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1. UvOD

Tehnologija rekombinantne DNA predstavlja niz molekularno — geneti¢kih metoda uz
pomo¢ kojih je moguée izmijeniti DNA neke stanice. Danas je vrlo raSirena te nalazi
primjenu u biotehnologiji, medicini te fundamentalnim i primijenjenim znanstvenim
istrazivanjima.  Razdoblje rekombinantne DNA tehologije je zapocelo otkricem
restrikcijskih enzima, 70. -tih godina proslog stoljeca. Restrikcijske endonukleaze su
enzimi koje bakterijska stanica koristi u obrani za razgradnju strane DNA, a prepoznaju
odredenu sekvenciju (palindrom) te cijepaju na tome mjestu te se na taj nacin dobivaju

fragmenti koji se kasnije koriste za dobivanje rekombinantne DNA.

Princip konstrukcije rekombinantnih molekula DNA bazira se na ugradnji Zeljenog
fragmenta molekule DNA koji moZze potjecati iz jednog ili viSe razli¢itih organizama, a
kojeg nazivamo insert, u vektor. Vektori su molekule DNA u koje se jednostavno moze
insertirati fragment DNA u svrhu umnaZanja u stanici domacina. Postupak se sastoji od
izolacije strane DNA te izrezivanja zeljenog fragmenta i vektorske DNA pomocu
restrikcijskih enzima te zatim ugradnje zeljene DNA u vektor pomoc¢u DNA ligaze. Vektor
s ugradenom stranom DNA je rekombinantni vektor. Vektor se zatim ubacuje u stanicu

domacina gdje dolazi do umnoZavanja stvarajuci velik broj kopija strane DNA (Deli¢,
2004).

Kao stanica domacin najc¢esce se koristi bakterija Escherichia coli u koju se unose vektori
sa raznim genima c¢ijom ekspresijom nastaju proteini. Takve geneti¢ki modificirane
bakterije se koriste za proizvodnju lijekova, cjepiva, za ¢is¢enje okolisa od zagadivaca, za

ubijanje kukaca nametnika i sli¢no.

Cilj ovog rada je konstrukcija plazmida pBAD — NoxV, pri ¢emu je potrebno ORF gena
NoxV koji kodira za NADPH oksidazu izdvojiti iz plazmida pUC-GW-NoxV, te staviti
pod regulacije araBAD promotora u okosnici plazmida pBAD-HheC koji ¢e posluziti kao
vektor .



2. TEORIJSKI DIO

2.1.

2.2.

Konstrukcija rekombinantnih plazmida i fragmenata DNA moze se provesti pomocu
razli¢itih metoda koje se mogu podijeliti u dvije kategorije: in vitro 1 in vivo sklapanje
rekombinantne DNA (Kang i Kim, 2021; Aubry i sur., 2019; Juhas i Ajioka, 2017; Li i
sur., 2017;). Pristupi in vitro i in vivo kloniranja i sklapanja fragmenata ukljucuju:
metode posredovane restrikcijskim enzimima kao Sto su sustavi tipa IIS i klasi¢no
kloniranje restrikcijskim enzimima (Chen i sur., 2013; Engler 1 sur., 2009); metode
temeljene na rekombinaciji kao Sto su Gateaway kloniranje i sklapanje fragmenata po
Gibsonu (eng. ,,Gibson assembly*; Gibson i sur., 2009), te metoda temeljena na
topoizomerazi i kloniranju neovisnom o ligaciji (eng. ligation independant cloning,
LIC). U slucaju kloniranja jednog Zeljenog fragmenta u vektor najceSce se koriste
klasicna metoda kloniranja pomocu restrikcijskih enzima, te metoda pomocu
topoizomeraze, dok su ostale ovdje opisane metode najkorisnije u sluc¢aju potrebe

istovremenog kloniranja veéeg broja fragmenata.

Kloniranje pomocu restrikcijskih enzima

Molekularno kloniranje temeljeno na restrikcijskim enzimima (endonukleazama) je
"klasi¢na" metoda kloniranja. Restrikcijski enzimi cijepaju dvolanéanu DNA (dsDNA)
na odredenim specifiénim mjestima u DNA — restrikcijskim mjestima. Svaki pojedini
restrikcijski enzim prepoznaje specifi¢no restrikcijsko mjesto 1 cijepa ga na tocno od-
reden, predvidiv nacin. Pri tome, nakon cijepanja dvolan¢ane DNA, krajevi mogu biti
ravni (tupi) ili imati 3" ili 5' istureni jednolacani kraj. Dva dijela DNA koji imaju kom-
plementarne krajeve ili koji sadrze oba kraja ravna, mogu se ligirati pomo¢u T4 DNA
ligaze. Velika vecina plazmida koji se koriste za kloniranje i ekspresiju DNA sadrzi
sadrzi polilinker (MCS, eng. multiple cloning site) — sintetsku regiju DNA s ve¢im
brojem jedinstvenih restrikcijskih mjesta za najéesce koristene restrikcijske enzime, $to

olakSava kloniranje inserata u taj dio vektora.

Kloniranje pomo¢u endonukleaza tipa 11S (Golden Gate i MoClo)
Sustavi kloniranja koji se temelje na restrikcijskim endonukleazama tipa IIS koriste

specifi¢no svojstvo ovih endonukleaza, a to je da one cijepaju dsDNA na odredenoj



udaljenosti od mjesta prepoznavanja. Takav nacin cijepanja dsDNA se koristi za stva-
ranje kompatibilnih krajeva (pri cijepanju nastaju jednolan¢ani istureni krajevi dugi 4
nukleotida) koji se zatim mogu spariti tijekom postupka kloniranja. Prednost I1S sus-
tava kloniranja je da se cijeli postupak kloniranja veceg broja fragmenata (digestija i
ligacija) moze prevesti u samo jednoj reakciji i s jednim restrikcijskim enzimom tipa
I1S, a, buduci da ¢e dobiveni krajevi biti razli¢iti na razli¢itim fragmentima, moze se
sacuvati usmjerenost reakcije kloniranja. Pri tome, obzirom da se mjesta restrikcijskih
endonukleaza tipa IIS mogu nacéi u cijeloj sekvenci DNA, vazno je provjeriti da nema
dodatnih mjesta prepoznavanja unutar fragmenata koji se cijepaju i sastavljaju. Najce-
S¢e koristeni sustavi temeljeni na endonukleazama tipa IS su Golden Gate i MoClo

modularno kloniranje (Lu i sur., 2021.).

Metoda za kloniranje Golden Gate se oslanja na koristenje odgovarajuceg vektora kod
kojeg cijepanjem s restrikcijskom endonukleazom tipa I1S ostaju istureni krajevi dok
se odgovarajuc¢a mjesta prepoznavanja za enzim te sekvencija koja ¢e rezultirati kom-
plementarnim krajevima onima na vektoru, na krajeve inserta najées¢e dodaje umna-
zanjem pomoc¢u odgovarajucih pocetnica koje zeljene sekvencije DNA imaju nadodane

na svoje 5' krajeve (Gearing, 2015).

Sustav MoClo (modularno kloniranje) sastoji se od tri seta vektora za kloniranje (razine
0, 1 ili 2) koji se mogu koristiti u tri uzastopna koraka. Prije pocetka, mogu se umetnuti
fragmenti DNA koji sadrze osnovne dijelove (promotore, kodrajuce sekvence i termi-
natore) u pojedina¢ne plazmide. U prvom koraku kloniranja, kompatibilni vektori ra-
zine 0 usmjereno se sastavljaju u vektor razine 1 tako stvarajuéi jednu transkripcijsku
jedinicu (npr. promotor, 5’UTR, kodirajuca regija i terminator se sparuju u jednu jedi-
nicu). Zatim, do Sest dobivenih modula razine 1 moze se ponovno na sli¢an nacin sas-
taviti u vektor razine 2, tvoreci tako funkcionalni geneticki sklop. Kombiniranje viSes-
trukih vektora razine 2 u zavrSnom koraku sklapanja dopusta stvaranje jo$ sloZenijih
konstrukata, a jedini ogranicavajuci faktor jest moguénost domacina E. coli da stabilno

replicira i odrZava kona¢ni plazmid nakon transformacije.



2.3.

2.4.

Gateaway rekombinacijsko kloniranje

Gateway rekombinacijsko kloniranje je metoda kloniranja koja se temelji na rekombi-
naciji. Glavna prednost je u tome $to se premjestanje dijela DNA iz jednog plazmida u
drugi vrsi putem samo jedne reakcije rekombinacije pritom pojednostavljujuci proces
i smanjujuci vrijeme potrebno za kloniranje. Fragment DNA Kkoji se zeli klonirati u
plazmid mora sadrzavati specifi¢éna mjesta za rekombinaciju na svojim krajevima, pa
tako fragment DNA prvo mora biti omeden sa specifiénim Gateaway mjestima attB1 i
attB2. Ovaj se fragment zatim moze klonirati u donorski plazmid koji sadrzi kompati-
bilna attP mjesta (stvarajuéi ulazni klon) pomoc¢u odgovarajuce rekombinaze. Ulazni
klon sada ima rekombinirana attL mjesta koja omeduju fragment DNA. Sada kada je
fragment DNA kloniran u donorski plazmid, moze se brzo prebaciti u bilo koji kompa-
tibilni odredisni vektor, koji sadrzi attR mjesta putem enzima LR klonaze. Dakle, Ze-
ljeni fragment se moze klonirati u donorski plazmid, a zatim se moze lako premjestiti
u jos niz plazmida (Kurtis i Grossniklaus 2003; Van Mullem i sur 2003; Karimi i sur.
2002; Loftus i sur. 2001).

Sklapanje fragmenata po Gibsonu

Sklapanje fragmenata po Gibsonu (eng. Gibson assembly) koristi svojstva tri uobica-
jena enzima: 5' egzonukleaze, polimeraze i ligaze. Prvo 5' egzonukleaza uklanja nuk-
leotide s 5' krajeva fragmenata DNA stvarajuci dugacke 3' jednolancane krajeve koji
se spajaju jedan s drugim zbog svoje homologije. DNA polimeraza zatim zatvara pra-
zninu koju je stvorila 5’ egzonukleaza na nacin da sintetizira DNA te na kraju ligaza
povezuje dobivene fragmente kako bi se stvorila jedna dvolan¢ana DNA. U metodi
sklapanja fragmenata po Gibsonu fragmenti DNA s homologijom od 20-40 parova baza
na svojim krajevima mogu se lako povezivati u jednoj izotermnoj reakciji. Glavna
prednost ove metode je ta §to omogucuje jednostavno sklapanje visestrukih fragmenata
DNA u odabranoj orijentaciji, a nedostatak ovog sustava je to sto ova metoda najbolje
funkcionira kada se kombiniraju fragmenti DNA veli¢ine preko 200 parova baza
(Phytila, 2016).



2.5.

2.6.

TOPO kloniranje

TOPO kloniranje je metoda kloniranja DNA koja ne koristi restrikcijske enzime ili li-
gaze. Fragment koji se klonira ovom metodom potrebno je umnoziti pomoc¢u Taqg po-
limeraze pri ¢emu ona ostavlja jedan nukleotid adenozina (A) na 3' kraju PCR produkta.
Komplementarni 3" istureni kraj s timinom (T) nalazi se u prethodno lineariziranom
izrezanom TOPO na ¢ijim 3'-krajevima je vezan enzim DNA topoizomeraza. Topoizo-
meraza djeluje kao ligaza koja povezuje kompatibilne krajeve fragmenta umnozenog
PCR-om i TOPO vektora. TOPO kloniranje stoga ne treba restrikcijske enzime ili eg-
zogenu ligazu $to omogucuje brz i jednostavan nacin kloniranja. Glavni nedostatak
TOPO kloniranja je taj $to je dostupno vrlo malo plazmidskih TOPO okosnica, a i u-
¢inkovitost moze varirati ovisno o koriStenoj polimerazi te o tome §to se istureni adenin
degradira tijekom vremena, dodatno smanjujuc¢i ucéinkovitost reakcije (Swanson,
2016).

Kloniranje neovisno o ligaciji
Kloniranje neovisno o ligaciji (eng. ligation indemendant cloning, LIC) oslanja se na

3'-5' egzonukleaznu aktivnost T4 DNA polimeraze.

Metoda LIC ne zahtijeva mjesno — specifiénu rekombinaciju ili korak ligacije, §to ga
¢ini jednostavnom, jeftinom i brzom metodom kloniranja. LIC ovisi o dodatku samo
jednog slobodnog dNTP u reakciju te ¢e u njegovoj prisutnosti T4 polimeraza djelovati
kao egzonukleaza sve dok na jednolan¢anom kraju ne bude izlozena baza koja je kom-
plementaran slobodnom nukleotidu. T4 polimeraza zatim nadodaje slobodni dNTP na
3' kraj prema komplementarnom kalupu polimeraznom aktivnosc¢u, te nakon toga zas-
taje s replikacijom obzirom da nisu dostupni drugi dNTPovi . Dobiveni jednolancani
krajevi dugi su 10-12 nukleotida na 5' kraju i vektora i inserta, te moraju biti komple-
mentarni. Takvi krajevi se u otopini komplementarno sparuju, ali nakon sparivanja i
dalje sadrze lomove. Tako dobiveni produkt moze se unijeti transformacijom u E. coli,
a lomovi se zatim popravljaju in vivo tijekom replikacije. Nedostatak metode LIC jesu
poteskoce pri sastavljanju fragmenata DNA s ponavljaju¢im sekvencama i DNA koja

zavr$ava sekvencama koje tvore slozene sekundarne strukture (Gearing, 2015).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

Materijali

Mikroorganizmi

U radu je za pripremu stanica i transformaciju koriStena bakterija Escherichia coli
soja DH5a genotipa: fhuAd?2 lac(del) U169 phoA ginV44 @80 lacZ(del)M15 gyrA96
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17.

Plazmidi

Tijekom rada koriStena su dva plazmida pUC-GW-NoxV (slika 1) i pBAD-Hhec
(slika 2) te oba sadrzavaju ishodiste replikacije (ori) koje im omogucuje umnazanje
u bakteriji E. coli te oba imaju restrikcijska mjesta Ncol i Pmel. Plazmid pUC-GW-
NoxV uz navedeno sadrzi i gene lacZ — alpha i NoxV Ecoli opti, a plazmid pBAD-
Hhec sadrzi osim navedenog jos i gene hhec te araC. Zbog prisutstva gena bla koji
kodira za rezistenciju na antibiotik ampicilin, bakterije koje su uspjesno

transformirane plazmidom su rezistentne su na antibiotik ampicilin.

NcoI (422)

pUC-GW-NoxV 1

4077 bp

Pmel (1811)

Slika 1. Restrikcijska mapa plazmida pUC-GW-NoxV



Ncol (0)

PBADHHEC

4840 bp

Slika 2. Restrikcijska mapa plazmida pBAD-HheC

3.1.3. Hranjive podloge i otopine

Podloge i1 otopine koriStene u ovom radu steriliziraju se u autoklavu 20 min na
121°C i ¢uvaju na sobnoj temperaturi (ukoliko nisu napomenuti drugaciji uvjeti) ili
se pripremaju iz sterilne deionizirane vode 1 sterilnih otopina. Krute podloge imaju

isti sastav kao i tekuée, ali sadrze 25,0 g L™! agara koji se dodaje prije sterilizacije.

3.1.3.1. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli
LB (kompletna podloga):
kvadéev ekstrakt 5,0 g L!
bacto-tripton 10,0 g L!
NaCl 10,0 g L™

Izrada podloge s ampicilinom: Ampicilin se dodaje u sterilnu podlogu iz osnovne

otopine sterilizirane filtracijom (koncentracija 20,0 mg mL™) do konacne
7



koncentracije od 50,0 pg mL™! za krutu podlogu (koja je ohladena na 58°C),

odnosno do konaéne koncentracije od 100,0 pg mL™! za tekuéu podlogu.

SOC:

KC120,0 mg

NaCl 60,0 mg

MgCl> 200,0 mg
bacto-tripton 2,0 g
kvascéev ekstrakt 500,0 mg
MgS04-7H20 250,0 mg
glukoza 360,0 mg

destilirana voda do 100,0 mL

3.1.3.2.  Reakcijska otopina za cijepanje plazmida
plazmidna DNA 10,0 uL
pufer 3,0 uL
enzim Pmel 0,3 pL
enzim Ncol 0,3 uL

destilirana voda 16,4 puL

3.1.3.3.  Otopina za pripremu kompetentnih stanica
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.



3.1.3.4.

3.1.35.

3.1.3.6.

Ligacijska otopina

vektor 5,0 uL

insert 5,0 uL

10x koncentrirani pufer 2,0 uL
ligaza 1,0 uL

voda 7,0 uL

Restrikcijska otopina za cijepanje plazmida radi provjere
DNA 4,0 uL
pufer 1,5 pL

voda 9,2 uL

Otopine za gel-elektroforezu
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40,0 mL
destilirana voda do 1000,0 mL
borna kiselina 55,0 g

TBE-pufer (10x): Tris 108,0 g

Pufer za gel-elektroforezu se priprema u koncentriranom obliku i1 zatim

naknadno razrjeduje destiliranom vodom do Zeljene koncentracije.

Priprema agaroznog gela: Agarozni gel se priprema otapanjem agaroze u TBE-

puferu (1x) pripremljenim razrjedivanjem TBE-pufera (10x). Ovisno o potrebi,

koncentracija agaroze u gelu moZe iznositi 7,0 — 20,0 g L.

Boja za nanoSenje uzorka:

brom-fenol-plavo 2,5 g L!



3.1.3.7.

ksilen-cijanol 2,5 g L™!

Otopina se ¢uva pri 4°C i nije je potrebno sterilizirati.

Etidijev bromid:

Osnovna otopina priprema se u koncentraciji od 10,0 mg mL™!, nije ju potrebno
sterilizirati i Cuva se na 4°C u zatamnjenoj boci. Otopina za vizualizaciju DNA
priprema se dodatkom 50,0 pL osnovne otopine u 1,0 L destilirane vode i

takoder se ¢uva u zatamnjenoj boci.

Kemikalije i enzimi
Agaroza: Appligene, Strassbourg.
EDTA: Kemika, Zagreb.
Enzimi za cijepanje i modifikaciju DNA:
Etidijev bromid: Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim.
Sastojci hranjivih podloga: Difco, Detroit
Merck, Darmstadt.
Sigma Chemical Co., St. Louis.
Komplet kemikalija za izolaciju DNA iz gela: New England Biolabs, USA
Kemikalije za pripremu ostalih otopina: Sigma Chemical Co., St. Louis,
Kemika, Zagreb,
Alkaloid, Skopje.

Standard: New England Biolabs, USA
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3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Metode

Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima

Restrikcijski enzimi Ncol, Pmel, Pvul i Ndel koristeni su prema uputama proiz-
vodaca New England Biolabs (USA), kao i njihovi puferi u pripremi restrikcijske

otopine.

Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza u agaroznom gelu je provedena u aparaturi za elektroforezu.
Otopljeni agarozni gel se ohladi na oko 50°C te se izlije u nosa¢ gela u koji je
prethodno postavljen ¢eslji¢ koji omogucuje formiranje jazica. Nakon Sto se gel
stvrdne, nosac gela se postavi u kadicu za elektroforezu. U nju se ulije TBE (1x)
pufer tako da sloj pufera iznad gela bude visok oko 1 mm. Nakon §to se gel stvrdne,
iz njega se izvadi ¢eslji¢. Uzorci DNA se pomijesaju s bojom za nanos$enje uzoraka
u omjeru 6:1 1 unesu mikropipetom u jazice na gelu. Elektroforeza se najcesce
provodi pri naponu od 60 V do 70 V u vremenu 1 — 4 h (ovisno o koncentraciji
agaroze u gelu 1 veli¢ini analiziranih fragmenata DNA). Po zavrSetku elektroforeze
gel se inkubira u otopini etidij-bromida 15 — 20 min na tamnom mjestu, nakon ega

se osvijetli UV svjetlom na transiluminatoru i po potrebi fotografira.

Izolacija vektora i inserta iz agaroznog gela

Za izolaciju dobivenih fragmenata DNA iz agaroznog gela koriSten je komplet
kemikalija Monarch® DNA Gel Extraction Kit (proizvodaca BiolLabs) te je
izolacija provedena prema uputama. Komad agaroznog gela koji sadrzi Zeljeni
fragment DNA izreZze se iz gela, izvaZe i otopi u 4 volumena otopine pufera za
otapanje gela (100,0 pg gela je volumen od 100,0 pl). Smjesa se inkubira 5- 10 min
na 37-55°C (obi¢no 50 °C) te se povremeno mijesa na vorteksu u svrhu potpunog
otapanja agaroznog gela. Otopina se nanese na kolonu za izolaciju DNA. Provede
se centrifugiranje 1 min. Slijedi ispiranje kolone dodatkom 200,0 pL pufera za

ispiranje uz centrifugiranje od 13 000 rpm . Filtrat se odbaci, a kolona jo$ jednom
11



3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

centrifugira ponovno na 13 000 rpm . DNA se s kolone ispere dodatkom 6,0 pL ili

viSe pufera za eluaciju i pohrani.

Ligacija vektora i inserta

Ligacijska smjesa priprema se u kiveti prethodno ohladenoj na 0°C te uronjenoj u
usitnjeni led 1 sadrzi 5,0 uL DNA inserta, 5,0 uL DNA vektora, 2,0 uL pufera(10x),
1,0 uL DNA ligaze i 7,0 pL destilirane vode. Kontrolna smjesa se priprema na isti
nacin osim $to se umjesto inserta stavlja 5,0 uL destilirane vode. Ligacija se provodi

pri 16°C preko noc¢i ili na sobnoj temperaturi 2 sata.

Priprema kompetentnih stanica bakterije E. coli za elektroporaciju

Tekuca kultura bakterije E. coli volumena 500,0 mL uzgaja se na 300 min-1 /37°C
do trenutka kada ODsoo suspenzije dosegne vrijednost 0,5 — 0,7. Zatim se kultura
hladi na ledu 20 min. Nadalje se sve manipulacije stanicama provode na temperaturi
blizu 0°C, a i svo koriSteno laboratorijsko posude prethodno se ohladi u ledu.
Stanice se centrifugiraju 15 min/4000 min-1 /4°C, nakon cega se talog ispire u
hladnom 10%-tnom glicerolu, prvo u volumenu od 500,0 mL, a zatim u volumenu
od 250,0 mL 1 naposljetku u volumenu od 20,0 mL. Pelet stanica se resuspendira u
1,0 — 2,0 mL hladnog 10%-tnog glicerola te se potom suspenzija razdijeli u alikvote

volumena 40,0 uL koji se pohrane na -70°C.

Transformacija bakterije E. coli elektroporacijom

Neposredno prije elektroporacije alikvot stanica se ostavi na ledu kako bi postigao
temperaturu od 0°C, nakon ¢ega se u njega dodaje 1,0 — 2,0 uL DNA otopljene u
puferu niske ionske jakosti kao Sto je TE pufer. Nakon homogenizacije 1 inkubacije
na ledu u trajanju od 1 minute uz mijesanje, smjesa se prenese u ohladenu kivetu
na ledu za elektroporaciju. Kiveta se umetne u otvor na elektroporatoru. Kroz nju
se provede visokovoltazni puls od 2,5 kV u trajanju od 5 milisekunda nakon kojeg

se stanice brzo resuspendiraju u 1,0 mL medija SOC. Dobivena suspenzija inkubira
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se 1 h/300 min-1 pri 37°C. Nakon inkubacije 200,0 uL suspenzije nacijepi se na
pripremljenu krutu LB hranjivu podlogu uz dodatak ampicilina.

3.2.7. Izolacija plazmidne DNA iz transformanata

Alikvot bakterijske kulture volumena 4,0 mL centrifugira se na 13 000 rpm 30 se-
kundi . Talog se resuspendira u 200,0 uL pufera za resuspenziju plazmida, a super-
natant se odbacuje. U otopinu se dodaju 200,0 uL plazmidnog pufera za lizu te se
preokrene epruveta njezno 5-6 puta. Zatim se neutralizira lizat s 400,0 puL pufera za
neutralizaciju i potom se lizat razbistri centrifugom 2-5 minuta pri 13 000 rpm. Su-
pernatant se pazljivo prenese u spin kolonu i ponovno centrifugira 1 minutu te se
nakon toga odbaci protocni dio 1 umetne se kolonica u epruvetu za prikupljanje te
se doda 200,0 puL pufera za ispiranje koji uklanja zaostalu RNA i proteine te se
centrifugira 1 minutu. Zatim se ponovno doda 400,0 uL pufera za ispiranje i opet
centrifugira 1 minutu. Nakon toga premjestimo kolonu u ¢istu epruvetu te dodamo
30,0 uL pufera za ispiranje DNA i centrifugiramo ponovno 1 minutu za eluaciju

DNA.
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4.

4.1.

REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je konstruirati plazmid pBAD-NoxV koriste¢i plazmide pUC-GW-
NoxV i pBAD-HheC . 1z plazmida pUC-GW-NoxV je bilo potrebno izolirati insert, a
plazmid koji je koristen za vektor je pPBAD-HheC. Postupci u konstrukceiji plazmida
opisani su u poglavlju 4.1., a nacin provjere konstruiranog plazmida je opisan u

poglavlju 4.2.

Konstrukcija plazmida pBAD-NoxV

Pri konstrukciji plazmida pBAD-NoxV (slika 7) kao vektor je koristen dio plazmida
pBAD-HHEC koji nosi ishodiste replikacije (ori), gen koji omogucava rezistenciju
na ampicilin (bla), te gen araC i araBAD promotor koji omogucava inducibilnu
ekspresiju heterolognih gena u E. coli. Pod kontrolu toga promotora potrebno je
klonirati ORF gena NoxV koji kodira za NADPH oksidazu, a koji potjece iz bakterije
Lactoccosus lactis i ¢iji je sastav kodona optimiziran za ekspresiju u E. coli. U tu
svrhu, insert koji nosi ORF gena NoxV potrebno je izdvojiti iz plazmida pUC-GW-
NoxV. Shema konstrukcije ovog plazmida prikazana je na slici 3, a pojedini koraci

detaljno su objasnjeni u nastavku.
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Slika 3. Shema konstrukcije plazmida pPBAD NoxV. Ljubi¢astom bojom je
oznacen insert. Oba plazmida su pocijepana s restrikcijskim enzimima Ncol 1
Pmel. Izolirani su insert i vektor te je potom napravljena ligacija kojom je
konstruiran pBAD - NoxV te je transformirana E. coli.

15



Konstrukcija plazmida je zapocela linearizacijom plazmida pUC-GW-NoxV i pBAD-
HHEC $to je napravljeno pomocu restrikcijskih enzima Ncol i Pmel. Nakon §to je
napravljena restrikcija, uspjesnost restrikcije je provjerena gel-elektroforezom na

0,8% agaroznom gelu na nacin kako je opisano u poglavlju 3.2.2.(slika 4).

10,0 kb
8,0 kb
6,0 kb
5,0 kb
4,0 kb

3,0kb

2,0 kb

1,5 kb

1,0 kb

0,5 kb

Slika 4. Provjera uspjesnosti cijepanja vektora s Ncol i Pmel. U jazicama: 1 —
standard, 2 - neporezani plazmid pUC-GW-NoxV, 3 — pUC-GW-NoxV porezan s
Ncol i Pmel, 4 — neporezani plazmid pBAD-HheC, 5 - pPBAD-HheC porezan s Ncol i
Pmel, 6 -standard.

Na gelu je u jazici broj 2 vidljiva deblja vrpca u samom vrhu gela pa stoga moZemo
zakljuciti da je ta DNA neporezana. U jazici broj 3 moZe se jasno vidjeti dvije vrpce
stoga mozemo zakljuciti da je plazmid pUC-GW-NoxV porezan restrikcijskim
enzimima Pmel 1 Ncol te usporedbom sa standardom zakljucujemo da su te 2 vrpce
oc¢ekivane velicine (1,4 kb 1 2,6 kb). U jaZici broj 4 su vidljive dvije vrpce, vrpca na

samom vrhu gela su ostaci DNA, a vrpca veli¢ine oko 4,0 kb je neporezani plazmid
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pBAD-HheC. U jazici broj 5 su vidljive 2 vrpce te one prikazuju plazmid pBAD-
HheC porezan restrikcijskim enzimima Pmel i Ncol, a usporedbom sa standardom

zakljuujemo da su vrpce i ocekivane veli¢ine (0,8 kb i 4,0 kb).

Za daljnji postupak konstrukcije plazmida potrebni su porezani vektor i insert te su
nakon restrikcije oni izolirani iz agaroznog gela na nacin opisan u poglavlju 3.2.3., a

uspjesnost izolacije je provjerena gel elektroforezom u 0,8% agaroznom gelu (slika 5)

2,0 kb

1,5 kb

1,0 kb

0,5 kb

Slika 5. Provjera uspjesnosti izolacije porezanih vekotra i inserta iz agaroznog gela.
U jazicama: S — standard, 1 - porezani vektor pPBAD-HheC i 2 - porezani insert

plazmida pUC-GW-NoxV nakon izolacije iz agaroznog gela.

Na gelu je jasno vidljiva samo jedna vrpca u jazici broj 1 te se moze zakljuciti da je
izolirana samo porezana DNA vektora te usporedbom sa standardom u jazici S je
vidljivo da ta vrpca u jazici 2 pripada vektoru jer se nalazi u ravnini s fragmentom

DNA standarda velic¢ine 4,0 kb. U drugoj jazici se nalazi takoder samo 1 vrpca te se
17



moze zakljuciti da je izoliran samo dio plazmida koji ¢e posluziti kao insert u daljnim
koracima konstrukcije. Usporedbom sa standardom u jazici S vidljivo je da vrpca u
jazici 2 pripada ocekivanom insertu jer se nalazi u ravnini s fragmentom DNA

standarda veli¢ine 1,4 kb.

Kako bi se u daljnjim koracima umetnuo insert u vektor napravljena je ligacija kako
je opisano u poglavlju 3.2.4. S ligacijskom smjesom potrebno je transformirati
bakteriju Escherichia coli, ali ona sama nije kompetentna odnosno ne moze primiti
genetski materijal iz okolisa te ju je potrebno uciniti kompetentnom kako bi je mogli
transformirati s konstruiranim plazmidom. Kompetentne stanice su pripremljene na
nacin kako je opisano u poglavlju 3.2.5. Ligacijskom smjesom je transformirana
bakterija Escherichia coli koriste¢i metodu elektroporacije opisanu u poglavlju 3.2.6.
Nakon transformacije, na jednu krutu hranjivu podlogu s ampicilinom nacijepljena je
1/10 ukupnog volumena transformacijske smjese, a na drugu ostatak volumena

transformacijske smjese. Podloge su inkubirane na 37°C preko noci, a rezultat

transformacije prikazan je na slici 6.

Slika 6. Rezultat transformacije E. coli s ligacijskom smjesom. Lijevo na slici su
prikazane porasle kolonije u vec¢em razrjedenju (1/10 ukupnog volumena
transformacijske smjese), a s desne strane u manjem razrjedenju (ostatak volumena

transformacijske smjese). (vlastita fotografija)
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Nakon selekcije transformanata na podlozi s ampicilinom, odabrana su 2
transformanta koja su potom uzgojena u tekuc¢oj LB hranjivoj podlozi radi izolacije i

provjere konstruiranog plazmida.

Provjera konstrukcije plazmida pBAD — NoxV

Nakon §to je konstruiran plazmid pPBAD —NoxV napravljena je restrikcijska analiza
kako bi se provjerila struktura konstruiranog plazmida. Mapa konstruiranog
plazmida s relevantnim restrikcijskim mjestima prikazana je na slici 7. Restrikcijska

analiza detaljno je objasnjena u nastavku.

(5251) Pvul Pmel (0)

_Pwul (953)

(4191) Ndel —

pBAD NoxV EcOpti
5354 bp

Ndel (2389)

Slika 7. Restrikcijska mapa plazmida pBAD NoxV

Prvo je potrebno provjeriti jesu li transformanti sadrzavali plazmid pBAD- NoxV
na nacin da se izolira njihova plazmidna DNA, §to je 1 napravljeno na nacin kako je
opisano u poglavlju 3.2.7. UspjeSnost izolacije plazmidne DNA provjerena je gel —

elektroforezom na 0,8% agaroznom gelu.
Izolirani plazmid je zatim porezan restrikcijskim endonukleazama Pmel, Pvul 1
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Ndel kako je opisano u poglavlju 3.2.7. Provjera uspjesnosti napravljena je gel —

elektroforezom na 0,8% agaroznom gelu (slika 8).

3,0kb

2,0 kb

1,5 kb

1,0 kb

0,5 kb

Slika 8. Provjera uspjesnosti cijepanja s restrikcijskim endonukleazama Pmel, Pvul i Ndel.

U jaZicama: S — standard, 1 - neporezani plazmid pBAD - NoxV, 2 — pBAD - NoxV porezan
s Pmel, 3 — pBAD - NoxV porezan s Pvul, 4 — pBAD — NoxV porezan s Ndel.

U jazici broj 1, u kojoj se nalazi neporezana plazmidna DNA. U jazici broj 2 je takoder jasno
vidljiva samo jedna vrpca, a usporedbom sa standardom u jazici S vrpca iz jazice 2 se nalazi u
ravnini s fragmentom DNA standarda veli¢ine 5,0 kb, pa se stoga moze zakljuciti da je dobiven
linearizirani plazmid pocijepan Pmel restrikcijskom endonukleazom jer za taj enzim postoji
samo jedno restrikcijsko mjesto na plazmidu. U jazici broj 3 su jasno vidljive dvije vrpce te

usporedbom sa standardom u jazici S se te dvije vrpce nalaze u ravnini fragmenata DNA
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standarda veli¢ine 4,0 kb i1 1,0 kb, pa stoga mozemo zakljuciti da je plazmid porezan na 2
restrikcijska mjesta pomocu restrikcijske endonukleaze Pvul te su dobiveni fragmenti
o¢ekivane veli¢ine. U posljednjoj odnosno jazici broj 4 su takoder vidljive dvije vrpce te
usporedbom sa standardom u jazici S se one nalaze u ravnini fragmenata 3,5 kb 1 1,8 kb, pa
stoga mozemo zakljuciti da je plazmid porezan na 2 restrikcijska mjesta pomocu endonukleaze

Ndel i da su dobiveni fragmenti o¢ekivane veli¢ine.

Usporedbom rezultata gel — elektroforeze i restrikcijske mape konstuiranog plazmida pBAD —
NoxV moze se zakljuciti da je restrikcija plazmida s restrikcijskim endonukleazama bila

uspjesna te da su dobiveni fragmenti ocekivane veli¢ine.
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5. ZAKLJUCCI

1. Temeljem dobivenih rezultata te provedene rasprave moze se zakljuciti da je plazmid

pBAD - NoxV uspjesno konstruiran.
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Izjava o izvornosti

Ja Karla Subar izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni re-

zultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

su u njemu navedeni.

Vlastorucni potpis
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