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POPIS KRATICA

5-FOA - 5-fluorooroti¢na kiselina (engl. 5-fluoroorotic acid)

ARG4 - gen za enzim argininosukcinat liazu, dio biosintetskog puta arginina

ARSI - kvascevo ishodiste replikacije

bla — gen za enzim B-laktamazu, odgovoran za rezistenciju na antibiotik ampicilin
CEN4 - kvasc¢eva centromera

CIAP - goveda intestinalna alkalna fosfataza (engl. calf intestinal alkaline phosphatase)
DIG - digoksigenin (engl. digoxigenin)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

DSB - dvolanc¢ani lom (engl. double-strand break)

dUTP — deoksiuridin-trifosfat (engl. deoxyuridine-triphosphate)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

f — ucestalost (engl. frequency)

HIS3 - gen za enzim imidazolglicerol-fosfat dehidratazu, dio biosintetskog puta za histidin
kb — kilobaza

LEU2 - gen za enzim B-izopropilmalat dehidrogenazu, dio biosintetskog puta za leucin
Mb — megabaza

MRNA - glasni¢ka ribonukleinska kiselina (engl. messenger deoxyribonucleic acid)
NLS - signal za aktivni transport proteina u jezgru (engl. nuclear localization signal)
nt — nukleotid (engl. nucleotide)

ori — bakterijsko ishodiste replikacije

pb — par baza

PCR - lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PEG - polietilenglikol (engl. polyethylen glycol)

pPGAL1 — promotor enzima galaktokinaze, dio katabolickog puta za galaktozu

SDS - natrij-dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SSA - model komplementarnog sparivanja jednolancanih krajeva (engl. single strand annealing)
SSC - natrijev klorid-natrijev citrat pufer (engl. sodium chloride-sodium citrate buffer)
SSDNA — jednolan¢ana DNA (engl. single-strand DNA)

STE - natrijev Klorid-Tris-EDTA (engl. sodium chloride-Tris-EDTA)

TBE - Tris-borna kiselina-EDTA (engl. Tris-borate-EDTA buffer)

Tris — 3-hidroksimetil-aminometan (engl. tris(hydroxymethyl)aminomethane)

URAS3 - gen za enzim orotidin-5'-fosfat dekarboksilazu, dio biosintetskog puta za uracil
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1. UVOD




Kvasac Saccharomyces cerevisiae izrazito je znacajan zbog svoje primjene u industrijskim
bioprocesima, ali i u fundamentalnim znanstvenim istraZivanjima gdje se koristi kao modelni
organizam u proucavanju gotovo svih bioloskih procesa koji se dogadaju u eukariotskim stanicama
(Sherman, 2002). Izmedu ostalog, ovaj jednostani¢ni eukariot modelni je organizam za istrazivanje
molekularnih osnova genske terapije budu¢i da se DNA unesena u stanicu u njegov genom gotovo
uvijek ugraduje homolognom rekombinacijom. Upravo ova ¢injenica omogucava uvodenje ciljanih

genetickih modifikacija, odnosno precizno geneticko inZenjerstvo 1 gensku terapiju.

Homologna rekombinacija je prerasporedivanje (rekombiniranje) genetickog materijala
izmedu homolognih (identi¢nih ili gotovo identi¢nih) regija DNA koje se nalaze na istoj ili na
razli¢itim molekulama DNA. Osim homologne rekombinacije postoji i ilegitimna (nehomologna)
rekombinacija, kao Sto je jednostavno spajanje i kombiniranje nehomolognih fragmenata DNA
(NHEJ, engl. nonhomologous end joining). Upravo zbog toga, ako fragment DNA unesen u stanicu
podlijeze ilegitimnoj rekombinaciji, on ¢e se s priblizno jednakom vjerojatnos¢u ugraditi u bilo koje
mjesto genoma domacina. Nadalje, ilegitimna rekombinacija cesto je popracena promjenom
geneticke upute (Symington, 2002) zbog vecih delecija (gubitak DNA) i pojave mutacija (promjena

geneticke upute).

Dvolancani lom u molekuli DNA opasno je oSte¢enje genetickog materijala jer prekida
kontinuitet geneticke upute u oba komplementarna lanca (Mani i Chinnaiyan, 2010). On moze
uzrokovati i smrt stanice zbog gubitka dijela oSte¢enog kromosoma. U mitotickim stanicama viSih
eukariota dvolan¢ani lom uglavnom se popravlja ilegitimnom rekombinacijom. U kvascu to nije
slucaj buduc¢i da se u njemu dvolancani lom gotovo uvijek popravlja homolognom, a jako rijetko

ilegitimnom rekombinacijom (Schiestl i Petes, 1991; Bundock i Hooykaas, 1996).

U ovom radu istrazuje se posebna vrsta homologne rekombinacije, a to je intrakromosomska
rekombinacija izmedu dviju istosmjerno ponovljenih sekvencija koja rezultira gubitkom jedne
ponovljene sekvencije i cjelokupne regije izmedu njih. Upravo stoga §to uzrokuje gubitak DNA,
ova vrsta rekombinacije naziva se rekombinacija ,,pop-out” (u prijevodu: ,,iskociti van*). Rezultati
istrazivanja dokazuju da su spontane rekombinacije ,,pop-out” gotovo uvijek potaknute pojavom
dvolan¢anog loma u podruc¢ju izmedu dviju ponovljenih sekvencija (Paques i Haber, 1999).
Popravak takvog dvolancanog loma odvija se prema modelu SSA (model komplementarnog
sparivanja jednolancanih krajeva, engl. single strand annealing, Slika 1). Ovaj mehanizam najprije
je zamijecen u kulturi animalnih stanica (Lin i sur., 1984), nakon ¢ega je intenzivno proucavan i
raS¢lanjen u kvascu S. cerevisiae. Prema ovom modelu krajevi DNA nastali pojavom dvolan¢anog

loma procesiraju se 5'-3'-egzonukleaznom aktivnoséu proteinskog kompleksa Rad50-Mrell-Xrs2




(Heyer i sur., 2010) i proteina Exol (Mimitou i Symington, 2008), ¢ime nastaju dugacki 3'-
jednolancani krajevi. Ovi krajevi komplementarno se sparuju u podrucju ponovljenih regija uz
posredovanje proteina Rad52, a proteinski kompleks s endonukleaznom aktivnios¢u Radl-Rad10
odcjepljuje visak nesparenih jednolancanih krajeva. Slijedi resinteza preostalih jednolancanih

praznina u dvolan¢anoj DNA 1 ligacija preostalih jednolancanih lomova.

dvolancani
lom

ponovljena regija ¢ ponovljena regija

jednolanéana ?
g DNA :

Slika 1. Popravak dvolan¢anog loma prema modelu SSA. Objasnjenje se nalazi u tekstu.

Vazno je primijetiti da popravak dvolancanog loma prema modelu SSA predvida
oslobadanje jednolancanih molekula DNA. Njihova sudbina u stanici do sada nije bila predmet
istrazivanja. Takoder je vazno da se jednolanc¢ana DNA unesena u stanicu kvasca vrlo uspjesno
ugraduje u kvas¢ev genom ilegitimnom rekombinacijom (Gjuraci¢ i Zgaga, 1996) pa postoji
mogucnost 1 da se jednolanc¢ana DNA koja nastaje tijekom SSA takoder ugraduje u genom kvasca.
Osim toga, prethodnim istraZzivanjima u naSem laboratoriju ustanovljeno je da spontana
rekombinacija ,,pop-out® relativno Cesto rezultira duplikacijom kromosoma na kojem se dogodio
.pop-out* (Zunar, 2009). Ovdje se istrazuju upravo ova dva fenomena (ilegitimna ugradnja

jednolan¢ane DNA i duplikacija kromosoma).




Ovaj rad usredotocen je na vaZna znanstvena pitanja jer preispituje trenutno vazeci
mehanizam popravaka dvolancanog loma koji moze biti uzrok gubitka genetickog materijala u
genomima svih eukariotskih organizama, ukljucuju¢i i genom covjeka. Osim toga, spomenuti

procesi mogli bi imati vaznu ulogu u evoluciji eukariotskih genoma (Semon i Wolfe, 2007)




2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA




Poznato je da genomi slozenih eukariotskih organizama, ukljucuju¢i i genom covjeka,
sadrze veliki broj ponovljenih sljedova nukleotida (Richard i sur., 2008) pa stoga postoji relativno
velika vjerojatnost njihove medusobne rekombinacije. Takoder je poznato da intrakromosomska
homologna rekombinacija, izmedu istosmjerno ponovljenih regija DNA, moze rezultirati gubitkom
genetickog materijala. Ova vrsta homologne rekombinacije naziva se rekombinacija ,,pop-out®, a
mnoga istrazivanja (Paques i Haber, 1999) ukazuju da se ona odvija prema modelu SSA (poglavlje
1). Stoga je op¢i cilj ovog rada produbiti znanja o mehanizmima rekombinacije ,,pop-out™ i istraziti

njen utjecaj na stabilnost genoma.

U prethodnom istraZivanju na ovom podruéju (Zunar, 2009) koristen je eksperimentalni
sustav, odnosno soj kvasca Saccharomyces cerevisiae u kojem je moguce selekcionirati stanice u
kojima se dogodila spontana rekombinacija ,,pop-out“ (na osmom kromosomu). Tijekom tih
istrazivanja ustanovljeno je da je oko 1% spontanih rekombinacija ,,pop-out® popraceno
duplikacijom osmog kromosoma, ali nije primijecena ilegitimna ugradnja jednolancane DNA u
genom kvasca. Neuspjesna selekcija ugradnje jednolancane DNA mogla bi biti posljedica niske
ucestalosti spontane rekombinacije ,,pop-out”. Osim toga namece se pitanje je li eksperimentalni
sustav samo selekcionirao duplikaciju kromosoma ili je duplikacija kromosoma stimulirana

rekombinacijom ,,pop-out*.

Ovaj rad nastavak je navedenih istrazivanja te su njegovi specificni ciljevi odrediti
ucestalost ugradnje jednolan¢ane DNA koja nastaje tijekom rekombinacije ,,pop-out” i ustanoviti

stimulira li rekombinacija ,,pop-out” duplikaciju kromosoma.

U svrhu ostvarenja postavljenih ciljeva, u ovom radu konstruiran je soj kvasca S. cerevisiae
u kojemu se rekombinaciju ,,pop-out” inducira uvodenjem dvolan¢anog loma pomoc¢u endonukleaze
I-Scel, a nastali se lom zatim popravlja prvenstveno prema modelu SSA (Slika 15). Ovaj
eksperimentalni sustav osigurava znatno vecu ucestalost rekombinacije ,,pop-out”, a zahvaljujuci
genetickim biljezima omogucava 1 jednostavnu selekciju pojedinih genetickih dogadaja

nacjepljivanjem na odgovarajuce hranjive podloge.

Rezultati ovog rada unaprijedit ¢e saznanja o rekombinaciji ,,pop-out”, ali i otvoriti nova
pitanja o evoluciji i stabilnosti eukariotskog genoma. Razvijen eksperimentalni sustav pogodan je i
za istrazivanje uloge pojedinih proteina ukljucenih u popravak dvolan¢anog loma modelom SSA.

Stoga se primjena ovog sustava oc¢ekuje i u buduéim istrazivanjima na ovom podrucju.




3. MATERIJAL | METODE




3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizmi

3.1.1.1. Bakterija Escherichia coli

U svrhu umnazanja dvolancanih plazmida upotrijebljena je bakterija E. coli soj XL1 blue
genotipa recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB laclqZ4M15 Tn10 (Tetr)]
(Agilent Technologies, Santa Clara).

3.1.1.2. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

U ovom radu koriStena su tri soja kvasca S. cerevisiae: BY4742, BY-aLSUa i BY-aLSUa-
Sce. Soj BY4742 (Slika 2), genotipa MATa his341 leu240 lys240 ura340, potjece od soja S288C
Ciji je genom u cijelosti sekvencioniran (Brachmann, 1998). Sojevi BY-aLSUa i BYalLSUa-Sce
konstruirani su tijekom izrade ovog rada (poglavlje 4.2.) ciljanim genetickim modifikacijama soja

BY4742.

Sojevi BY-aLSUa i BY-aLSUa-Sce sadrze na osmom kromosomu po dvije inaktivne inacice
gena arg4. Jednoj inacici nedostaje dio koji kodira za 5'-kraj mMRNA proteina Arg4 (ina¢ica ARG),
dok drugoj nedostaje dio koji kodira za 3'-kraj (sekvencija RG4). Struktura opisanog lokusa, i
njegova usporedba s lokusom soja BY4742, prikazana je na Slici 2. 1z slike je vidljivo da je desni
dio sekvencije ARG identican lijevom kraju sekvencije RG4. Izmedu opisanih sekvencija nalazi se
dio DNA koji kodira za funkcionalne kvaséeve gene LEU2 i URA3 izmedu kojih je smjesteno

restrikcijsko mjesto za endonukleazu I-Scel.

Soj BY-aLSUa-Sce sadrzi i kruzni replikativni kvas¢ev plazmid pRHIS-SCE koji kodira za
endonukleazu 1-Scel pod kontrolom promotora pGAL1. Promotor je aktivan i omogucuje ekspresiju
endonukleaze ukoliko stanica koristi galaktozu kao izvor ugljika. Endonukleaza uvodi dvolancani
lom u restrikcijskom mjestu za I-Scel. Ono je smjeSteno unutar lokusa ¢ija struktura rezultira

promjenom fenotipa nakon popravka dvolan¢anog loma (Slika 15).
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Slika 2. Struktura lokusa ARG4 u soju BY4742 i u sojevima BY-aLSUa i BY-aLSUa-Sce.
Pravokutnici oznacavaju dijelove DNA koji potjeCu iz genoma kvasca. Strelice iznad njih
oznacavaju pripadajuce otvorene okvire Citanja. Strelice istih boja ispod pravokutnika oznacavaju
medusobno identi¢ne sekvencije. Naznacene su i o¢ekivane veli¢ine fragmenata koji nastaju nakon

cijepanja restrikcijskim endonukleazama EcoRI i Ndel.

3.1.2. Plazmidi

Svi plazmidi upotrijebljeni tijekom izrade ovog rada imaju ishodiSte replikacije (ori) koje
omogucuje njihovo umnozavanje u bakteriji E. coli. Bakterije uspjeSno transformirane plazmidom
rezistentne su na antibiotik ampicilin buduci da plazmid sadrZi gen koji kodira za B-laktamazu (bla).

Kratki pregled plazmida i njihovih svojstva znac¢ajnih za ovaj rad prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Plazmidi koristeni tijekom konstrukcije novih plazmida i sojeva kvasca.

_ literaturni svojstvo relevantno u ovom o
plazmid primjena
navod radu
sadrzi gen bla (rezistencija na . _
GE Healthcare S . konstrukcija plazmida
pTZ18R o ampicilin) i ori (ishodiste
Biosciences pRHIS-SCE

replikacije u E. coli)

konstrukcija plazmida

pLUH Stafa, 2009 prisutan kvas¢ev gen HIS3
PRHIS-SCE

sadrzi ishodiste replikacije u
kvascu S. cerevisiae i gen za
. sintezu endonukleaze 1-Scel pod konstrukcija plazmida
PYES-Sce-NLS | Gregori¢, 2008 B
regulacijom promotora pGAL1, pRHIS-SCE
koji se moZe inducirati uzgojem

stanica na galaktozi

pLUrg Svetec, cijepanjem pomocu Sacl nastaje konstrukcija plazmida




usmeno transformiraju¢a DNA koja sadrzi | pLUrg-Sce
priopc¢enje funkcionalne kvasceve gene
LEU2 i URA3, a koristi se za
modifikaciju lokusa ARG4
kao i za plazmid pLUrg,
cijepanjem pomocu Sacl nastaje
LUrasS - transformiraju¢a DNA koja sadrzi | konstrukcija soja
pLUrg-Sce ovaj ra .
funkcionalne kvasceve gene BY-aLSUa-Sce
LEUZ2 i URAS3, ali i restrikcijsko
mjesto za endonukleazu I-Scel
omogucava ekspresiju o
_ konstrukcija soja
pRHIS-SCE ovaj rad endonukleaze 1-Scel pod
BY-aLSUa-Sce
kontrolom promotora pGAL1
Svetec, . . . ) ) ..
W12 sadrzi funkcionalni kvaséev gen sinteza probe koja sadrzi
p usmeno
ARG4 gen ARG4
priopc¢enje
Svetec, ) ) ..
vaL sadrzi funkcionalni kvaséev gen sinteza probe koja sadrzi
p usmeno
_ _ LEUZ gen LEUZ2
priopc¢enje

Plazmid pTZ18R (Slika 3) komercijalni je plazmid (GE Healthcare Biosciences, New
Jersey). Posluzio je kao osnovni plazmid u koji su metodama geneti¢kog inzenjerstva tijekom

konstrukcije plazmida pRHIS-SCE (Slika 4) ugradeni zeljeni geni.

Plazmid pLUH (Stafa, 2009) sadrzi kvas¢eve gene LEU2, URA3 i HIS3, kvaiéevu
centromeru (CEN4), kao i ishodiSte replikacije koje mu omogucéava samostalnu replikaciju u

stanicama kvasca (ARS1) (Slika 3).

Plazmid pYES-Sce-NLS prikazan na Slici 3 (Gregori¢, 2008) sadrzi gen koji kodira za
endonukleazu I-Scel pod kontrolom galaktoznog promotora pGAL1. Na 3'-kraju otvorenog okvira
Citanja endonukleaze dodane su tri kopije sekvencije NLS koje omogucuju aktivni transport ovog

proteina u jezgru.

Plazmid pLUrg (Svetec, usmeno priopéenje) prikazan na Slici 3 sadrzi dva sredisnja dijela
gena ARG4 izmedu kojih se nalazi fragment DNA koji sadrzi funkcionalne kvasceve gene LEUZ2 i

URAB3 te restrikcijsko mjesto za endonukleazu I-Scel.
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Slika 3. Plazmidi pYES-Sce-NLS, pTZ18R, pLUH i pLUrg. Prikazana su restrikcijska mjesta

znacajna za ovaj rad.

U svrhu konstrukcije eksperimentalnog sustava opisanog u ovom radu konstruirana su dva
plazmida, pLUrg-Sce i pRHIS-SCE. Plazmid pLUrg-Sce derivat je plazmida pLUrg i sadrzi dva
srediSnja dijela gena ARG4 izmedu kojih su redom umetnuti: funkcionalni gen LEUZ2, restrikcijsko
mjesto za endonukleazu I-Scel i funkcionalni gen URA3. Fragment ovog plazmida koriSten je u

transformaciji kvasca nakon koje u genomu nastaju dvije inaktivne kopije gena ARG4 (Slika 2).

Plazmid pRHIS-SCE sadrzi slijed nukleotida koji kodira za otvoreni okvir c¢itanja
endonukleaze I-Scel pod kontrolom promotora pGAL1. Na kraju otvorenog okvira ¢itanja za I-Scel
nalazi se signal za aktivni transport proteina u jezgru (NLS, engl. nuclear localization signal).
Nakon transformacije stanica kvasca ovim plazmidom omogucéena je ekspresija I-Scel u stanici
ukoliko kvasac koristi galaktozu kao izvor ugljika. Plazmid sadrzi i ishodiste replikacije kvasceva
plazmida 2micron. Plazmid takoder kodira za funkcionalni kvaséev gen HIS3 koji omoguéuje

selekciju transformanata i odrZzavanje plazmida u stanici kvasca.
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Plazmidi pLUrg-Sce i pRHIS-SCE. Prikazana su restrikcijska mjesta znacajna za ovaj rad.

3.1.2.1. Plazmidi koriSteni za sintezu probe za hibridizaciju po Southernu

Kao kalup za sintezu neradioaktivno obiljezenih proba ARG4 i LEU2 koristeni su plazmidi
pCW12 i pY3L ¢ije sekvencije sadrze funkcionalne kvaséeve gene ARG4 i LEU2.

3.1.3. Oligonukleotidi

Svi oligonukleotidi upotrijebljeni tijekom izrade ovog rada, njihova sekvencija i cilj uporabe

navedeni su u Tablici 2. Oligonukleotidi SceA i SceB imaju fosforilirane 5'-krajeve. Njihovim

komplementarnim sparivanjem nastaje fragment DNA Koji sadrZi restrikcijsko mjesto za

endonukleazu I-Scel.

Tablica 2. Koristeni oligonukleotidi i pripadajuce sekvencije.

Oligonukleotid Sekvencija (5'-3") Upotreba
ARG4 F 5' taacgtcgccatctgctaa 3' sinteza probe ARG4
ARG4 R 5' catgtcagacggcactcaa 3' sinteza probe ARG4
YUPL5 5' atataccatggcattatttttttcctcaacat 3' | sinteza probe LEU2
YDOL3 5' atatatccggagtgttttttatttgttgtat 3' sinteza probe LEU2
formiranje restrikcijskog mjesta
SceA 5' [Phos]tagggataacagggtaat 3'
za endonukleazu I-Scel
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formiranje restrikcijskog mjesta
SceB 5' [Phos]attaccctgttatcccta 3'
za endonukleazu I-Scel

3.1.4. Hranjive podloge i otopine

Sve podloge i otopine steriliziraju se u autoklavu 20 min/121°C i Cuvaju na sobnoj
temperaturi (osim ukoliko nije napomenuto drugacije) ili se pripremaju iz sterilnih otopina i sterilne
deionizirane vode. Krute podloge istog su sastava kao i tekuce, ali sadrZze 25 g/L agara Kkoji se

dodaje prije sterilizacije.

3.1.4.1. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli

LB (kompletna podloga):

bacto-tripton 10,0 g/L
bacto-yeast extract 5,09/L
NaCl 10,0 g/L

Podloga s ampicilinom:

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

odnosno do kona¢ne koncentracije od 100 pg/mL za teku¢u podlogu.

SOC:
bacto-tripton 2049
kvascev ekstrakt 500 mg
NaCl 60 mg
KCI 20 mg
MgCl, 200 mg
MgSQO,-7H,0 250 mg
glukoza 360 mg

destilirana voda do 100 mL
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3.1.4.2. Podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae

YPD (kompletna podloga):

bacto-pepton 20,0 g/L
kvasdev ekstrakt 10,0 g/L
glukoza 20,0 g/L

Minimalne krute selektivne podloge — bez arginina, uracila, leucina i histidina:

yeast nitrogen base (bez aminokiselina i amonijevog sulfata) 1,7 g/L

amonijev sulfat 5009/L
glukoza 20,0 g/L
sorbitol 182,0 g/L
agar 25,0 g/L
smjesa aminokiselina i adenina ("drop-out powder”) 1,3g/L

Sastav smjese aminokiselina i adenina:

adenin 2549
L-asparaginska kiselina 6,09
L-glutaminska Kiselina 6,09
L-lizin 189
L-metionin 12¢g
L-fenilalanin 309
L-serin 2259
L-treonin 12,0¢g
L-triptofan 249
L-tirozin 18¢g
L-valin 9,09

U izradi ovog rada koriStene su podloge bez histidina, bez uracila i leucina, bez uracila,
leucina i histidina te bez arginina, leucina i uracila. Hranjiva podloga komplementira se
dodatkom koncentrirane otopine odgovaraju¢ih aminokiselina i/ili dusi¢nih baza pri ¢emu se
u jednu litru hranjive podloge dodaje 8,3 mL otopine pojedine aminokiseline. Sterilna
koncentrirana otopina odgovaraju¢e aminokiseline priprema se u koncentraciji: arginin 2,4

g/L, uracil 2,4 g/L, leucin 7,2 g/L, histidin 2,4 g/L.
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Podloga s 5-fluoroorotiénom kiselinom bez arginina i leucina

Podloga se priprema kao i druge krute selektivne podloge. Medutim, zbog toga §to je 5-FOA
termolabilna, ona se ne smije autoklavirati niti dodavati u hranjivu podlogu topliju od 55°C.
Konac¢na koncentracija 5-FOA u podlozi je 1,0 mg/mL.

Podloga za pripremu indukcije promotora pGAL1:

Sastav i priprema podloge identicni su kao i za tekucu selektivnu podlogu, ali se umjesto
glukoze kao izvora ugljika dodaje laktat. Njegova kona¢na koncentracija u podlozi iznosi
2% wi/v. Koristenjem ove podloge izbjegava se ulazak stanica u lag fazu nakon Sto ih se

premjesti u podlogu za indukciju.

Podloga za indukciju promotora pGALL:

Podloga je identi¢na podlozi za pripremu indukcije promotora pGAL1, ali se u nju dodaje i

sterilna otopina galaktoze, tako da njezina konacna koncentracija u mediju iznosi 2% wiv.

3.1.4.3. Otopine za izolaciju i pro¢iS¢avanje DNA

Amonijev acetat (8 M):

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

Ampicilin (20 mg/mL):

Sterilizira se filtracijom i cuva na 4°C.

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) i dopuni destiliranom vodom do 100 mL.

Glukoza (40 g/L):

Otopina se sterilizira na 0,5 bara nadtlaka.
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GTE-pufer:
glukoza 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM

Priprema se iz sterilnih otopina neposredno prije upotrebe.

Kalijev acetat (3 M):

Koristena otopina je 3 M u odnosu na kalij i 5 M u odnosu na acetat, a pripravlja se tako da
se u 60 mL 5 M otopine kalijeva acetata doda 11,5 mL ledene octene kiseline i 28,5 mL

vode. Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva na 4°C.

Natrijev acetat (3 M):

24,6 g bezvodnog natrijeva acetata otopi se u destiliranoj vodi, pH se podesi dodatkom
ledene octene kiseline na vrijednost 5,2. Otopina se dopuni destiliranom vodom do 100 mL,

sterilizira i ¢uva na 4°C.

NaOH/SDS:
NaOH 0,2 mol/L
SDS 10,0 g/L

Otopina se ne sterilizira. Priprema se neposredno prije upotrebe.

RN-aza:
Ribonukleaza A otopi se u 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) i 15 mM natrijevu kloridu do konaéne

koncentracije 10 mg/mL 1 zagrije 15 minuta u kipucoj vodenoj kupelji. Nakon hladenja do

sobne temperature ¢uva se na -20°C.

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

Tris-HCI (pH 8,0 ili 7,4) 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1 mM

Priprema se iz sterilnih otopina.
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Tris-HCI (1 M):

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

kiseline za pojedine pH vrijednosti su:

pH 7,4 -7,0mL
pH 7,6 —6,0 mL
pH 8,0 -4,2mL
SCE:
sorbitol 1,00 M
natrijev citrat 0,10 M
EDTA 0,06 M
Otopina se ne sterilizira.
STE:
SDS 500/L
Tris-HCI (pH 8,0) 01M
EDTA (pH 8,5) 0,05 M
Otopina se ne sterilizira.
Zimoliaza 20-T:

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

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

3.1.4.5. Otopina za komplementarno sparivanje oligonukleotida

MgCl,-6H,0 (10 mM) 0,21¢g
NaCl (50 mM) 0,29 g
Tris (20 mM) 0,24 g

Magnezijev klorid heksahidrat i natrijev klorid otope se u 50 mL destilirane vode. Tris se
takoder otopi u 50 mL destilirane vode. Nakon sterilizacije 20 min/120°C otopine se ohlade

I pomijeSaju.
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3.1.4.6. Otopine za gel-elektroforezu

TBE-pufer (10x):

Tris 108 g
borna kiselina 559
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 se razrjeduje

destiliranom vodom do Zeljene koncentracije. Sterilizacija nije potrebna.

Agarozni gel:

Agarozni gel priprema se otapanjem agaroze u TBE-puferu (1x), koji je pripremljen
razrjedivanjem TBE-pufera (10x). Koncentracija agaroze u gelu moze biti 7 — 20 g/L, ovisno
0 potrebi.

Boja za nanoSenje uzorka:

brom-fenol-plavo 2,50/L
ksilen-cijanol 2,50/L
ficoll 400 250,0 g/L

Otopina se ne sterilizira 1 Cuva pri 4°C.

Etidijev bromid:

Osnovna otopina priprema se u koncentraciji od 10 mg/mL, ne sterilizira se i ¢uva na 4°C u
tamnoj boci. Otopina za vizualizaciju DNA priprema se dodatkom 50 pL osnovne otopine u

1 L destilirane vode i takoder ¢uva u tamnoj boci.

3.1.4.7. Otopine za hibridizaciju DNA metodom po Southernu

Navedene otopine ne moraju biti sterilne.

Amonijev acetat (1 M):

Priprema se razrjedivanjem amonijeva acetata (8 M)
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HCI (0,25 M)

NaOH (0,4 M)

NaOH/amonijev acetat:

NaOH (0,5 M)
amonijev acetat (1,0 M)

Otopina 1:
SSC (20x)
SDS (10%)

destilirana voda

Otopina 2:
SSC (20x)
SDS (100 g/L)

destilirana voda

Otopina za prethibridizaciju:
Za 80 mL otopine:
SSC (20x)
smjesa za sprjecavanje nespecificnih interakcija
(,,blocking reagent*)
Na-sol N-laurilosarkozina (100 g/L)
SDS (100 g/L)

Otopina za hibridizaciju:

10 mL
1mL
89 mL

0,5mL
1,0 mL
98,5 mL

20,0 mL
0,89

0,8 mL
160 pL

Ima isti sastav kao i otopina za prethibridizaciju, ali sadrzZi i 20 — 50 ng obiljeZene

DNA (DNA-probu).

Pufer 1:

Tris-HCI (0,10 M; pH 7,5)
NaCl (0,15 M)
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Pufer 2:

Priprema se otapanjem smjese za sprjecavanje nespecifi¢nih reakcija (,,blocking reagent®) u

puferu 1 do koncentracije od 10 g/L.

Pufer 3:

Tris (1 M; pH 9,7)
natrijev klorid (5 M)
magnezijev klorid (1 M)

50 mL
10 mL
25 mL

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

500 mL dopunjavanjem destiliranom vodom.

SSC (20x):

natrijev klorid (3,0 M)
natrijev citrat (0,3 M)

3.1.5. Kemikalije i enzimi

Agaroza:

Apsolutni etanol:

DNA bakteriofaga lambda:
EDTA:

Enzimi za cijepanje i modifikaciju DNA:

Etidijev bromid:
Izopropanol:

Sastojci hranjivih podloga:

Komplet kemikalija za izolaciju DNA iz

gela:

Komplet kemikalija za izolaciju plazmida

iz velikog volumena bakterijske kulture:

Appligene, Strassbourg.

Novokem, Zagreb.

New England Biolabs, Beverly.

Kemika, Zagreb.

New England Biolabs, Beverly,
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Amersham Biosciences, San Francisco.
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim.
Alkaloid, Skopje.

Difco, Detroit

Merck, Darmstadt.

Sigma Chemical Co., St. Louis.

QIAGEN, Hilden.

QIAGEN, Hilden.
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Komplet kemikalija za izolaciju plazmida
iz malog volumena bakterijske kulture:
Komplet kemikalija za hibridizaciju DNA
metodom po Southernu:

PEG:

Ribonukleaza A:

Tris: Tris Ultra Pure

Zimoliaza (Zymolyaze 100-T i 20-T):

Kemikalije za pripremu ostalih otopina:

GE Healthcare Biosciences, New Jersey.

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim.
Appligene, Strasbourg.

Sigma Chemical Co., St. Louis.

Sigma Chemical Co., St. Louis.

Seikugaku Kogyo Co., Tokyo.

Sigma Chemical Co., St. Louis,

Kemika, Zagreb,

Alkaloid, Skopje.
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3.2. Metode

3.2.1. Izolacija plazmida iz velikog volumena bakterijske kulture

Izolacija plazmida iz velikog volumena bakterijske kulture provedena je prema uputama
proizvodaca (QIAGEN, Hilden) kompleta kemikalija MaxiPrep, uz manje modifikacije. Ukratko,
prekonoéna bakterijska kultura volumena 500 mL centrifugira se 10 min/5000 min™. Dobiveni talog
resuspendira se u 10 mL GTE pufera kojem je dodana RNA-aza u koncentraciji 5 pg/mL. Otopini
se doda 10 mL svjeze pripremljene otopine NaOH/SDS. Suspenzija se promijeSa preokretanjem
kivete i inkubira na sobnoj temperaturi 5 min. Slijedi dodavanje 10 mL otopine KAc (3,0 M, pH
5,5), mijeSanje preokretanjem Kivete i inkubacija 20 min na -20°C. Otopina se centrifugira 30
min/10000 min/4°C. Prikupljeni supernatant se ponovno centrifugira 15 min/10000 min/4°C.
Kolona QIAGEN-tip 100 aktivira se ispiranjem s 10 mL otopine Buffer QBT nakon ¢ega se kroz
kolonu propusti prethodno prikupljen supernatant. Kolona se ispere Cetiri puta sa po 10 mL otopine
Buffer QC nakon ¢ega se DNA eluira s 15 mL otopine Buffer QF. DNA se iz otopine talozi
dodatkom 3,5 mL izopropanola, nakon ¢ega se dobivena smjesa promijeSa i centrifugira 30
min/10000 min™/4°C. Supernatant se odbaci, a dobiveni pelet osusi na zraku, nakon Gega se otopi u
500 pL TE pufera. Otopina DNA inkubira se 15 min/70°C i pohrani na 4°C.

3.2.2. Izolacija plazmida iz malog volumena bakterijske kulture

Izolacija plazmida iz malog volumena bakterijske kulture provedena je prema uputama
proizvodaca (GE Healthcare Biosciences, New Jersey) kompleta kemikalija GFX Micro Plasmid
PrepKit, uz manje modifikacije. Ukratko, 3 mL prekonoéne bakterijske kulture centrifugira se 3
min/3000 min™’. Dobiveni talog resuspendira se u 300 pL GTE pufera kojem je dodana RNA-aza u
koncentraciji 5 pg/mL. Slijedi dodavanje 300 pL svjeze pripremljene otopine NaOH/SDS.
Suspenzija se promijeSa okretanjem, nakon ¢ega joj se dodaje 600 pL otopine NaAc (3,0 M).
Nakon mije$anja okretanjem, otopina se centrifugira 10 min/10000 min™. Supernatant se prebaci na
kolonu za izolaciju gdje se inkubira 1 min i centrifugira 3 min/3000 min™. U kolonu se doda 400 pL
otopine ,,wash buffer. Slijedi centrifugiranje 5 min/5000 min™. Eluat se odbaci, a kolona ponovno
centrifugira 5 min/8000 min™'. DNA se s kolone ispire dodavanjem 50 — 100 pL TE pufera (pH 8)

centrifugiranjem 5 min/7000 min™. Dobivena otopina DNA pohranjuje se na 4°C.
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3.2.3. 1zolacija genomske DNA iz kvasca S. cerevisiae

Za izolaciju kvas¢eve DNA koriStena je metoda koju su opisali Winston i sur. (1983).
Stanice se uzgoje do stacionarne faze u 4 mL tekuée podloge te se centrifugiraju 5 min/3000 min™,
isperu u vodi, a zatim i u otopini SCE. Nakon toga resuspendiraju se u 180 pL otopine SCE. Doda
se 20 pL enzima zimoliaze, nakon ¢ega se suspenzija inkubira 45 min/37°C. Zatim se doda 800 pL
otopine STE, suspenzija se promijeSa okretanjem, inkubira na 20 min/70°C, ohladi na 4°C, a potom
se u nju doda 200 pL KAc (5,0 M, pH 4,8). Slijedi centrifugiranje 30 min/11000 min™/4°C.
Supernatantu volumena 970 pL doda se 630 pL izopropanola, otopina se promijeSa i centrifugira 20
min/11000 min™/4°C. Dobiveni talog se osusi i otopi u 300 pL TE pufera, uz dodatak 1 pL

RNA-aze. Zatim se provede postupak taloZzenja DNA amonijevim acetatom i etanolom.

3.2.4. Talozenje DNA amonijevim acetatom i etanolom

Odredenom volumenu otopine DNA doda se 1/3 volumena amonijeva acetata (8,0 M) i 8/3
volumena apsolutnog etanola. Provede se inkubacija 15 min/-20°C i centrifugiranje 20 min/11000
min™/4°C. Osuseni talog se otopi u 50 pL sterilne deionizirane vode ili TE pufera, nakon dega se

provede denaturacija DNA inkubacijom otopine DNA na 20 min/70°C.

3.2.5. Izolacija plazmida iz kvasca S. cerevisiae

Za izolaciju plazmida iz stanica kvasca koristen je komplet kemikalija GFX Micro Plasmid
PrepKit, proizvodac¢a GE Healthcare Biosciences, New Jersey. Stanice kvasca uzgoje se do
stacionarne faze u 4 mL tekuce podloge, centrifugiraju 5 min/3000 min™, isperu u vodi, a zatim i u
otopini SCE. Slijedi resuspendiranje stanica u 180 pL otopine SCE. Doda se 20 pL enzima
zimoliaze, nakon ¢ega se suspenzija inkubira 45 min/37°C. Potom se doda joS 20 pL zimoliaze te se
suspenzija ponovno inkubira 45 min/37°C. Zatim se doda 800 upL otopine STE, suspenzija se
promijeSa okretanjem, inkubira 20 min/70°C i ohladi na 4°C. Suspenzija se ponovno promijesa
okretanjem nakon ¢ega joj se dodaje 600 pL otopine NaAc (3,0 M). Nakon mijeSanja otopina se
centrifugira 10 min/10000 min™. Supernatant se prebaci na kolonu za izolaciju i inkubira 1 min,
nakon Cega se centrifugira 3 min/3000 min™. U kolonu se doda 400 pL otopine ,,wash buffer.
Slijedi centrifugiranje 5 min/5000 min™. Eluat se odbaci, a sama kolona ponovno centrifugira 5
min/8000 min™. DNA se s kolone ispire dodavanjem 50 — 100 pL TE pufera (pH 8)
centrifugiranjem 5 min/7000 min™. Dobivena otopina DNA pohranjuje se na 4°C.
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3.2.6. 1zolacija DNA iz agaroznog gela

Izolacija fragmenata DNA iz agaroznog gela provedena je prema uputama proizvodaca
(QIAGEN, Hilden) kompleta kemikalija QIAquick Gel Extraction Kit. Ukratko, komad agaroznog
gela koji sadrzi zeljeni fragment DNA izreze se iz gela, izvaze i otopi u 3 volumena otopine Buffer
QG. Smjesa se inkubira 10 min/50°C u svrhu potpunog otapanja agaroznog gela, nakon ¢ega se u
nju doda 1 volumen izopropanola. Otopina se nanese na kolonu za izolaciju DNA. Provede se
centrifugiranje 1 min/8000 min™. Slijedi ispiranje kolone dodatkom 750 pL otopine Buffer PE uz
centrifugiranje 1 min/8000 min™. Filtrat se odbaci, a kolona jo$ jednom centrifugira 5 min/8000

min™. DNA se s kolone ispere dodatkom 50 pL TE pufera ili otopine EB Buffer i pohrani na 4°C.

3.2.7. Cijepanje i modifikacija DNA restrikcijskim enzimima

Restrikcijski i modifikacijski enzimi koriSteni su prema uputama proizvodaca (New England
Biolabs, Beverly, Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim i GE Healthcare Biosciences, New
Jersey).

3.2.8. Transformacija bakterije E. coli elektroporacijom

Tekuca kultura bakterije E. coli volumena 500 mL uzgaja se na 300 min™/ 37°C do trenutka
kada ODgoo suspenzije dosegne vrijednost 0,5 — 0,7. Kultura se hladi na ledu 20 min. Od ovog
koraka nadalje sve manipulacije stanicama provode se na temperaturi blizu 0°C. Takoder, sve
laboratorijsko posude koriSteno u manipulacijama prethodno se ohladi u ledu. Stanice se
centrifugiraju 15 min/4000 min/4°C, nakon &ega se talog ispire u hladnom 10%-tnom glicerolu,
najprije u volumenu od 500 mL, zatim u volumenu od 250 mL i naposljetku u volumenu od 20 mL.
Pelet stanica se resuspendira u 1 — 2 mL hladnog 10%-tnog glicerola. Suspenzija se razdijeli u

alikvote volumena 40 puL koji se pohrane na -70°C.

Neposredno prije elektroporacije alikvot se zagrije u ledu na temperaturu od 0°C, nakon
Cega se u njega dodaje 1 — 2 pL DNA. Nakon homogenizacije i inkubacije na ledu u trajanju od 1
min, smjesa se prenese u na ledu ohladenu kivetu za elektroporaciju. Kiveta se umetne u
elektroporator. Kroz nju se provede odgovarajuci visokovoltazni puls nakon kojeg se stanice brzo
resuspendiraju u 1 mL medija SOC. Dobivena suspenzija inkubira se 1 h/300 min™/37°C.

Odgovarajuci volumen nacijepi se na prikladnu selektivnu podlogu.
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3.2.9. Transformacija kvasca S. cerevisiae elektroporacijom

Za transformaciju kvasca S. cerevisiae koriStena je metoda koju su opisali Grey i Brendel
(1995). Stanice kvasca prikupe se sa YEPD ploce dva dana nakon nacjepljivanja, resuspendiraju u 1
mL otopine sorbitola (1 M) i centrifugiraju 5 min/3000 min™. Supernatant se odbaci, a talog stanica
promijeSa. 40 uL suspenzije stanica prenese se u sterilnu Kivetu za elektroporaciju gdje se pomijesa
sa 1 -5 puL DNA. Nakon primjene odgovarajuc¢eg visokovoltaznog pulsa u kivetu se brzo doda 1
mL otopine sorbitola (1 M). Provede se homogenizacija mijeSanjem. Odgovarajué¢i volumen

suspenzije nacijepi se na prikladnu selektivnu podlogu koja sadrzi 1 M sorbitol.

3.2.10. Elektroforeza u agaroznom gelu

Gel-elektroforeza provodila se u elektroforetskim kadicama proizvodaca BioRad, Hercules.
Otopljen agarozni gel ohladen na oko 50°C izlije se u nosa¢ gela na koji je postavljen Cesalj za
formiranje jazica. Nakon §to se gel skrutne, nosa¢ 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. Iz gela se izvadi ¢esal;.
Uzorci DNA se pomijeSaju s bojom za nanoSenje uzoraka u omjeru 6:1 i unesu mikropipetom u
jazice na gelu. Elektroforeza se najcesc¢e provodi pri naponu od 60 V u vremenu 1 — 4 h (ovisno o
koncentraciji agaroze u gelu i veliCini analiziranih fragmenata DNA). Iznimka su slu¢ajevi u kojima
se gel-elektroforeza provodi kako bi se nakon razdvajanja fragmenata DNA odredeni fragment
izolirao iz gela. U tom slucaju postupak se provodi pri naponu 10 — 40 V kroz 10 — 16 h. 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 kroz crveni filtar.

3.2.11. Komplementarno sparivanje oligonukleotida

Smjesa za komplementarno sparivanje sastoji se od po 5 pL svakog oligonukleotida i 90 pL
otopine za hibridizaciju. Smjesa se zapecati u epruveti za mikrocentrifugiranje te se uroni u kipucu
destiliranu vodu gdje se inkubira 1 min na temperaturi vrenja. Dovod topline se prekine, a smjesa se
i dalje inkubira u vodi idu¢ih 8 — 10 h. U otopini se pritom komplementarno sparuju

oligonukleotidi. Nastala otopina pohranjuje se na 4°C.

3.2.12. Metoda po Southernu

Hibridizacija DNA metodom po Southernu provedena je koriStenjem kompleta kemikalija
za neradioaktivno obiljezavanje i otkrivanje homologne DNA prema uputama proizvodaca

(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim), uz manje modifikacije (Gjuraci¢ i Zgaga, 1996). Cilj
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metode jest detektirati fragment DNA komplementaran oznac¢enoj DNA-probi nakon $to se provede
prijenos fragmenata DNA s gela na membranu. DNA-probu ¢ine molekule DNA u koje je tijekom
in vitro sinteze komplementarnog lanca ugraden digoksigeninom obiljezen deoksiuridin-trifosfat
(dUTP). Nakon hibridizacije probe s komplementarnim fragmentima DNA vezanima na membranu,
detekcija se ostvaruje enzimskom aktivnos$¢u alkalne fosfataze fuzionirane sa dUTP-antitijelom.
Navedene koli¢ine pufera koriStene tijekom posthibridizacijskog ispiranja 1 vizualizacije
primjenjive su za membrane povr$ine 100 cm?. Sva ispiranja, osim ukoliko je navedeno drugaéije,

odvijaju se pri sobnoj temperaturi uz lagano protresanje.

Nakon provedene gel-elektroforeze i vizualizacije DNA u otopini etidij-bromida, agarozni
gel inkubira se 10 min u otopini HCI (0,25 M). Slijedi kratko ispiranje u destiliranoj vodi i
inkubacija u otopini NaOH/amonijev acetat u trajanju 10 - 15 min. Prijenos na membranu odvija se
1 — 2 h u uredaju za prijenos vakuumom (GE Healthcare Biosciences, New Jersey) uz podtlak od 15
kPa, pri ¢emu je gel uronjen u otopinu NaOH (0,4 M). Nakon zavrSenog prijenosa membrana se
ispire u amonijevu acetatu (1 M), a zatim inkubira 20 min/120°C. Slijedi provodenje

prethibridizacije.

Otopina za prethibridizaciju priprema se dodatkom sintetizirane DNA-probe i 3,0 mL
otopine DNA sperme haringe koncentracije 20 pg/mL u 30,0 pL otopine digoksigeninom-
oznacenog markera. Pripremljena otopina dobro se promijeSa i spremi na -20°C. Neposredno prije
koriStenja proba se odledi, zagrije do vrenja i inkubira u tim uvjetima 10 min, nakon ¢ega se brzo

ohladi u ledu.

Prethibridizacija se provodi inkubacijom 2 — 3 sata pri 68°C uz lagano protresanje u

zataljenoj plasti¢noj vreéici. Na 1 cm? membrane koristi se 0,5 mL otopine za prethibridizaciju.

Idu¢i korak je inkubacija membrane u otopini za hibridizaciju u trajanju od 18 h (preko no¢i)
tijekom koje se koriste isti uvjeti inkubacije koristeni u koraku prethibridizacije. Volumen otopine
za hibridizaciju iznosi 10 - 20% koriStenog volumena otopine za prethibridizaciju. Nakon zavrsene
hibridizacije membrana se dva puta ispere s po 50 mL otopine A pri sobnoj temperaturi u trajanju
od 5 min, uz lagano protresanje, a zatim jo$ dva puta po 15 min s po 25 mL otopine B pri

temperaturi od 68°C.

U sklopu provodenja imunoloske detekcije membrana se ispire redom: kratko u 100 mL
pufera 1, 1 h u 100 mL pufera 2, 30 min u zataljenoj plasti¢noj vreéici sa 20 mL pufera 2 (u kojem
se nalazi 4 pL kompleksa antitijela i alkalne fosfataze), dva puta po 15 min u 100 mL pufera 1 i
kratko u puferu 3. U idu¢em koraku membrana se zatali u plasticnu vreéicu sa 10 mL pufera 3 uz
dodatak 35 pL X-fosfata (5-brom-4-klor-indolil-fosfat) i 45 pL NBT-a (nitrozo-plavi-tetrazolij) te
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se inkubira u mraku na temperaturi od 37°C do pojave tamno obojenih vrpci (20 min do 24 h).

Nakon zaustavljanja reakcije ispiranjem membrane u destiliranoj vodi, membrana se osusi na zraku.

3.2.12.1. Sinteza DNA-probe

Proba je sintetizirana pomocu lanc¢ane reakcije polimeraze (PCR), pri ¢emu je kao kalup
koristen fragment DNA Sto sadrZzi gen koji se Zeli detektirati hibridizacijom po Southernu. Za
oznacavanje novosintetiziranih molekula koriStena je otopina DIG DNA Labeling Mix (10x konc.).
Sama reakcija provedena je po sljede¢em protokolu: pripremljena otopina inkubira se 5 min/95°C,
nakon ¢ega se u nju dodaje 1,0 pL otopine Taq polimeraze (1 jedinica/pL). Nadalje se provede 30

ciklusa koji se sastoje od sljede¢ih faza:
denaturacija 35/95°C
sparivanje pocetnica s kalupom 35 s/57°C
sinteza DNA 90 s/72°C.
Po zavrsetku tridesetog ciklusa smjesa se inkubira 10 min/72°C, nakon ¢ega se ohladi na 4°C.

Ovako obiljezena DNA proba moze se ¢uvati u otopini za hibridizaciju na -20°C. Moguce ju
je upotrijebiti viSe puta, ali ju je potrebno denaturirati neposredno prije svake upotrebe inkubacijom
5 min/95°C.

Sinteza obiljezenog DNA markera provodi se metodom nasumicnog zapocinjanja (engl.
random priming), pri ¢emu se kao kalup koristi DNA bakteriofaga lambda pocijepana

endonukleazom Hindlll. Za obiljeZzavanje se koristi otopina DIG DNA Labeling Mix.

3.2.13. Indukcija promotora pGAL1

Svrha indukcije promotora pGALL1 poticanje je transkripcije gena pod njegovom kontrolom.
Spomenuti promotor aktivan je samo ukoliko stanica koristi galaktozu kao izvor ugljika. U ovom
radu indukcija promotora pGAL1 provedena je u soju BY-aL.SUa-Sce, ¢ime je potaknuta ekspresija
endonukleaze I-Scel. Ovime je unutar stanice omogucéeno uvodenje specificnog dvolan¢anog loma

u modificiranom lokusu ARG4 koji sadrzi restrikcijsko mjesto za I-Scel.

Pretkultura kvasca uzgoji se u 80 mL selektivne kemijski definirane podloge koja kao izvor
ugljika sadrzi glukozu (2% wiv). Inkubacija se provodi 48 h/250 min?/28°C nakon &ega je
koncentracija stanica ~10® st/mL. Stanice se centrifugiraju 5 min/5000 min™ i nacijepe u 400 mL
kemijski definirane selektivne podloge (pH 5,5) koja kao izvor ugljika sadrzi laktat (2% w/v). Ovaj

korak provodi se kako bi se izbjegla lag faza tijekom prijelaza kulture s glukoze na galaktozu kao
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izvor ugljika. Kultura se inkubira 48 h/250 min™/28°C, ¢ime koncentracija stanica poraste na 5-10’
st/mL. Slijedi centrifugiranje 5 min/5000 min™ i nacjepljivanje u selektivnu kemijski definiranu
hranjivu podlogu (pH 5,5) koja sadrzi laktat (2% w/v) i galaktozu (2% w/v) kao izvore ugljika.
Ovime je zapoceta indukcija. Zaustavljanje indukcije moze se posti¢i dodavanjem sterilne otopine

glukoze.




4. REZULTATI
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Op¢i je cilj ovog rada istraziti posljedice popravka dvolancanog loma kromosoma prema
modelu SSA (poglavlje 1.) na stabilnost genoma kvasca S. cerevisiae. Zbog toga je konstruiran
eksperimentalni sustav, odnosno soj kvasca BY-aLSUa-Sce koji je detaljno opisan u poglavlju
3.1.1.2. Ovaj soj konstruiran je pomocu dvaju plazmida (pLUrg-Sce i pRHIS-SCE) koji su takoder
konstruirani u ovom radu. Postupci konstrukcije plazmida pLUrg-Sce i pRHIS-SCE opisani su u
poglavlju 4.1., a konstrukcija kvasca BY-aLSUa-Sce u poglavlju 4.2. Rezultati istraZzivanja u

konstruiranom eksperimentalnom sustavu opisani su u poglavlju 4.3.

4.1. Konstrukcija plazmida

Plazmidi pLUrg-Sce i pRHIS-SCE konstruirani su uobi¢ajenim metodama tehnologije
rekombinantne DNA. Pri tome su svi fragmenti DNA nastali cijepanjem restrikcijskim
endonukleazama. Prije dodavanja u ligacijsku otopinu fragmenti su izolirani iz gela, a ako je to bilo
potrebno, strsec¢i 5'-krajevi prevedeni su u ravne krajeve polimeraznom aktivnoséu Klenowog
enzima. Za ligiranje fragmenata DNA uvijek je koriStena T4 DNA-polimeraza. Osim toga, svi
fragmenti koji su sadrZavali ishodiSte replikacije nakon cijepanja podvrgnuti su djelovanju fosfataze
CIAP u svrhu sprjeavanja religacije vektora. U svrhu umnazanja i izolacije konstruiranog
plazmida, ligacijskom otopinom transformirana je bakterija E. coli soj XL1 blue (poglavlje
3.1.1.1.), a transformanti su selekcionirani na podlozi s antibiotikom ampicilinom. Strukture svih
konstruiranih plazmida provjerene su restrikcijskom analizom nakon izolacije plazmida iz malog

volumena (poglavlje 3.2.2.).

4.1.1. Plazmid pLUrg-Sce

Struktura plazmida pLUrg-Sce detaljno je opisana u poglavlju 3.1.2. Plazmid je konstruiran
nizom postupaka prikazanih na Slici 5. Plazmid pLUrg pocijepan je restrikcijskom endonukleazom
Ndel, tretiran polimeraznom aktivno$¢u Klenowog fragmenta i fosfatazom te je nakon elektroforeze
izoliran iz gela i ligiran s dvolan¢anim Sce-fragmentom koji je pripravljen komplementarnim
sparivanjem jednolancanih nukleotida SceA i SceB. Provjera uspjesnosti izolacije DNA iz gela i
restrikcijska analiza konstruiranog plazmida pLUrg-Sce prikazane su na Slici 6.

Rezultati restrikcijske analize plazmida pLUrg i pLUrg-Sce (Slika 6.B) potvrduju uspjeSnost
konstrukcije plazmida pLUrg-Sce. Naime, cijepanjem plazmida pLUrg endonukleazom Pstl nastaje
fragment duljine 219 pb koji sadrzi restrikcijsko mjesto za endonukleazu Ndel. Isti taj fragment u
plazmidu pLUrg-Sce dulji je upravo za duljinu Sce-fragmenta ugradenog u restrikcijsko mjesto
Ndel.
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Slika 5. Postupak konstrukcije plazmida pLUrg-Sce. Prikazana su restrikcijska mjesta koriStena

tijekom konstrukcije i provjere strukture konstruiranog plazmida.

(A) m1 1 (B) mim2 2 3
23,1 kb B 2322 pb
9,4 kb [ 20z1ieh
6.6 kb
4,4 kb b
600 pb
514 pb
43588
2,3kb 348 pb
311 pb
2,0 kb 275 bb
246 pb « 239 pb
218 pb « 219 pb

Slika 6. Provjera uspjesnosti izolacije DNA iz gela (A) i provjera strukture plazmida pLUrg-Sce
(B). 1 - linearizirani plazmid pLUrg nakon izolacije iz gela; 2 — plazmid pLUrg pocijepan pomocu
Pstl; 3 — plazmid pLUrg-Sce pocijepan pomocu Pstl; m1 — DNA bakteriofaga lambda pocijepana
pomocu Hindlll; m2 — DNA bakteriofaga lambda pocijepana pomocu Aatll. Strelice oznacavaju
fragment DNA koji sadrzi restrikcijsko mjesto Ndel (plazmid pLUrg) odnosno ugradeni Sce
fragment (plazmid pLUrg-Sce).

4.1.2. Plazmid pRHIS-SCE

Postupak konstrukcije plazmida pRHIS-SCE nesto je kompliciraniji, a moze se podijeliti u

tri koraka. Najprije je u plazmid pTZ18R ugraden fragment koji Sadrzi kvascev gen HIS3 iz
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plazmida pLUH te je tako konstruiran plazmid pHIS (Slika 7). U sljede¢em je koraku u plazmid
pHIS ugraden fragment plazmida pYES-Sce-NLS koji sadrZi ishodiste replikacije kvasceva
plazmida 2micron te je time konstruiran plazmid pRHIS (Slika 9). U posljednjem koraku (Slika 11),
plazmid pRHIS-SCE konstruiran je ugradnjom fragmenta DNA koji sadrzi gen za endonukleazu
I-Scel pod kontrolom promotora pGALL1 (takoder iz plazmida pYES-Sce-NLS).

Pri konstrukciji plazmida pHIS i pRHIS (Slika 7 i Slika 9), fragmenti DNA mogli su se
medusobno ligirati u dvjema razli¢itim orijentacijama pa su konstruirana dva oblika ovih plazmida
(pHIS i1 pHISa te pRHIS i pRHISa), ali su za daljnji postupak koristeni samo plazmidi pHIS i
pRHIS (uokvireni u Slici 7 i Slici 9).

Rezultati provjere pojedinih postupaka i koraka tijekom konstrukcije plazmida pHIS, pRHIS
I pPRHIS-SCE prikazani su na Slici 8, Slici 10 i Slici 12.
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Slika 7. Postupak konstrukcije plazmida pHIS. Prikazana su restrikcijska mjesta relevantna za
postupak konstrukcije i restrikcijsku analizu konstruiranog plazmida. U daljnjem postupku

koriSten je samo plazmid pHIS u kojemu su geni bla i HIS3 u istoj orijentaciji.
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Slika 8. Provjera pojedinih postupaka tijekom konstrukcije plazmida pHIS i restrikcijska analiza
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konstruiranog plazmida pHIS. 1 — plazmid pTZ18R pocijepan pomoc¢u BamHI i izoliran iz gela;
2 — plazmid pLUH pocijepan pomoc¢u BamHI; 3 — fragment plazmida pLUH koji sadrzi gen HIS3
izoliran iz gela; 4 i 6 — kruzni (nepocijepani) konstruirani plazmidi pHIS; 5 — plazmid pHIS
pocijepan pomoc¢u Pstl (geni bla i HIS3 su u istoj orijentaciji); 7 — plazmid pHISa pocijepan
pomocu Pstl (geni bla i HIS3 su u razli¢itoj orijentaciji); m — DNA bakteriofaga lambda
pocijepana pomoc¢u HindIIl. Fragmenti oznaceni strelicama posljedica su ligacije fragmenata u

dvjema medusobno razli¢itim orijentacijama.

Iz rezultata prikazanih na Slici 8 (uzorci 5 i 7) vidi se da su konstruirani plazmidi pHIS i
pHISa, ali je u daljnjem postupku koriSten samo plazmid pHIS u kojem su geni bla i HIS3 u istoj

orijentaciji (u skladu s mapom plazmida koja je prikazana na Slici 7).
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Slika 9. Postupak konstrukcije plazmida pRHIS. Prikazana su relevantna restrikcijska mjesta

koriStena pri konstrukciji i restrikcijskoj analizi konstruiranog plazmida. U daljnjem postupku

koriSten je samo plazmid pRHIS.

3 4 5 m

m 2

Slika 10. Provjera pojedinih postupaka tijekom konstrukcije plazmida pRHIS i restrikcijska

analiza konstruiranog plazmida pRHIS. 1 — linearizirani plazmid pHIS izoliran iz gela; 2 — plazmid

PYES-Sce-NLS pocijepan pomoc¢u Nhel i Sspl; 3 — fragment koji sadrzi ishodiSte replikacije

kvascevog plazmida 2micron, nakon izolacije iz gela; 4 i 5 — plazmidi pRHIS i pRHISa pocijepani
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pomocu Pstl; m — DNA bakteriofaga lambda pocijepana pomoc¢u Hindlll. Fragmenti oznaéeni

strelicama posljedica su ligacije fragmenata u dvjema medusobno razli¢itim orijentacijama.

Rezultati prikazani na Slici 10 (uzorci 4 i 5) dokazuju uspjeSnost konstrukcije plazmida
pRHIS i pRHISa. U daljnjem postupku konstrukcije koristen je plazmid pRHIS.
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Slika 11. Konstrukcija plazmida pRHIS-SCE. Prikazana su restrikcijska mjesta relevantna za
postupak konstrukcije i restrikcijske analize konstruiranog plazmida.
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Slika 12. Provjera pojedinih postupaka i restrikcijska analiza konstruiranog plazmida pRHIS-SCE.
1 — fragment plazmida pYES-Sce-NLS koji sadrzi gen za endonukleazu I-Scel pod kontrolom
promotora pGAL1, nakon izolacije iz gela; 2 — konstruirani plazmid pRHIS-SCE pocijepan

pomoc¢u BamHI; m — DNA bakteriofaga lambda pocijepana pomoc¢u HindlIl.

Rezultati restrikcijske analize (Slika 12, uzorak 2) dokazuju uspjesSnost konstrukcije
plazmida pRHIS-SCE ¢ija struktura je u skladu s mapom plazmida koja je prikazana i u poglavlju
3.1.2.

4.2. Konstrukcija eksperimentalnog sustava u kvascu

Osnovni eksperimentalni sustav koriSten u ovom radu soj je kvasca BY-aLSUa-Sce koji je
detaljno opisan u poglavlju 3.1.1.2. Kao polazni materijal za njegovu konstrukciju upotrijebljen je
soj BY4742 te plazmidi pLUrg-Sce i pRHIS-SCE ¢ija je konstrukcija opisana u poglavljima 4.1.1. i
4.1.2.

Postupak konstrukcije soja BY-aLSUa-Sce moze se podijeliti u dva koraka: najprije je
transformacijom soja BY4742 plazmidom pLUrg-Sce konstruiran soj BY-aLSUa, a potom je soj
BY-aLSUa transformiran plazmidom pRHIS-SCE, §to je rezultiralo konstrukcijom soja BY-aLSUa-
Sce. Postupak konstrukcije soja BY-aLSUa prikazan je u poglavlju 4.2.1., a soja BY-aL.SUa-Sce u
poglavlju 4.2.2.

4.2.1. Soj BY-aLSUa

Soj BY-aLSUa konstruiran je transformacijom soja BY4742 za koju je najprije bilo potrebno
pripremiti transformirajuu DNA koja ¢e biti koriStena. Nakon transformacije analizirani su

dobiveni transformanti.
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Transformiraju¢éa DNA je fragment DNA nastao cijepanjem plazmida pLUrg-Sce
endonukleazom Sacl. Fragment sadrzi gene URA3 i LEUZ2 te restrikcijsko mjesto za endonukleazu
I-Scel (Slika 13). Osim toga, na krajevima ovog fragmenta nalaze se dva razlicita srediSnja dijela
gena ARG4. Zahvaljujuci tome, tijekom transformacije kvasca ovaj fragment ugraduje se upravo u
gen ARG4 u kvas¢evu genomu (Slika 13). Na ovaj nacin u genomu kvasca nastaju dvije inaktivne
kopije gena ARG4 (sekvencije ARG i RG4) izmedu kojih se nalaze nalazi ostatak plazmidne DNA,
odnosno nastaje struktura lokusa ARG4 specificna za sojeve BY-aLSUa i BY-aLSUa-Sce (poglavlje
3.1.1.2).

Transformanti kvasca (potencijalni sojevi BY-aLSUa) najprije su odabrani na temelju
genotipa odnosno fenotipa jer je fenotip soja BY4742 Arg’LeuUra’, dok je soj BY-aL.SUa fenotipa
ArglLleu’Ura’. U svrhu konaénog odabira soja BY-aLSUa transformanti su podvrgnuti
molekularnoj analizi metodom po Southernu (poglavlje 3.2.12.) pri ¢emu je DNA transformanata
pocijepana pomoc¢u EcoRl, a kao obiljezena proba koriStena je sekvencija URA3.

. e I-Scel
transformirajuéi "% LEUZ

fragment 262-527 )
URA3
I/ ARG4

—
[528-801 ) — L zezs2ry Kromosom
* Vil
EcoRl Ndel argd EcoRl LEU2 URA3 argd Nefal EcoRl
‘ .
_— —ARGES— — S R :
(528801 nt) L (262-527 nt) I-Scel (B2BA0T Y T (262527 nt) kron\‘;ﬁfam

Syt
Slika 13. Ugradnja transformiraju¢eg fragmenta u lokus ARG4. Ciljana ugradnja transformirajuceg
fragmenta u lokus ARG4 na osmom kromosomu soja BY4742 rezultira specificnom strukturom
lokusa ARG4 karakteristicnog za soj BY-aLSUa i BY-aLSUa-Sce (detaljno opisan u poglavlju
3.1.1.2).

Iz rezultata molekularne analize (Slika 14) vidi se da svi analizirani transformanti daju vrpcu
veli¢ine 6,2 kb, Sto je u skladu sa strukturom lokusa ARG4 u sojevima BY-aLSUa i BY-aLSUa-Sce
(Slika 2). Vrpca veli¢ine 3,6 kb posljedica je viSestruke ugradnje transformiraju¢e DNA pa je u

daljnjem postupku kao soj BY-aL.SUa koriSten transformant koji je dao samo vrpcu veli¢ine 6,4 kb.
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Slika 14. Rezultati hibridizacije po Southernu provedene kako bi se potvrdila uspjeSna
konstrukcija soja BY-aLSUa. 1 do 10 — analizirani transformanti; 11 — netransformirani soj

(BY4742); m — DNA bakteriofaga lambda pocijepana pomocu HindlII.

4.2.2. Soj BY-aLSUa-Sce

Soj BY-aLSUa-Sce konstruiran je transformacijom plazmidom pRHIS-SCE u kruznom
obliku koji se u stanici kvasca moze samostalno replicirati bez da se ugradi u kvas€ev genom, a
transformanti su selekcionirani na podlozi bez histidina zahvaljuju¢i tome $to se na plazmidu
pRHIS-SCE nalazi gen HIS3.

S ciljem da se ustanovi je li plazmid pRHIS-SCE u kvascu pretrpio neke promjene,
cjelokupnom DNA soja BY-aLSUa-Sce transformirana je bakterija E. coli te je iz nje izolirana
plazmidna DNA (plazmid pRHIS-SCE) koja je podvrgnuta restrikcijskoj analizi. Restrikcijskom
analizom utvrdeno je da je plazmidna DNA u soju kvasca BY-aLSUa-Sce identi¢na plazmidu
PRHIS-SCE (rezultati nisu prikazani).

4.3. Utjecaj popravka dvolancanog loma prema modelu SSA na stabilnost genoma kvasca

Popravak dvolan¢anog loma u molekuli DNA prema modelu SSA (engl. single strand
annealing) objasnjen je u poglavlju 1. Ukratko, prema ovom modelu popravlja se dvolancani lom
nastao izmedu dviju istosmjerno ponovljenih sekvencija. Rezultat popravka je gubitak cjelokupne

DNA izmedu ponovljenih sekvencija kao i jedne od ponovljenih sekvencija (Slika 1).

U ovom radu (poglavlja 4.1. i 4.2.) konstruiran je soj kvasca BY-aLSUa-Sce (detaljno
opisan u poglavlju 3.1.1.2.) u kojemu je moguce inducirati i pratiti tijek popravka dvolan¢anog
loma prema modelu SSA (Slika 15). Naime, rast na galaktozi inducira sintezu endonukleaze I-Scel

(poglavlje 3.2.13.) koja uvodi dvolancani lom izmedu sekvencija LEU2 i URA3. Nastali krajevi
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DNA procesiraju se 5'-3'-egzonukleaznom aktivnos$cu, ¢ime nastaju dugacki 3'-jednolancani krajevi
koji se komplementarno sparuju u podru¢ju gena arg4 (izmedu sekvencija ARG i RG4). Slijedi
uklanjanje nesparene jednolancane DNA, resinteza preostalih jednolanc¢anih praznina i ligacija
preostalih jednolanc¢anih lomova. Ovakav slijed dogadaja rezultira gubitkom gena LEU2 i URA3 te
pojavom funkcionalnog gena ARG4 pa soj kvasca mijenja fenotip iz Arg'Leu*Ura” u Arg"LeuUra’
(Slika 15).

sinteza

S. cerevisiae —— > endonukleaze
BY-aLSUa-Sce rast na
I-Scel

galaktozi

uvodenje
dvolanéanog loma
kromosom VIlI Y

: —_— 3 fenotip
3 - :-:-:5' ArgLeu*Ura®

5'-3-egzonukleazna aktivnost

s —fmmE— T reor =
= TECZ |, |jsumAsy mom

komplementarno sparivanje
3-jednolanéanih homologija

uklanjanje nesparene
jednolancéane DMA,

resinteza DNA ¥ | LEU2 | 3'9

ligacija DNA

5 3 fenotip
3':-: 5 [ Arg'LeuUra

Slika 15. Indukcija i popravak dvolan¢anog loma prema modelu SSA u konstruiranom

eksperimentalnom sustavu. Opis slike nalazi se u tekstu.

Zahvaljujuéi konstruiranom eksperimentalnom sustavu (Slika 15) moguce je na podlozi bez
arginina selekcionirati stanice u kojima se dogodio SSA. Osim toga, kao Sto je navedeno u Tablici
3, na odgovaraju¢im podlogama moguce je selekcionirati 1 druge, rijetke ili neoc¢ekivane geneticke

dogadaje koji mogu popratiti SSA.
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Tablica 3. Selekcionirani fenotipovi rekombinanata. Genotip i geneti¢ki dogadaj pretpostavljeni su

na temelju fenotipa.

Fenotip ) o ) Pretpostavljeni
) Selektivna podloga Pretpostavljeni genotip
rekombinanata geneticki dogadaj

Arg” bez arginina ARG4 »pop-out*

P bez arginina, leucina i »pOop-out™ uz
Arg Leu Ura ) ARG4/arg4 LEU2 URA3 L

uracila duplikaciju kromosoma

e bez arginina i uracila uz »pop-out” uz ilegitimnu

Arg Leu Ura ARG4 LEUZ2 Aura3

dodatak 5-FOA

integraciju gena LEU2

Indukcija ekspresije gena za endonukleazu I-Scel u soju BY-aLSUa-Sce opisana je u
poglavlju 3.2.13. Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim intervalima od pocetka indukcije i
nacjepljivani na odgovarajuc¢e podloge (Tablica 3). Na taj nacin pra¢ena je Kinetika indukcije i
popravka dvolancanog loma prema modelu SSA. Istovremeno je pracena pojava duplikacije
kromosoma (poglavlje 4.3.1.) i ilegitimne integracije gena LEU2 (poglavlje 4.3.2.). Odabrani

rekombinanti podvrgnuti su molekularnoj analizi hibridizacijom po Southernu.

4.3.1. Kinetika popravka dvolan¢anog loma prema modelu SSA i duplikacije kromosoma

Dvolan¢ani lom izmedu dviju istosmjerno ponovljenih sekvencija gotovo iskljucivo se
popravlja prema modelu SSA (Paques i Haber, 1999). Drugim rijeCima, broj stanica u kojima se
dogodio SSA jednak je broju stanica u kojima je uveden dvolanc¢ani lom. Ova ¢injenica omogucava
pracenje i kinetike indukcije i popravka dvolan¢anog loma na podlogama bez arginina. U tu svrhu
100 pL drugog decimalnog razrjedenja uzoraka izuzetih u razli¢itim vremenskim intervalima od
pocetka indukcije nacijepljeno je na podlogu bez arginina (Slika 16). Osim toga, 50uL cetvrtog
decimalnog razrjedenja nacijepljeno je na dvije kompletne podloge radi odredivanja ukupnog broja
stanica u uzorku. 1z Slike 16 vidljivo je da se broj stanica poraslih na podlozi bez arginina povecava
produljenjem indukcije, Sto je ujedno i dokaz da u konstruiranom eksperimentalnom sustavu zaista
dolazi do ekspresije gena za I-Scel, uvodenja dvolan¢anog loma u ciljano mjesto i njegovog

popravka prema modelu SSA.




37

0 h (100) 1,5 h (383) 3,0 h (1606) 7,0 h (2056)

Slika 16. Kolonije porasle na podlozi bez arginina. Naznafeno je vrijeme indukcije. Unutar

zagrada istaknut je broj poraslih kolonija.

Kinetika popravka dvolan¢anog loma, odnosno pojave alela ARG4, pracena je i
hibridizacijom DNA po Southernu (Slika 17). 1z dijela uzoraka izuzetih tijekom indukcije izolirana
je genomska DNA koja je zatim pocijepana restrikcijskom endonukleazom Ndel. Hibridizacija je
provedena probom koja se komplementarno sparuje s alelima arg4 i ARG4. Veli¢ina detektiranog
fragmenta DNA u soju BY-aLSUa iznosi 9,0 kb, a kao posljedica rekombinacije ,,pop-out®, kojom
se rekonstituira gen ARG4, pojavljuje se fragment duljine 5,3 kb. Ovi rezultati u skladu su s

restrikcijskim mapama prikazanim na Slici 2.

m 1 2 3 4 5 6 7 8 9
23,1kb

9,4kb_ ,__._-——z‘-—-t—g,()kb

6,6 kb — —
«53kb

4,4 kb wm—

2,3kb =
2,0kb =

Slika 17. Rezultati hibridizacije po Southernu provedene kako bi se pratila kinetika popravka
dvolan¢anog loma rekombinacijom ,,pop-out”. Odgovarajucée restrikcijske mape prikazane su na
Slici 2. 1 — uzorak izuzet neposredno prije pocetka indukcije; uz preostale uzorke naznaceno je
vrijeme trajanja indukcije: 2-0,5h;3-1,0h;4-15h;5-2,0h;6-3,0h; 7-7,0h; 8—24,0 h;
9 -53,0 h; m — DNA bakteriofaga lambda pocijepana pomoc¢u HindlllI.

Rezultati molekularne analize (Slika 17) jasno pokazuju da s porastom vremena indukcije
raste i udio stanica koje na osmom kromosomu imaju rekonstituirani gen ARG4. Udio stanica u
kojima je dvolancani lom popravljen prema modelu SSA, u odnosu na ukupan broj stanica, ovisno o

vremenu indukcije prikazan na Slici 18.
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Osim na podloge bez arginina, 2 mL izuzetog uzorka nacijepljeno je i na podlogu koja ne
sadrzi ni arginin, ni leucin ni uracil. Prethodnim istraZzivanjima pokazano je da su prilikom spontane
rekombinacije ,,pop-out* na ovoj podlozi selekcionirani isklju¢ivo rekombinanti s duplikacijom
osmog kromosoma (Zunar, 2009). Pritom jedna kopija kromosoma nosi funkcionalne gene URA3 i
LEU2, dok druga kopija nosi rekonstituiran funkcionalni gen ARG4, koji je nastao kao posljedica
SSA. Kinetika pojave rekombinanata koji sadrze dva osma kromosoma (disomika za osmi

kromosom) prikazana je na Slici 18.
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Slika 18. Grafic¢ki prikaz kinetike pojave rekombinanata u ovisnosti o vremenu. Ucestalost dogadaja
(engl. frequency, f) izracunata je kao omjer broja selekcioniranih rekombinanata i ukupnog broja

stanica.

Iz prikazanih rezultata (Slika 18) vidljivo je da se maksimalni udio stanica u kojima se
dogodio ,,pop-out” (9%) postize nakon 6 h indukcije. To je 1000 puta viSe nego Sto je zabiljezeno u

neinduciranim stanicama (Zunar, 2009).

Takoder, primjecuje se da je krivulja udjela stanica u kojima se dogodio ,,pop-out” paralelna
s krivuljom udjela stanica u kojima se dogodio SSA i duplikacija osmog kromosoma, ali i da je udio
potonjih stanica oko 100 puta manji. Stoga se moze zakljuciti da je oko 1% rekombinacije ,,pop-

out” popraceno duplikacijom kromosoma.
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4.3.2. Rekombinacija ,,pop-out* popraéena ugradnjom jednolanc¢anog fragmenta LEU?2

U skladu s modelom SSA u naSem eksperimentalnom sustavu oéekuje se oslobadanje
jednolan¢anih fragmenata URA3 i LEUZ2 koji se, neovisno jedan o drugome, mogu ugraditi u genom
kvasca. Takvi rekombinanti mogli bi se selekcionirati kao stanice ¢iji je fenotip ili Arg*Ura” ili
Arg‘Leu®. Medutim, tijekom prethodnih istrazivanja (Zunar, 2009) ustanovljeno je da je fenotip
svih selekcioniranih rekombinanata Arg’Leu’Ura’. Molekularna analiza pokazala je da se radi o
rekombinaciji ,,pop-out* popracenoj duplikacijom kromosoma. Stoga je za selekciju rekombinanata
u kojima je nastupila ilegitimna rekombinacija fragmenta LEU2 koriStena podloga koja ne sadrzi
arginin i leucin, ali sadrzi 5-fluorooroti¢nu kiselinu (5-FOA) (podloga -arg-leu+FOA). Budu¢i da je
5-FOA toksi¢na za stanice koje imaju funkcionalni gen URA3, na ovoj podlozi mogu se
selekcionirati isklju¢ivo stanice fenotipa Arg'Leu’Ura’. U svrhu selekcije ovih rekombinanata,
uzorci izuzimani tijekom indukcije nacijepljeni su na podlogu -arg-leu+FOA. Osim toga, sve
stanice iz preostalih 150 mL kulture nakon 24 h indukcije takoder su nacijepljene na ovu podlogu,

¢ime je selekcionirano 30 rekombinanata.

S ciljem da se ustanovi koji je geneticki dogadaj odgovoran za pojavu selekcioniranih
rekombinanata provedena je molekularna analiza metodom po Southernu pri ¢emu je DNA
rekombinanata pocijepana endonukleazom EcoRI. Kao proba koristen je gen LEU2 (Slika 19). U
slucaju ilegitimne integracije gena LEUZ2 veliCina dvaju fragmenata na membrani bila bi nasumicna
I stoga razlic¢ita u svakom rekombinantu. Medutim, svi rekombinanti dali su isti signal, identi¢an

onome u kontrolnom soju BY-aLSUa.

m 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
23,1 kb s
9,4 kb s «10,4 kb
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Slika 19. Rezultati hibridizacije po Southernu provedene u svrhu analize rekombinanata
selekcioniranih na podlozi -arg-leu+FOA. Veli¢ina detektiranih fragmenata u kontrolnom soju BY-
aL.SUa iznosi 10,4 kb i 6,4 kb (Slika 2). 1 do 12 — analizirani rekombinanti; m — DNA bakteriofaga

lambda pocijepana pomoc¢u HindlII.
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Rezultati molekularne analize (Slika 19) jasno pokazuju da gen LEUZ2 nije ilegitimno
integriran u genomu nego se zajedno s genom URA3 nalazi na osmom kromosomu, u istoj poziciji
kao u kontrolnom soju BY-aLSUa, iako je njegov fenotip Arg’Leu*Ura. Ova pojava moze se
objasniti duplikacijom osmog kromosoma uz koju je nastupila inaktivacija gena URA3 spontanom
mutacijom ili, vjerojatnije, uslijed gubitka dijela DNA tijekom nehomolognog spajanja krajeva

DNA nastalih djelovanjem endonukleaze I-Scel.

Bitno je naglasiti da od ukupno 2-10* stanica nacijepljenih na podlogu -arg-leu+FOA, od
kojih je u 2-10° stanica do$lo do rekombinacije ,,pop-out, nije pronaden nijedan rekombinant kod
kojeg je uz ,,pop-out” doslo i do ilegitimne integracije gena LEU2. Drugim rije¢ima, ucestalost tog
dogadaja medu stanicama do kojih dolazi do rekombinacije ,,pop-out* manja je od 5-10° po

stanici.




5. RASPRAVA
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Rekombinacija ,,pop-out” intrakromosomska je homologna rekombinacija izmedu dviju
istosmjerno ponovljenih sekvencija koja rezultira gubitkom jedne od ponovljenih sekvencija i
cjelokupne regije izmedu njih. Pritom rezultati mnogih studija upucuju na zakljucak da se spontana
rekombinacija ,,pop-out dogada kao rezultat dvolancanog loma koji se zatim popravlja prema
modelu SSA (model komplementarnog sparivanja jednolancanih krajeva, engl. single strand
annealing). Ovaj model opisan je u Uvodu (poglavlje 1). IstraZzivanje ove vrste rekombinacije,
odnosno popravka dvolancanog loma izmedu dviju istosmjerno ponovljenih sekvencija, vazno je i
interesantno jer ovakvi dogadaji mogu biti odgovorni za gubitak dugackih regija DNA u genomima

svih organizama, pa i u genomu covjeka (Hastings i sur., 2009).

Zanimljivo je da model SSA predvida oslobadanje dviju jednolanc¢anih molekula DNA ¢ija
sudbina u stanici do sada nije bila predmet istrazivanja. Osim toga, poznato je da jednolan¢ana
DNA unesena u stanicu kvasca podlijeze ilegitimnoj rekombinaciji (Gjuraci¢ 1 Zgaga, 1996;
Schiestl 1 sur., 1993), odnosno ima potencijal da se s podjednakom vjerojatnos¢u ugradi u bilo koje
mjesto kvas¢eva genoma. Stoga je osnovni cilj ovog rada bio istraziti ugraduje li se jednolancana
DNA koja nastaje kao produkt SSA u kvasc¢ev genom. Ovo je vazno znanstveno pitanje ne samo jer
preispituje trenutno vaze¢i model SSA nego i zato §to bi ovakav proces mogao imati vaznu ulogu u
evoluciji eukariotskih genoma. Ilegitimna integracija jednolancane DNA potvrdila bi njeno
oslobadanje djelovanjem endonukleazne aktivnosti proteinskog kompleksa Radl-Rad10. Ovaj
proces mogao bi biti odgovoran i za ,,skrac¢ivanje* genoma kvasca (Kellis i sur., 2004; Scannell i

sur., 2007) nakon njegove duplikacije (engl. whole genome duplication, WGD).

Drugo vazno znanstveno pitanje odnosi se na rezultate prethodnih istrazivanja u
Laboratoriju. Naime, ustanovljeno je da je priblizno 1% spontanih rekombinacijskih ,,pop-out*
dogadaja poprac¢eno duplikacijom kromosoma na kojem se dogodio ,,pop-out* (Zunar, 2009). Stoga
je bilo interesantno ustanoviti hoce 1li se ovaj omjer genetickih dogadaja promijeniti ako se
rekombinacija ,,pop-out” inducira uvodenjem dvolancanog loma i tako potakne njegov popravak

prema modelu SSA.

Za potrebe ovog rada konstruiran je eksperimentalni sustav, odnosno soj kvasaca
S. cerevisiae (BY-aLSUa-Sce; poglavlje 3.1.1.2.) u kojemu se SSA poti¢e uvodenjem dvolancanog
loma pomoc¢u endonukleaze I-Scel (Slika 15). Ovim procesom oslobadaju se dvije molekule
jednolancane DNA od kojih jedna nosi informaciju za gen LEU2, a druga za gen URA3. Osim toga,
popravak dvolanc¢anog loma prema modelu SSA uzrokuje rekonstituciju gena ARG4. Zahvaljujuci
ovim genetickim biljezima, na odgovaraju¢im hranjivim podlogama mogu se jednostavno

selekcionirati pojedini geneti¢ki dogadaji (poglavlje 4.3.) 1 izracunati njihova ucestalost.
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Eksperiment je proveden tako da su uzorci stanica za analizu uzimani u odredenim
vremenskim intervalima, nakon indukcije sinteze endonukleaze I-Scel koja uvodi dvolancani lom.
Uzeti uzorci stanica nacijepljeni su na odgovarajuce hranjive podloge da bi se selekcionirale stanice

fenotipa koji je nastao kao rezultat odredenog genetickog dogadaja (Tablica 3).

Iz dobivenih rezultata prikazanih na Slici 18 vidi se da udio stanica u kojima se dogodio
SSA (rekombinanti fenotipa Arg") raste s vremenom indukcije i doseze maksimum od 9% oko
Sestog sata indukcije. Takoder se vidi da je krivulja udjela stanica u kojima se dogodio SSA
paralelna s krivuljom udjela stanica u kojima se dogodio SSA i duplikacija osmog kromosoma, ali
je udio potonjih stanica oko 100 puta manji (oko 10 — 10 po stanici). Na temelju toga moZe se

zakljuciti da oko 1% SSA rezultira duplikacijom kromosoma na kojem se dogodio SSA.

Zabiljezena udestalost stanica fenotipa Arg’'Leu’Ura vrlo je malena i iznosi manje od
2,3-10° po stanici. Njihov fenotip sugerirao je da su one nastale ugradnjom jednolandanog
LEU2-fragmenta nastalog kao posljedica SSA. Medutim, molekularna analiza ovih rekombinanata
(Slika 19) pokazala je da oni ipak sadrZze dva osma kromosoma. Pritom se na jednom od osmih
kromosoma dogodila rekombinacija ,,pop-out te bi se ocekivalo i da njihov fenotip bude
Arg'Leu*Ura’. Ovi rezultati mogu se objasniti inaktivacijom gena URA3 ili spontanom mutacijom

ili kao posljedica mutagenog popravka dvolan¢anog loma nehomolognim spajanjem krajeva DNA.

Buduéi da ni u jednoj od 2-10° stanica u kojima se dogodio SSA nije zabiljeZena ilegitimna
ugradnja jednolanc¢anog LEUZ2-fragmenta, moze se zakljuciti da je uCestalost pojave ovog dogadaja
tijekom SSA, ako je on mogué, manja od 5-10° po stanici. Ovi rezultati ukazuju na dvije
mogucénosti. Moguce je da samo jedna jednolancana transformiraju¢a molekula DNA (ssLEU) koja
nastaje tijekom SSA nije dovoljna da transformira stanicu kvasca. Naravno, moguce je 1 da je
nastali fragment prekratak pa se inaktivira djelomi¢nom ili potpunom degradacijom. Druga je

mogucnost da SSA ne ukljucuje odcjepljivanje jednolanéane DNA ili da se ona odmah degradira.

U nastavku istrazivanja na ovom podrucju, u konstruiranom eksperimentalnom sustavu,
pratit ¢e se uspjesnost popravaka dvolancanog loma prema modelu SSA 1 njegove posljedice u
relevantnim mutantima. Bilo bi interesantno inaktivirati nukleaze eventualno odgovorne za
degradaciju jednolancane DNA (Mimitou i Symington, 2011). To bi moglo povecati ucestalost
ugradnje jednolanéane DNA (koja nastaje tijekom SSA) na detektabilnu razinu. Nadalje, bilo bi

dobro modificirati eksperimentalni sustav na nacin da nastaju dulji jednolancani fragmenti.

Eksperimentalni sustav konstruiran u ovom radu i u buducnosti ¢e se koristiti u istrazivanju
mehanizma modela SSA i evolucije kvas€eva genoma, ali ima i prakticnu primjenu. Naime, zbog

visokog udjela stanica s duplikacijom kromosoma na kojem se inducira SSA, odnosno
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rekombinacija ,,pop-out”, ovaj eksperimentalni sustav moze se primijeniti za jednostavnu indukciju
i konstrukciju disomi¢nih stanica za bilo koji Zeljeni kromosom, $to je interesantno ne samo u

znanstvenim istrazivanjima, nego i u industrijskoj biotehnologiji.




6. ZAKLJUCCI
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Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti slijedece:

1. Konstruiran je eksperimentalni sustav (soj kvasca S. cerevisiae BY-aLSUa-SCE) koji se
moze koristiti u istrazivanju molekularnih mehanizama popravka dvolan¢anog loma
mehanizmom komplementarnog sparivanja jednolanc¢anih krajeva DNA (SSA, engl. single

strand annealing).
2. Vjerojatnost ugradnje jednolanc¢anog fragmenta DNA koji nastaje tijekom SSA izraZena po
stanici u kojoj se dogodio SSA manja je od 2,3-107.

3. Ucestalost duplikacije kromosoma raste s ucestalosti rekombinacije ,,pop-out” te je oko 1%
do 9% rekombinacija ,,pop-out” popraceno duplikacijom kromosoma na kojem se dogodio

,»pop-out®.

4. Eksperimentalni sustav razvijen u ovom radu moZe se prilagoditi za konstrukciju i

odrzavanje sojeva kvasca koji sadrze dvije kopije zeljenog kromosoma.
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Bojan Zunar

MEDUOVISNOST INTRAKROMOSOMSKE REKOMBINACIJE I DUPLIKACIJE
KROMOSOMA U KVASCA Saccharomyces cerevisiae

Genomi svih slozenih eukariota, ukljucujuéi i genom covjeka, bogati su ponovljenim sljedovima
nukleotida. Ovime je stabilnost genoma ugroZzena budu¢i da rekombinacija izmedu dviju
istosmjerno ponovljenih sekvencija na istom kromosomu moZe rezultirati gubitkom jedne
ponovljene sekvencije i cjelokupne regije izmedu njih. Ova vrsta homologne rekombinacije naziva
se rekombinacija "pop-out”. Ustanovljeno je da su gotovo svi "pop-out”-dogadaji potaknuti
pojavom dvolancanog loma u DNA izmedu dvije istosmjerno ponovljene sekvencije. Ovakav
dvolan¢ani lom popravlja se komplementarnim sparivanjem jednolancanih krajeva (SSA, engl.
single strand annealing) i rezultira oslobadanjem dviju jednolanc¢anih molekula DNA. Budu¢i da
jednolanc¢ana DNA ima velik potencijal za ilegitimnu integraciju u kvasca Saccharomyces
cerevisiae, cilj ovog rada bio je odrediti vjerojatnost da se jednolanc¢ana DNA nastala tijekom SSA
ugradi u genom kvasca. Zbog toga je konstruiran eksperimentalni sustav (soj kvasca S. cerevisiae) u
kojem je SSA moguce potaknuti uvodenjem dvolancanog loma pomocu endonukleaze I-Scel.
Medutim, iako je SSA induciran u priblizno 2-10° stanica kvasca, nije zabiljeZen niti jedan
rekombinant u kojemu je nastupila ugradnja jednolancane DNA. Ovaj rezultat upucuje na zakljucak
da je ucestalost takvog dogadaja, izrazena po broju stanica u kojima je nastupio SSA, manja od
1/(2-10%. U istom eksperimentalnom sustavu detektirana je duplikacija kromosoma, a njena
ucestalost proporcionalna je ucestalosti rekombinacije “pop-out” pri ¢emu je 1 do 9% pop-out
dogadaja poprac¢eno duplikacijom kromosoma. Ovi rezultati isticu moguc¢nost da SSA-mehanizam
ima vaznu ulogu u evoluciji eukariotskog genoma. Pored toga, eksperimentalni sustav razvijen za
potrebe ovog rada moZe se primijeniti u konstrukciji i odrZzavanju sojeva kvasca koji sadrze dvije

kopije zeljenog kromosoma.

Klju¢ne rije¢i: komplementarno sparivanje jednolancanih krajeva (SSA), popravak dvolancanog

loma, duplikacija kromosoma, nestabilnost genoma, Saccharomyces cerevisiae.
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Bojan Zunar

INTERCONNECTION OF INTRACHROMOSOMAL RECOMBINATION AND WHOLE
CHROMOSOME DUPLICATION IN YEAST Saccharomyces cerevisiae

Genomes of all higher eukaryotes, including human genome, are very rich in repetitive DNA. This
poses a risk for the genome stability because recombination between two directly repeated
sequences found on the same chromosome can result in a loss of the one repeated sequence and
entire intervening region. This type of homologous recombination is known as pop-out
recombination. It has been shown that almost all of the spontaneous pop-out events are triggered by
the appearance of the double strand break (DSB) in the intervening DNA between the two directed
repeats. Subsequently the DSB is repaired by single strand annealing (SSA) resulting in liberation
of two single-strand DNA (ssDNA) fragments. Since ssDNA has great potential for illegitimate
integration in Saccharomyces cerevisiae genome, the aim of this study was to determine integration
expectancy of the sSDNA released during SSA. Therefore the yeast experimental system in which
SSA can be induced by DSB introduced by I-Scel endonuclease was constructed and used.
Although the SSA was induced in 2:10° yeast cells the integration of ssSDNA was not observed
suggesting that expectancy of such event is less than 1/(2-10%) per SSA recombinant. Interestingly,
in the same experimental system the chromosome duplication was detected. Moreover, the
chromosome duplication frequency was proportional to pop-out frequency and 1 to 9 % of pop-out
events were associated with duplication of involved chromosome. These results point out the

possible role of the SSA in the evolution of the eukaryotic genome.

In addition, experimental system developed for the purpose of this study can be used for

construction and maintenance of the yeast strains featuring two copies of the targeted chromosome.

Key words: single strand annealing (SSA), double-strand break (DSB) repair, chromosome
duplication, genome instability, Saccharomyces cerevisiae.
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