPI u plazmid pSP-G2 i gen GSH1
u plazmid pSP-G2-AC. Navedeni geni umnoZeni su lancanom reakcijom polimerazom iz
genoma kvasca Saccharomyces cerevisiae S0 UWOPS87-2421 koji je otporniji na inhibitore
rasta i fermentacije od laboratorijskih sojeva, a kao mikroorganizam domacin KkoriStena je
bakterija Escherichia coli. Konstruirani plazmidi koristit ¢e se sklopu projekta u Laboratoriju
za biologiju i genetiku mikroorganizama na Prehrambeno-biotehnoloSkom fakultetu za
istrazivanje otpornosti kvasca Saccharomyces cerevisiae na razlicite inhibitore koji nastaju

razgradnjom lignoceluloznih sirovina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Tehnologija rekombinantne DNA

Tehnologija rekombinantne DNA, odnosno geneti¢ko inZenjerstvo je skup tehnika koje
omogucéuju uvodenje tocno odredenih genetickih promjena u Zivoj stanici ili organizmu.
Pomocu tehnika geneti¢kog inZenjerstva konstruiraju se nove molekule DNA kombiniranjem
dviju ili viSe razli¢itih molekula DNA, odnosno njihovih fragmenata. Polazne molekule DNA
mogu potjecati iz istog ili viSe razli¢itih organizama, no pri tome treba obratiti pozornost na
razlike izmedu genetickog materijala prokariotskih i eukariotskih organizama. Princip
konstrukcije rekombinantnih molekula DNA bazira se na ugradnji Zzeljenog fragmenta
molekule DNA, kojeg nazivamo insert, u vektor. Vektori su molekule DNA u koje se
jednostavno moZze insertirati fragment DNA u svrhu umnaZanja u stanici domacina. Tehnike
koje se pritom neizostavno koriste su cijepanje DNA pomocu restrikcijskih enzima i ligacija
pocijepanih molekula DNA pomo¢u DNA-ligaza.

Tehnologija rekombinantne DNA danas je vrlo raSirena te nalazi primjenu u
biotehnologiji, medicini te fundamentalnim i primjenjenim znanstvenim istraZzivanjima. U
biotehnologiji se koristi za proizvodnju farmaceutika, povecanje prinosa odredenog metabolita,
konstrukciju geneticki modificiranih biljaka te poboljSanje svojstava hrane i drugih
industrijskih proizvoda. U medicini se koristi za razvoj novih lijekova, cjepiva te proizvodnju
hormona i proteina.

Neki primjeri primjene tehnologije rekombinantne DNA su: (i) zamjena inzulina
izoliranog iz zivotinja Kkoji je izazivao imunosni odgovor s humanim inzulinom umetanjem
ljudskog gena za inzulin u bakteriju Escherichia coli ili kvasac Saccharomyces cerevisiae; (ii)
Gen za Bt toxin iz bakterije Bacillus thuringiensis uveden u viSe od 50 biljnih vrsta (Adang,
1991, Gelernter, 1990), a ekspresija ovog gena pruZa zaStitu od insekata; (iii) uvedena je
biotehnoloSka proivodnja humanog hormona rasta pomocu bakterije Escherichia coli kao

zamjena za tehnicki zahtjevno, skupo i riskantno proc¢iS¢avanje iz hipofize.

2.2. Plazmidi
Najces¢i vektori u tehnologiji rekombinantne DNA su plazmidi, odnosno kruzne
dvolan¢ane molekule DNA ¢ija velic¢ina varira od nekoliko tisu¢a parova baza do vise od 100
kilobaza, a u prirodi se nalaze u prokariotskim organizmima, kvascima i nekim viSim

eukariotima. Takvi plazmidi sadrZe vlastito ishodiSte replikacije $to znaci da se repliciraju



neovisno o kromosomskoj DNA te je njihov broj kopija u stanici reguliran razli¢itim
mehanizmima.

Plazmidi koji se koriste kao vektori trebaju imati ove Kkarakteristike: (i) mala
molekulska masa; (ii) prisutnost u velikom broju kopija u stanici; (iii) samostalna replikacija;
(iv) jednostavna izolacija; (v) jednostavna selekcija stanica koje sadrze vektor; (vi) jednostavna
selekcija vektora koji sadrze insert; (vii) postojanje polilinkera.

Polilinker ili Multiple Cloning Site (MCS) je segment DNA veli¢ine nekoliko desetaka parova
baza, a ponekad i viSe od 100 parova baza, koji moze sadrzavati desetak jedinstvenih
restrikcijskih mjesta i izuzetno je koristan u genetickom inzZenjerstvu zbog Sirokog izbora
restrikcijskih mjesta u koja se moze uklonirati insert. Za selekciju stanica koje sadrze vektor
upotrebljavaju se geneticki markeri koji kodiraju za rezistenciju na odredeni antibiotik ili za
sintezu odredene tvari rasta za koju je koriSteni mikroorganizam auksotrof. Za selekciju
vektora koji sadrzi insert najceSc¢e koriStena metoda je a-komplementacija (Ullmann i sur.,
1968). Ova metoda temelji se na komplementaciji izmedu 3'- i 5'-kraja gena lacZ koji kodira za
B-galaktozidazu. Aktivni oblik B-galaktozidaze je tetramer i hidrolizira laktozu na glukozu i
galaktozu. Uklanjanjem aminokiselina 11 do 41 iz B-galaktozidaze (lacZAM15 mutacija u
genomu bakterije Escherichia coli) ovaj enzim viSe ne moze formirati tetramer i zbog toga vise
nije funkcionalan (Langley i sur., 1975), no transformacijom bakterije Escherichia coli koja
sadrZi ovu mutaciju plazmidom u koji je ukloniran fragment DNA koji kodira za aminokiseline
1 do 59 p-galaktozidaze, dolazi do komplementacije i stvaranja funkcionalnog enzima
(Ullmann i sur., 1978, Langley i sur., 1975). U slucaju uspjeSne a-komplementacije, narasle
kolonije ¢e nakon dodatka 5-bromo-4-kloro-3-indoil-p-D-galaktopiranozida (X-gal) koji je
supstrat za (-galaktozidazu i izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG) koji je induktor
operona lacZ, biti plave boje. Plavo obojenje kolonija se javlja zbog cijepanja X-gal-a na
galaktozu i 5-bromo-4-kloro-3-hidroksiindoil (iz kojeg spontano nastaje plavi netopljivi
produkt). Insertiranje odredenog fragmenta DNA u polilinker uzrokuje inaktivaciju gena lacZ

(pomicanjem okvira ¢itanja gena ili pojavom STOP kodona) te nastaju kolonije bijele boje.

2.3. Enzimi koji se koriste u geneti¢kom inZenjerstvu
2.3.1. Restrikcijske endonukleaze
Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju i cijepaju fosfodiesterske veze u
molekuli DNA u palindromskim slijedovima nukleotida, a koriste se za cijepanje Zeljenih
fragmenata DNA, linearizaciju vektora i restrikcijsku analizu (Roberts i sur., 2003). Palindromi

su kratke, specifi¢ne i simetri¢ne sekvencije unutar molekule DNA ¢iji komplementarni lanci,



u smjeru iste polarnosti, imaju isti redoslijed nukleotida. Postoji puno restrikcijskih enzima koji
prepoznaju razlicite palindrome te su zbog toga vrlo korisni u tehnologiji rekombinantne DNA,
a izoliraju se iz bakterija i arheja gdje su sastavni dio restrikcijsko-modifikacijskih sustava koji
sluZe za obranu od virusa. Da bi restrikcijski enzimi postali komercijalno dostupni potrebno je
koriStenjem metoda genetickog inzenjerstva Kklonirati gen koji kodira za sintezu odredenog
restrikcijskog enzima u bakteriju Escherichia coli.

2.3.2. DNA-ligaze
DNA-ligaze su enzimi koji kataliziraju povezivanje OH-skupine na 3'-kraju i fosfatne

skupine na 5'-kraju molekule DNA formiranjem fosfodiesterskih veza (Shuman, 2009). Ovi
enzimi u stanicama eukariota i prokariota odgovorni su za ligaciju (spajanje) jednolancanih i
dvolan¢anih lomova u DNA te imaju vaznu ulogu u replikaciji molekula DNA. Zbog njihove
mogucnosti da povezuju fragmente DNA, DNA-ligaze neizostavni su enzimi u genetickom
inZenjerstvu. NajceSc¢e koristene ligaze u genetickom inZenjerstvu su T4 DNA-ligaza koja je
izolirana iz bakteriofaga T4 i DNA-ligaza izolirana iz bakterije Escherichia coli. T4 DNA-
ligaza moze ligirati ravne i komplementarne isturene krajeve DNA oligonukleotida, RNA i
RNA-DNA hibrida, no ne i jednolan¢anih nukleinskih kiselina te joj je za aktivnost neophodan
ATP kao kofaktor. DNA-ligaza izolirana iz bakterije Escherichia coli djeluje samo na
komplementarne isturene krajeve DNA te joj je za aktivnost potreban NAD" kao kofaktor.

2.3.3. Alkalna fosfataza

Alkalna fosfataza je hidrolaza koja vrsi defosforilaciju, odnosno uklanja fosfatnu grupu
sa nukletioda, proteina i alkaloida. Primjena ovog enzima u genetickom inzenjerstvu obuhvaca
uklanjanje fosfata sa 5'-kraja DNA kako bi se sprijecila religacija pocijepane DNA ili kako bi
se molekula DNA odrzala u linearnom obliku te uklanjanje fosfata sa 5'-kraja kako bi se
kasnije provelo oznacivanje krajeva DNA pomo¢u radioaktivnog fosfata.

2.3.4. DNA-polimeraze

DNA-polimeraze su enzimi koji kataliziraju sintezu dvolancane molekule DNA iz
jednolan¢ane DNA (kalup). Oni djeluju tako da produZzuju 3'-OH kraj ve¢ postojeceg kratkog
slijeda nukleotida (pocetnica) komplementarnim sparivanjem baza s kalupom DNA. Pocetnice
su komplementarno vezane na kalup i bez postoje¢e OH skupine na 3'-kraju sinteza ne moze
poceti. Od polimeraza koje se koriste u genetickom inzenjerstvu vazno je spomenuti
termostabilne polimeraze koje se koriste za sintezu dvolancane DNA pomocu lan¢ane reakcije
polimerazom (engl. PCR — Polymerase Chain Reaction) i Klenow fragment. Taq polimeraza je
termostabilna polimeraza izolirana iz termofilne bakterije Thermus aquaticus, a optimalna

temperatura joj je 75 °C do 80 °C (Lawyer i sur., 1993). Ova polimeraza specifi¢na je po tome



Sto na dvolancanoj molekuli DNA koja je produkt lancane reakcije polimerazom ostavlja 3'-A
isturene krajeve. Jedan od nedostataka Taq polimeraze je to Sto nema lektoriraju¢u aktivnost te
zbog toga ima nisku preciznost sinteze DNA. Lektorirajuca aktivnost jako povecava preciznost
sinteze molekula DNA pomo¢u DNA-polimeraze jer ako DNA-polimeraza ugradi pogreSan
nukleotid, ona zaustavlja sintezu DNA, uklanja posljednji pogresno ugradeni nukleotid i
zamjenjuje ga ispravnim. Klenow fragment je modificirana DNA polimeraza | iz bakterije
Escherichia coli kojoj je jedna podjedinica uklonjena te stoga pokazuje 5'-3' polimeraznu i 3'-5'
egzonukleaznu aktivnost u odnosu na DNA polimerazu | koja ima i 5'-3' egzonukleaznu
aktivnost. Metodama genetickog inZenjerstva konstruirane su termorezistentne DNA
polimeraze koje imaju lektoriraju¢u aktivnost i koje mogu ugradivati modificirane nukleotide u
DNA, a jedna od polimeraza koje su konstruirane tako da imaju lektoriraju¢u aktivnost je

polimeraza Q5.

2.4. Bakterija Escherichia coli

Bakterija Escherichia coli jedan je od najistrazenijih i najceSée koristenih
mikroorganizama u molekularnoj biologiji i genetickom inZenjerstvu. lako postoje nekKi
patogeni sojevi koji mogu uzrokovati probleme u urogenitalnom traktu, u genetickom
inZenjerstvu Koriste se nepatogeni sojevi (npr. Escherichia coli soj K12). Escherichia coli je
gram-negativna, fakultativno anaerobna, Stapicasta bakterija iz porodice Enterobacteriae koju
nalazimo u donjem probavnom traktu toplokrvnih organizama (Singleton, 1999). Ona je
nesporogen mikroorganizam dug oko 2 pm, promjera 0.25 do 1 um. Ova bakterija se u
laboratorijskim uvjetima moze uzgajati na krutoj i tekucoj hranjivoj podlozi koja sadrzi izvor
ugljika, dusika, fosfora i soli potrebnih za rast te ima generacijsko vrijeme od oko 20 minuta
pri optimalnoj temperaturi od 37 °C. Genom laboratorijskog soja Escherichia coli soj K12
sekvenciran je 1997. godine i sastoji se od kruzne dvolancane molekule DNA dugacke 4,6
milijuna parova baza (Blattner i sur., 1997).

Stanice bakterije Escherichia coli izmjenjuju genetski materijal horizontalnim i
vertikalnim prijenosom gena. Vertikalni prijenos gena je prijenos genetskog materijala s jedne
generacije na drugu bioloskim procesom diobe, a horizontalni prijenos gena je prijenos
genetskog materijala izmedu razli¢itih stanica iste ili razlicite vrste transformacijom,
konjugacijom i transdukcijom. Transformacija oznacava prijenos DNA ulaskom slobodne
DNA u stanicu bez potrebe za direktnim kontaktom izmedu stanica ili nekim drugim
posrednikom (npr. virus), a stanice koje su sposobne prihvatiti molekule DNA iz svog okolisa

nazivaju se kompetentne stanice. Stanice bakterije Escherichia coli nisu prirodno kompetentne,



ve¢ ih se mora odredenim laboratorijskim postupcima uciniti kompetentnima. Transformacija
se u laboratoriju najceSce izvodi postupkom elektroporacije gdje se pomocéu kratkog
elektri¢nog pulsa visokog napona plazmidna DNA unosi u kompetentne stanice (Dower i sur.,
1988).

2.5. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

PCR (Polymerase Chain Reaction) je metoda koja omogucava umnaZanje to¢no
odredenog dijela DNA. Metoda je razvijena 1983. godine te je od tada nezamjenjiva tehnika u
svakom molekularno-genetickom ili molekularno-bioloskom laboratoriju. Pomocu lanc¢ane
reakcije polimerazom mogu se umnoziti fragmenti DNA dugacki 100 parova baza do 10
kilobaza, iako postoje metode kojima se moze umnoziti i do 40 kilobaza (Cheng i sur., 1994).
Za provodenje PCR-a potreban je DNA kalup, minimalno dvije pocetnice,
deoksiribonukleotidi, termostabilna DNA-polimeraza, pufer za DNA-polimerazu i PCR uredaj.
Pocetnice su oligonukleotidi dugacki 12 do 30 nukleotida koji se komplementarno sparuju s
DNA kalupom lijevo i desno od regije koju Zelimo umnoziti tako da su 3'-krajevi pocetnica
okrenuti jedan prema drugome. Termostabilna DNA-polimeraza potrebna je jer zadrZava svoju
aktivnost nakon izlaganja visokim temperaturama tijekom lanc¢ane reakcije polimerazom i na
taj nac¢in pojednostavljuje postupak i omogucuje vecu u¢inkovitost PCR-a (Saiki i sur., 1988).

Jedan ciklus reakcije sadrZi tri koraka: (i) denaturacija DNA kalupa, odnosno pucanje
vodikovih veza izmedu komplementarno sparenih baza djelovanjem visoke temperature, ovaj
korak traje 30 sekundi na temperaturi 94 °C do 95 °C; (ii) komplementarno sparivanje
pocetnica na DNA kalup lijevo i desno od ciljane regije za umnazanje , ovaj korak traje do 1
minutu na temperaturi 50 °C do 65 °C (5 °C do 20 °C ispod Ty vrijednosti pocetnica); (iii)
sinteza DNA pomocu termostabilne DNA polimeraze, sinteza DNA se provodi na temperaturi
70 °C do 72 °C, a vrijeme provodenja ovisi o duljini fragmenta (oko 1min / kb). Ciklus se
ponavlja 25 do 35 puta ovisno o Zeljenoj kolicini DNA te se prije prvog ciklusa provodi
pocetna denaturacija DNA na temperaturi 94 °C do 95 °C tijekom 5 minuta, a nakon zadnjeg

ciklusa zavrsna sinteza DNA na temperaturi 70 °C do 72 °C tijekom 10 minuta.

2.6. Gel-elektroforeza nukleinskih kiselina
Gel-elektroforeza nukleinskih kiselina je tehnika koja se najceS¢e Kkoristi za
razdvajanje fragmenata DNA i RNA molekula na temelju njihove duljine odnosno molekulske
mase, ali pri odredenim uvjetima brzina migracije nukleinskih kiselina ovisi o0 njihovoj

tercijarnoj strukturi i GC/AT sastavu. Ova tehnika primjenjuje se u dijagnosti¢cke svrhe za



provjeru bilo kojeg koraka tijekom kloniranja i preparativne svrhe za izolaciju zeljenog
fragmenta DNA. Gel-elektroforeza provodi se u elektricnom polju u kojem fragmenti
nukleinskih kiselina, s obzirom da su negativno nabijeni, migriraju prema pozitivnom polu
kroz neki nosac¢ uronjen u pufer koji sluzi kao elektrolit.

Kraci fragmenti, odnosno manje molekule DNA, migriraju brze jer lakSe prolaze kroz
pore nosaca. Brzina kojom se fragmenti kre¢u kroz nosac¢ ovisi o0 mnogo faktora. Jedan od
faktora je koncentracija nosaca; Sto je koncentracija nosaca veca, to je kretanje fragmenata
DNA sporije. Konformacija nukleinskih kiselina takoder ima veliki utjecaj na brzinu kretanja;
na primjeru migracije plazmida kroz nosa¢ mozemo zakljuciti da kruzne molekule koje sadrze
jednolancani lom (konformacija otvorenog kruga) putuju najsporije, kruzne molekule u
superzavijenoj konformaciji putuju najbrzZe, a linearne molekule putuju brZze od konformacije
otvorenog kruga, ali sporije od superzavijene konformacije.

Kao nosaci za gel-elektroforezu najéeSce se koriste agarozni gel i poliakrilamidni gel.
Agarozni gel se koristi u koncentracijama 0.3 % do 2 (rijetko 5) %, a omogucava razdvajanje
fragmenata nukleinskih kiselina veli¢ine 100 parova baza do 25 kilobaza. Poliakrilamidni gel
koristi se u koncentracijama 3,5 % do 20 %, a omogucava razdvajanje fragmenata DNA i RNA
koje se razlikuju u velicini za samo jedan nukleotid. Gel-elektroforeza u kojoj se koristi
poliakrilamidni gel kao nosa¢ najceSc¢e se provodi u denaturiraju¢im uvjetima. Tijekom
nanoSenja uzoraka u jazice gela, zajedno sa uzorkom nukleinskih kiselina, nanosi se i
migracijsko bojilo. Migracijska bojila sadrze komponente cije su brzine migracije kroz
nosac¢ ekvivalentne sa brzinom migracije dvolan¢ane DNA odredene duljine te se prema tome
odreduje kada treba zaustaviti gel-elektroforezu kako uzorak ne bi izaSao iz gela. Za
vizualizaciju nukleinskih kiselina u gelu koristi se otopina etidij-bromida (Olmsted 11, Kearns,
1977). Etidij-bromid interkalira u strukturu dvostruke zavojnice DNA, a vezanjem s DNA
njegova fluorescencija se pojacava. Ova fluorescencija postaje vidljiva pod UV svjetlom jer
etidij bromid apsorbira UV svjetlost i kao odgovor na ovu ekscitaciju emitira narancastu

svjetlost.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Mikroorganizmi
Za pripremu kompetentnih stanica i transformaciju konstruiranim plazmidima koristena
je bakterija Escherichia coli soj DH5a genotipa upE44AlacU169 (480 lacZ AM15) hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 reld1 (,,Stratagene”, La Jolla, CA, SAD).

Za izolaciju genomske DNA i umnozavanje gena FLRI, ATRI, YAPI i GSHI
lancanom reakcijom polimerazom koriSten je Kkvasac Saccharomyces cerevisiae $0j
UWOPS87-2421 izoliran iz cvijeta kaktusa Opuntia megacantha na Havajima (Liti i sur.,
2009, Cubillos i sur., 2009), a kupljen je od National Collection of Yeast Cultures (Norwich,

Ujedinjeno Kraljevstvo)

3.1.2. Plazmidni vektori

Koristena su dva plazmidna vektora, pSP-G2 (Slika 1.) i pSP-G2-AC (Slika 2.). Oba
plazmida sadrZze ishodiSte replikacije (ori) koje omoguéuje umnoZavanje u bakteriji
Escherichia coli, regiju URA3 koja omogucuje selekciju transformanata kvasca Saccharomyces
cerevisiae te gen koji kodira za p-laktamazu (bla) koja omogucuje selekciju transformanata
bakterije Escherichia coli zahvaljuju¢i njihovoj rezistenciji na antibiotik ampicilin. Jedina
razlika izmedu ova dva plazmida je ta da plazmid pSP-G2 sadrzi 2 ishodiSte replikacije (2u
ori) dok je u plazmidu pSP-G2-AC ova regija metodama geneti¢kog inZenjerstva zamijenjena
sa regijom ARS/CEN. Proteini za koje kodira 2u ishodiste replikacije odgovorni su za
odrzavanje visokog broja kopija plazmida u stanici, a regija ARS/CEN odgovorna je za

odrzavanje niskog broja kopija plazmida u stanicama.



pEP-G2

7351 b

Sacl (z192)
MotD [z236)

(3728) Nhel BamHI (3854)

Slika 1. Mapa plazmida pSP-G2. Oznacene su regije DNA i restrikcijska mjesta relevantna za ovaj rad.

pSP-G2-AC
6527 bp

(3752) Nhel
(3660) BamHI

Slika 2. Mapa plazmida pSP-G2-AC. Oznacene su regije DNA i restrikcijska mjesta relevantna za ovaj

rad.

3.1.3. Oligonukleotidi

U ovom radu koriSteno je 8 oligonukleotida ¢iji je pregled dan u tablici 1. Navedeni
oligonukleotidi koriSteni su kao pocetnice za umnazanje gena ATRI, FLRI, YAPI i GSHI
lancanom reakcijom polimerazom.



Tablica 1. Oligonukleotidi koriSteni za umnaZanje gena FLRI, ATRI, YAPI i GSHI lan¢anom
reakcijom polimerazom. U stupcu ,,SEKVENCIA (5'-3")“ velikim slovima su istaknuta odgovarajuca
restrikcijska mjesta, a u stupcu ,,RESTRIKCIIJSKI ENZIM* restrikcijski enzim koji prepoznaje to
restrikcijsko mjesto.

GC
OLIGONUKLEOTID SEKVENCIJA (5'-3%) RESTRIKCIISKI ubIO ™m
ENZIM (°C)
(%)
ScFLR1-r gagaGAGCTCctactcctctgtgtacgaag Sacl 53 63
ScFLR1-f 0agaGCGGCCGCtatggtatacacttcaacgt Notl 53 67
SCATR1-r gagaGCTAGCctaagccacagtgcaatcg Nhel 55 66
SCATR1-f gagaGGATCCatgggcaatcagtcattagt BamHI 47 63
SCYAPL-r gagaGCTAGCccqgctttagttcatatgct Nhel 48 63
ScYAP1-f gagaAGATCTatgagtgtgtctaccgce Bglll 50 58
ScGSH1-r 0aggACTAGTaggagtttaacatttgctttc Spel 39 55
ScGSH1-f gagaAGATCTatgggactcttagctttgg Bglll 45 56

3.1.4. Otopine za gel-elektroforezu
TBE-pufer (10x):

Tris 108 g

Borna kiselina 55¢

EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 mL

Destilirana voda do 1000 mL
Boja za nanoSenje uzoraka (6x):

Bromfenol-plavo 0,259

Ksilen cijanol FF 0,259

Glicerol 30,09

EDTA (0,5 M; pH 8,0) 20 mL

SDS 10¢g

Destilirana voda do 1000 mL

Agarozni gel (0,8 %):
0,8 g agaroze otopi se u 100 mL TBE-pufera (1x)

Etidij bromid:
Osnovna otopina se pripremi u koncentraciji od 10 mg/mL, ne sterilizira se i ¢uva se pri
4°C u tamnoj boci. Pri otapanju je obavezna upotreba dvostrukih nitrilnih rukavica.
Otopina za vizualizaciju DNA se priprema dodatkom 50 pL osnovne otopine na 1 L
destilirane vode i takoder se ¢uva u tamnoj boci.

3.1.5. Otopine za pripremu kompetentnih stanica i transformaciju:

Glicerol (10 vol%):
Pro analysi, predestiliran, razrijeden s vodom u omjeru 1:9. Sterilizira se
autoklaviranjem na 121°C, 15 minuta, ¢uva se na 4 °C.
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3.1.6. Otopine za izolaciju i proc¢iséavanje DNA:

Amonijev acetat (8 M):
61,66 g amonijevog acetata se otopi u 100 mL destilirane vode. Otopina se sterilizira
filtracijom i ¢uva na 4°C.

RNA-za:
Ribonukleaza A otopi se u 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) i 15 mM natrijevu kloridu do
konac¢ne koncentracije 10 mg/mL i zagrije 15 minuta u kipu¢oj vodenoj kupelji. Nakon
hladenja na sobnu temperaturu ¢uva se na -20°C.

Kalijev acetat (3 M):
KoriStena otopina je 3 M u odnosu na kalij i 5 M u odnosu na acetat, a pripravlja se
tako da se u 60 mL 5 M otopine kalijeva acetata doda 11.5 mL ledene octene kiseline i
28.5 mL vode. Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva na 4°C.

GTE-pufer:

glukoza 50 mM

EDTA 10 mM

Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM

Priprema se iz sterilnih otopina neposredno prije upotrebe.
NaOH/SDS:

NaOH 200 mM

SDS 10 g/L

Otopina se ne sterilizira. Priprema se neposredno prije upotrebe.

3.1.7. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli
LB (kompletna podloga):

Bacto-tripton 10,0 g/L
Kvascev ekstrakt 5,00/L
Natrijev klorid 10,0 g/l

Ampicilin se dodaje u sterilnu podlogu iz osnovne otopine sterilizirane filtracijom
(koncentracija 20 mg/mL) do konac¢ne koncentracije od 50 pg/mL za krutu podlogu
koja je ohladena na 58 °C, odnosno do konacne koncentracije od 100 pg/mL za tekuéu

podlogu.

SOC:
Bacto-tripton 2,0 mg
Kvascev ekstrakt 500 mg
NaCl 60 mg
KCI 20 mg
MgCl, 200 mg
MgSO, x 7H,0 250 mg
Glukoza 360 mg
Destilirana voda do 100 mL
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3.1.8. Kemikalije i enzimi

Agaroza: BMA

DNA bakteriofaga A: Fermentas

EDTA: Carlo Erba Reagents, Rodano, Italija

Etidij bromid: SIGMA

Tris: Carlo Erba Reagents, Rodano, Italija

Amonijev acetat: Kemika, Zagreb

Glicerol: Carlo Erba Reagents, Rodano, Italija

Komplet kemikalija za PCR: New England Biolabs, Beverly
Komplet kemikalija za izolaciju DNA iz gela: Qiagen, SAD
Borna kiselina: Fisher

Izopropanol: Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
Deoksiribonukleotidi: New England Biolabs (NEB)

Q5 polimeraza: NEB

T4 DNA-ligaza: NEB

FastAP fosfataza: NEB

Izopropanol: Gram-mol, Zagreb, Hrvatska

Apsolutni etanol: Novokem, Zagreb

Ribonukleaza A: Sigma Chemical Co., St. Louis

SDS: Merck, Hohenbrunn, Njemacka
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3.2. Metode

3.2.1. Lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction - PCR)

Metodom lanc¢ane reakcije polimerazom umnoZeni su geni FLRI1, ATRI, YAPI i GSHI
iz genoma kvasca Saccharomyces cerevisiae s0j UWOPS87-2421. Oligonukleotidi koji su
koristeni kao pocetnice navedeni su i opisani u tablici 1., a uvjeti pri kojima se PCR provodio

navedeni su u tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti provodenja PCR-a s polimerazom Q5

KORAK TEMPERATURA TRAJANJE
Pocetna denaturacija 94°C 4 minute
Denaturacija 94 °C 40 sekundi

Za ATRI 62 °C
- _ ZaFLRI58°C _
Komplementarno sparivanje pocetnica 20 sekundi
Za GSHI159 °C

Za YAPI 60 °C

Sinteza DNA 72°C 1 minuta i 15 sekundi
Zavrsna sinteza 72 °C 5 minuta
Hladenje 22 °C 2 minute

3.2.2. Restrikcija i modifikacija DNA

Restrikcijski enzimi, T4 DNA-ligaza i DNA fosfataza koriSteni su prema uputama
proizvodaca.

3.2.3. Gel-elektroforeza

U ovome radu koristena je horizontalna agarozna gel-elektroforeza. Koristen je 0,8 % -
tni agarozni gel dobiven otapanjem 0,8 g agaroze u 100 mL TBE pufera u tikvici. Kako bi se
agaroza u potpunosti otopila u TBE puferu, tikvicu valja zatvoriti i zagrijavati, a kada se
otopina razbistri, tikvica se ostavi da se ohladi na oko 60 °C. Ohladena otopina agaroze ulije se
u kadicu za elektroforezu (Bio-Rad, SAD) koja se prethodno detaljno ocisti, oblijepi
samoljepivom trakom i u koju se umetne ceslji¢ za tvorbu jazica. Nakon Sto se gel skrutne,
uklone se trake i izvuce ¢eslji¢, te se kadica stavi u uredaj za elektroforezu u koji se ulije pufer
TBE kako bi se prekrio ¢itavi gel (Slika 3). U svrhu vizualnog pracenja elektroforeze uzorci
DNA pomijeSaju se s migracijskim bojilom u omjeru 6:1 te se takva smjesa nanese
mikropipetom u jazicu gela. U dijagnosticke svrhe elektroforeza se u ovom radu provodila pri
naponu od 70 V u vremenu od oko 1 sat, a u preparativne svrhe postupak elektroforeze se

provodio pri naponu 10 do 40 V kroz 10 do 16 sati. Nakon zavrSene elektroforeze, gel se
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inkubira u otopini etidijevog bromida 15 do 20 min, osvijetli UV svjetlos¢u na

transiluminatoru i fotografira kroz crveni filtar.

Slika 3. Kadica za gel-elektroforezu proizvoda¢a Bio-Rad. Uzorci DNA naneseni su u jaZice
mikropipetom.

3.2.4. Izolacija DNA iz agaroznog gela

Nakon provedene preparativne gel-elektroforeze, vrpca DNA izreZe se iz gela pomocu
Spatule i stavi u eppendorf kivetu (mikrokivetu) od 1,5 mL te se u mikrokivetu ulije pufer QX1
¢iji volumen ovisi o veli¢ini fragmenta DNA koji se Zeli izolirati iz gela. Za fragmente DNA
veli¢ine 100 pb do 4 kb dodaje se 3 volumena pufera QX1 u odnosu na volumen izrezanog gela
(gel se izvaZze te se uzima da je masa od 1 g jednaka volumenu od 1 mL). Potom se u
mikrokivetu doda suspenzija kuglica QIAEX Il (10 pL za masu DNA < 2 pg) i promijesa
mikropipetom. Dobivena suspenzija inkubira se 10 minuta na temperaturi od 50 °C uz
povremeno mijeSanje na vorteksu kako bi se agarozni gel u potpunosti otopio te se zatim
centrifugira 3 minute na 5000 okretaja min™. Nakon centrifugiranja odbacuje se supernatant,
dodaje 500 pL pufera QX1 u mikrokivetu i resuspendira talog mikropipetom. Potom se ova
suspenzija centrifugira 3 minute na 5000 okretaja min™. Nakon centrifugiranja odlije se
supernatant, doda 500 pL pufera PE uz resuspendiranje taloga mikropipetom te se jo$ jednom
centrifugira i odlije supernatant nakon zavrSetka centrifugiranja (dodavanje pufera PE,
centrifugiranje i odlijevanje supernatanta ponavlja se jo$ jednom). Talog koji je ostao u
mikrokiveti nakon zadnjeg centrifugiranja susi se na zraku dok ne poprimi bijelu boju te se
zatim u mikrokivetu dodaje 20 pL pufera TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH=8) ili vode
kako bi eluirali DNA sa kuglica. Dobivena suspenzija inkubira se 5 minuta na sobnoj
temperaturi (fragmenti DNA < 4 kb) ili 5 minuta na 50 °C (fragmenti DNA veli¢ine 4 do 10
kb). Nakon inkubacije, suspenzija se centrifugira 3 minute na 5000 okretaja min™ i supernatant,

u kojem se nalazi prociS¢ena DNA, se otpipetira mikropipetom u ¢istu mikrokivetu.
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3.2.5. Talozenje DNA amonijevim acetatom i etanolom

Odredenom volumenu otopine DNA doda se 1/3 volumena amonijeva acetata (8,0 M) i
8/3 volumena apsolutnog etanola i ostavi 4 do 16 sati na temperaturi od -20 °C. Zatim slijedi
centrifugiranje pripremljene otopine 20 minuta na 11000 okretaja min™ pri temperaturi od 4
°C. Supernatant se odlije te se zaostale kapljice u mikrokiveti odsiSu vakuum sisaljkom. Talog
DNA se susi u blizini plamenika nakon ¢ega se u mikrokivetu doda Zeljeni volumen sterilne

deionizirane vode ili pufera TE i ostavi 20 minuta na 70 °C kako bi se talog DNA otopio.

3.2.6. Transformacija bakterije Escherichia coli elektroporacijom
3.2.6.1. Priprema kompetentnih stanica

Jednom kolonijom bakterije Escherichia coli nacijepi se 500 mL tekuce hranjive
podloge te se kultura inkubira na tresilici pri 300 okretaja min™ i 37 °C do trenutka kada ODgoo
suspenzije dosegne vrijednost 0,5 do 0,7. Od ovog koraka nadalje sve manipulacije koje
ukljuc¢uju stanice provode se na ledu te se koriste ohladene otopine. Suspenzija stanica se
centrifugira 15 minuta na 4000 okretaja min™ i 4 °C, nakon &ega se talog ispire u hladnom 10
% -tnom glicerolu, najprije u volumenu od 500 mL, zatim u volumenu od 250 mL i naposljetku
u volumenu od 20 mL. Pelet stanica resuspendira se u 1 do 2 mL hladnog 10 %-tnog glicerola,
a suspenzija stanica se razdijeli u alikvote volumena 40 pL koji se pohrane na temperaturu od
-70 °C.

3.2.6.2. Elektroporacija

Neposredno prije elektroporacije zaledena suspenzija stanica se otopi na ledu te se doda
1 do 2 pL DNA otopljene u puferu male ionske jakosti. Nakon toga, suspenzija se promijesa
mikropipetom, ostavi na ledu 1 minutu i prenese u prethodno na ledu ohladenu Kivetu za
elektroporaciju. Kiveta se umetne u elektroporator i kroz nju se provede visokovoltazni puls od
2,5 kV u trajanju od 5 milisekundi nakon kojeg se suspenzija stanica brzo prenese u 1 mL
medija SOC i promijeSa mikropipetom. Suspenzija elektroporiranih stanica ostavi se 1 sat u
tresilici koja rotira brzinom od 300 okretaja min™ pri 37 °C. Nakon inkubacije 50 pL
suspenzije nacijepi se na krutu LB hranjivu podlogu s ampicilinom. Preostalih 950 pL
suspenzije centrifugira se 5 minuta na 3000 okretaja min™, nakon centrifugiranja odbaci se 600
uL supernatanta te se talog resuspendira mikropipetom i nacijepi na osuSenu LB hranjivu
podlogu s ampicilinom. Nacijepljene ploce inkubiraju se dva dana na temperaturi od 37 °C.

3.2.7. Izolacija plazmidne DNA iz bakterije Escherichia coli (mini-prep)
Alikvot bakterijske kulture volumena 3 mL centrifugira se 1 minutu na 10000 okretaja min™.

Supernatant se odbacuje, a talog stanica se otopi u 120 uL hladnog pufera GTE. Suspenzija
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stanica se inkubira 2 minute u ledu te se zatim u suspenziju dodaju 240 pL hladnog
NaOH/SDS i 360 pL hladnog kalijevog acetata (nakon svakog koraka suspenzija se promijesa
okretanjem mikrokivete). Zatim se suspenzija hladi na ledu 10 minuta i centrifugira 10 minuta
na 11000 okretaja min™ i 4 °C. Talog proteina se odbacuije, a dio supernatanta volumena 650
ML odvaja se u praznu mikrokivetu te se mijeSa s 390 pL izopropanola okretanjem
mikrokivete. Otopina se centrifugira 20 minuta na 10000 okretaja min™ i 4 °C, nakon &ega se
odlije supernatant. Vakuum sisaljkom se odsiSe ostatak supernatanta iz mikrokivete te se talog
stanica susi uz plamenik 10 do 15 minuta. Potom se u mikrokivetu dodaje 200 pL pufera TE s
RN-azom i ostavi 5 minuta na temperaturi od 70 °C. Suspenzija stanica se promijeSa
mikropipetom i ponovno ostavi 5 minuta na 70 °C kako bi se talog stanica u potpunosti otopio.
Nakon §to se talog stanica otopi, u mikrokivetu se dodaje 67 pL amonijevog acetata i 540 uL
etanola te promijeSa okretanjem mikrokivete. DNA se taloZi na temperaturi od 4 °C tijekom 3
sata te se zatim suspenzija centrifugira 20 minuta na 10000 okretaja min™ i 4 °C. Nakon
centrifugiranja, supernatant se odbaci i zaostale kapljice u mikrokiveti uklone pomocu vakuum

sisaljke. Zatim se talog DNA susi uz plamenik 10 do 15 minuta i otopi u 30 pL pufera TE.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je klonirati gene ATRI, FLRI i YAPI u plazmid pSP-G2 te gen
GSH]I u plazmid pSP-G2-AC. Navedeni geni umnozeni su lan¢éanom reakcijom polimerazom
iz genoma kvasca Saccharomyces cerevisiae S0j UWOPS87-2421 (poglavlje 3.2.1.). Potom su
umnozeni geni ligirani s odgovaraju¢im vektorima, Sto je rezultiralo odgovaraju¢im
plazmidima (Tablica 3.). Detaljan postupak kloniranja gena ATRI, FLRI, YAPI i GSHI,
odnosno konstrukcije plazmida pSP-FLR1, pSP-ATR1, pSP-YAPl i pSP-G2-AC-GSH1
opisan je u poglavljima 4.1. i 4.2., a za provjeru uspjesnosti kloniranja gena i konstrukcije

navedenih plazmida provedena je restrikcijska analiza opisana u poglavlju 4.3.

Tablica 3. Odgovarajuci vektori i inserti koriSteni za konstrukciju plazmida

VEKTOR INSERT PLAZMID
pSP-G2 gen ATRI pSP-ATR1
pSP-G2 gen FLRI pSP-FLR1
pSP-G2 gen YAPI pSP-YAP1

pSP-G2-AC gen GSH1 pSP-G2-AC-GSH1
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4.1. Umnazanje gena FLR1, ATR1, YAP1 i GSH1 metodom PCR-a

Geni FLRI, ATRI, YAPI i GSHI umnozeni su lan¢anom reakcijom polimerazom kao
Sto je opisano u poglavlju 3.2.1., a kao kalup za sintezu DNA KoriStena je genomska DNA
kvasca Saccharomyces cerevisiae s0j UWOPS87-2421 koja je ve¢ prethodno bila izolirana. U
svrhu provjere uspjeSnosti umnaZzanja navedenih gena lan¢anom reakcijom polimerazom

provedena je gel-elektroforeza u 0,8%-tnom agaroznom gelu (Slika 4.).

= <4— 23,1kb
<4— 94kb
<4+— 6,6kb

<4— 23kb
<4— 2,0kb

Slika 4. Provjera uspjesnosti umnaZanja gena FLRI, ATRI, YAPI i GSHI lan¢anom reakcijom
polimerazom. 1 - gen ATRI; 2 - gen FLRI; 3 - gen YAPI; 4 - gen GSHI; M - DNA bakteriofaga A
pocijepana s Hindlll koriStena kao standard

Iz rezultata prikazanih na slici 4. vidi se da su sva 4 umnoZena fragmenta (47RI (1650 bp),
FLR1 (1671 bp), YAPI (1979 bp) i GSHI (2064 bp)) imala odgovarajucu veli¢inu i na temelju

toga se moZe zakljuciti da su geni uspjeSno umnozeni lan¢anom reakcijom polimerazom.
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4.2. Kloniranje gena ATR1, FLR1, YAP1 i GSH1

Geni ATRI, FLRI, YAPI Klonirani su u vektor pSP-G2, a gen GSHI kloniran je u
vektor pSP-G2-AC (Tablica 3.). Kloniranje gena ATR1 prikazano je na slici 5.; vektor pSP-G2
pocijepan je restrikcijskim enzimima BamHI i Nhel Sto je rezultiralo lineariziranim vektorom
velicine 7259 parova baza. UspjesSnost cijepanja vektora restrikcijskim enzimima provjerena je
gel-elektroforezom (Slika 9.). Gen ATRI umnozen je lan¢éanom reakcijom polimerazom
(provjera uspjeSnosti umnazanja gena PCR-om prikazana je na slici 4.) te je pocijepan
restrikcijskim enzimima BamHI i Nhel. DNA vektora i inserta izolirana je iz gela (Slika 10.) te
su lineariziranom vektoru pSP-G2 DNA fosfatazom uklonjene fosfatne grupe sa 5'-krajeva.
Potom su vektor pSP-G2 i gen ATRI ligirani pomo¢u T4 DNA-ligaze, a ligacijskom smjesom
transformirana je bakterija Escherichia coli. Kloniranje gena FLRI, YAPI i GSHI napravljeno
je analognim postupkom, no koristeni su drugi restrikcijski enzimimi za cijepanje vektora i
inserata (Tablica 4.). Kloniranje gena YAPI prikazano je na slici 6.; kloniranje gena GSH1
prikazano je na slici 7., a kloniranje gena FLRI prikazano je na slici 8. Pojedini koraci u

kloniranju detaljno su objasnjeni u nastavku.

Tablica 4. Restrikcijski enzimi koriSteni za cijepanje vektora i inserata u provedenim Kloniranjima.

Restrikcijski enzimi koriSteni za

cijepanje vektora

Restrikcijski enzimi koriSteni za

cijepanje inserta

Kloniranje gena ATR! BamHI i Nhel BamHI i Nhel
Kloniranje gena FLR1 Notl i Sacl Notl i Sacl
Kloniranje gena YAP! BamHI i Nhel Bglll i Nhel
Kloniranje gena GSH1 BamHI i Nhel Bglll i Spel
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Umnazanje gena ATR1
pomocu PCR-a

l

(1) StartHBamHI 6) ‘MIuI (715) (1641) NheIHEnd (1651)
I 500" 10007 15007
(3748) Nhel BamHI (3656)
1. Cijepanje s BamHI i Nhel 1. Cijepanje s BamHI i Nhel
2. 1zolacija DNA iz gela 2. 1zolacija DNA iz gela
3. Fosfataziranje l
Ligacija

pSP-ATR1
8894 bp

(5427) Mlul \
(5291) Nhel ‘ BamHI (3656)
MIul (4365)
Transformacija
bakterije

Escherichia coli

Slika 5. Shematski prikaz postupka kloniranja gena ATR! u vektor pSP-G2. Oznacene su regije DNA i

restrikcijska mjesta relevantna za ovaj rad.
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i UmnaZanje gena YAP1
pomocu PCR-a
(197) BamHI

(6) BglII

(1) Start ‘ (1970) Nhel End (1980)
(3748) Nhel BamHI (3656) ‘ |

500" 1000’ 1500

Cijepanje s BamHlI i Nhel ‘

v . . .
Cijepanje s Bglll i Nhel

3!
3 5'
1. 1zolacija DNA iz gela - —
2. Fosfataziranje Izolacija DNA iz gela
|
Transformacija
bakterije

Escherichia coli

(5620)

Slika 6. Shematski prikaz postupka kloniranja gena YAP! u vektor pSP-G2. Oznacene su regije DNA i

restrikcijska mjesta relevantna za ovaj rad.
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pSP-G2-AC
6527 bp

(3752) Nhel |
(3660) BamHI

|
Cijepanje s BamHI i Nhel

1. 1zolacija DNA iz gela
2. Fosfataziranje

(1) StartBglII (s)

UmnaZanje gena GSH1
pomocu PCR-a

Nsil (s66) (2055) Spel End (2065)

(4520) Nsil

500"

<«— Izolacija DNA iz gela

1000" 15007 20007

Cijepanje s Bglll i Spel

5|

Nsil (1244)

Transformacija
—| bakterije
Escherichia coli

Slika 7. Shematski prikaz postupka kloniranja gena GSHI u vektor pSP-G2-AC. Oznacene su regije

DNA i restrikcijska mjesta relevantna za ovaj rad.
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Umnazanje gena FLR1
pomocu PCR-a

pSP-G2

7351 bp

Sacl (2192) (1) StartNotI (7) EcoRV (677) (1666) Sacl End (1672)
NotI (2236) | [

500’ 1000 1500'

1. Cijepanje s Notl i Sacl 1. Cijepanje s Notl i Sacl

2. Izolacija DNA iz gela 2. Izolacija DNA iz gela
3. Fosfataziranje

' !

T
Ligacija

\

EcoRV (605)

pSP-FLR1
8958 bp

—Sacl (2192)

EcoRV (3177)

NotI (3843)

'

Transformacija
bakterije
Escherichia coli

Slika 8. Shematski prikaz postupka Kloniranja gena FLRI u vektor pSP-G2. Oznacene su regije DNA i

restrikcijska mjesta relevantna za ovaj rad.

Kloniranje gena ATRI, FLRI, YAPI i GSHI zapoceto je cijepanjem vektora i inserata
restrikcijskim enzimima kao Sto je navedeno u tablici 4. Kako bi provjerili uspjesnost cijepanja
vektora restrikcijskim enzimima provedena je gel-elektroforeza u 0,8 %-tnom agaroznom gelu

(Slika 9.). Uspjesnost cijepanja inserata restrikcijskim enzimima nije provjeravana gel-
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elektroforezom u agaroznom gelu jer promjena u velic¢ini inserata nakon cijepanja

restrikcijskim enzimima nije bila dovoljna da bi se vidjela na agaroznom gelu.

M123 45

2,3kb
2,0kb

Slika 9. Provjera uspjednosti cijepanja vektora pSP-G2 restrikcijskim enzimima BamHI i Notl te
provjera uspjesnosti cijepanja vektora pSP-G2-AC restrikcijskim enzimom BamHIl. M - DNA
bakteriofaga A pocijepana s Hindlll; 1 - kruzni vektor pSP-G2; 2 - vektor pSP-G2 pocijepan s BamHI; 3
- vektor pSP-G2 pocijepan s Notl; 4 - kruZni vektor pSP-G2-AC; 5 - vektor pSP-G2-AC pocijepan s
BamHI

Iz rezultata prikazanih na slici 9. vidi se da su veli¢ine vrpci u jazicama 2 i 3 u skladu s mapom
vektora pSP-G2 (Poglavlje 3.1.2., slika 1.). Takoder, u jazici 5 vidi se jedna vrpca cija je
velicina u skladu s mapom vektora pSP-G2-AC (Poglavlje 3.1.2., slika 2.). 1z ovih rezultata
moze se zakljuciti da je cijepanje vektora pSP-G2 restrikcijskim enzimima BamHI i Notl i

vektora pSP-G2-AC restrikcijskim enzimom BamHI bilo uspjesno.

Pocijepani vektori i inserti izolirani su iz agaroznog gela pomocu seta za izolaciju DNA
iz gela QIAEX Il Gel Extraction Kit kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4. UspjeSnost izolacije

provjerena je gel-elektroforezom u 0,8 %-tnom agaroznom gelu (Slika 10.).
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23,1 kb
9,4 kb
6,6 kb

4,4 kb

2,3 kb
2,0 kb

Slika 10. Provjera uspjeSnosti izolacije DNA iz agaroznog gela. M - DNA bakteriofaga lambda
pocijepana s Hindlll; 1 - vektor pSP-G2-AC pocijepan s BamHI i Nhel; 2 - vektor pSP-G2 pocijepan s
BamHI i Nhel; 3 - vektor pSP-G2 pocijepan s Notl i Sacl; 4 - gen FLRI pocijepan s Notl i Sacl; 5 - gen
GSH1 pocijepan s Bglll i Spel; 6 - gen YAPI pocijepan s Bglll i Nhel; 7 - gen ATRI pocijepan s BamHI
i Nhel.

Iz rezultata prikazanih na slici 10. vidi se da su vektori i inserti uspjeSno izolirani iz

agaroznog gela.

Nakon izolacije iz agaroznog gela, DNA je istaloZena te su vektori tretirani FastAP
DNA fosfatazom koja uklanja fosfatne skupine sa 5°-kraja linearnih molekula DNA te na taj
nacin onemogucava religaciju vektora nakon dodatka DNA-ligaze. Defosforilacija vektora
provodila se 10 minuta na 37 °C u PCR uredaju, a potom je fosfataza inaktivirana povisenjem

temperature na 75 °C i odrZzavanjem ove temperature tijekom 5 minuta.

Odgovarajuci vektori i inserti ligirani su T4 DNA-ligazom na nacin kao $to je prikazano
u tablici 3. Potom je ligacijskim smjesama transformirana bakterija Escherichia coli metodom
elektroporacije (Poglavlje 3.2.6.). Transformanti su selekcionirani na podlozi s ampicilinom, a
rezultati transformacije prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati transformacije bakterije Escherichia coli ligacijskim smjesama

Transformacija s
pSP-ATR1

Transformacija s
pSP-YAP1

Transformacija s
pSP-FLR1

Transformacija s
pSP-G2-AC-GSH1

Broj naraslih
transformanata

23

55

3

3
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4.3. Restrikcijska analiza konstruiranih plazmida

U svrhu provjere uspjesnosti konstrukcije plazmida provedena je restrikcijska analiza. Od
svakog transformanta bakterije Escherichia coli 3 kolonije su uzete za daljnju analizu. Svaka
kolonija uzgojena je u tekucoj podlozi i iz njih je izolirana plazmidna DNA (Poglavlje 3.2.7.).
Kruzni plazmidi prije restrikcije podvrgnuti su gel-elektroforezi kako bi se provjerila

uspjesnost izolacije plazmidne DNA iz transformanata bakterije Escherichia coli (Slika 11.)

M12 3 4567 8 9101112 13 14

2,3kb

2,0kb

Slika 11. Provjera uspjeSnosti izolacije kruznih plazmida iz transformanata bakterije Escherichia coli.
M - DNA bakteriofaga lambda pocijepana s Hindlll; 1 — vektor pSP-G2; 2,3 i 4 - plazmid pSP-ATR1,;
5,6 i 7 — plazmid pSP-FLR1; 8,9 i 10 — plazmid pSP-YAP1; 11 - vektor pSP-G2-AC; 12,13 i 14 -
plazmid pSP-G2-AC-GSH1

Iz rezultata na slici 11. vidi se da je izolacija plazmidne DNA uspjesno obavljena. Moze
se zakljuciti da plazmidi koji se nalaze u jazicama 2, 3 i 4 vjerojatno sadrZe insert ATRI jer su
veci od vektora pSP-G2. Plazmidi koji se nalaze u jaZzicama 5 i 6 vjerojatno ne sadrZe insert
FLRI jer je njihova velicina priblizno jednaka veli¢ini vektora pSP-G2, a isto se moZe
zakljugiti i za plazmid u jazZici 7 koji je manji od vektora pSP-G2. U jazicama 8 i 9 nalaze se
plazmidi koji vjerojatno sadrze insert YAPI jer su veci od vektora pSP-G2, dok je u jazici 10
plazmid ¢ija je veli¢ina jednaka veli¢ini vektora pSP-G2 pa vjerojatno ne sadrZi insert YAPI. U
jazicama 12, 13 i 14 nalaze se plazmidi koji su ve¢i od vektora pSP-G2-AC pa se moze
zakljugiti da vjerojatno sadrze insert GSH|1.
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Restrikcijska analiza provedena je da bi provjerili uspjeSnost konstrukcije plazmida
pSP-ATR1, pSP-FLR1, pSP-YAP1 i pSP-G2-AC-GSH1. Za analizu su uzeti svi izolirani
plazmidi navedeni na slici 11., a restrikcijska analiza provedena je u skladu s tablicom 6.
Polozaji restrikcijskih mjesta na plazmidima prikazani su na slici 5 (pSP-ATRL1), slici 6 (pSP-
YAPL), slici 7 (pSP-G2-AC-GSH1) i slici 8 (pSP-FLR1). Kako bi se provjerila uspjesSnost
cijepanja konstruiranih plazmida restrikcijskim enzimima, provedena je gel-elektroforeza na
0,8%-tnom agaroznom gelu (Slika 12.).

Tablica 6. Upotrijebljeni restrikcijski enzimi za restrikcijsku analizu konstruiranih plazmida. Prikazane
su veli¢ine fragmenata koji nastaju cijepanjem plazmida odgovaraju¢im restrikcijskim enzimom.

Plazmid pSP- Plazmid pSP- Plazmid pSP- Plazmid pSP-G2-
ATR1 YAP1 FLR1 AC-GSH1
U.pOt.r.Uel.)IJen! . Mlul BamHl i EcoRV EcoRV Nsil
restrikcijski enzimi
Velicine
fragmenata koji 1062 + 7832 3242 + 5981 2572 + 6386 3276 + 5204
nastaju (bp)

M 123 456789 1011121314

L]

231kh  —> | EE
94kb  —

- s -t 0p G
6,6 kb , P S eh

- -
- - e,
-

23kh —f
2,0 kb

Slika 12. Rezultati restrikcijske analize konstruiranih plazmida. M - DNA bakteriofaga lambda
pocijepana s Hindlll; 1 - kruzni vektor pSP-G2; 2,3 i 4 — plazmid pSP-ATR1 pocijepan s Miul; 5,61 7
— plazmid pSP-FLR1 pocijepan s EcoRV; 8,9 i 10 — plazmid pSP-YAP1 pocijepan s BamHI i EcoRV;
11 - kruZni vektor pSP-G2-AC; 12,13 i 14 - plazmid pSP-G2-AC-GSH1 pocijepan s Nsil
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U jazicama 2, 3 i 4 vidljive su dvije vrpce. Njihova velicina moze se procijeniti prema
standardu i iznosi 7,8 kb i 1,0 kb Sto je u skladu s ocekivanim veli¢inama fragmenata
navedenim u tablici 6. te se moze zakljuciti da je plazmid pSP-ATR1 uspjesno konstruiran. U
jazicama 5, 6 i 7 vide se vrpce cija veli¢ina nije u skladu s oc¢ekivanim veli¢inama fragmenata
koji nastaju cijepanjem plazmida pSP-FLR1 restrikcijskim enzimom EcoRV (Tablica 6.) te se
moze zakljuciti da plazmid pSP-FLR1 nije konstruiran. Cijeli postupak je ponovljen i gen
FLRI je uspjeSno kloniran (nije prikazano u ovom radu). U jazicama 8 i 9 vide se dvije vrpce
¢ije velicine, usporedbom sa standardom, iznose 6,3 kb i 3,4 kb Sto je u skladu s ocekivanim
veli¢inama fragmenata (Tablica 6.) te slijedi zaklju¢ak da je plazmid pSP-YAP1 konstruiran. U
jazici 10 ne nalaze se fragmenti ocekivanih veli¢ina te u ovom sluc¢aju gen Y4AP! nije uspjeSno
ukloniran u vektor pSP-G2. U jaZicama 12, 13 i 14 vide se dva fragmenta veli¢ine 5,4 kbi 3,3
kb Sto odgovara oc¢ekivanim veli¢inama (Tablica 6.) te se mozZe zakljuciti da je konstrukcija
plazmida pSP-G2-AC-GSH1 uspjeSno obavljena. U jaZici 14 restrikcijski enzim Nsil nije
pocijepao sve plazmidne molekule DNA te se moZe vidjeti i neporezani kruzni plazmid pSP-
G2-AC-GSHL1.
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5. ZAKLJUCAK
Iz dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti:
1. 1z genoma kvasca Saccharomyces cerevisiae s0j UWOPS87-2421 lan¢anom
reakcijom polimerazom umnoZeni su geni ATRI, FLRI, YAPI i GSH].
2. Geni ATRI, YAPI i GSH]I uspjesno su klonirani i pohranjeni u plazmidni vektor

u bakteriji Escherichia coli.
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