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1. UVOD

Kwvasci igraju znacajnu ulogu u industrijskim procesima proizvodnje Sirokog spektra razli¢itih
proizvoda. Konvencionalnim kvascima smatraju se Saccharomyces cerevisiae 1
Schizosaccharomyces pombe, koji se ve¢ ustaljeno koriste u raznim biotehnoloskim postupcima
te su razvijene efikasne metode za njihove geneticke manipulacije. Ipak, neki njihovi fizioloski
nedostaci mogli bi se nadomjestiti selekcijom i primjenom alternativnih vrsta, odnosno

nekonvencionalnih kvasaca.

Nekonvencionalni kvasci posjeduju ¢itav niz pogodnih fenotipskih karakteristika koje ih ¢ine
potencijalnim kandidatima za Siroku primjenu u industrijskoj proizvodnji visokovrijednih
kemikalija. Neki od njih ve¢ se primjenjuju kao radni mikroorganizmi u proizvodnji terapijskih
proteina, cjepiva, lipida te bioobnovljivih kemikalija. Prednosti u odnosu na najcesce koristene
vrste, konvencionalne kvasce, su termotolerantnost, osmotolerantnost, halotolerantnost,
sposobnost rasta na alternativnim izvorima ugljika, otpornost na inhibitore rasta, visoka razina
sekrecije metabolita i brojne druge. Ipak, za razliku od konvencionalnih kvasaca, poznato je
puno manje informacija o njihovoj genetici i metabolizmu. Osim toga, provodenje zeljenih
geneti¢kih modifikacija znatno je oteZano jer jo§ uvijek nisu istraZeni i1 razvijeni svi protokoli
koji b1 se mogli koristiti za geneti¢ke transformacije ove vrste kvasaca. Precizno modificiranje
genoma, u svrhu uvodenja novih 1 unapredivanja ve¢ postojecih karakteristika metodama
genetickog inzenjerstva, omogucilo bi iskori§tavanje potpunog potencijala nekonvencionalnih

kvasaca u biotehnoloskoj proizvodnji.

U ovom radu koristen je kvasac Scheffersomyces stipitis, prethodno transformiran s dva razlicita
linearna fragmenta DNA. Jedan linearni fragment nositelj je gena alssS, a drugi gena alsD, koji
kodiraju za enzime ukljuene u biosintetski put proizvodnje vrijednog 2,3-butandiola iz
piruvata. Budu¢i da krajevi linearnih transformirajucih fragmenata nisu bili homologni genomu
S. stipitis, ocekivano je da ¢e se nakon transformacije ugraditi na nasumi¢nim mjestima u
genomu ilegitimnom (nehomolognom) rekombinacijom. Cilj analize bio je dokazati ilegitimnu

integraciju oba linearna fragmenta u genom kvasca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Nekonvencionalni kvasci

Nekonvencionalni kvasci sve su viSe predmetom brojnih istrazivanja u svrhu iskoriStavanja
marxianus, Scheffersomyces stipitis, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris
1 Hansenula polymorpha (Lobs 1 sur.,, 2017). Posjeduju c¢itav niz pozeljnih prirodnih
karakteristika koje im daju prednost u odnosu na tradicionalno koriStene domacine u
biotehnoloskoj proizvodnji, poput kvasaca Saccharomyces cerevisiae 1 Schizosaccharomyces

pombe.

Nekonvencionalni kvasci razvili su specifiéne mehanizme za podnoSenje nepovoljnih okolisnih
uvjeta, kao Sto su visok osmotski tlak, visoka temperatura, visoka koncentracija soli i etanola
te prisutnost nekih toksi¢nih kemikalija (Thorwall i sur., 2020). Takoder, tolerantni su na razne
nusproizvode 1 inhibitore koji nastaju tijekom bioprocesa (Navarrete i L. Martinez, 2020).
Sposobni su asimilirati Sirok raspon izvora ugljika. Mogu metabolizirati ksilozu, $to ih ¢ini
pogodnima za rast na lignoceluloznoj biomasi kao jeftinom izvoru ugljika, ¢ijom razgradnjom
nastaju pentoze (Petravi¢ Tominac 1 sur., 2017). Za razliku od toga, S. cerevisae ne moze
fermentirati ksilozu, a osim toga osjetljiv je na furfural 1 druge spojeve koji nastaju njezinom
razgradnjom (Iwaki 1 sur., 2013). lako je S. cerevisiae odli€an producent etanola iz
odgovarajucih izvora ugljika, njegova primjena u proizvodnji drugih industrijski vaznih spojeva
Cesto zahtjeva opsezne modifikacije metodama geneti¢kog inZenjerstva. Takvi slozeni postupci
mogu se izbjeci selekcijom odgovarajucih vrsta nekonvencionalnih kvasaca koji ve¢ posjeduju
prirodni kapacitet za efikasnu proizvodnju raznih proteina, lipida i ostalih komercijalno vaznih
kemikalija. Pogodan prirodni fenotip potrebno je dodatno unaprijediti metabolickim
inZenjerstvom za postizanje Sto boljih proizvodnih karakteristika (Lobs 1 sur., 2017).
Nekonvencionalni kvasci su Crabtree-negativni, fermentacijski put nije preferiran u odnosu na

respiraciju, tako da je sinteza nealkoholnih produkata znatno olakSana (Patra i sur., 2021).

Ipak, modificiranje nekonvencionalnih kvasaca i1 dalje predstavlja izazov zbog jo$ uvijek
nepotpunog poznavanja njihove genetike, metabolizma 1 stani¢ne fiziologije te ograni¢enih

sredstava i metoda za geneticke transformacije (Wagner i Alper, 2016).



2.2. Scheffersomyces stipitis

Scheffersomyces stipitis nekonvencionalni je kvasac, homotalican, koji se ve¢inom nalazi u
haploidnom obliku. Tijekom vegetativne faze rasta formira pseudomicelij i po dvije askospore
u svakom askusu. Ima veliku mo¢ biokonverzije razli¢itih supstrata, posjeduje brojne enzime
koji mu omogucuju rast na drvnoj biomasi te crijevima kukaca, a konstruirani su i sojevi koji
proizvode mlije¢nu i fumarnu kiselinu (Jeffries i Van Vleet, 2009). Za uspjesnu ekspresiju
heterolognih gena izuzetno je vazno znati da S. stipitis pripada tzv. CUG skupini kvasaca kod
kojih kodon ,,CUG* kodira za serin, pa je stoga naj¢eS¢e nuzno modificirati sastav kodona

prilikom kloniranja heterolognih gena (Lobs 1 sur., 2017).

Ovaj nekonvencionalni kvasac ima izuzetno velik kapacitet za fermentaciju ksiloze, Sto ga Cini
pogodnim mikroorganizmom za proizvodnju etanola na kompleksnim lignoceluloznim
sirovinama, pri ¢emu ne dolazi do proizvodnje ksilitola ili se on proizvodi u zanemarivim
koli¢inama (Ruchala i sur., 2020). Lignocelulozna biomasa sastoji se od celuloze, hemiceluloze
i lignina, a ksiloza nastaje hidrolizom hemiceluloze prilikom obrade sirovine. S. cerevisae
prirodno nema sposobnost iskoriStavanja ove pentoze kao izvora ugljika. Tek transformacijom
genima za ksiloza reduktazu i ksiloza dehidrogenazu, koji potjecu iz S. stipitis, kvasac S.

cerevisiae uspjeSno metabolizira ksilozu (Mohd Azhar i sur., 2017).

Glavne mane S. stipitis su spora fermentacijska aktivnost, manje efikasna fermentacija pentoza
u odnosu na heksoze iz lignocelulozne biomase, osjetljivost na inhibitore koji se oslobadaju
tijekom hidrolize ove sirovine te niska tolerancija na etanol 1 Se¢ere (Harner 1 sur., 2015). Jo§
uvijek nije razvijeno dovoljno alata za provodenje metoda genetiCkog inZenjerstva u svrhu
poboljSanja svojstava ovog nekonvencionalnog kvasca. Najcesce se provode postupci uvodenja
nasumi¢nih mutacija djelovanjem UV zracenja, fuzije protoplasta i adaptivna evolucija (LSbs i
sur., 2017). Ilegitimna rekombinacija preferirana je vrsta geneticke rekombinacije u ovom
kvascu, §to znatno otezava ciljane modifikacije genoma. Takoder, rezistentan je na veliki broj

antibiotika, pa je izbor selektivnih markera znatno ograni¢en (Ruchala i sur., 2020).



2.3. Geneti¢ko inZenjerstvo nekonvencionalnih kvasaca

2.3.1. Genetic¢ka rekombinacija

Heterologna ekspresija gena moze se posti¢i transformacijom stanice replikativnom ili
nereplikativnom transformiraju¢om DNA. Replikativni plazmidi efikasno se koriste za
transformaciju kvasca S. cerevisiae zbog dostupnosti Sirokog spektra stabilnih plazmidnih
vektora, koji ostaju postojani u stanicama u velikom broju kopija (Lee i sur., 2015). S druge
strane, primjena plazmidnih vektora za transformaciju nekonvencionalnih kvasaca, poput S.
stipitis, ograni¢ena je zbog njihove nepravilne raspodjele u stanice kéeri prilikom diobe 1 malog
broja kopija u stanici ( Lobs i sur., 2017; Vernis i sur., 2001). Uvodenje centromerne sekvencije
CENS) na plazmidne vektore moze poboljsati njihovu stabilnost u stanicama nekonvencionalnih
kvasaca, kao i razinu ekspresije plazmidnih gena. Sekvencija CENS sastavni je dio svih
kromosoma na kojem se nalazi multiproteinski kompleks kinetohora, za koju se vezu niti
diobenog vretena prilikom stani¢ne diobe. Uvodenje ove sekvencije na plazmid koji sadrzi
ishodiste replikacije osigurava njegovu nepristranu segregaciju prilikom stani¢ne diobe (Cao i

sur., 2017).

Ipak, za uvodenje novih gena ili cijelih biosintetskih puteva u industrijski vaZzne sojeve
nekonvencionalnih kvasaca pogodnija je integracija strane DNA u genom domacina (Vernis 1
sur., 2001). Nereplikativna DNA se u genom domacina moze ugraditi homolognom
rekombinacijom na to¢no odredeno mjesto ili nehomolognom (ilegitimnom) rekombinacijom
na nasumi¢no mjesto u genomu. Integracija se odvija onim mehanizmom popravka
dvolancanog loma koji je dominantan za stanicu domacina. Homologna rekombinacija
dominantan je mehanizam za popravak dvolancanog loma u S. cerevisiae 1 dogada se samo
izmedu molekula ili regija DNA koje su homologne (identi¢ne ili gotovo identi¢ne). To znaci
da transformiraju¢a DNA, osim Zeljenog gena i selektivnog biljega za transformante, mora
sadrzavati regije homologne ciljanim lokusima u genomu. Popravak dvolancanog loma u
nekonvencionalnih kvasaca prvenstveno se odvija nehomolognim sparivanjem krajeva (eng.
Non-Homologous End Joining, NHEJ), a homologna rekombinacija ¢esto je neucinkovita (Vogl
i sur., 2013). lako svega 40 pb homologije omoguéuje uspjesnu homolognu rekombinaciju u S.
cerevisiae, u mnogim drugim eukariotima ni puno vece duljine homolognih regija nisu dovoljne

da bi one rekombinirale s homolognom regijom u genomu (Kooistra 1 sur., 2004).



Budu¢i da se transformiraju¢a DNA ugraduje na nasumi¢no mjesto u genomu, ilegitimna
rekombinacija moZze uzrokovati inaktivaciju esencijalnih gena. Takoder, moze do¢i do razlicite
razine ekspresije integriranih gena kod razli€itih transformanata ovisno o tome na koje mjesto

su se ugradili u genomu domacina (Schwartz 1 sur., 2017).

Ucestalost homologne rekombinacije u nekonvencionalnim kvascima moze se povecati
inaktivacijom gena KU70 1 KUS80, koji imaju esencijalnu ulogu u popravljanju dvolananog
loma nehomolognim sparivanjem krajeva. Proteinski produkti ovih gena vezu se za slobodne
krajeve linearne transformiraju¢e DNA te ju usmjeravaju na nasumi¢no mjesto u genomu.
Nehomologna rekombinacija dominantan je mehanizam za popravak dvolancanog loma u
nekonvencionalnih kvasaca te se dogada s povecanom ucestalosti ¢ak i1 ako su na
transformiraju¢oj DNA prisutne regije homologne odredenim lokusima na kromosomu
(Kooistra i sur., 2004). Inhibicija mehanizma nehomologne rekombinacije pokazala se kao
ucinkovita metoda za povecanje uspjesnosti genskog ciljanja u nekonvencionalnim kvascima.
Disrupcija gena KUS0 u S. stipitis osigurava povecanu efikasnost integracije transformirajuce
DNA u ciljani lokus u genomu homolognom rekombinacijom (Maassen i sur., 2008). Disrupcija
istog gena u K. marxianus dovodi do povecanja ucestalosti homologne rekombinacije na vise
od 70 %, a delecijom gena KU70 iz genoma ucestalost homologne rekombinacije moZze se
povecati do 95 % (Choo i sur., 2014). Sli¢an efekt delecijom gena KU70 moZze se posti¢iiu P,
pastoris (Naitsaari 1 sur., 2012). Ucestalost homologne rekombinacije u divljem tipu K. lactis
prili¢no je varijabilna, ali disrupcijom gena KUS80 postignuta je ucestalost cak od 97 % neovisno

o duljini homolognih regija (Kooistra 1 sur., 2004).

2.3.2. Regulacija ekspresije gena

Do sada su identificirani i kategorizirani brojni promotori i terminatori koji se primjenjuju u
metodama sintetske biologije u nekonvencionalnim kvascima. Neki od njih potjecu iz S.
cerevisiae, ali 1 iz samih nekonvencionalnih kvasaca. Konstitutivni promotori osiguravaju
ekspresiju gena koje reguliraju u svim uvjetima. Neki od jakih konstitutivnih promotora su
Prer1, Proti, Prox2, PicLi, Pres7 1 Pxpro2, koji potjecu iz nekonvencionalnog kvasca Y. lipolytica
(Patra 1 sur., 2021; Juretzek i sur., 2000; Miiller 1 sur., 1998). Inducibilni promotori aktiviraju
se samo u odredenim uvjetima ¢ime je omogucena kontrolirana ekspresija gena. Neki od jakih
inducibilnih promotora identificirani su u K. marxianus, a oni su Pppci, Parps, PxyLi, Pxvi2,

Ptpu3 1 Prear 1 induciraju se ksilozom (Patra 1 sur., 2021; Rajkumar i sur., 2019). Kako bi se



pojacala aktivnost sintetskih promotora, dodaje im se sekvencija pojacivaca (eng. enhancer)

te ih je potrebno konstruirati tako da budu $to manje duljine (Blazeck i sur., 2011). Odabir
terminatora takoder ima znacajan utjecaj na razinu ekspresije gena, pogotovo ako dolaze u
kombinaciji s inducibilnim promotorom (Ramakrishnan i sur., 2020). Mogu utjecati i na
stabilnost transkripta, pa brojne moguc¢nosti njihove primjene u metodama sintetske biologije
za unapredivanje industrijski vaznih vrsta nekonvencionalnih kvasaca tek trebaju biti istrazene

(Patra i sur., 2021).

2.3.3. Sustav Cre-loxP

Visestruke modifikacije genoma, bilo izbacivanje ili uvodenje velikog broja razli¢itih gena,
ograni¢ene su problemom nedovoljnog broja razli¢itih markera za selekciju transformanata.
Sustav Cre-loxP jedan je od alata u genetickom inzenjerstvu za reduciranje broja potrebnih
selektivnih biljega. Koristi se prilikom genetickih manipulacija u kvascima poput S. cerevisiae,
ali pokazao se ucinkovitim za primjenu i u mnogim vrstama nekonvencionalnih kvasaca (Patra

isur., 2021).

Transformiraju¢a DNA konstruira se tako da sadrzi regije loxP, koje se nalaze s obje strane
selektivnog biljega. Sekvencija loxP duga je 34 pb 1 sastoji se od dva obrnuta ponavljanja
razdvojena sekvencijom duljine 8 pb. Nakon §to se transformiraju¢a DNA integrira u genom
domacina, rekombinaza Cre specifi¢no prepoznaje regije loxP i katalizira mjesno-specifi¢nu
rekombinaciju izmedu susjednih regija loxP. Ako su ove sekvencije obrnuto ponovljene,
aktivnoS¢u rekombinaze Cre dolazi do inverzije DNA izmedu ponavljanja. Ako su sekvencije
loxP istosmjerno ponovljene, dolazi do izrezivanja sekvencije izmedu ponavljanja i gubitka
jednog ponavljanja (Yarmolinsky i Hoess, 2015). Primjena ovog sustava omogucuje uklanjanje
selekcijskog markera nakon integracije egzogene DNA. Na taj je nacin, prilikom visestrukih

modifikacija genoma, reduciran potreban broj razli¢itih markera za selekciju transformanata.

S druge strane, uzastopne modifikacije genoma ovom metodom uzrokuju pojavu velikog broja
regija loxP u genomu, koje zatim mogu medusobno rekombinirati i uzrokovati velike
kromosomske prerasporede. Rekombinacija moze rezultirati nastankom dicentri¢nih ili kruznih
kromosoma te mnogim drugim kromosomskim abnormalnostima s citotoksi¢nim ucinkom
(Janbandhu 1 sur., 2014). Takoder, i dalje preostaje problem preferirane ilegitimne integracije

strane DNA, te otezanog provodenja ciljanih modifikacija u genomima nekonvencionalnih



kvasaca. Iz navedenih razloga razvijaju se metode koje nece ostaviti nikakve tragove u genomu

1 pruzit ¢e mogucénost preciznih modifikacija, poput sustava CRISPR/Cas.

2.3.4. Sustav CRISPR/Cas

Sustav CRISPR/Cas posljednjih godina intenzivno se istrazuje kao jedan od alata za precizno
modificiranje eukariotskih genoma. Otkriven je u mnogim bakterijama i temelji se na
nukleaznoj aktivnosti ribonukleoproteinskog kompleksa koji bakterijama sluzi za obranu od
virusne infekcije (Horvath i Barrangou, 2010). Nukleazna aktivnost ovog kompleksa
omogucuje njegovu primjenu u metodama genetickog inZenjerstva za modificiranje
konvencionalnih i nekonvencionalnih kvasaca. Kompleks se sastoji od proteina Cas, najcesce
Cas9 ili Cas12. Kompleks ¢ini 1 molekula crRNA, koja je jednim dijelom komplementarna s
ciljanom regijom u genomu, a drugim dijelom vezana za molekulu tracrRNA, koja je takoder
dio kompleksa. Uz to, molekule crRNA i tracrRNA medusobno mogu biti povezane petljom i
tvoriti sgRNA (eng. Single Guide RNA). Sekvencija PAM (eng. Protospacer Adjacent Motif)
neophodna je za endonukleaznu aktivnost ribonukleoproteinskog kompleksa sustava
CRISPR/Cas. Kompleks ¢e specificno prepoznati mjesto u genomu na kojem se nalazi regija
DNA komplementarna molekuli crRNA. Nakon komplementarnog sparivanja, enzim Cas uvodi
dvolancani lom u toj regiji na genomu te dolazi do aktivacije mehanizama za popravak
dvolan¢anog loma (Raschmanova 1 sur, 2018). Dvolancani lom mozZe biti popravljen
nehomolognim sparivanjem krajeva, $to moze rezultirati pojavom mutacija. Mutacije uvedene
na ovaj nacin mogu uzrokovati pomak okvira ¢itanja (insercija, delecija) 1 inaktivaciju gena.
Drugi mehanizam za popravak induciranog dvolananog loma je homologna rekombinacija.
Stanica se transformira fragmentom koji sadrzi regije homologne s ciljanim lokusima u
kvaS¢evom genomu. Transformiraju¢a DNA sluzi kao kalup za popravak dvolancanog loma,
pri ¢emu se u genom uvode Zeljene modifikacije. Efikasan sustav CRISPR/Cas razvijen je za
nekoliko nekonvencionalnih kvasaca. Probleme 1 dalje predstavljaju nedovoljna specificnost
sekvencija PAM, $to moze dovesti do uvodenja dvolancanih lomova na nezeljenim mjestima u
genomu, te nedostatak odgovarajucih jakih promotora za ekspresiju sgRNA (Patra i sur., 2021).
Sustav se moze primjenjivati i za regulaciju ekspresije ciljanih gena. U tom slucaju protein Cas
potrebno je inaktivirati tako da izgubi svoju endonukleaznu aktivnost, ali se 1 dalje moze vezati
na specifiéno mjesto u genomu. Ipak, koriStenje ovog sustava u tu svrhu jos uvijek nije dovoljno

istrazeno u nekonvencionalnim kvascima (L6bs i sur., 2017).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Mikroorganizmi

3.1.1.1 Kvasac Scheffersomyces stipitis

Za analizu su koriSteni divlji tip 1 6 transformanata soja JCM10742 kvasca Scheffersomyces
stipitis. Ishodni soj S. stipitis JCM 10742 potjece iz japanske kolekcije mikroorganizama (eng.
Japan Collection of Microorganisms). Transformanti su konstruirani pomocu dva razlicita
linearna fragmenta DNA. Transformiraju¢a DNA koja sadrzi gen alsD ujedno nosi i gen za
rezistenciju na higromicin kao selektivni biljeg za transformante (slika 1). Transformirajuca
DNA koja sadrzi gen alsS ujedno nosi i gen za rezistenciju na antibiotik nurseotricin kao
selektivni biljeg (slika 2 ). Stoga su transformanti koji sadrZe oba transformirajuca fragmenta
fenotipa Hyg® Nrs®. Oba fragmenta transformirajuée DNA sadrZe i bakterijsko ishodiste

replikacije (ori) i selektivni biljeg (Amp®) za bakteriju Escherichia coli.

PshAI (992) coCa_alsDwStul SsPDC1t AmpR
HygR _— pSsPDC1 ' | —Of|  —

Slika 1. Mapa transformiraju¢e DNA 1, koja nosi gen alsD i rezistenciju na higromicin. Na slici

su naznacena restrikcijska mjesta relevantna za ovaj rad.

(4873) . 5343
(@) <Pvul> AmpR (4559) SSTEF1 AmpR  <Pvul> (7572)
—Of] — pSsTEF1  coCaalsSwS | NrsR

Slika 2. Mapa transformiraju¢e DNA 2, koja nosi gen alsS 1 rezistenciju na nurseotricin. Na

slici su naznacena restrikcijska mjesta relevantna za ovaj rad.



3.1.1.2. Bakterija Escherichia coli

U ovom radu za umnazanje plazmidne DNA korisSten je soj bakterije Escherichia coli DH5a
genotipa: fhuAd?2 lac(del) U169 phoA ginV44 @80 lacZ(del)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-
1 hsdR17.

3.1.2. Plazmidi

Za sintezu DNA probe obiljezene digoksigeninom (DIG) metodom PCR (eng. Polymerase
Chain Reaction, lanCana reakcija polimerazom), koriSteni su plazmidi iz dva soja bakterije
Escherichia coli. Jedan soj sadrZi plazmid pRS54cH s genom za rezistenciju na higromicin
(slika 3), koji sluzi kao kalup za sintezu probe coHYG. Drugi soj ima plazmid pRS54cN s

genom za rezistenciju na nurseotricin (slika 4), koji sluzi kao kalup za sintezu probe coNAT.
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Slika 3. Mapa plazmida pRS54cH s genom za rezistenciju na higromicin (coHygR) i ozna¢enim

mjestima za komplementarno sparivanje pocetnica koriStenih za sintezu probe metodom PCR.
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Slika 4. Mapa plazmida pRS54cN s genom za rezistenciju na nurseotricin (coNrsR) i ozna¢enim

mjestima za komplementarno sparivanje pocetnica koriStenih za sintezu probe metodom PCR.

3.1.3. Oligonukleotidi
U ovom radu koriStene su pocetnice prikazane u tablici 1. Pocetnice su koriStene za umnazanje

kalupa 1 sintezu proba obiljeZenih DIG-om.

Tablica 1. PocCetnice za sintezu proba za hibridizaciju DNA po Southernu

Pocetnica Sekvencija (5'-3") Tm(°C)
F coHYG ccttggctcttggacgtgt 60
R_coHYG gcaacatccgtcgaaaagtt 58
F_coNAT ttaagggcatggcatagaca 56
R_coNAT acaccgcatatcgttaccgt 59
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3.1.4. Hranjive podloge
3.1.4.1. Tekuca kompletna hranjiva podloga (YPD) za uzgoj kvasca:

Bacto pepton 20g Lt
Yeast extract 10gL!
Glukoza 20g L!
Destilirana voda do 100 mL

Podloga je sterilizirana filtracijom. Koncentracija higromicina za selekciju transformanata
kvasca Schefferomyces stipitis iznosi 400 ug mL™!, a koncentracija nurseotricina 50 ug mL™!. U
6 mL sterilne podloge za selekciju transformiranih stanica doda se 6 pL higromicina

(koncentracije 400 mg mL™) i 6 uL nurseotricina (koncentracije 50 mg mL™").

3.1.4.2. Tekuca kompletna hranjiva podloga (LB) za uzgoj bakterije:

Bacto-pepton 10g L
Bacto-yeast extract 5gL!
NaCl 10gL!

Za pripremu podloge s ampicilinom u 4 mL sterilne hranjive podloge LB potrebno je dodati 20

uL sterilne otopine ampicilina (koncentracije 20 mg mL™).

3.1.5. Otopine

3.1.5.1. Otopine za izolaciju i proc¢i§¢avanje DNA kvasca

Tris-HCI (1M):

U 80 mL destilirane vode otopi se 12,1 g Tris-a. Vrijednost pH podesi se dodatkom
koncentrirane HCI nakon ¢ega se otopina dopuni do 100 mL. Priblizne koli€ine kiseline

za pojedine pH vrijednosti su:

pH 7,4 — 7,0 mL
pH 7,6 — 6,0 mL
pH 8,0 —4,2 mL
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EDTA (0,5 M: pH 8.0):

186,1 g EDTA-2H>0 otopi se u 80 mL destilirane vode. pH se podesi dodatkom NaOH

(priblizno 2 g peleta). Volumen se dopuni destiliranom vodom do 100 mL.

SCE:
Sorbitol 1M
Natrijev citrat 0,10 M
EDTA 0,06 M

Zimoliaza 20-T:

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

sterilnog glicerola koncentracije 400 g L™ i ¢uva na -20 °C.

STE:
SDS 5gL!
EDTA (pH 8,5) 0,05 M
Tris-HCI (pH 8,0) 0,1 M

Kalijev acetat (3 M):

U 60 mL 5 M otopine kalijeva acetata doda se 11,5 mL ledene octene kiseline 1 28,5 mL
vode. Otopina se sterilizira filtracijom 1 ¢uva na 4 °C. Pripremljena otopina je 3 M u

odnosu na kalij 1 5 M u odnosu na acetat.

Pufer TE (pH 8.0 ili 7.4):

EDTA (pH 8,0) I mM

Tris-HCI (pH 8,0 ili 7,4) 10 mM

Priprema se iz sterilnih otopina
RN-aza:

Ribonukleaza A otopi se u 10 mM Tris-HCl (pH 7,59 1 15 mM NaCl do konacne
koncentracije 10 mg mL™! i zagrije 15 min u kipuéoj vodenoj kupelji. Nakon hladenja do

sobne temperature ¢uva se na -20 °C.
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Amonijev acetat (8 M):

616,64 g amonijeva acetata otopi se u 1 L destilirane vode. Otopina se sterilizira

filtracijom i ¢uva na 4 °C.

3.1.5.2. Otopine za gel-elektroforezu

Pufer TBE (10x):
Borna kiselina 55¢g
Tris 108 g
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 mL
Destilirana voda do 1000 mL

Pufer za gel-elektroforezu priprema se u koncentriranom obliku i naknadno razrjeduje

destiliranom vodom do Zeljene koncentracije. Nije potrebno provesti sterilizaciju.

Agarozni gel:

Razrjedivanjem TBE-pufera (10x) pripremi se TBE-pufer (1x). Potrebno je otopiti 1,06
g agaroze u 200 mL TBE-pufera (1x) za pripremu 0,8 %-tnog agaroznog gela. Ovisno o

potrebi, koncentracija agaroze u gelu moze biti 7-20 g L.

Boja za nano$enje uzorka:

Ksilen-cijanol 2,5¢gL!
Brom-fenol-plavo 2,5¢gL!
Ficoll 400 250 g L

Otopina se ne sterilizira i ¢uva na 4 °C.

Etidijev bromid:

Pripremi se osnovna otopina koncentracije 10 mg mL™!, koju nije potrebno sterilizirati.
Otopina za vizualizaciju DNA pripremi se dodatkom 50 pL osnovne otopine u 1 L
destilirane vode. Osnovna otopina 1 otopina za vizualizaciju ¢uvaju se u tamnoj boci pri

4 °C.
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3.1.5.3. Otopine za hibridizaciju DNA metodom po Southernu

HCI (0,25 M):

22 mL 10 M otopine HCl razrijedi se dodatkom 978 mL destilirane vode.

Amonijev acetat (1 M):

Pripremi se razrjedivanjem 8 M otopine amonijeva acetata.

NaOH (0.4 M):

Pripremi se otapanjem 16 g NaOH (peleta) u 1 L destilirane vode.

NaOH/amonijev acetat:

Pripremi se otapanjem 16 g NaOH 1 77,08 g amonijeva acetata u 1 L destilirane vode.

SSC (20x):

Pripremi se otapanjem 175,3 g NaCl i 88,2 g natrijeva citrata u 900 mL destilirane
vode. Pufer sadrzi 3 M NaCl i1 0,3 M natrijev acetat. pH se namjeSta na vrijednost 7,0

dodatkom HCI ili NaOH. Sterilizacija se provodi u autoklavu.

Predhibridizacijska otopina:

,»Blocking reagent* lg

(smjesa za sprjecavanje nespecifi¢nih interakcija)

SSC (20x) 25mL
Na-sol N-laurilosarkozina (100 g L) 1 mL

SDS (10 %) 200 uL
Destilirana voda do 100 mL

Hibridizacijska otopina:

Istog je sastava kao predhibridizacijska otopina. Dodatno sadrzi 20-50 ng obiljeZene

DNA-probe.
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Otopina A:

SSC (20x) 20 mL

SDS (10 %) 2 mL

Destilirana voda 178 mL
Otopina B:

SSC (20x) 1 mL

SDS (10 %) 2 mL

Destilirana voda 197 mL
Otopina P1:

Tris-HCI (1 M; pH 7,4) 100 mL

NaCl 30 mL

Destilirana voda 870 mL
Otopina P2:

,»Blocking reagent* lg

Otopina P1 do 100 mL
Otopina P3:

Tris-HCI (1 M; pH 9,7) 50 mL

NaCL (5 M) 25 mL
MgCl: (1 M) 25 mL
Destilirana voda do 500 mL

pH otopine podesi se na vrijednost 9,5 dodatkom otopine HCI.

Otopina za detekciju:

Otopina P3 10 mL
NBT 45 uL
BCIP 35puL
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3.1.6. Kemikalije i enzimi

Sastojci hranjivih podloga

Restrikcijski enzimi PshAl, EcoRV, BamHI:

Apsolutni etanol:
Izopropanol:

EDTA:

Tris (Tris Ultra Pure):
Zimoliaza (Zymoliase 100-T 1 20-T):
Ribonukleaza A:

Agaroza:

DNA bakteriofaga A:
Etidijev bromid:

Komplet kemikalija za
1zolaziju plazmidne DNA:
Komplet kemikalija za PCR:
Komplet kemikalija za
hibridizaciju DNA

metodom po Southernu:
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Difco, Detroit
Merck, Darmstadt

Sigma Chemicals Co., St. Louis

New England Biolabs, Ipswich, USA
Novokem, Zagreb

Alkaloid, Skopje

Kemika, Zagreb

Sigma Chemicals Co., St. Louis
Seikugaku Kogyo Co., Tokyo

Sigma Chemicals Co., St. Louis
Appligene, Strassbourg
New England Biolabs, Beverly

Boehringer Manheim GmbH, Manhheim

New England Biolabs, Ipswich, USA

Promega, Madison, USA

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim



3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj kvasca Scheffersomyces stipitis u tekucoj hranjivoj podlozi

Pojedinac¢ne kolonije kvasca precijepe se s krutih hranjivih podloga u epruvete s 6 mL tekuce
hranjive podloge YPD pomocu sterilne mikrobioloske uSice. Za uzgoj transformanata koriste
se podloge s dodatkom higromicina i nurseotricina, a uzgoj divljeg tipa provodi se u podlogama
bez antibiotika. Stanice se inkubiraju na tresilici pri 180 okretaja u minuti i 28 °C do stacionarne

faze rasta.

3.2.2. Izolacija genomske DNA iz kvasca

Stanice iz prethodno uzgojene kvasceve kulture izdvoje se centrifugiranjem 5 min pri 22 °C 1
5000 okretaja u minuti te odlijevanjem supernatanta. Talog se dva puta ispere s 800 pL vode uz
centrifugiranje 5 min pri 22 °C i 5000 okretaja u minuti, a zatim se resuspendira u 800 pL
otopine SCE uz centrifugiranje pri istim uvjetima. Nakon toga, talog se resuspendira u 130 pL
otopine SCE uz dodatak 20 pL zimoliaze i inkubaciju 1 h pri 37 °C. U suspenziju se doda 800
uL otopine STE, suspenzija se promijeSa okretanjem, inkubira 20 min pri 70 °C 1 ohladi na
ledu. U suspenziju se doda 200 pL hladnog kalijeva acetata te ju je potrebno dobro promijesati
okretanjem 1 inkubirati u ledu preko no¢i kako bi se istaloZili proteini. Nakon inkubacije, uzorci
se centrifugiraju 20 min pri 4 °C i1 10 000 okretaja u minuti. Supernatant se pazljivo izdvoji u
novu kivetu u koju se zatim doda 600 pL izopropanola. Suspenzija se centrifugira 20 min pri 4
°C 1 10 000 okretaja u minuti, supernatant se odlije i talog osuSi uz plamenik. Talog se
resuspendira u 300 uL. TE pufera uz dodatak 1 pL. RN-aze, sve se dobro promijesa pipetiranjem

1 stavi na inkubaciju u vodenu kupelj tijekom 20 min na 70 °C.

3.2.3. Talozenje DNA

U uzorke se doda 100 uL 8 M amonijeva acetata i 800 uL 96 %-tnog etanola i dobro promijesa
okretanjem. DNA se talozi preko no¢i u frizideru na -20 °C. Otopina se centrifugira 20 min pri
4 °C 110 000 okretaja u minuti i supernatant odlije. Talog je potrebno posusiti najprije pomocu
vakuum sisaljke, kojom se pazljivo uklone zaostale kapljice s unutrasnje stijenke epice, a zatim
10 min uz plamenik. Suhi talog resuspendira se u 20 pL sterilne deionizirane vode i inkubira

kroz 5 min pri 70 °C kako bi se DNA potpuno otopila.
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3.2.4. Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima
Restrikcija izolirane DNA provodi se pri optimalnim uvjetima za svaki enzim prema uputama
proizvodaca. U ovom radu koriSteni su restrikcijski enzimi PshAI, EcoRV i BamHI proizvodaca

New England Biolabs, Ipswich, MA.

3.2.5. Gel-elektroforeza

Pripremi se 0,8 %-tni agarozni gel otapanjem 1,6 g agaroze u 200 mL pufera TBE (1x). Tikvica
sa smjesom postepeno se zagrijava u mikrovalnoj pe¢nici do potpunog otapanja agaroze nakon
cega je otopinu potrebno ohladiti na oko 60 °C. Kalup za gel ima dvije otvorene strane, pa ih
je potrebno dobro zatvoriti ljepljivom trakom. U kalupe s umetnutim ,,¢eSljem™ ulije se
ohladena otopina i ostavi da se gel skrutne nakon ¢ega se ukloni ljepljiva traka. Gelovi se
umetnu u kadicu uredaja za elektroforezu, iz svakog izvadi ,,CeSalj i ulije se pufer TBE (1x)
tako da prekrije gelove. U formirane jazice mikropipetom se nanesu uzorci pomijesani s
migracijskim bojilom. Elektroforeza se provodi 2-3 h pri naponu od 80 V. Gelovi se, nakon
elektroforeze, inkubiraju u otopini etidijeva bromida 15-20 min. DNA u gelu se vizualizira na

transiluminatoru paljenjem UV svjetla i gelovi se fotografiraju kroz crveni filtar.

3.2.6. Uzgoj bakterije Escherichia coli u tekucoj hranjivoj podlozi
Pojedina¢ne kolonije precijepe se pomocu mikrobioloske uSice s krute u tekucu hranjivu

podlogu LB s ampicilinom. Epruvete se inkubiraju preko no¢i na tresilici pri 37 °C.

3.2.7. Izolacija plazmidne DNA

Prethodno uzgojene bakterijske kulture centrifugiraju se 3 min pri 7000 okretaja u minuti.
Supernatant se odlije, a talog resuspendira u 200 pL pufera Bl i promijeSa pipetiranjem.
Suspenziji se doda 200 pL pufera B2 uz lagano mijeSanje okretanjem i inkubaciju na sobnoj
temperaturi kroz 1 min. Zatim se doda 400 pL pufera B3 i1 lagano mijeSa okretanjem do pojave
zutog obojenja kada se uzorci stavljaju na inkubaciju 2 min pri sobnoj temperaturi. Lizat se
centrifugira 5 min pri 13 000 okretaja u minuti. Dobiveni supernatant pazljivo se prenese na
kolonu s matriksom i centrifugira 1 min pri 11 000 okretaja u minuti. Dio koji je prosao kroz
kolonu se odlije, a na kolonu se doda 200 pL pufera za ispiranje 1 i centrifugira 1 min pri 11
000 okretaja u minuti. Na kolonu se potom doda 400 puL pufera za ispiranje 2 i ponovo
centrifugira pri istim uvjetima. Kolona se prenese u novu epicu. DNA se s kolone eluira uz

dodatak 40 pL pufera za eluaciju i centrifugiranje 1 min pri 11 000 okretaja u minuti.
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3.2.8. Sinteza i obiljezavanje probe za hibridizaciju DNA metodom po Southernu

Probe se sintetiziraju pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR). U prvom koraku PCR-om
se sintetizira neobiljezeni PCR produkt, a zatim se on koristi kao kalup za sintezu obiljezenog
PCR produkta, pri ¢emu se koristi otopina deoksiribonukleotid-trifosfata koja sadrzi i dUTP na
koji je vezan digoksigenin (DIG). Kao kalup za sintezu probe coHYG koristi se izolirana
plazmidna DNA s genom za rezistenciju na higromicin, a za sintezu probe coNAT plazmidna
DNA s genom za rezistenciju na nurseotricin. Za provodenje reakcija koristi se enzim GoTaq®
DNA Polymerase prema uputama proizvodaca. Uspjesnost svakog koraka umnazanja
provjerava se gel-elektroforezom. Sastav reakcijske smjese za PCR prikazan je u tablici 2, a

uvjeti provedene metode PCR prikazani su u tablici 3.

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za sintezu probe coHYG, tj. coNAT metodom PCR

Komponenta Volumen (pL)
Deionizirana voda 35,7
Pufer (5x) 10
Otopina deoksiribonukleotida (10 mM) 1

* Uzvodna pocetnica (F_coHYG / F_coNAT) 1

* Nizvodna pocetnica (R_COHYG / R_coNAT) 1

Dna kalup 0,3
Polimeraza 1

* Pocetnica F_coHYG koristi se za sintezu probe coHYG; pocetnica F_coNAT koristi se za sintezu probe coNAT

* Pocetnica R_coHYG koristi se za sintezu probe coHYG; pocetnica R_coNAT koristi se za sintezu probe coONAT

Pripremljene reakcijske otopine potrebno je dobro izmijeSati pipetiranjem prije stavljanja u

uredaj za PCR. Uvjeti provodenja metode PCR programiraju se prema uputama proizvodaca.

Tablica 3. Uvjeti provodenja metode PCR

Korak Temperatura (°C) Trajanje (min)
Pocetna denaturacija 95 2
Denaturacija 95 0,5
Sparivanje pocetnica 52 0,5
Sinteza DNA 72 1
Zavrsna sinteza 72 5
Hladenje 4 nekoliko minuta
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3.2.9. Metoda hibridizacije DNA po Southernu

Hibridizacija DNA metodom po Southernu provodi se u svrhu molekularno-geneticke analize
transformanata. Nakon transfera DNA s gela na membranu i hibridizacije sa specificnom DNA
probom, detektiraju se samo oni fragmenti za koje se proba komplementarno vezala. Proba je
neradioaktivno obiljezena DIG-om 1 vizualizacija se temelji na kolornoj reakciji. Kolornu

reakciju provodi alkalna fosfataza fuzionirana s antitijelom koje se specificno veze za DIG.

Gelovi se stave na inkubaciju u 0,25 M otopinu HCI oko 20 min, tj. sve dok se boja migracijskog
bojila ne promijeni u zutu kao indikator promjene pH. Nakon ispiranja u kadici s vodom, gelovi
se inkubiraju u otopini 0,4 M NaOH i 1 M amonijeva acetata kroz 15 min, odnosno dok vrpce
ponovo postanu ljubicaste boje. Prijenos DNA s gela na membranu odvija se u denaturirajuéim
uvjetima pomoc¢u uredaja za vakuum prijenos (GE Healthcare Biosciences, New Jersey). Na
filter papiru najprije se olovkom oznace uokvirena mjesta za membrane. Papir se stavi u uredaj
i namoc¢i vodom kako bi $to bolje prionuo za perforirano dno. Na oznacena mjesta na papiru
postave se membrane, a zatim maska, koja ih uokviruje. Svi slojevi moraju biti dobro fiksirani
za dno. Na svaku membranu pazljivo se prisloni dio gela na kojem se nalaze uzorci, pri ¢emu
se pazi da se izmedu gela i membrane ne stvore mjehuri¢i zraka. Kada je cijela aparatura
pripremljena, uklju¢i se pumpa. Pumpa stvara vakuum, koji djeluje kao pokretacka sila za
prijenos DNA s gela na membranu. Gelovi se urone u otopinu 0,4 M NaOH 1 otopina se
nadopunjuje po potrebi tijekom prijenosa. Prijenos traje oko 60 min i DNA ¢e se pritom za
membrane vezati ionskim vezama. Nakon prijenosa, membrane se pincetom pazljivo prenesu
iz uredaja u kadice s 1 M amonijevim acetatom i inkubiraju 15 min. Membrane se ostave u

suSioniku na 120 °C kroz 30 min, ¢ime je omoguceno kovalentno vezanje DNA za membranu.

Zatim je potrebno provesti predhibridizaciju kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje probe
na membranu. Kada je predhibridizacijska otopina pripremljena, membrane se stave u plasti¢ne
vrecice 1 zatale s tri strane. U vrecice se ulije predhibridizacijska otopina nakon ¢ega je vazno
ukloniti mjehurice zraka pazljivim istiskivanjem pomocu stani¢evine. Vrecice se zatale s Cetvrte
strane, urone u vodenu kupelj i inkubiraju uz protresanje 3 h pri 64 °C. Predhibridizacijska
otopina se izlije i membrane prebace u nove vrecice i zatale s tri strane. Hibridizacijska otopina

pripremi se na isti na¢in kao predhibridizacijska, ali uz dodatak obiljeZene probe i DNA- nosaca

20



(eng. carrier DNA). Probu je potrebno denaturirati zagrijavanjem do vrenja kroz 5 min 1 naglim
hladenjem na ledu. Hibridizacijska otopina ulije se u vrecice 1 vrecice se zatale s ¢etvrte strane

te inkubiraju preko noéi uz protresanje pri 64 °C.

Nakon hibridizacije, membrane se izvade iz vre€ica 1 ispiru u posudama s otopinom A kroz 10
min uz lagano protresanje pri sobnoj temperaturi. Otopina A se izlije i membrane jo§ jednom
inkubiraju u preostalom volumenu otopine A pri istim uvjetima. Membrane se premjeste u
plasticne vrecice i1 zatale s tri strane. Ulije se otopina B, uklone mjehuriéi i vrecice zatale s
Cetvrte strane. Ispiranje u otopini B provodi se kroz 10 min uz protresanje pri 64 °C nakon ¢ega
se otopina B izlije iz vrecica i cijeli postupak ponovi jos jednom. Membrane se izvade iz vreéica
i kratko inkubiraju u otopini P1, a zatim u otopini P2 tijekom 60 min na sobnoj temperaturi.
Nakon toga, membrane se zatale u vrecice zajedno s 20 mL otopine P2 u koju je dodano 4 pL.
otopine antitijela. Inkubacija se provodi na tresilici kroz 30 min. Membrane se izvade iz vre€ica
i dva puta po 10 min ispiru u otopini P1 na tresilici pri sobnoj temperaturi nakon cega se kratko
urone u otopinu P3. Za provodenje kolorne reakcije membrane je potrebno zataliti u vrecice
zajedno s otopinom za detekciju koja sadrzi BCIP (5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat) i NBT
(eng. Nitroblue Tetrazolium Salt). Vre€ice s membranama inkubiraju se u mraku pri 37 °C preko
noc¢i, tj. do pojave ljubicasto obojenih vrpci. BCIP je supstrat za alkalnu fosfatazu, a NBT
indikator koji daje ljubicasto obojenje vrpcama. Reakcija se zaustavlja dodatkom destilirane
vode u vrecice s membranama. Membrane je potrebno osusiti u suSioniku na 37 °C, zataliti u

nove vrecéice 1 ¢uvati u mraku.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena je analiza Sest transformanata kvasca Scheffersomyces stipitis soja
JCM10742 hibridizacijom DNA metodom po Southernu. Transformanti su dobiveni
kotransformacijom dva linearna transformiraju¢a fragmenta DNA. Svaki od tih fragmenata nosi
po jedan od dva gena potrebna za sintezu 2,3-butandiola te gen za rezistenciju na antibiotik kao
selektivni biljeg za transformante (slika 1 1 slika 2). Stoga je transformante koji su u genomu
nosili oba transformirajuca fragmenta bilo moguce selekcionirati na podlozi s antibioticima
higromicinom i nurseotricinom. Obzirom da linearni transformirajuci fragmenti nisu imali
krajeve homologne regijama u genomu kvasca, o¢ekivana je ilegitimna ugradnja oba fragmenta
na nasumicna mjesta u genomu. Cilj ovog rada bio je provjeriti je li zaista doslo do ilegitimne
integracije oba transformirajuca fragmenta. U tu svrhu, genomsku DNA kvasca najprije je bilo
potrebno izolirati, pocijepati odgovaraju¢im restrikcijskim enzimom i uspjeSnost izolacije i
cijepanja provjeriti gel-elektroforezom (poglavlje 4.1.). Takoder su sintetizirane dvije probe
obiljezene DIG-om specificne za pojedinu transformirajuéu DNA kako bi se provela
hibridizacija DNA metodom po Southernu (poglavlje 4.2.). U konacnici, provedena je
molekularna analiza transformanata hibridizacijom DNA metodom po Southernu (poglavlje

43)).

4.1. Izolacija i cijepanje genomske DNA

Za izolaciju DNA, transformanti te netransformirani soj S. stipitis uzgojeni su u odgovarajué¢im
teku¢im hranjivim podlogama prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1. do stacionarne faze
rasta. Nakon uzgoja, iz kvaS€evih stanica izolirana je genomska DNA (prema postupku
opisanom u poglavlju 3.2.2.) te je pocijepana odgovarajuéim restrikcijskim enzimom (postupak
opisan u poglavlju 3.2.4.). Polovina izolirane DNA od svakog uzorka procijepana je
restrikcijskim enzimom EcoRV, a druga polovina restrikcijskim enzimom PshAI. Uzorci
pocijepani s PshAI prilikom molekularne analize metodom hibridizacije DNA po Southernu bit
¢e hibridizirani s probom koja omogucuje detekciju selektivnog biljega HygR, tj. jedne
transformiraju¢e DNA 1, a oni pocijepani s EcCoRV hibridizirat ¢e se s probom koja omogucuje
detekciju transformirajuée DNA 2 (hibridizirajuéi sa selektivnim biljegom Nrs®). Provjera
uspjesnosti restrikcije provodi se gel-elektroforezom u 0,8 %-tnom agaroznom gelu (postupak

opisan u poglavlju 3.2.5.).
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Slika 5. Gel-elektroforeza genomske DNA kvasca pocijepane restrikcijskim enzimom PshAI
1 - netransformirani soj, 2-7 - transformanti, S - 100 ng DNA bakteriofaga A pocijepane s

HindIII

Slika 6. Gel-elektroforeza genomske DNA kvasca pocijepane restrikcijskim enzimom EcoRV
1 - netransformirani soj, 2-7 - transformanti, S - 100 ng DNA bakteriofaga A pocijepane s

HindIII
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Na oba gela ocekivano je vidljiv ,,razmaz®, uz pojedine diskretne vrpce, Sto znaci da je
genomska DNA uspjesno izolirana i pocijepana. Svaki od koristenih restrikcijskih enzima, osim
Sto cijepa unutar integrirane transformiraju¢e DNA, moZe cijepati i na velikom broju drugih
mjesta u genomu. Zbog toga je cijepanjem kvascevih kromosoma u oba slucaja nastao veliki

broj fragmenata razlicitih veli¢ina.

Pri vrhu gela na koji su naneseni uzorci pocijepani s PshAI (slika 5) vidljivo je puno velikih
fragmenata DNA. Vjerojatno su restrikcijska mjesta za PshAI u genomu rijetka, stoga
cijepanjem nastaje puno velikih fragmenata. U uzorcima koji su pocijepani s EcoRV (slika 6)
ne nastaje toliko velikih fragmenata, §to znaci da su restrikcijska mjesta za ovaj enzim ¢e$ca.

U svim uzorcima vidljive su pojedine vrpce jaCeg intenziteta u odnosu na ostale u istom uzorku.
One se mogu objasniti cijepanjem unutar repetitivne DNA, primjerice gena za rDNA, pri cemu

nastaje puno fragmenata iste veliCine.

4.2. Sinteza proba obiljeZenih DIG-om

Prisutnost i mjesto ugradnje transformiraju¢e DNA 1 (slika 1) provjerit ¢e se hibridizacijom
DNA po Southernu, pri ¢emu ¢e kao proba posluziti neradioaktivno DIG-om obiljezen ORF
gena HygR. Prisutnost i mjesto ugradnje transformirajuée DNA 2 provjerit ¢e se istom
metodom, ali ée kao proba posluZiti neradioaktivno DIG-om obiljezen ORF gena Nrs®. U tu
svrhu, potrebno je sintetizirati navedene probe obiljezene DIG-om, a to je provedeno pomocu
PCR-a. Kako bi se umnaZanje PCR-om moglo provesti, najprije su iz bakterija E. coli izolirani
plazmidi pRS54cH i1 pRS54¢N (prikazani na slikama 3 1 4), koji sadrze gene za rezistenciju na
higromicin 1 nurseotricin 1 koji ¢e zatim posluziti kao kalup za njithovo umnazanje. Izolacija
plazmidne DNA provedena je prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.7., a uspjesnost

izolacije provjerena je gel-elektroforezom.
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Slika 7. Gel-elektroforeza izolirane plazmidne DNA. Uzorci na gelu:
1 - pRS54cH, 2 - pRS54c¢cN, S - standard za gel-elektroforezu (1 kb DNA Ladder, New England
Biolabs)

Iz gela je vidljivo da je izolacija oba plazmida bila uspjesna. Buduéi da je provedena gel-
elektroforeza nepocijepanih plazmida, veli¢inu svakog nije moguce odrediti na temelju
usporedbe sa standardom jer nativna plazmidna DNA zauzima konformaciju superzavojnice.
Nakon izolacije, obje plazmidne DNA linearizirane su pomocu enzima BamHI (poglavlje
3.2.4.) kako tijekom PCR reakcije superzavijena struktura ne bi ometala dobivanje produkta.
Umnazanje ORF-ova gena Hyg® i Nrs® najprije je provedeno bez prisutnosti dUTP-a
obiljeZzenog DIG-om, a zatim je dobiveni PCR produkt posluzio kao kalup za sintezu probe.
Kao $to je vidljivo iz mjesta vezanja pocetnica za umnazanje ORF-ova (slika 3 1 4), oCekivane
duljine PCR produkata su 999 pb za HygR i 553 pb za NrsR. Medutim, u slu¢aju uspjesne sinteze
probe obiljezene DIG-om ocekivano je da dobiveni obiljezeni PCR produkt putuje sporije nego
neobiljezeni jer je zbog ugradnje dUTP-a s DIG-om vece molekulske mase. Uspjesnost sinteze

proba metodom PCR, bez dUTP-DIG i uz njegov dodatak, analizirana je gel-elektroforezom.
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Slika 8. Provjera uspjes$nosti sinteze obiljezenih proba pomocu gel-elektroforeze. Jazica 1 -
produkt umnazanja ORF-a gena Nrs® bez dodatka dUTP-DIG, 2 - produkt umnaZanja ORF-a
gena Nrs® uz dodatak dUTP-DIG, 3 - produkt umnazanja ORF-a gena Hyg® bez dodatka dUTP-
DIG, 4 - produkt umnaZanja ORF-a gena Hyg® uz dodatak dUTP-DIG, S - standard za gel-
elektroforezu (DNA bakteriofaga A pocijepana enzimom HindIII)

Kao $to je vidljivo iz gornjeg gela, umnaZanje ORF-a gena Nrs® i Hyg® bilo je uspjesno i
rezultiralo je jednom vrpcom ocekivane veli¢ine (999 pb za Hyg® i 553 pb za Nrs®). Takoder,
u jazici 2 vidljiv je produkt umnaZanja probe Nrs® pomoéu PCR-a, pri ¢emu je u reakciji bio
prisutan dUTP-DIG. Stoga je molekulska masa ovakvog PCR produkta obiljezenog DIG-om
nesto veca u odnosu na neobiljezeni PCR produkt, te se moze zakljuciti da je neradioaktivno
obiljezena proba za ORF gena Nrs® uspjesno sintetizirana. Medutim, u jaZici 4 nije bio vidljiv
produkt umnazanja PCR-om, pa se moze zakljugiti da sinteza probe Hyg® obiljezene DIG-om
nije bila uspjeSna. Moguci razlog tome je prevelika koncentracija dUTP-DIG nukleotida u PCR
reakcijskoj smjesi, koja onemogucéava uspjeSno obiljezavanje neSto duzih PCR fragmenata
(ORF gena Hyg® otprilike je dvostruko duzi od ORF-a gena Nrs®). Moguce je da je za uspjesnu
sintezu i obiljezavanje probe HygR potrebno optimirati koncentraciju dUTP-DIG u reakcijskoj

smjesi za PCR, ali to nije bilo provedeno u sklopu ovog rada.
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Za molekularnu analizu transformanata kvasca S. stipitis koriStena je proba Nrs® obiljezena
DIG-om, koja je sintetizirana u ovom radu te proba HygR obiljezena DIG-om, koja je
sintetizirana tijekom ranijih istrazivanja u Laboratoriju, a koja je takoder komplementarna

ORF-u gena Hyg".
4.3. Molekularna analiza transformanata kvasca S. stipitis hibridizacijom DNA
metodom po Southernu

Hibridizacija DNA metodom po Southernu provedena je u svrhu detektiranja onih fragmenata
DNA na koje se odgovaraju¢a DIG-obiljezena proba mozZe komplementarno vezati. Nakon gel-
elektroforeze pocijepane kromosomske DNA kvasaca, proveden je vakuum transfer s gelova na
membrane. Svaka membrana hibridizirana je sa specificnom probom i provedena je detekcija
(postupci opisani u poglavlju 3.2.9.). Na slikama 9 i 10 prikazani su rezultati molekularne

analize transformanata hibridizacijom DNA po Southernu.

23.1kb —»

9,4 kb —»

6.6 kb —»

4.4 kb —»

23kb —»

2.0kb —»

Slika 9. Fragmenti detektirani na membrani hibridiziranoj s probom Hyg®. Raspored uzoraka
na gelu: 1 - netransformirani soj, 2-7 - analizirani transformanti, S - 100 ng DNA bakteriofaga

A pocijepane s HindIII
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Slika 10. Fragmenti detektirani na membrani hibridiziranoj s probom NrsR. Raspored uzoraka
na gelu: 1 - netransformirani soj, 2-7 - analizirani transformanti, S - 100 ng DNA bakteriofaga

A pocijepane s HindIII

Veli¢ine detektiranih fragmenata u uzorcima procjenjuju se na temelju usporedbe sa standardom
za koji je koriStena DNA bakteriofaga A pocijepana s endonukleazom HindIIl. Uzorak 1
(netransformirani soj) o¢ekivano ne daje signal, niti u slu¢aju hibridizacije s probom Nrs®, niti

u sluéaju hibridizacije s probom Hyg~.

Na slici 9 u uzorcima 2, 3, 4, 5, 6 1 7 vidljive su po dvije vrpce razli¢itih veli¢ina u svakom
uzorku. Ova membrana hibridizirana je s probom HygR®, koja je komplementarna ORF-u gena
za rezistenciju na higromicin na transformiraju¢oj DNA 1. Budu¢i da enzim PshAI ovu
transformiraju¢u DNA cijepa jednom, i to unutar ORF-a gena za rezistenciju (slika 1),
oCekivano je da su na membrani vidljive dvije vrpce. Minimalne veli¢ine detektiranih
fragmenata koje je moguce dobiti cijepanjem s PshAl iznose 0,9 kb 1 5,9 kb. Sve vidljive vrpce

vece su od navedenih vrijednosti.
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Na slici 10 u uzorcima 2, 4, 5, 6 i 7 ocekivano je detektiran samo jedan fragment razlicitih
veli¢ina. Ova membrana hibridizirana je s probom Nrs®, koja je komplementarna ORF-u gena
za rezistenciju na nurseotricin na transformiraju¢oj DNA 2. Enzim EcoRV ovu transformirajuéu
DNA cijepa na tri mjesta, ali izvan ORF-a gena za nurseotricinsku rezistenciju (slika 2). To
znaci da se proba specificno mogla vezati samo na jedan fragment i dati signal. U uzorku 3
neockivano su detektirana 2 signala. Ovaj rezultat sugerira da su u ovom transformantu
ugradene dvije molekule transformiraju¢e DNA 2 u dva nasumi¢na mjesta u genomu. Sve vrpce

vece su od minimalne oc¢ekivane velicine, koja iznosi 2,2 kb.

Fragmenti detektirani na svakoj membrani nasumicnih su veli¢ina ¢ime je dokazana ilegitimna
integracija, odnosno obje transformiraju¢e DNA ugradile su se na nasumi¢nim mjestima u
genomu kvasca. Zbog toga je nakon restrikcije s odgovaraju¢im enzimom nemoguce dobiti
jednake fragmente u svakom uzorku na pojedinoj membrani. Ova vrsta integracije je ocekivana

jer niti jedna transformiraju¢a DNA ne sadrzi regije homologne regijama u kvas¢evu genomu.
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5. ZAKLJUCAK

Hibridizacijom DNA metodom po Southernu utvrdeno je da svi transformanti sadrze obje
linearne transformiraju¢e molekule DNA integrirane ilegitimno, odnosno na nasumi¢nim

mjestima u kvaScevu genomu.
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