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1. UvOD

Escherichia coli jedna je od najbolje okarakteriziranih bakterija te se pokazala kao odlican
modelni organizam i1 domaéin za provodenje metoda genetickog inzenjerstva. Kratko
generacijsko vrijeme, brzi rast stanica, nezahtjevni uvjeti uzgoja, moguénost prilagodbe te
¢injenica da se tom bakterijom moze lako geneticki manipulirati samo su neke od prednosti
koje su od velike koristi u istrazivanjima zbog usStede vremena ali i resursa.

Cilj ovog eksperimentalnog rada bio je konstruirati plazmid pBAD-RadH. Restrikcijskim
enzimima pocijepani su plazmidi pPBAD-HheC 1 pUC-GW-RadH te su njihovom izolacijom iz
agaroznog gela dobiveni potrebni fragmenti za pripremu ligacijske smjese. Nakon ligacije
pomocu T4 DNA ligaze, elektroporacijom je transformirana bakterija E. coli, a transformanti
su selekcionirani na podlozi s ampicilinom. Izolacijom plazmidne DNA iz dobivenih
transformanata te provodenjem restrikcijske analize potvrdeno je da je plazmid pBAD-RadH

uspjesno konstruiran.



2. TEORIJSKI DIO

Modelni organizam je organizam koji se koristi za proucavanje specificnih bioloskih procesa
koji se u tim organizmima odvijaju na analogan nacin kao i procesi u ljudskim stanicama ili
organizmu. Modelni organizmi obi¢no se koriste u podrucjima istrazivanja kao Sto su
biokemija, fiziologija, genetika, evolucija, razvojna biologija i neuroznanost, te pomocu njih
dobivamo uvid u bioloSke sustave na razini stanice, tkiva 1 organa (Strachan 1 Read, 2011).
Modelni organizmi biraju se na temelju njihovog kratkog generacijskog vremena, jednostavnog
odrzavanja 1 reprodukcije u laboratorijskom okruzenju ili moguénosti konstrukcije mutanata
za proucavanje odredenih osobina ili bolesti. Raspon modelnih organizama koji se mogu
koristiti je iznimno velik, proteze se od mikroba do primata; vrste tih organizama razlikuju se
po sloZenosti 1 upotrebi. Naravno, ako je neki modelni organizam evolucijski udaljen od
covjeka, koli¢ina informacija koja se moze prikupiti o ljudskim bioloSkim procesima
ograni¢ena je na najocuvanije aspekte stani¢ne funkcije i1 temeljne stani¢ne procese. Neki od
najpoznatijih modelnih mikrorganizama su bakterija Escherichia coli 1 kvasac Saccharomyces

cerevisiae (Strachan 1 Read, 2011).

2.1.  Escherichia coli kao modelni organizam

Bakterija Escherichia coli jedan je od najrasirenijih modelnih organizama u raznim genetickim,
mikrobioloskim i ekoloskim istrazivanjima. Escherichia coli Stapicasta je gram-negativna,
fakultativno-anaerobna bakterija koju je otkrio Njemacki bakteriolog Theodor Escherich (Feng
isur., 2002). Zahvaljuju¢i opseznim istrazivanjima i razvoju, E. coli postala je jedan od najbolje
okarakteriziranih organizama uopc¢e. Osim §to je jedan od najpoznatijih modelnih organizama,
ujedno je i jedan od najvaznijih organizma koji se koriste u industriji upravo zbog bogatog
biokemijskog i fizioloSkog znanja o samoj bakteriji, njezinog brzog rasta, jednostavnih uvjeta
uzgoja te sposobnosti da prilagodi svoj metabolicki status specifiénim potrebama tijekom
proliferacije, diferencijacije i aktivacije kao odgovor na razli¢ite podrazaje ili kao odgovor na
stresna stanja (NIH, 2016). Koristila se kao domacin za industrijsku proizvodnju raznih
kemikalija, ukljuujuéi tripotofan, fenilalanin, treonin, lizin, nukleotide, sukcinat, itakonsku

kiselinu, polihidroksibutiat i 1,3-PDO (Meyer i Schmidhalter, 2012).



2.2. Escherichia coli kao domacdin u genetickom inZenjerstvu

Uz sve ranije navedene karakteristike, bitno je naglasiti i da se sa E. coli moze lako geneticki
manipulirati, Sto povecava sposobnost prou¢avanja njezine fiziologije kao i stvaranja novih
fenotipova. Veliki broj tehnika molekularnog kloniranja i genetickih alata razvijeno je upravo
pomocu E. coli (Meyer i Schmidhalter, 2012). Postoji dosta razloga za odabir E. coli kao
domacina, neki od njih su ve¢ spomenuti brzi rast stanica, spososbnost prilagodbe itd. Dodatno,
¢injanica da stanice E. coli ne flokuliraju tijekom rasta u kulturi olakSavaju rad s ovom
bakterijom. Osim toga, E. coli je domacin za odredene viruse ¢ije proucavanje je postavilo
temelje molekularne biologije (Cairns 1 sur., 1966.) 1 osiguralo mnoge alate za geneticke 1
biotehnoloske manipulacije te bakterije. Sto se ti¢e biofarmaceutske primjene, objavljeno je da
je od vise od 100 rekombinantnih proteinskih proizvoda na trzistima SAD-a i Europe, 34% njih
eksprimirano u E. coli (Meyer 1 Schmidhalter, 2012). Godine 1998. sekvenciran je K soj MG-
1655 E. coli (Blattner isur., 1997.), a dosad su potpuno sekvencionirana 484 soja E. coli (NCBI,
2018). Escherichia coli K-12 1 blisko srodan soj E. coli B glavni su domacini za proizvodnju
rekombinantnih proteina u akademskim i industrijskim laboratorijima (Assenberg i sur., 2013;
Gopal 1 Kumar, 2013; Russo, 2003). Osim poznate sekvencije genoma, E. coli kao pogodnog
domac¢ina u genetiCkom inZenjerstvu karakteriziraju 1 dostupni alati za geneticku
transformaciju molekulama DNA konstruiranim in vitro, ali 1 preciznu modifikaciju genoma ili
umjetnih bakterijskih kromosoma (eng. Bacterial Artificial Chromosome BAC) in vivo. Neke
metode za uvodenje preciznih modifikacija u molekulama DNA u E. coli in vivo opisane su u

narednim poglavljima.

2.2.1. Rekombinacija in vivo pomo¢u A-Red sustava

Rekombinacija in vivo pomocu sustava A-Red temelji se homolognoj rekombinaciji izmedu
linearnih fragmenata DNA i1 genoma bakterije. Ovaj sustav pokazao se izuzetno uc¢inkovitom i
svestranom strategijom za modifikacije genoma (Datsenko i Wanner, 2000). Sustav A-Red
osniva se na genima bakteriofaga A inseritiranim u genom recipijentne bakterije E. coli,
zasluznim za homolognu rekombinaciju: exo, beta 1 gam. Fragment DNA koji se Zeli ugraditi
u genom unosi se kao linearni fragment omeden homolognim krajevima. Gam sprjecava
bakterijsku nukleazu RecBCD da degradira linearne fragmente DNA. Egzonukleaza Exo

degradira oba kraja linearne molekule u smjeru 5'-3'. ,a nastale jednolancane krajeve veze
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protein Beta, nakon ¢ega dolazi do ugradnje linearne DNA u ciljno mjesto. Geni se mogu
izbaciti zamjenom ciljanog gena kazetom koja nosi gen za rezistenciju na antibiotik, a koja je
omedena kratkim mjestima za prepoznavanje flipaze, a zatim se antibioticki marker moze
ukloniti pomocu enzima flipaza rekombinaze. Medutim, to ostavlja FRT oziljak unutar
genoma, §to moze biti problemati¢no za koristenje u nekim primjenama. Sustav A-Red koristi
se u konstrukciji sojeva za delecije gena (Shen i sur., 2011.), uvodenje tockastih mutacija
(Heermann 1 sur., 2008.) i umetanja (Kuhlman i Cox, 2010.), te za prilagodbu sekvencija
promotora (Alper 1 sur., 2006.) i povecanje ucinkovitosti CRISPR-a ( eng. Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR) (Jiang 1 sur., 2015). Ove metode u kojima
se koriste rekombinacijski proteini faga lambda za kataliziranje zamjene funkcionalnog gena s
nefunkcionalnim ili na druk¢iji nacin izmijenjenom kopijom cCesto se zajedni€¢kim imenom
nazivaju rekombinacijski inZzenjering (eng. recombineering — skovano od rije¢i recombination
1 engineering). Navedene metode rezultirale su 1 nastankom kolekcije Keio, kolekcije od oko
3800 sojeva, od kojih svaki nosi deleciju jedinstvenog neesencijalnog gena (Baba i sur., 2006;
Yamamoto 1 sur.,, 2009). Rekombinacijski inzenjering 1 drugi sli¢ni pristupi takoder su
omogucili konstrukciju sojeva E. coli K-12 koji nemaju profage, ostatke profaga i transpozone

(Posfai i sur., 2006.).

2.2.2. Multipleksni automatizirani genomski inZenjering

Multipleksni automatizirani genomski inzenjering (eng. Multiplex Automated Genome
Engineering, MAGE) je tehnika editiranja genoma koja omogucava relativno brzo editiranje
DNA koje rezultira viSestrukim promjenama rasporedenih na razna mjesta po genomu. MAGE
se moZe nazvati oblikom ubrzane evolucije jer stvara razli¢ite stanice s mnogo varijacija istog
izvornog genoma tijekom viSe generacija. MAGE je u€inio editiranje genoma mnogo brzim,
jeftinijim 1 lakS$im za istrazivace koji rade na stvaranju organizama s novim funkcijama koje
mogu koristiti u razne svrhe, kao $to je proizvodnja kemikalija i lijekova, razvoj biogoriva ili
daljnje proucavanje i razumijevanje gena koji mogu uzrokovati Stetne mutacije kod ljudi.
(Wang i sur., 2009.). Strategija MAGE-a ukljucuje elektroporaciju domacina s viSe kratkih
jednolan¢anih DNA (eng. singlestranded DNA, ssDNA) koje imaju regije homologne
specifiénim ciljnim mjestima u genomu. Pojedine elektroporirane stanice uspjesno ugrade

razlic¢ite jednolancane DNA, §to u konacnici dovodi do Sirokog raspona varijacija izvornog

4



genoma u populaciji stanica. Istrazivaéi podvrgavaju stanice kroz vise ciklusa diobe, dodajuci
svaki put viSe ssDNA s raznim mutacijama. Mutacije nisu same po sebi korisne ili Stetne za
stanice, ve¢ mogu stvoriti raznolikost u populaciji i potaknuti evoluciju. Primjerice, Wang i sur.
(2009.) upotrijebili su MAGE za editiranje genoma bakterije Escherichia coli kako bi
konstruirali soj koji ¢ée pojacano proizvoditi likopen, antioksidansa s potencijalnim
antikancerogenim svojstvima. Kako bi to ucinili, autori su uveli mutacije na dvadeset i Cetiri
razli¢ita mjesta unutar genoma E. coli, gdje su ocekivali da ¢e mutacije imati najveci ucinak.
Proces su ponavljali trideset pet ciklusa 1 rezultirao je s 15 milijardi novih sojeva bakterija,
svaki soj s jedinstveno modificiranim genomom. Prema autorima, neke od bakterija proizvele
su Cak pet puta viSe likopena nego Sto su ocekivali.

Pretjeranom ekspresijom A-Red ssDNA vezujuceg proteina Beta sprjecava se degradacija
ssDNA nakon S§to ude u stanicu, a ona zatim podlijeZe homolognoj rekombinaciji Sto rezultira
modificiranim genomom domacina. Uz to, koriStenje ssDNA komplementarne kasne¢em lancu
replikacijske viljusSke rezultira 10-100 puta ve¢om ucinkovito$¢u ugradnje od slucaja kada je
ssDNA komplementarna vodec¢em lancu (Ellis i sur., 2001.). Optimalna duljina ssDNA je
izmedu 70 1 90 nukleotida, ali moze biti 1 kraca od 30 nukleotida (Erler 1 sur., 2009.). Uz to,
delecija gena mutS iz genoma domacina vazan je ¢imbenik. MutS je komponenta sustava za
popravak nesparenih i krivo sparenih baza (eng. Mismatch Repair, MMR), a u stanici obavlja
popravak krivo sparenih baza, insercija i delecija duljine 1-6 nukleotida (Modrich, 1991.).
Ocekivano, prisutnost endogenog MMR-a znaCajno smanjuje ucinkovitost zamjene alela

posredovanog oligonukleotidima (Modrich, 1991.; Wang i sur., 2011.).

2.2.3. Ekspresija rekombinantnih proteina u E. coli

Kao $to je ve¢ navedeno, bakterija E. coli jedan je od najznacajnijih domacina za ekspresiju
rekombinantnih proteina, kako za znanstveno-istrazivacke, tako i za industrijske 1 medicinske
namjene. [zmedu ostalog, razlog tome jesu dostupnost ekspresije jakih promotora i moguénost
visokog broja kopija gena. Trece, vazna je 1 mogucnost inducibilne ekspresije gena. Proces
proizvodnje rekombinantnog proteina obi¢no ukljuCuje fazu rasta stanica u odsutnosti
ekspresije, zatim indukciju ekspresije gena putem transkripcijskih regulatornih elemenata,
infekcijom ili aktivacijom virusa. Ekspresijski vektori razvijeni su na temelju malog broja

dobro proucenih sustava promotora gena, koji su ostali popularni do danas (Baneyx, 1999.).
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Fag lambda PL promotor jedan je od najjacih poznatih promotora. U kombinaciji s represorom
osjetljivim na temperaturu (cI847), promotor PL moze se inducirati promjenom temperature,
pri ¢emu se izbjegava upotreba kemijskih induktora (Remaut i sur., 1983.). Pojavom
istrazivanja na razini genoma, pojavila se potreba za pojednostavljenjem procesa kloniranja.
Razvile su se nove metode da bi se omogucilo kloniranje fragmenata DNA umnozenih PCR-
om u vektore bez prethodnog cijepanja restrikcijskim enzimima i kloniranja svakog fragmenta
u zasebni vektor. Ove metode ukljucuju varijante kloniranja neovisnog o ligaciji i mjesno-
specificnoj rekombinaciji (Hartley 1 sur., 2000.). Ako postoji potreba za ponovljenim
kloniranjem istog fragmenta u razli¢ite vektore, metode temeljene na rekombinazi omogucuju
prijenos inserta DNA provjerenog slijeda na nemutagen nac¢in (Bernard 1 sur., 1994.). Ve¢ je
dugo poznato da pokuSaji ekspresije pojedinac¢nih polipeptida u heterolognim stanicama mogu
biti neuspjeSne jer nativna struktura proteina zahtijeva heterooligomerizaciju. U takvim se
slucajevima primjenjuju razlicite tehnike koekspresije nekoliko komponenti proteinskih
kompleksa - proteini se eksprimiraju na jednom plazmidu ili se kombiniraju razliCiti
kompatibilni plazmidi u bakterijskoj stanici. Nedavno razvijeni sustavi za rekombiniranje
viSestrukih sekvenca za kodiranje u jedan plazmid omogucuju ucinkovito i sustavno

generiranje proteinskih kompleksa u E. coli (Haftke i sur., 2015.).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.  Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi
U radu je 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.

3.1.2. Plazmidi
U ovom zavrSnom radu koriStena su dva plazmida, pBAD (slika 1) i pUC-GW-RadH (slika 2).
Oba plazmida imaju ishodiste replikacije za bakteriju E. coli (ori) koje omogucava njihovo
umnazanje. Osim toga, plazmidi sadrze regije Amp® i Amp® promotor koje omoguéavaju
sintezu proteina B-laktamaze te posljedi¢no tome i rezistenciju na antibiotik ampicilin. Plazmid
pBAD sadrzi araBAD promotor koji kontrolira metabolizam L-arabinoze bakterije E. coli, a
razina ekspresije gena eksprimiranog s tog promotora moze se kontrolirati koncentracijom
arabinoze u hranjivoj podlozi. Gen RadH koji se nalazi na plazmidu pUC-GW-RadH kodira za
R-specificnu alkohol dehidrogenazu. Nadalje, pUC-GW-RadH sadrzi regiju lacZ-alpha koja
omogucava plavo-bijelu selekciju transformanata. Na restrikcijskim mapama oba plazmida
prikazana su restrikcijska mjesta Ncol 1 Pmel pomocu kojih su plazmidi pocijepani tijekom

izrade ovog rada.
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Slika 1. Mapa plazmida pBAD-HheC
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Slika 2. Mapa plazmida pUC-GW-RadH

3.1.3. Restrikcijski enzimi
Restrikcijski enzimi koriSteni za provodenje restrikcijske analize su: Ncol, Pmel, Sspl 1 EcoRV.
Cijepanje DNA provedeno je prema uputama proizvodaca restrikcijskih enzima (New England

Biolabs Inc.).



3.1.4. Hranjive podloge
Sve hranjive podloge steriliziraju se u autoklavu na temperaturi od 121°C 20 minuta te se

cuvaju na sobnoj temperaturi ukoliko nije drugacije napomenuto.

Sastav LB (Luria-Bertani) podloge s ampicilinom za uzgoj bakterije Escherichia Coli:

Bakto-tripton 10,0 g/L
Kvascev ekstrakt 5,0 g/L
NaCl 10,0 g/L

Otopina ampicilina sterilizirana filtracijom (koncentracija 20 mg/mL) 1 agar dodaju se u krutu
hranjivu podlogu (ohladenu na 58°C) do kona¢ne koncentracije od 50 pg/mL.
Odnosno, otopina amicilina sterilizirana filtracijom dodaje se neposredno prije upotrebe u

tekucu hranjivu podlogu do konacne koncentracije od 100 pg/mL.

Hranjiva podloga SOC ( eng. Super Optimal broth with Catabolite repression):

Kvascev ekstrakt 500 mg
Glukoza 360 mg
MgSO4 x 7H20 250 mg
MgCly 200 mg
NacCl 60 mg
KCl 20 mg
Bakto-tripton 2,0 mg
Destilirana voda do 100 mL
3.1.5. Otopine

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

Tris 108 g

Borna kiselina 55¢g

EDTA (0,5M; pH 8,0) 40 mL
Destilirana voda do 1000 mL

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

destiliranom vodom do Zeljene koncentracije. Nije potrebno provoditi proces sterilizacije.



Agarozni gel (0,8%) za gel elektroforezu:
Agaroza 0,8¢g
TBE-pufer (1x) 100 mL
Agarozni  gel  priprema se  otapanjem  agaroze u  TBE-puferu  (Ix).

TBE-pufer (1x) priprema se razrjedenjem TBE-pufera (10x).

Boja za nanosSenje uzorka:
Brom-fenol plavo 2,5 g/L
Ksilen-cijanol 2,5 g/L

Otopinu nije potrebno sterilizirati, Cuva se na temperaturi od 4°C.

Boja za vizualizaciju DNA:

Etidijev bromid 0,5 ng/L
Otopina etidijeva bromida za vizualizaciju DNA priprema se dodatkom 50 puL osnovne otopine
etidijeva bromida u 1L destilirane vode te se Cuva u tamnoj boci. Osnovna otopina etidijeva
bromida priprema se u koncentraciji od 10 mg/mL, ne provodi se proces sterilizacije te se

takoder ¢uva u tamnoj boci na temperaturi od 4°C.

3.1.5.2. Otopine za izolaciju i prociS¢avanje DNA
Otopina amonijeva acetata (§M):
Amonijev acetat 61,66 g
Destilirana voda 100 mL

Otopina se sterilizira procesom filtracije te se cuva na temperaturi od 4°C.

Otopina ampicilina:
Ampicilin 20 mg/mL

Otopina se sterilizira procesom filtracije te se cuva na temperaturi od 4°C.

Otopina RN-aze:
Ribonukleaza A otopi se u 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) 1 15 mM natrijevu kloridu do konacne
koncentracije 10 mg/mL te se zagrije 15 minuta u kipucoj vodenoj kupelji. Nakon hladenja do

sobne temperature ¢uva se na -20°C.
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Otopina kalijeva acetata (3M):

Otopina kalijeva acetata (5M) 60 mL
Octena kiselina 11,5 mL
Destilirana voda 28,5 mL

Otopina se sterilizira procesom filtracije te se ¢uva na temperaturi od 4°C.

Otopina GTE-pufera:

Glukoza 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM

Otopinu je potrebno pripremiti neposredno prije uporabe.

Otopina Tris-HCI (1M):
Potrebno je otopiti 12,1g Tris-a u 80mL destilirane vode. pH vrijednost otopine podesi se
dodatkom koncentrirane HCI te se volumen otopine dopuni do 100mL. Priblizne koli¢ine

kiseline za pojedine pH vrijednosti iznose:

pH 7,4 7,0 mL
pH 7,6 6,0 mL
pH 8,0 4,2 mL

Otopina EDTA (0,5M; pH 8,0):
186,1g EDTAX2H,0 otopi se u 80mL destilirane vode. pH vrijednost otopine podesi se
dodatkom NaOH te se volumen otopine dopuni do 100mL.

Otopina TE-pufera (pH 8,0 ili pH 7,4):

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

EDTA (pH 8,0) 1 mL
Otopina NaOH/SDS:

NaOH 0,2 mol/L

SDS 10,0 g/l
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3.1.6. Kemikalije i enzimi
1 kb DNA Ladder: ,,New England Biolabs®, Ipswich, SAD
Agaroza: ,,Liofilchem®, Abruzzi, Italija
Ampicilin: ,,Sigma Aldrich, Darmstadt®, Njemacka
Etidij bromid: ,,Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka
EDTA: ,,Sigma Aldrich, Darmstadt®, Njemacka
Tris: ,,Sigma Aldrich, Darmstadt®, Njemacka
Borna kiselina: ,,Sigma Aldrich, Darmstadt®, Njemacka
Bacto-tripton: ,,Biolife*, Milano, Italija
Kvascev ekstrakt: ,,Biolife*, Milano, Italija
Glukoza: : ,,Sigma Aldrich®, Darmstadt, Njemacka
Komplet kemikalija za izolaciju plazmidne DNA: ,,New England Biolabs*, Ipswich, SAD
Restrikcijski enzimi 1 odgovarajuéi puferi: ,,New England Biolabs®, Ipswich, SAD
A DNA-HindIII Digest: ,,New England Biolabs*, Ipswich, SAD

3.2. Metode

3.2.1. Cijepanje plazmidne DNA restrikcijskim enzimima

Cijepanje plazmidne DNA restrikcijskim enzimima provedeno je prema uputama proizvodaca

(New England Biolabs Inc.).

3.2.2. Gel elektroforeza u agaroznom gelu
Gel-elektroforeza provodi se u uredaju za vodoravnu elektroforezu u TBE puferu. Otopljen
agarozni gel ohladen na oko 50°C izlije se u kalup koji je prethodno oblijepljen s
samoljepljivom trakom. Agarozni gel ostavi se na sobnoj temperaturi dok se ne skrutne, zatim
se izvadi ¢eslji¢ koji se umetnuo da bi se formirale jaZice, te se kalup s gelom uroni u kadicu
za elektroforezu. U kadicu se ulije TBE pufer tako da gel bude u potpunosti uronjen u pufer.
Uzorci DNA se pomijeSaju s bojom za nanoSenje uzoraka u omjeru 6:1 i unesu mikropipetom
u jazice na gelu pritom pazec¢i da se uzorci ne prelijevaju izvan jaZica. U jednu jaZicu dodaje
se standard za gel-elektroforezu koji se sastoji od fragmenata DNA poznate duljine. Nakon
nanosenja uzoraka i standarda u jaZice ukljuci se izvor struje i provodi elektroforeza. Agarozni

gel se nakon elektroforeze inkubira 15 min u otopini etidij bromida u prostoriji bez svjetla te
12



se pomocu transiluminatora gel izlozi UV svjetlu i fotografira kroz crveni filtar za dobivanje

slike gela s vidljivim vrpcama DNA.

3.2.3. lzolacija fragmenata DNA iz gela
Izolacija fragmenata DNA iz agaroznog gela provedena je prema uputama proizvodaca
(New England Biolabs Inc.) kompleta Monarch® DNA Gel Extraction Kit.
Pomocu Spatulice izreZe se dio gela u kojem se nalazi Zeljeni fragment, viSak agaroznog gela
pazljivo se odstrani te se zeljeni dio premjesti se u kivetu za centrifugu od 1,5 mL i izvaZze.
Potom se dodaju 4 volumena pufera za otapanje gela u epruvetu u kojoj se nalazi gel. Uzorak
se inkubira na temperaturi od 55°C, periodi¢no preokrecuci epruvetu dok se agarozni gel u
potpunosti ne otopi. Zatim se otopina nanese na kolonu za izolaciju DNA, provede se
centrifugiranje u trajanju od jedne minute te se odbaci filtrat. Potrebno je isprati kolonu pa se
dodaje 200 pL pufera za ispiranje DNA 1 centrifugira se pri 13000 rpm jednu minutu. Ponovi
se ispiranje jo§ jednom, odnosno ponovno se doda 200 pL pufera za ispiranje DNA 1
centrifugira se pri 13000 rpm. Nakon zavrSetka ispiranja, kolona se prebacuje u ¢istu kivetu
pritom pazeci da kolona ne dode u kontakt sa filtratom. Dodaje se 6 pL pufera za eluiranje
DNA, priceka jedna minuta te se centrifugira jednu minutu pri 13000 rpm da bi se eluirala

DNA.

3.2.4. Ligacija i transformacija bakterije E. coli elektroporacijom
Ligacijska smjesa priprema se u kiveti prethodno ohladenoj na 0°C te uronjenoj u
usitnjeni led. Smjesa sadrzi 5,0 uL DNA inserta, 5,0 uL DNA vektora, 2,0 uL pufera(10x),
1,0 uL DNA ligaze 1 7,0 pL destilirane vode. Kontrolna smjesa pripremi se istim postupkom,
ali se umjesto inserta stavlja 5,0 pL destilirane vode. Ligacija se provodi pri 16°C preko noc¢i
ili na sobnoj temperaturi 2 sata.
Kompetentne stanice E. coli koje su prethodno pripremljene i zamrznute na temperaturi od
-70°C 1izvade se iz zamrzivaca i inkubiraju se nekoliko minuta na ledu. Zatim se u 40 pL
suspenzije kompetentnih stanica doda 1-2 pL otopine plazmidne DNA otopljene u puferu male
ionske jakosti (TE puferu). Smjesa kompetentnih stanica bakterije E. coli i plazmida promijeSa
se pipetiranjem, homogenizirana suspenzija kompetentnih stanica i DNA ostavi se na ledu 1
min te se prenese u kivetu za elektroporaciju ohladenu na ledu. Kiveta se umetne u otvor na

elektroporatoru i kroz nju se provede puls od 2,5 kV u trajanju od 5 milisekundi nakon kojeg
13



se stanice brzo resuspendiraju u 1 mL medija SOC i promijeSa mikropipetom. Dobivena
suspenzija inkubira se pri 37 °C i 300 min™' u trajanju od jednog sata. Nakon inkubacije
nacjepljuje se odgovaraju¢i volumen suspenzije na pripremljenu krutu LB hranjivu podlogu uz

dodatak ampicilina.

3.2.5. Selekcija i uzgoj transformiranih bakterija Escherichia coli
Nakon inkubacije suspenzija je nacijepljena na krutu hranjivu podlogu LB s ampicilinom
tako da je na jednu podlogu nacijepljeno 5 puL a na drugu 50 uL suspenzije.
Kolonije transformanata koje su izrasle, prebacene su u 4 mL tekuce hranjive podloge LB s
ampicilinom (LB-Amp podloge). Nacijepljene tekuce hranjive podloge inkubirane su preko

no¢i na tresilici pri 37 °C.

3.2.6. 1zolacija plazmidne DNA iz transformanata E. coli

Za 1zolaciju plazmidne DNA koriSten je set Monarch® Plasmid DNA Miniprep Kit te je
postupak proveden prema uputama proizvodaca (New England Biolabs Inc.).

Bakterijske stanice E.coli izdvoje se iz 4 mL prekono¢ne kulture centrifugiranjem 45 sekundi
na 13000 rpm. Talog stanica resuspendira se u 200 uL pufera za suspenziju, a supernatant se
odbacuje. Zatim se doda 200 pL pufera za lizu te se mikrokiveta u kojoj se nalazi uzorak
preokrene 5-6 puta da bi se sadrzaj mikrokivete promijesao, pritom se obrati pozornost na boju
otopine kao 1 viskoznost i bistrocu. Boja se treba promijeniti u tamno ruzicastu a otopina postati
bistra i viskozna. Nakon mijeSanja, otopina se inkubira na sobnoj temperaturi jednu minutu.
Nakon inkubacije dodaje se 400 uL pufera za neutralizaciju u mikrokivetu te se otopina
promijeSa preokretanjem. Zatim se vrSi inkubacija pri sobnoj temperaturi 2 minute te se
centrifugira 5 minuta pri 13000 rpm. Nakon centrifugiranja, supernatant se oprezno prebaci u
kolonu te se centrifugira 1 min pri 13000 rpm 1 odbaci se filtrat. Kolonica se ispire sa 200 pL.
pufera za ispiranje da bi se uklonili RNA, proteini i endotoksini; onda se ponovno doda 400
uL pufera za ispiranje. Potrebno je centrifugirati Imin pri 13000 rpm nakon dodatka prvog kao
1 drugog pufera za ispiranje. Nakon ispiranja, kolonicu je potrebno premjestiti u ¢istu sterilnu
mikrokivetu, a na vrh dodati 30 pL pufera za eluaciju. Inkubira se 1 minutu pri sobnoj

temperaturi i centrifugira se 1 min pri 13000 rpm.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog zavrSnog rada bio je konstruirati plazmid pBAD-RadH i to ligacijom fragmenta
dugackog 795 pb izdvojenog iz plazmida pUC-GW-RadH koji nosi ORF gena RadH sa
fragmentom dugackim 3965 pb izdvojenog iz plazmida pBAD-HheC, a koji ¢ini plazmidnu
okosnicu. Na ovaj na¢in, ORF gena HheC se uklanja iz vektora pBAD, te se pod kontrolu
araBAD promotora klonira gen RadH koji kodira za R-specifi¢nu alkohol dehidrogenazu.
Plazmid pBAD-RadH koristit ¢e se u daljnjim istraZivanjima za ekspresiju R-specificne
alkohol dehidrogenaze u bakteriji E. coli. UspjeSnost konstrukcije plazmida provjerena je

elektroforezom 1 restrikcijskom analizom.

4.1. Konstrukcija plazmida pBAD-RadH

Da bi se plazmid pBAD-RadH konstruirao, najprije su plazmidi pBAD-HheC 1 pUC-GW-
RadH pocijepani restrikcijskim enzimima. Restrikcijski enzimi Ncol 1 Pmel cijepaju plazmid
pBAD-HheC (slika 1.) na dva fragmenta, fragment duzine 875 pb i fragment dugacak 3965 pb.
Restrikcijski enzimi Ncol 1 Pmel takoder cijepaju plazmid pUC-GW-RadH (slika 2.) na dva
fragmenta, manji fragment duzine 795 pb i ve¢i fragment duzine 2688 pb. Da bi potvrdili
uspjesnost provedene restrikcije, provedena je agarozna gel-elektroforeza plazmidne DNA
pocijepane restrikcijskim enzimima. Usporedbom dobivenih rezultata sa standardom, odnosno

markerom koji se nalazi u jazici M potvrdeno je da su dobiveni Zeljeni fragmenti (slika 3.).
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Slika 3. Rezultati agarozne gel-elektroforeze plazmidne DNA pocijepane restrikcijskim
enzimima. U jazicama se nalaze slijede¢i uzorci: M - marker, 1 - neporezani plazmid pUC-
GW-RadH, 2 - pGW-RadH porezan s Ncol 1 Pmel, 3 - neporezani plazmid pBAD-HheC,
4 - pPBAD-HheC porezan s Ncol i Pmel , M - marker.

Nakon provedenog cijepanja, fragmenti DNA za konstrukciju plazmida pBAD-RadH izolirani
su iz agaroznog gela. 1z plazmida pUC-GW-RadH potrebno je izdvojiti fragment dug 795 pb,
a iz plazmida pBad-HheC potrebno je izdvojiti fragment dug 3965pb. Izolacija se provodi
metodom opisanom u poglavlju 3.2.3, a uspjesnost izolacije provjerena je gel-elektroforezom
u 0,8% agaroznom gelu (slika 4.). Usporedbom dobivenih vrpci sa markerom koji se nalazi u
jazici M za koji su nam poznate veliine vrpci, vidljivo je da su izolirani fragmenti o¢ekivanih

veli¢ina.
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Slika 4. Provjera uspjesnosti izolacije porezanog vektora i inserta iz agaroznog gela. Redoslijed
uzoraka u jazicama: M - marker, 1 - porezani insert pGW-RadH nakon izolacije iz agaroznog

gela, 2 - porezani vektor pBAD-HheC nakon izolacije iz agaroznog gela.

Nakon §to je potvrdena uspjeSna izolacija porezanih fragmenata DNA iz gela, provedena je
ligacija izoliranih fragmenata i transformacija bakterije E. coli elektroporacijom, kao Sto je
opisanu poglavlju 3.2.4. Transformiraju se kompetentne stanice E. coli koje su prethodno
pripremljene 1 zamrznute na temperaturi od -70°C; a nakon elektroporacije stanice se
inkubiraju 1 zatim se odredeni volumen suspenzije nacjepljuje na kompletnu hranjivu podlogu
s ampicilinom na kojoj izrastu transformanti. Na jednu krutu hranjivu podlogu nacijepljeno je
5 pL a na drugu 50 pLsuspenzije te su na slici 5. prikazane hranjive podloge nakon §to su na
njima izrasle kolonije transformanata. Budu¢i da su na krutoj hranjivoj podlozi s ampicilinom
izrasle kolonije transformanata, to potvrduje uspjeSnost provedene ligacije i transformacije
bakterije E. coli elektroporacijom kao i uspjeSnu selekciju i uzgoj transformiranih stanica

bakterije E. coli.
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Slika 5. Rezultat transformacije E. coli ligacijskom smjesom. Na krutu hranjivu LB podlogu
sa ampicilinom oznacenu sa brojem 1 nacijepljeno je 50 ul transformacijske smjese, a na

podlogu 2 nacijepljeno je 5 ul transformacijske smjese.

4.2. Provjera uspjesnosti konstrukcije plazmida pBAD-RadH

Kako bi se potvrdilo da dobiveni transformanti zaista sadrze Zeljeni plazmid pBAD-RadH, bilo
je potrebno umoziti stanice nasumi¢no odabranog transformanta, izolirati plazmidnu DNA 1
provesti restrikcijsku analizu. Odabrana kolonija nacijepljena je u 4 ml tekuce hranjive podloge
s ampicilinom (LB-Amp podloga). Proveo se postupak izolacije plazmidne DNA iz
transformanta E. coli kao §to je opisano u poglavlju 3.2.6. te je uspjesnost izolacije plazmidne
DNA provjerena je gel-elektroforezom na 0,8% agaroznom gelu (slika 6.). 1z slike je vidljivo

da je plazmidna DNA uspje$no izolirana.
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Slika 6. Provjera uspjeSnosti izolacije plazmidne DNA iz transformanata. Na gelu se nalaze
slijede¢iuzorci: M - marker za gel elektroforezu, 1 - plazmidna DNA izolirana iz transformanta

E. coli

Nakon izolacije plazmidne DNA potrebno je potvrditi da je ta izolirana plazmidna DNA
zapravo zeljeni plazmid pBAD-RadH. Da bi se provjerila struktura izoliranog plazmida,
provedena je restrikcijska analiza. Zbog lakSe vizualizacije ocekivanog plazmida i njegove
strukture, na slici 7. prikazana je restrikcijska mapa plazmida pBAD-RadH. Na slici su

prikazana restrikcijska koriStena za analizu plazmidne DNA izolirane iz transformanta E. coli.
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(3284) Sspl

(3034) EcORV

Slika 7. Mapa plazmida pBAD-RadH. Prikazana restrikcijska mjesta relevantna su za

restrikcijsku analizu.

Restrikcijski enzim Pmel cijepa plazmid pBAD-RadH samo na jednom mjestu za razliku od
restrikcijskih enzima Sspl 1 EcoRV koji plazmid sijeku na dva mjesta. Budu¢i da restrikcijski
enzim Pmel cijepa plazmid pBAD-RadH na jednom mjestu, on ¢e ga samo linearizirati te se
ocekuje duljina fragmenta od 4760 pb. Kada se plazmid pocijepa restrikcijkim enzimom Sspl
ocekuju se dva fragmenta, duljina 2767pb 1 1993pb. Restrikcijski enzim EcoRV takoder cijepa
plazmid pBAD-RadH na dva mjesta te se ocekuju dva fragmenta, duljina 1602pb 1 3158pb. Na

slici 8. prikazani su rezultati provedene restrikcijske analize.
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Slika 8. Provjera uspjesnosti cijepanja s restrikcijskim endonukleazama Pmel, Sspl 1 EcoRV
Redoslijed uzoraka u jazicama: M - marker, 1 - neporezani pBAD-RadH, 2 - pBAD-RadH
porezan s Pmel, 3 - pPBAD-RadH porezan s Sspl, 4 - pPBAD-RadH porezan s EcoRV

Ovom restrikcijskom analizom potvrdeno je da izolirani plazmid pBAD-RadH ima ocekivanu
strukturu u skladu s njegovom restrikcijskom mapom te je time i1 potvrdena uspjeSna

konstrukcija plazmida pBAD-RadH.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je plazmid pBAD-RadH uspjesno

konstruiran.
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