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Popis oznaka, kratica i simbola
ACE                        Acil-CoA elongaza (engl. acyl-CoA elongase)
ACP
Protein prijenosnik acilne skupine (engl. acyl carrier protein)

CgKCS
3-Ketoacil-CoA sintaza iz grčke režuhe (Cardamine graeca)
D5D
Delta-5-desaturaza
D6D
Delta-6-desaturaza
DNA
Deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
dNTP
Deoksinukleozid trifosfat (engl. deoxynucleoside triphosphate)
EDTA
Etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
Elovl
Elongaza dugolančanih masnih kiselina (engl. elongation of very long chain fatty 
                                acids protein)
FAE
Elongaza masnih kiselina (engl. fatty acid elongase)
FAS
Sintaza masnih kiselina (engl. fatty acid synthase)

GFP
Zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein)
GUS
Beta-glukuronidaza (engl. beta-glucuronidase)
HIV1
Virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus 1)
HPT
Higromicin fosfotransferaza (engl. hygromycin phosphotransferase)
KAR
3-Ketoacil-CoA reduktaza
KASI/III
3-Ketoacil-ACP sintaza  I/III 

KASII
3-Ketoacil sintaza II 

KCS
3-Ketoacil-CoA sintaza 

LB
Hranjivi medij za bakterije (engl. Luria broth)
MS
Hranjivi medij za biljne stanice (Murashige i Skoog, 1962)
NAD(P)H
Nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat)
NAP
Napin
NOS
Nopalin sintaza (engl. nopaline synthase)
NPTII
Neomicin fosfotransferaza II (engl. neomycin phosphotransferase II)
Ori
Ishodište replikacije (engl. origin of replication)
PCR
Lančana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)
RB
Desna granična sekvenca (engl. right border)
RNA
Ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

Scd                         Stearoil-CoA desaturaza
SDS
Natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
SOC
Hranjivi, super optimalni, medij za bakterije (engl. super optimal broth)
SPEC
Spektinomicin
TAE
Tris acetat EDTA 
TC
Tetraciklin
TER
Trans-2,3-enoil-CoA reduktaza
Tris
2-Amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol

UV
Ultraviolentno 
VLCFA
Vrlo dugolančane masne kiseline (engl. very long chain fatty acid)
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1. Uvod
Funkcionalna hrana, osim osnovnih nutrijenata nužnih za rast i razvoj organizma, sadrži i biološki aktivne sastojke koji poboljšavaju zdravlje i smanjuju rizik od nastanka bolesti. Nervonska kiselina je dugolančana nezasićena masna kiselina koja se sintetizira u malom broju biljnih vrsta. Namirnice obogaćene ovom masnom kiselinom mogu se smatrati funkcionalnom hranom jer je nervonska kiselina potrebna za razvitak i funkciju neurološkog sustava svih sisavaca (Martinez i Mougan, 1998).
Nervonska kiselina nastaje elongacijom iz oleinske kiseline. Tu reakciju kataliziraju enzimi elongaze masnih kiselina. Oleinska kiselina je prisutna u brojnim biljkama uljaricama, kao što je bundeva, a za dobrobit zdravlja ljudi, elongacijom oleinske kiseline moglo bi nastati bučino ulje obogaćeno nervonskom kiselinom.
1.1 Biosinteza masnih kiselina
1.1.1 Sinteza masnih kiselina u biljnim stanicama
De novo biosinteza masnih kiselina u biljkama katalizirana je acetil-CoA karboksilazom i proteinskim sustavom FAS (engl. fatty acid synthase). Acetil-CoA karboksilaza postoji u biljkama u obliku multiproteinskog kompleksa ili multifunkcionalnog enzima. Postoji u dvije izoforme smještene u dva stanična kompartimenta – plastidima ili citosolu. Obje izoforme imaju tri iste funkcionalne domene. Jedna domena je vezana amidnom vezom preko lizina za biotinsku prostetičku skupinu, druga ima funkciju biotin karboksilaze, a treća posjeduje transkarboksilaznu aktivnost. U plastidu katalizira de novo sintezu masnih kiselina, dok u citosolu osigurava izvor malonil-CoA - supstrata za elongaciju masnih kiselina. FAS je multiproteinski kompleks ili multifunkcionalni protein čije su funkcionalne jedinice identične za sve organizme. Razlike među organizmima su u kompartimentizaciji enzima i organizacijskoj strukturi enzimskog sustava, kao i u aktivnosti pojedinih funkcionalnih jedinica sustava FAS. Sustav FAS II, kakav imaju biljke i prokarioti, karakteriziran je zasebnim enzimima sa specifičnim funkcijama. Budući da je biosinteza masnih kiselina energetski vrlo zahtjevna, pod strogom je metaboličkom regulacijom i treba biti zaštićena od drugih kompetitivnih puteva ili prijevremene terminacije. 
Biosinteza masnih kiselina se u biljkama odvija u stromi plastida, gdje je rastući lanac masne kiseline kovaletno vezan za protein ACP (engl. acyl carrier protein). Acetil-CoA je osnovna gradivna jedinica u biosintezi masnih kiselina. Nastaje iz acetata koji nastaje u mitohondriju aktivnošću acetil-CoA sintetaze ili u plastidu iz piruvata aktivnošću piruvat dehidrogenaze. Acetil-CoA karboksilaza katalizira sintezu malonil-CoA iz acetil-CoA (Slika 1). Potom se malonil-CoA predaje sustavu FAS te 
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Slika 1. Ciklus de novo sinteze masnih kiselina u plastidima biljnih stanica. (*) KAS, 3-ketoacil-ACP sintaza. Prvu kondenzacijsku reakciju katalizira KAS III, idućih 6 kondenzacijskih reakcija katalizira KAS I, a finalnu reakciju katalizira KAS II. Preuzeto i obrađeno iz AOCS Lipid Library, http://lipidlibrary.aocs.org/index.html, 26.4.2015.
se acetil-CoA i malonil-CoA vežu tioesterskom vezom za ACP aktivnošću acetil- i malonil-CoA:ACP aciltransferaze, čime dolazi do aktivacije ACP-a za proces produljenja lanca masne kiseline. Proces „inicijacije“ započinje kondenzacijom acetilne i malonilne skupine aktivnošću 3-ketoacil-ACP sintaze III (KAS III) te nastaje acetoacetil-ACP. Nastali se produkt reducira 3-ketoacil-ACP reduktazom do zasićenog D-3-hidroksibutiril-ACP-a iz kojeg, potom, nastaje trans-2,3-butenoil-ACP aktivnošću 3-hidroksiacil-ACP dehidrataze. Ciklus redukcije završava se aktivnošću enoil-ACP reduktaze te nastaje zasićeni butiril-ACP. U idućem ciklusu kondenzacija započinje aktivnošću 3-ketoacil-ACP sintaze I (KAS I) sve dok ne nastane palmitoil-ACP (16:0-ACP). Iz palmitoil-ACP-a aktivnošću 3-ketoacil sintaze II (KAS II) nastaje stearoil-ACP (18:0-ACP) iz kojeg aktivnošću Δ9-stearoil-ACP desaturaze nastaje oleoil-ACP (18:1Δ9c-ACP). Korak terminacije katalizira acil-ACP aciltransferaza koja oslobađa 16:0, 18:0 i 18:1Δ9c masne kiseline od ACP-a. Neki organizmi, posebice biljke bogate masnim kiselinama, imaju sposobnost preuranjene terminacije biosinteze masnih kiselina. Time nastaju masne kiseline kratkih lanaca kao glavni produkt (npr. ulja bogata laurinskom kiselinom). Masne kiseline se transportiraju iz plastida u endoplazmatski retikulum gdje se događaju uzastopni modifikacijski procesi: oksigenacija, elongacija i desaturacija. Potom slijedi stvaranje skladišnih i funkcionalnih glicerolipida okupljanjem sintetiziranih masnih kiselina primarno u endoplazmatskom retikulumu. Proces elongacije je odgovoran za sintezu zasićenih i nezasićenih dugolančanih masnih kiselina te vrlo dugih masnih kiselina (VLCFA, engl. very long chain fatty acid). U sjemenkama biljaka, supstrati za elongaciju su samo zasićeni i mononezasićeni derivati acil-CoA. Osnovni proces elongacije masnih kiselina 18:0 (stearinska kiselina) ili 18:1Δ9c (oleinska kiselina) uključuje sukcesivno dodavanje dva atoma ugljika porijeklom iz malonil-CoA na acil-CoA u prisutnosti NAD(P)H. Elongaciju katalizira enzim KCS (engl. 3-ketoacyl-CoA synthase), još nazvan ACE (engl. acyl-CoA elongase) ili FAE (engl. fatty acid elongase), vezan za unutrašnju stranu membrane endoplazmatskog retikuluma. Nastali 3-ketoacil-CoA je reduciran aktivnošću 3-ketoacil-CoA reduktaze te nastaje 3-hidroksiacil-CoA. Potom se uklanja voda pomoću 3-hidroksiacil-CoA dehidrataze i nastaje trans-2,3-enoil-CoA koji je reduciran do acil-CoA. Nije u potpunosti sigurno je li jedan enzim KCS ili je kompleks KCS uključen u elongaciju 18:0 masnih kiselina do 24:0 masnih kiselina, ali razni koraci elongacije dijele zajedničke funkcionalne jedinice (Akoh i Min, 2002). Smatra se da je enzim KCS iz A. thaliana sposoban za elongaciju 18:0 masne kiseline do 20:0 i do 22:0 masne kiseline (Akoh i Min, 2002), dok enzim iz biljke Cardamine graeca produljuje oleinsku kiselinu (18:1Δ9c) u nervonsku kiselinu (24:1Δ15) (Taylor i sur., 2009).  
1.1.2 Sinteza masnih kiselina u stanicama sisavaca
De novo sintezu masnih kiselina u stanicama sisavaca kataliziraju dva ključna citosolna enzima:  acetil-CoA karboksilaza i sustav FAS I. Sustav FAS I je multifunkcionalni protein kod kojeg se na jednom polipeptidnom lancu nalaze sve aktivnosti potrebne za sintezu masnih kiselina. Jedna funkcionalna subdomena posjeduje aktivnosti acetil- i malonil-CoA:ACP transacilaze te 3-ketoacil-ACP sintaze. Druga subdomena posjeduje aktivnosti ACP-a i reducirajuće aktivnosti 3-ketoacil-ACP reduktaze, 3-hidroksiacil-ACP dehidrataze i enoil-ACP reduktaze. Teća C-terminalna subdomena sadrži acil-ACP aciltransferaznu aktivnost. Produkt sustava FAS I je slobodna plamitinska kiselina (16:0).  
Masne kiseline sintetizirane de novo, kao i masne kiseline unešene ishranom, modificiraju se na membranama endoplazmatskog retikuluma, mitohondrija i peroksisoma. Metabolički putevi, koji uključuju modifikaciju masnih kiselina, su elongacija i desaturacija koji vode nastanku dugolančanih zasićenih, mononezaćenih i polinezasićenih masnih kiselina od 16 ugljikovih atoma u acilnom lancu na više. Stanice sisavaca mogu sintetizirati dugolančane zasićene i nezasićene omega-9 masne kiseline iz masnih kiselina nastalih sintezom de novo. Dugolančane nezasićene omega-3 i omega-6 masne kiseline mogu biti sintetizirane samo iz esencijalnih masnih kiselina unešenih ishranom (linoleat i α-linoleat). Najdominantniji put elongacije događa se na membranama endoplazmatskog retikuluma (Slika 2) preko četiri uzastopne reakcije. Prvo se zbiva kondenzacija acil-CoA s malonil-CoA aktivnošću elongaze dugolančanih masnih kiselina da bi nastao 3-ketoacil-CoA. Potom dolazi do redukcije pomoću 3-ketoacil-CoA reduktaze i donora elektrona NADPH te nastaje 3-hidroksiacil-CoA. Zatim slijedi dehidratacija aktivnošću 3-hidroksiacil-CoA dehidrataze čime nastaje trans-2,3-enoil-CoA. Konačno, redukcijskom aktivnošću trans-2,3-enoil-CoA reduktaze nastaje acil-CoA čiji lanac je produljen za dva atoma ugljika. U svakom idućem ciklusu nadodaju se po dva atoma ugljika na acilni lanac. Postoji sedam podtipova elongaza dugolančanih masnih kiselina u stanicama čovjeka, miša i štakora (Elovl1-7). Tri su glavne klase elongaza: izoforme koje kataliziraju elongaciju zasićenih masnih kiselina i mononezasićenih masnih kiselina (Elovl-1, -3 i -6), izoforme koje kataliziraju elongaciju polinezasićenih masnih kiselina (Elovl-2 i -4) i izoforma Elvol5 koja ima širi spektar supstrata (16-22 ugljika u acilnom lancu). 
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Slika 2. Elongacija dugolančanih masnih kiselina u endoplazmatskom retikulumu sisavaca. (1) Elovl1-7, elongaza dugolančanih masnih kiselina. (2) KAR, 3-ketoacil-CoA reduktaza. (3) Enzim 3-hidroksiacil-CoA dehidrataza. (4) TER, trans-2,3-enoil-CoA reduktaza. Preuzeto i obrađeno iz Vance i Vance (2008).
1.2. Sinteza masnih kiselina u biljnim sjemenkama 

Biljna ulja i masti danas predstavljaju jedne od najobilnije proizvedenih obnovljivih izvora hrane. Više od 90% ulja i masti proizvodi se za ljudsku ishranu (Glick i sur., 2010). Sojino ulje, palmino ulje, ulje uljane repice i suncokretovo ulje su ulja s najvećim godišnjim udjelom proizvodnje (Akoh i Min, 2002). Općenito, preko 80% biljnih ulja proizvedeno je iz sjemenki (Glick i sur., 2010). Sjemenke sadrže najvećim udjelom palmitinsku, stearinsku, oleinsku i linoleinsku kiselinu. Također, neka biljna ulja su izvor mononezasićenih i polinezasićenih srednjelančanih ili dugolančanih masnih kiselina te omega masnih kiselina. Omega-3 i omega-6 masne kiseline prekursori su za sintezu prostaglandina koji su odgovorni za regulaciju niza metaboličkih funkcija (Glick i sur., 2010). Do nedavno, najvažniji izvor omega masnih kiselina bilo je riblje ulje. No, prinos riba je opao na globalnoj razini i došlo je do velike potražnje za alternativnim i obnovljivim izvorima zdravih masnih kiselina (Glick i sur., 2010). Budući da biljke mogu sintetizirati oleinsku i α-linoleinsku kiselinu, tj. prekursore za sintezu dugolančanih polinezasićenih i mononezasićenih masnih kiselina, moguće je genetičkim transformacijama stvoriti biljke i biljna tkiva koja bi proizvodila takve masne kiseline (Glick i sur., 2010).

1.2.1 Bundeva u proizvodnji masnih kiselina
Zbog ekonomske važnosti biljnih ulja i pojačane potražnje od strane industrijskog sektora, postoji veliki interes za kultivacijom nekonvencionalnih uljnih sjemenki (Idouraine i sur., 1996). Buča ili bundeva Cucurbita pepo L. je uljarica vrlo pogodna za proizvodnju velike količine ulja jer ima velike sjemenke u kojima, kao skladišne metabolite, nakuplja masne kiseline. Sjemenke bundeve sadrže 50% ulja, od čega 98% čine palmitinska, stearinska, oleinska i linoleinska masna kiselina (Murkovic i sur., 1996).

Bundeva se dobro prilagođava klimatskim promjenama te raste u tropskim i umjerenim klimatskim područjima na plodnom i toplom tlu (http://www2.mpiz-koeln.mpg.de/pr/garten/schau/Cucurbitamaxima/Pumpkin.html, 26.4.2015), no postoje varijeteti koji rastu na suhom i kamenitom tlu Srednje Amerike (http://www.fao.org/docrep/t0646e/t0646e09.htm, 26.4.2015). Trenutno, najveći uzgajači bundeve su Kina, Indija, Rusija, Iran, SAD, Ukrajina i Meksiko (http://faostat3.fao.org, 26.4.2015).
Ekstrakcijom ulja iz bučinih sjemenki dobije se otprilike 350 litara ulja po hektaru, a tkivo ploda koje ostane nakon odvajanja sjemenki dobar je izvor uglavnom hemiceluloze i pektina (Koštálová i sur., 2013). 

Ulje buče bogato je bioaktivnim tvarima koje su pogodne za zdravlje i ishranu te posjeduju pogodna fiziološka i metabolička svojstva (Veronezi i sur., 2012). Sjemenke su bogate vitaminom E, posebice gama-tokoferolom (Murkovic i sur., 1996), a sadrže i komponentne antiperoksidativnih svojstava čime se postiže značajan antioksidativni efekt (Nkosi i sur., 2006). Pokazano je da tokoferol iz bundeve preko svojih antioksidativnih svojstava ublažava dijabetes (Bharti i sur., 2013). Također, bučino ulje umanjuje oksidativni stres induciran aflatoksinom što ukazuje na značajna antioksidativna svojstva ulja (Eraslan i sur., 2013). Bučino ulje, također, ublažava simptome urinarne disfunkcije (Nishimura i sur., 2014). Budući da je bogato i fitoestrogenima, dokazano smanjuje menopauzalne sindrome kod žena i značajno smanjuje kolesterol u krvi (Gossell-Williams i sur., 2011). Štoviše, inhibira benignu hiperplaziju prostate (Hong i sur., 2009; Ejike i sur., 2011) i koristi se u prevenciji ove bolesti. 

Budući da bundeva C. pepo sadrži visoki udio masnih kiselina, među kojima prevladava oleinska kiselina, genetičkim inžinjerstvom moglo bi se regenerirati varijetet bundeve koji će proizvoditi značajne koncentracije nervonske kiseline u jestivim sjemenkama. 
1.3 Nervonska kiselina
Nervonska kiselina je dugolančana mononezasićena omega-9 masna kiselina 24:1Δ15 cis-tetrakos-15-enoinska kiselina (PubChem: 5281120). Prvi puta je izolirana i okarakterizirana 1927. u masnom tkivu riba i u cerebrozidima mozga (Tsujimoto 1927; Klenk 1927). U prirodi primarno nastaje elongacijom oleinske kiseline (18:1Δ9c) u tri uzastopna elongacijska koraka (Slika 3). U svakom elongacijskom koraku elongaze (Elovl1/Elovl3) nadodaju acetilnu skupinu iz malonil-CoA na rastući acil-CoA pri čemu redom nastaju gadoleinska, eruka i konačno nervonska kiselina. Enzim 3-ketoacil-CoA sintaza (KCS) je elongaza ključna za sintezu nervonske kiseline i zaslužna je za konačnu duljinu dugolančanih mononezasićenih masnih kiselina u biljnim sjemenkama (Taylor i sur, 2009). 
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Slika 3. Sinteza zasićenih masnih kiselina te serije omega-9 mononezasićenih i polinezasićenih masnih kiselina elongacijom i desaturacijom iz palmitinske kiseline sintetizirane de novo u stanicama sisavaca. FAS, sintaza masnih kiselina; Elovl1-6, elongaze dugolančanih masnih kiselina; D6D, delta-6-desaturaza; D5D, delta-5-desaturaza; Scd-1,-2,-4,-5, stearoil-CoA desaturaza. Preuzeto i obrađeno iz Vance i Vance (2008).
Nervonska kiselina pronađena je u sjemenkama nekoliko biljaka: Lunaria annua, Cannabis sativa, Borago officinalis, Acer truncatum, Tropaeolum speciosum, Cardamine graeca. Testiranja utjecaja nervonske kiseline na zdravlje ljudi i životinja, rađena pomoću ulja biljke Lunaria annua, dovela su do bitnih saznanja o ulozi nervonske kiseline (Cook i sur., 1998). Ipak, ulje u svom sastavu ima 21% nervonske kiseline i 42% eruka kiseline (22:1n-9; PubChem: 5281116), koja nepovoljno utječe na ljudsko zdravlje (Wilson i sur., 1962; Borg, 1975), zbog čega su poželjna ulja s minimalnim udjelom eruka kiseline. Budući da biljka L. annua ima neprihvatljivi udio eruka kiseline, nije pogodna za proizvodnju nervonske kiseline u velikim količinama. No, iz nje je izoliran gen KCS i eksprimiran u biljkama Arabidopsis thaliana i Brassica carinata (Guo i sur., 2009). Takve transgenične biljke pojačano su sintetizirale nervonsku kiselinu, a da pri tome nije bilo značajnije sinteze eruka kiseline (Guo i sur., 2009). Još bolji omjer nervonske (44%) i eruka (6%) kiseline postignut je ekspresijom gena KCS iz biljke Cardamine graeca u biljci Brassica carinata (Taylor i sur., 2009). Čini se, dakle, da je elongaza masnih kiselina iz C. graeca trenutno najpogodnija za sintezu značajnih količina nervonske kiseline u biljnim uljima. 
Nervonska kiselina je vrlo distribuirana u živčanom tkivu kralježnjaka gdje je vezana amidnom vezom za sfingozin (Merrill i sur., 1997). Nervonil sfingolipidi su najrasprostranjeniji u bijeloj tvari mozga i u mijelinskoj ovojnici mijelinskih živčanih vlakana sisavaca (Martinez i Mougan, 1998). Nervonska kiselina je postala vrlo tražena u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji budući da se pokazala potencijalnim rješenjem za liječenje i prevenciju neuroloških poremećaja i pretilosti. Također, pokazala se vrlo bitnim nutrijentom u ishrani trudnica i novorođenčadi (Babin, 1993; Sala-Vila i sur., 2014; Wang i sur., 2003; Heird, 2001). Njezina bitna uloga u očuvanju živčanog sustava dokazana je mnogobrojnim provedenim istraživanjima (Sargent i sur., 1994; Cook i sur., 1998; Yuan i sur., 2013; Morris i sur., 2014; Tanaka i sur., 2007; Assies i sur., 2001; Peters  i sur., 2013; Chen i sur., 2004). 

Prilikom procesa demijelinizacije, kod pacijenata s adrenoleukodistrofijom i multiplom sklerozom, dolazi do gubitka udjela nervonske kiseline u mozgu (Sargent i sur., 1994). Potencijalna terapija za navedene bolesti mogla bi biti provedena unosom nervonske kiseline u organizam putem ishrane jer je pokazano da ishrana nervonskom kiselinom omogućuje njezinu inkroporaciju u mijelinsku ovojnicu živčanih vlakana sisavaca (Sargent i sur., 1994). Očekuje se da bi uvođenje ulja bogatog nervonskom kiselinom u ishranu pacijenata moglo značajno popraviti njihovu kliničku sliku (Sargent i sur., 1994). Naime, mutanti miševa s hipomijeliniziranim središnjim i perifernim živčanim sustavom koji su se hranili uljem bogatim nervonskom kiselinom, inkorporirali su nervonsku kiselinu u mijelinsku ovojnicu i poprimili fenotip divljeg tipa (Cook i sur., 1998). Istraživanja na štakorima s oštećenom sposobnošću učenja i pamćenja pokazala su poboljšanje istih sposobnosti nakon ishrane s nervonskom kiselinom (Yuan i sur., 2013). 

Nervonska kiselina ima potencijala u prevenciji i liječenju pacijenata s Alzheimerovom bolesti. Ishrana bogata dugolančanim polinezasićenim i mononezasićenim masnim kiselinama smanjuje rizik oboljenja od Alzheimerove bolesti (Morris i sur., 2014). Također, ishrana uljem biljke L. annua bogatog nervonskom kiselinom u kombinaciji s Lorentzovim uljem, ribljim uljem bogatim dokozaheksanoičnom kiselinom i mlijekom bogatim trigliceridima srednjih lanaca, dovelo je do poboljšanja kliničke slike pacijenta sa Zellwegerovim sindromom (Tanaka i sur., 2007).
Nervonska kiselina ima potencijalnu primjenu u liječenju psihičkih bolesti poput šizofrenije i psihoze. Pokazano je da ljudi s psihičkim oboljenjima imaju smanjenu koncentraciju nervonske kiseline u krvi i tkivima (Assies i sur., 2001; Peters i sur., 2013; Chen i sur., 2004). Moguća je uloga nervonske kiseline u prevenciji metaboličkih poremećaja povezanih s pretilošću (Oda i sur., 2005) i u zamjeni za post-menopauzalnu hormonsku terapiju (Stark i sur., 2003). Također, nervonska kiselina inhibira reverznu traskriptazu virusa humane imunodeficijencije 1 (HIV1) (Kasai i sur., 2002). Biotehnološka kompanija Croda Universal prepoznala je potencijal nervonske kiseline i patentirala lijekove za liječenje multiple skleroze bazirane na nervonskoj kiselini (Nicholls, 1996).
Sastav lipida koje uzimamo prehranom značajno utječe na rast i razvoj centralnog živčanog sustava (Widdowson, 1968). Dugolančane mononezasićene i polinezasićene masne kiseline imaju bitnu ulogu u prenatalnom i postnatalnom razvoju djeteta. Majčino mlijeko je bogato dugolančanim nezasićenim masnim kiselinama koje utječu na razvoj i rast bijele tvari mozga djeteta (Isaacs, 2010).  Dodatak dokozahesanoične i arahidonične kiseline majčinom mlijeku kojim su se hranila preuranjeno rođena djeca, dovelo je do poboljšanja kognitivnog razvoja djece u dobi od 6 mjeseci (Henriksen, 2008). Nervonska kiselina, također, pozitivno utječe na razvoj prijevremeno rođenog djeteta te se njezina distribucija u sfingomijelinu eritrocita djeteta povezuje sa sazrijevanjem mijelina u mozgu (Babin, 1993). Novorođenčad hranjena majčinim mlijekom ima veću koncentraciju nervonske kiseline u eritrocitima nego djeca hranjena zamjenskim mlijekom što ukazuje na važnost sastava zamjenskog mlijeka, jer novorođenčad hranjena zamjenskim mlijekom ima slabiji razvoj kognitivnih i vizualnih sposobnosti od novorođenčadi hranjene majčinim mlijekom (Heird, 2001). Sve navedeno upućuje na to da bi koncentracija nervonske, arahidonične, dokozapentanoične i dokozaheksanoične kiseline trebala biti povećana u sastavu zamjenskog mlijeka kojim se hrane djeca rođena u terminu i prije termina (Sala-Vila i sur., 2014; Wang i sur., 2003). Također, ulja bogata nervonskom kiselinom mogla bi biti povoljna u ishrani žena koje planiraju trudnoću, trudne su ili doje.

Nervonska kiselina je postala tražena u mljekarskoj industriji koja planira proizvoditi mliječne proizvode obogaćene nervonskom kiselinom. Sveučilište u Guelphu je već patentiralo metodu za povećanu proizvodnju nervonske kiseline u kravljem mlijeku za ljudsku ishranu (Bettger i sur., 2005). Nervonska kiselina koristi se kao sirovina i u kemijskoj industriji za proizvodnju emulgatora koji se koriste za obradu kože i krzna (Friedrich i sur., 1996). Nervonsku kiselinu moguće je procesirati u pentadekansku dikiselinu koja se koristi u proizvodnji poliestera (Jart, 1978).
1.4 Transgenične biljke i stanice 

Genetička modifikacija biljaka postala je izuzetno važna još krajem 20. stoljeća jer je ubrzala proces dobivanja biljnih varijeteta s brojnim korisnim svojstvima. Poboljšanje svojstava ograničeno je tradicionalnim križanjem jer se na takav način poželjna svojstva mogu prenositi samo između jedinki iste vrste ili između srodnih vrsta. Tehnikama genetičke manipulacije moguće je u biljke na jednostavan način prenijeti gene iz nesrodnih i filogenetski vrlo udaljenih organizama i dobiti transgenične biljke poželjnih svojstava. Također, genetičkim inžinjerstvom moguće je značajno poboljšati svojstva biljaka, povećati sintezu korisnih metabolita u biljkama u svrhu prevencije bolesti, liječenja bolesti i poboljšanja kvalitete ishrane svjetske populacije. Genetičko inžinjerstvo omogućilo je unos novih agronomskih svojstava kao što je otpornost na herbicide, viruse i insekte te poboljšanje nutricionističke kvalitete biljaka. Tako je u kukuruzu i grašku modificiran aminokiselinski sastav nekoliko skladišnih proteina u sjemenkama (Glick i sur., 2010). Skladišnim proteinima u sjemenkama biljaka često nedostaju aminokiseline metionin, cistein ili lizin koje su nužne za ljudsko zdravlje. Genetičkom manipulacijom dobiveni su varijeteti biljaka lupine, soje i uljane repice koje pojačano sintetiziraju prethodno navedene aminokiseline (Glick i sur., 2010). Genetičke manipulacije dovele su do poboljšanog sastava masnih kiselina za proizvodnju jestivog i nejestivog ulja. Tako su u upotrebi transgenični varijeteti uljane repice koji imaju poboljšani sastav masnih kiselina (Laurical™ Canola), varijeteti iz kojih monogastrične životinje učinkovitije iskorištavaju fosfat (Phytaseed™ Canola) te varijeteti otporni na različite herbicide i antibiotike (http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/default.asp, 26.4.2015). Također, poželjne su transgenične biljke koje pojačano sintetiziraju vitamine. Koncentracija vitamina u riži, koja je glavna hrana gotovo pola svjetske populacije, je nedovoljna za dnevne potrebe organizma pa bi transgenični varijeteti riže, koja proizvodi dovoljne količine vitamina, značajno poboljšali zdravlje velikog dijela svjetske populacije. U tijeku je valorizacija transgenične soje i kukuruza koje sintetiziraju velike koncentracije α-tokoferola (vitamin E) čija koncentracija je obično premala u biljnim sjemenkama (Glick i sur., 2010). Dosada je uspješno proizvedena transgenična riža koja sintetizira β-karoten, prekursor sinteze vitamina A (Glick i sur., 2010). 

Još jedan problem predstavlja iskoristivost željeza i fosfora iz biljaka. Absorpcija željeza često je spriječena fitinskom kiselinom prisutnom u većini biljaka. Znanstvenici su uspjeli proizvesti rižu koja sadrži feritin, skladišni protein željeza koji omogućuje veće nakupljanje željeza u sjemenu i bolju iskoristivost željeza tijekom prehrane (Glick i sur., 2010). Budući da ljudi i životinje koje nisu preživači ne mogu apsorbirati fosfor iz žitarica i mahunarki u obliku fitinske kiseline, napravljene su modificirane biljke kukuruza i soje s povećanim udjelom anorganskog fosfata i smanjenim udjelom fitinske kiseline (Glick i sur., 2010). 

Genetički modificirana biljna tkiva mogu se, za potrebe proizvodnje korisnih metabolita, u velikim količinama uzgajati i u bioreaktorima. U takvim sustavima uzgajaju se transgenične stanice u hranidbenom mediju u strogo kontroliranim laboratorijskim uvjetima, što omogućuje proizvodnju korisnih i vrijednih metabolita i u zemljama u kojima je unos genetički modificiranih organizama u okoliš pod rigoroznom i strogom kontrolom. Budući da se u Republici Hrvatskoj, kao i u ostalim zemljama Europske unije, izbjegava uzgoj transgeničnih biljaka, rješenje je uzgoj transgeničnih stanica u biorektorima u svrhu proizvodnje korisnih metabolita.

1.4.1 Promotori i ekspresija transgena

Tehnika rekombinantne DNA bitan je alat za direktnu genetičku manipulaciju biljkama. Postoji niz ekspresijskih vektora i uspješnih sustava za unos DNA koji se koriste za transformaciju biljnih stanica. Većina biljnih stanica su totipotentne, tj. iz jedne biljne stanice može se regenerirati čitava biljka. Dakle, transgenična biljka može se regenerirati iz jedne transformirane stanice.

Kako bi se smanjio negativni efekt ekspresije stranih gena na rast i razvoj transgenične biljke, često je potrebno regulirati ekspresiju transgena i količinu sintetiziranih stranih proteina (Glick i sur., 2010). Ekspresiju gena kontroliraju promotori. Promotor je dio genoma, regija uzvodno od strukturnog dijela gena, koji kontrolira razinu ekspresije gena. Promotori mogu biti konstitutivno ili inducibilno aktivni, odnosno aktivni u specifičnom tkivu ili u određenom stadiju razvoja biljke. U istraživanjima, konstitutivni promotori se koriste za regulaciju ekspresije selektivnog markera ili reporter-gena. Često je potrebno odrediti aktivnost promotora koji regulira ekspresiju transgena, a tome služe reporter-geni. Umetanjem reporter-gena pod aktivnost ciljnog promotora, može se kvantificirati ekspresija reporter-gena, odnosno željenog transgena. Nakon tranformacije biljnih stanica potrebno je detektirati jesu li stanice transformirane, a tome služe selekcijski markeri (npr. geni za rezistenciju na antibiotike i/ili herbicide). 
Konstitutivni promotori osiguravaju konstantnu ekspresiju gena u svim staničnim tipovima tijekom svih razvojnih stadija biljke. Koriste se za prekomjernu sintezu proteina u transgeničnoj stanici. U transgeničnim biljkama najčešće korišteni konstitutivni promotor je promotor 35S podrijetlom iz mozaičnog virusa cvjetače (Odell i sur., 1985). Aktivan je u svim staničnim tipovima, osim u polenu, i ekspresija s tog promotora nije ovisna o okolišnim uvjetima (Benfey i Chua, 1990). Problem može nastati ukoliko zbog pretjerane ekspresije transgena kontroliranog promotorom 35S dođe do narušavanja normalnog rasta i razvoja ili do epigenetičkog utišavanja promotora. Kako bi se postigla vremenski i tkivno-specifična ekspresija transgena obično se koriste inducibilni i tkivno-specifični promotori. Danas je u komercijalnoj upotrebi više takvih promotora, a moguće je, kao i s kodirajućim sekvencama, manipulirati i s promotorskim sekvencama. Poznato je više promotora koji su aktivni samo u skladišnim tkivima. Jedan od njih je i napinski promotor (NAP), aktivan u sjemenkama uljane repice samo tijekom razvoja embrija i pogodan je za razvojno kontroliranu ekspresiju gena (Kohno-Murase i sur., 1994). 
2. Opći i specifični ciljevi rada

Opći cilj istraživanja ovog rada je uzgoj trajne kulture transgeničnih stanica bundeve Cucurbita pepo L. koje sintetiziraju nervonsku kiselinu. Pri tome, potrebno je istražiti je li razvojno regulirani napinski promotor iz uljane repice aktivan u embriogenim stanicama bundeve. 

Specifični ciljevi rada su:

1. Prirediti plazmidni konstrukt pogodan za transformaciju stanica bundeve u kojem je rekombinantni gen GFP-GUS kontroliran napinskim promotorom. 
2. Prirediti plazmidni konstrukt pogodan za transformaciju stanica bundeve u kojem je ekspresija gena za elongazu masnih kiselina (KCS) kontrolirana konstitutivnim promotorom 35S.  

3. Transformirati embriogene stanice bundeve s plazmidnim konstruktima pNGKM/NAP:KCS, pNGKM/NAP:GFP-GUS i pNGKM/35S:KCS te uspostaviti trajnu kulturu transgeničnih stanica.
4. Proučiti efikasnost transformacije embriogenih stanica C. pepo tehnikom bombardiranja s mikročesticama zlata te je li promotor NAP pogodan za embrio-specifičnu ekspresiju gena u bundevi. 

3. Materijali i metode

3.1 Materijali

3.1.1 Kemikalije

U izradi ovoga rada korištene su slijedeće standardne kemikalije: agar (Sigma), agaroza (Sigma), bakto-tripton (Becton, Dickinson i Co.), ekstrakt bakto-kvasca (Biolife), natrijev klorid (Merck), glukoza (Lach-Ner), inozitol (Sigma), kazein hidrolizat (Sigma), vitamin B1 (Sigma), vitamin B6 (Sigma), nikotinska kiselina (Sigma), glicin (Kemika), 2,4-diklorfenoksioctena kiselina (Sigma), kalijev nitrat (Alkaloid Ad Skopje), amonijev nitrat (Kemika), kalcijev klorid dihidrat (Sigma), magnezijev sulfat heptahidrat (Kemika), kalijev klorid (Kemika), kalijev dihidrogen fosfat (Kemika), borna kiselina (Kemika), kobaltov klorid heksahidrat (Kemika), bakrov sulfat pentahidrat (T.T.T d.o.o), željezov sulfat (Kemika), manganov sulfat monohidrat (Kemika), kalijev jodid (Kemika), natrijev molibdat dihidrat (Kemika), cinkov sulfat heptahidrat (Kemika), dinatrijeva sol etilendiamintetraoctene kiseline (Kemika), octena kiselina (Kemika), etilendiamintetraoctena kiselina (Sigma), Tris (Kemika), spermidin (Bio-Rad), 96% etanol (Alkaloid Ad Skopje), spektinomicin (100 mg/ml; Sigma), kanamicin (50 mg/ml; Sigma), tetraciklin (10 mg/ml; Sigma), streptomicin (10 mg/ml; Sigma), Milli-Q voda, destilirana voda.
3.1.2 Instrumenti
U ovom radu korišteni su instrumenti: tresilica za suspenzije biljnih stanica (Edmund Bühler GmbH), tresilica za suspenzije bakterijskih stanica (New Brunswick Scientific Co., INC Edison, N.J USA), autoklav (Astell Scientific), kadica za elektroforezu DNA RunOneTM Electrophoresis Cell (Embi Tec), sonikator (Bandelin sonorex), spektrofotometar NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare), vodena kupelj (Bari®), uređaj za PCR i In fusion reakciju Mastercycler® gradient (Eppendorf), inkubator Thermomixer® 5436 (Eppendorf), centrifuga Centrifuge 5415R (Eppendorf), vorteks Techno Kartell, uređaj za transformaciju biljnih stanica Biolistic PDS-1000/He™ (Bio-Rad), fluorescencijski mikroskop Axiovert 200 M (Zeiss, Njemačka), koncentrator (Eppendorf).
3.1.3 Hranjivi mediji

Za uzgoj bakterijskih stanica korišteni su kruti ili tekući (bez agara) medij LB (Bertani, 1952) i bogati medij SOC (Clontech). Sastav medija LB naveden je u Tablici 1, a sastav medija SOC naveden je u Tablici 2. 
Tablica 1. Sastav medija LB, pH 7,0 za bakterije.

	Sastav medija
	Koncentracija sastojaka medija (g/l)

	Bakto-tripton

Ekstrakt bakto-kvasca

Natrijev klorid
Agar
	10

5

10

15


Tablica 2. Sastav medija SOC za bakterije
	Sastav medija
	Koncentracija sastojaka medija (g/l)

	Bakto tripton

Ekstrakt kvasca

Natrijev klorid
Magnezijev klorid
Kalijev klorid

Glukoza
	20,0 
5,0 
0,5 
0,95
0,186 
2,0 


Za uzgoj biljnih stanica korišten je kruti i tekući (bez agara) medij MSC (Murashige i Skoog, 1962) uz dodatak hidrolizata kazeina (1 g/l) i regulatora rasta 2,4-diklorfenoksioctene kiseline (2,4-D) (Tablica 3; MSC 2,4D). Regulator rasta 2,4-D je induktor embriogeneze i omogućava rahli rast stanica kalusa (Souza i sur., 2014).
Tablica 3 Sastav krutog medija MSC 2,4-D, pH 5,8-5,9 za

embriogenu kulturu bundeve.

	Sastav medija
	Koncentracija sastojaka medija (mg/l)

	Agar

Glukoza

Inozitol

Kazein hidrolizat

H3BO3
CoCl2 x 6 H2O

KI

Na2MoO4 x 2 H2O

CuSO4 x 5 H2O

MnSO4 x H2O

ZnSO4 x 7 H2O
KNO3
NH4NO3
CaCl2 x 2 H2O

KH2PO4
MgSO4 x 7 H2O

B1

B6

Nikotinska kiselina

Glicin

2,4-D 
	8500,0
30000,0 
100,0
1000,0 
6,2 
 0,025 
0,83 
 0,25
0,025 
370,0 
8,6 
1,9 
1,65 
440,0 
170,0 
370,0 
1,0

0,5 

0,5 

2,0 

1,0 


3.1.4 Oligonukleotidne početnice
Početnice koje su se koristile za umnažanje promotora 35S na kalupu plazmidne DNA lančanom reakcijom polimeraze (PCR) su: 5'TGATTACGCCAAGCTTgcatgcctgcaggtccccag3' (početnica F1, od engl. forward) i 5'TGGACGTCATTCTAGAgtcccccgtgttctctccaa3' (početnica R1, od engl. reverse). U početnici F1, podvučenim slovima označena je sekvenca restrikcijskog mjesta enzima HindIII homologna kodirajućem lancu plazmida pGWB529 (301..306). Prvih 10 nt početnice F1 homologno je kodirajućem lancu vektora pNGKM/NAP:KCS uzvodno od promotora NAP. Nizvodno od restrikcijskog mjesta HindIII, 20 nt u početnici F1 homologno je kodirajućem lancu plazmida pGWB529 (307..326) koji odgovara početku promotora 35S. U početnici R1, podvučenim slovima označena je sekvenca restrikcijskog enzima XbaI komplementarna kodirajućem lancu plazmida pGWB529 (1167..1172). Prvih 10 nt početnice R1 komplementarno je kodirajućem lancu vektora pNGKM/NAP:KCS počevši od početka gena KCS (GenBank: EU871788). Nizvodno od restrikcijskog mjesta, 20 nt početnice R1 komplementarno je kodirajućem lancu plazmida pGWB529 (1147..1166) koji odgovara završetku promotora 35S.
Početnice koje su se koristile za umnažanje fuzioniranih gena GFP-GUS PCR-om na kalupu plazmidne DNA su: 5'ATACACGGACTCTAGAatggtgagcaagggcgagga3' (početnica F2) i 5'GATCGGGGAAATTCGAGCTCtcattgtttgcctccctgct3' (početnica R2). U početnici F2, podvučenim slovima označeno je restrikcijsko mjesto restrikcijskog enzima XbaI. Prvih 10 nt početnice F2 homologno je kodirajućem lancu vektora pNGKM/NAP:KCS uzvodno od gena KCS. Nizvodno od restrikcijskog mjesta, 20 nt u početnici F2 homologno je kodirajućem lancu plazmida pHGWFS7, počevši od start kodona gena GFP (3997..4016). Prvih 14 nt početnice R2 homologno je kodirajućem lancu vektora pNGKM/NAP:KCS nizvodno od restrikcijskog mjesta enzima SacI. U početnici R2, podvučenim slovima označeno je restrikcijsko mjesto enzima SacI nizvodno od restrikcijskog mjesta. Dvadeset nt u početnici R2 komplementarno je kodirajućem lancu plazmida pHGWFS7 koji odgovara kraja gena GUS (6509..6528).
3.1.5 Plazmidi

U ovom radu korišteni su plazmidi pNGKM/NAP:KCS, pGWB529 i pHGWFS7 te su sintetizirana i korištena dva binarna plazmida pNGKM/NAP:GFP-GUS i pNGKM/35S:KCS. 

3.1.5.1 Plazmid pNGKM/NAP:KCS

Plazmid pNGKM/NAP:KCS (Kohno-Murase i sur., 1994) je binarni vektor, veličine oko 16 kb, korišten za kloniranje promotora 35S i sekvence GFP-GUS. Sekvenca vektora pNGKM/NAP:KCS ne nalazi se u bazi nukleotidnih sekvenci. Porijeklom je iz plazmida pLAN411 (Uematsu i sur., 1991) prikazanog na Slici 4. Razlika između dvaju vektora je u ekspresijskoj kazeti. Vektor pNGKM/NAP:KCS na mjestu ekspresijske kazete 35Sp-GUS-NOSt sadrži ekspresijsku kazetu NAPp-KCS-NOSt (Slika 5). Ekspresijska kazeta NAPp-KCS-NOSt u vektoru pNGKM/NAP:KCS konstruirana je unošenjem gena KCS na mjesto reporter-gena GUS u vektoru pNGKM. Ekspresija gena KCS kontrolirana je tkivno-specifičnim napinskim promotorom (NAP) koji je porijeklom iz biljke Brassica napus i aktivan je samo u sjemenkama biljke (Crouch i sur., 1981). Terminator NOS porijeklom je iz bakterije Agrobacterium tumefaciens gdje je terminator gena koji kodira za enzim nopalin sintazu. Vektor pNGKM/NAP:KCS sadrži još i ekspresijsku kazetu 35Sp-NPTII-NOSt. Gen NPTII kodira za enzim neomicin fosfotransferazu II i osigurava transformiranim stanicama otpornost na kanamicin. Plazmid sadrži gene za rezistenciju na antibiotike tetraciklin (TCR) i spektinomicin (SPECR) te ishodište replikacije podrijetlom iz plazmida pBR322 (Ori).
3.1.5.2 Plazmid pGWB529
Plazmid pGWB529 (Nakagawa i sur., 2007; GenBank: AB294496.1), prikazan na Slici 6, korišten je kao kalup u lančanoj reakciji polimeraze za umnožavanje konstitutivnog promotora 35S. Plazmid spada u binarne vektore za transformaciju biljaka i nastao je na temelju plazmida pBI101 (Nakagawa i sur., 2007). Plazmid sadrži konstitutivni promotor 35S, promotor NOS iz bakterije A. tumefaciens gdje je promotor gena za nopalin sintazu te terminator NOS. Nadalje, sadrži privjesak TAP koji se koristi za pročišćavanje proteina i za proučavanje međuproteinskih interakcija, sekvence attB1 i attB2 koje služe za mjesno-specifičnu rekombinaciju prilikom tehnike Gateway kloniranja, gen za rezistenciju na higromicin (HPT) te niz restrikcijskih mjesta.
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Slika 4. Binarni vektor pLAN411 preuzet iz Uematsu i sur., 1991. Vektor je veličine 16.4 kb. Sadrži gene za rezistenciju na antibiotike tetraciklin (TCR) i spektinomicin (SPECR) u bakterijama, te gen NPTII za rezistenciju na antibiotik kanamicin u biljkama i gen GUS pod promotorom 35S. 
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Slika 5. Ekspresijska kazeta NAPp-KCS-NOSt koja je sastavni dio vektora pNGKM/NAP:KCS. Ispred promotora NAP nalazi se restrikcijsko mjesto koje reže endonukleaza HindIII. Između promotora NAP i gena KCS nalazi se restrikcijsko mjesto koje reže  endonukleaza XbaI. Između gena KCS i terminatora NOS nalazi se restrikcijsko mjesto koje reže endonukleaza SacI. NPTII – gen za rezistenciju na kanamicin; RB – desna granična sekvenca plazmidnog odsječka DNA koji se prenosi u biljne stanice (T-DNA).
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Slika 6. Plazmid pGWB529 veličine 11959 pb.
3.1.5.3 Plazmid pHGWFS7

Plazmid pHGWFS7 (Karimi i sur., 2002), prikazan na Slici 7, korišten je kao kalup za umnožavanje fuzioniranih gena GFP-GUS lančanom reakcijom polimeraze. Plazmid je veličine 13090 pb. Koristi se za proučavanje promotora i pogodan je za Gateway kloniranje. Bakterije transformirane ovim plazmidom otporne su na spektinomicin/streptomicin koji služe kao markeri za pozitivnu selekciju, a u transformiranim biljnim stanicama osigurava rezistenciju na antibiotik higromicin. Također, sadrži „samoubilački“ gen CcdB čiji produkt sprječava djelovanje DNA giraze te služi kao marker za selekciju bakterija koje imaju DNA girazu neosjetljivu na protein CcdB.  
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Slika 7. Mapa binarnog vektora pHGWFS7 preuzeta s web stranice https://gateway.psb.ugent.be/vector/show/pHGWFS7/search/index/, 26.4.2015. Sivo otisnuti su restrikcijski enzimi te mjesto na kojem se nalazi sekvenca koju specifično cijepaju. Zeleno obojani dio plazmida označava fuzionirane gene GFP-GUS veličine 2,5 kb.
3.1.6 Bakterije

Bakterijski soj iz kojeg je izoliran vektor za kloniranje pNGKM/NAP:KCS je Escherichia coli DH5α. Ovaj soj se vrlo često koristi za kloniranje gena i sintezu proteina te pokazuje vrlo dobar rast na minimalnom mediju. Posjeduje mutacije u genima recA, deoR, gyrA i endA1 koje su vrlo pogodne u metodama rekombinantne DNA (Hanahan i sur., 1991). 

Za transformaciju stanica sintetiziranim ekspresijskim vektorima, korištene su kompetentne stanice Stellar™ Competent Cells (Clontech). Te bakterijske stanice su E. coli HST08 genotipa F–, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, Φ80d lacZΔ M15, Δ(lacZYA-argF) U169, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), ΔmcrA, λ–. Stanice se koriste za preparaciju biblioteke cDNA i genoma, za konstrukciju biblioteka vrlo velikih genoma, za subkloniranje te čak za kloniranje metilirane DNA. 
3.1.7 Biljne stanice

Za transformaciju biljnih stanica ekspresijskim vektorima korištene su embriogene stanice bundeve (Cucurbita pepo L.). Embriogeno tkivo s proembrijima u preglobularnom i globularnom stadiju inducirano je iz zgnječenih zigotskih embrija na polu-krutom mediju MS (Murashige i Skoog, 1962) uz dodatak 1 mg/l 2,4-D (Leljak i Jelaska, 1995).

3.1.8 Ljestvičavi marker za gel-elektroforezu
Prilikom razdvajanja DNA u agaroznom gelu korišten je ljestvičavi marker Gene ruler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific) prikazan na Slici 8.
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Slika 8. Ljestvičavi marker Gene ruler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific). Brojevima su označene duljine fragmenata DNA (pb). Preuzeto i obrađeno s web stranice https://www.lifetechnologies.com/hr/en/home.html, 26.4.2015.
3.2 Metode

3.2.1 Transformacija bakterija

Transformacija bakterijskih stanica je proces unošenja strane slobodne molekule DNA u bakterijsku stanicu. Bakterije koje se transformiraju moraju biti kompetentne, tj. prilagođene za unos i održavanje strane DNA i prilagođene uvjetima pod kojima se vrši unos DNA. Neke bakterije su prirodno kompetentne i efikasnost transformacije tih bakterija je najveća. U nekim slučajevima kompetencija se može poboljšati upotrebom posebnog hranjivog medija ili provođenjem specifičnih uvjeta rasta. Najčešće korištene kompetentne bakterijske stanice su sojevi E. coli. Postoje dvije tehnike transformacije: kemijska transformacija i elektroporacija. Elektroporacija je unos egzogene DNA u bakterijsku stanicu koja je prethodno izložena električnom pulsu koji uzrokuje stvaranje pora na membrani bakterije kroz koje ulaze slobodne molekule DNA. Transformacija sojeva E. coli najčešće se vrši kemijskom transformacijom. Prilikom kemijske transformacije, bakterije u logaritamskoj fazi rasta su izložene hladnom CaCl2 koji utječe na stanični zid i na sposobnost vezanja DNA na površinu stanice. Unos molekula DNA potaknut je temperaturnim šokom na temperaturi od 42 °C. 

Kompetentne bakterije transformirane su sintetiziranim vektorima prema protokolu Stellar™ Competent Cells Protocol PT5055-2 (Clontech). Kompetentne stanice držane su cijelo vrijeme na ledu budući da na sobnoj temperaturi gube kompetenciju. U epruvete za mikrocentrifugiranje od 1,5 ml ili u falkonice s okruglim dnom od 14 ml dodano je 50 μl kompetentnih stanica. Na kompetentne stanice dodano je 2 μl In fusion reakcije provođene s insertom GFP-GUS ili 2,5 μl In fusion reakcije provođene s insertom promotora 35S. U kontrolne epruvete dodano je 2 μl lineariziranog vektora iz uzorka s potpuno restriktiranim plazmidom pNGKM/NAP:KCS. Taj uzorak je korišten kao negativna kontrola u svrhu provjere je li vektor u potpunosti degradiran restrikcijskim enzimima. Stanice su inkubirane 30 min na ledu, a potom su izložene temperaturnom šoku na 42 °C 1 min. Dok je transformacija bila rađena u falkonicama, stanice su bile izložene temperaturnom šoku od na 42 °C 45 sec. Stanice su inkubirane 2 min na ledu te im je dodano po 500 μl medija SOC prethodno inkubiranog na 37 °C. Tako tretirane bakterije inkubirane su na tresilici na 37 °C u vremenu od 1 sata i na 250 o/min kako bi regenerirale narušenu stabilnost membrana. Potom su nasađene na ploče s medijem LB i 50 μg/ml spektinomicina (stanice transformirane s pNGKM/35S:KCS) ili 30 μg/ml spektinomicina (stanice transformirane s pNGKM/NAP:GFP-GUS). Ploče su inkubirane u inkubatoru na 37 °C. Iz transformiranih bakterija preko noći su narasle bakterijske kolonije. Ploče s kolonijama su bile čuvane na 4 °C u frižideru.

3.2.2 Uzgoj bakterija na krutom hranjivom mediju

Za uzgoj bakterijskih stanica na krutom mediju, korišten je kruti medij LB s antibioticima koji služe da se selektira rast samo onih bakterija koje sadrže vektor (Bertani, 1952). Medij (Tablica 1) je autoklaviran na temperaturi od 121 °C, 10 min pri tlaku od 1,5 bar, a potom su u rashlađeni medij dodani antibiotici. Stanice su nasađivane u sterilnim uvjetima sa sterilnim priborom u laminaru koji je prije rada steriliziran UV zračenjem i 96%-tnim etanolom. Prilikom otvaranja i zatvaranja boce s medijem, spaljeno je grlo i čep boce. Bakterije su rasle preko noći u inkubatoru na 37 °C, a potom su ploče s kolonijama čuvane na temperaturi od 4 °C. Na toj temperaturi zaustavljena je logaritamska faza rasta bakterija. 

3.2.3 Uzgoj bakterija na tekućem hranjivom mediju

Za potrebe umnažanja plazmidne DNA, bakterije transformirane ekspresijskim vektorima rasle su u tekućem mediju LB s antibioticima. Pripremljeni medij LB bez agara autoklaviran je na temperaturi od 121 °C, 10 min pri tlaku od 1,5 bar. Mediju za uzgoj stanica E. coli DH5α dodano je 10 μg/ml tetraciklina i 10 μg/ml streptomicina. Stanicama transformiranima s vektorom pNGKM/NAP:GFP-GUS dodano je 30 μg/ml spektinomicina, a stanicama transformiranima s plazmidom pNGKM/35S:KCS dodano je 50 μg/ml spektinomicina. Za regeneraciju transformiranih bakterijskih stanica korišten je medij SOC (Tablica 2).

Nasađivanje bakterija radilo se u sterilnim uvjetima sa sterilnim priborom u prethodno steriliziranom laminaru pomoću UV zračenja i 70%-tnog etanola. Antibiotici su dodani naknadno u alikvot tekućeg medija LB u laminaru, a služe da se selektira rast samo bakterija koje sadrže vektor. U sterilne staklene epruvete dodano je po 3 ml tekućeg LB medija s antibioticima. Pojedine kolonije bakterija E. coli prenesene su s ploče sterilnim čačkalicama u epruvete s medijem i antibioticima. Bakterije su inkubirane na tresilici na temperaturi od 37 °C preko noći u vremenu od 16 sati na 250 o/min. Inkubacija dulja od 16 sati može uzrokovati gubitak plazmida iz bakterija. Neki antibiotici su termolabilni i raspadaju se nakon 16 sati inkubacije. Budući da su plazmidi za bakterije metaboličko opterećenje, bakterije koje rastu u nedostatku selekcijskog pritiska (antibiotika) nemaju plazmide.

3.2.4 Minipreparacija plazmidne DNA

Minipreparacija plazmidne DNA je metoda za ekstrakciju i pročišćavanje plazmidne DNA. Plazmidi su izolirani pomoću komercijalno dostupnog paketa The Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). U epruvete za mikrocentrifugiranje od 2 ml dodano je 2 ml prekonoćne bakterijske kulture. Prema protokolu, bakterijske stanice su istaložene centrifugiranjem i odvojene od supernatanta (medija). Stanice su resuspendirane u puferu čiji je sastav: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNaza A. Potom su lizirane alkalnim puferom sastava: 0,2 M NaOH, 1% SDS. Deterdžent SDS kida fosfolipidni sloj  membrane kako bi se u pufer ispustio stanični sadržaj. Zbog alkalnog pH pufera, stanični proteini zaslužni za održavanje membrane denaturiraju se zajedno s kromosomskom DNA. U stanice je dodana otopina s alkalnim proteazama koje degradiraju enzime, posebice endonukleaze, kako bi se sačuvala plazmidna DNA. Potom je u stanice dodan neutralizacijski pufer sastava: 4,09 M gvanidin hidroklorid, 0,759 M kalijev acetat, 2,12 M ledena octena kiselina, pH 4,2. On služi za precipitaciju proteina te velike i manje superzavijene kromosomske DNA, dok nakon centrifugiranja plazmidna DNA ostaje u otopini. Lizat s plazmidnom DNA dodan je na kromatografsku kolonu na koju se veže plazmidna DNA i centrifugiran kako bi se odvojila plazmidna DNA od ostatka otopine. Kolona je isprana puferom za ispiranje kolone sastava: 60% etanol, 60 mM kalijev acetat, 8,3 mM Tris-HCl, 0,04 mM EDTA. Plazmidi su eluirani sa 100 μl Nuclease Free Water (Promega) i skladišteni na temperaturi od -20 °C.
3.2.4.1 Mjerenje koncentracije DNA

Koncentracija izoliranih plazmida i produkata PCR-a mjerena je pomoću spektrofotometra. Kako bi se izračunala koncentracija DNA, uređaj mjeri količinu svijetlosti koju apsorbira uzorak u odnosu na referentni uzorak. Koncentracija je produkt izmjerene apsorbancije na valnoj duljini od 260 nm i faktora 50. Omjer apsorbancija 260/280 nm daje informaciju o čistoći uzorka te za čisti uzorak DNA iznosi 1,7-1,9. Devijacije ukazuju na prisutnost nečistoće u uzorku. 
Dva μl uzorka nanešeno je pipetom na hidrofobnu površinu i izmjerena je koncentracija. Kao referentni uzorak korišteno je 2 μl Milli-Q vode.

3.2.4.2 Koncentriranje DNA

Plazmidne DNA korištene za transformaciju biljnih stanica ugušćene su u koncentratoru. Uređaj omogućuje brzo koncentriranje uzoraka pomoću vakuuma (brzo isparavanje otapala) i centrifugiranja (sprječava stvaranje mjehurića u uzorku i gubitak uzorka). Uzorci su centrifugirani na 1000 g  pri temperaturi od 25 °C. Plazmidi su razrijeđeni s Milli-Q vodom do koncentracije 1000 ng/μl i upotrebljeni za bombardiranje stanica. 
3.2.5 Restrikcijska analiza

Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju specifični nukleotidni slijed u dvolančanoj molekuli DNA te režu oba lanca DNA na tom specifičnom slijedu. Pocijepani 3' i 5' krajevi molekule DNA mogu biti ljepljivi ili tupi ovisno o tipu restrikcijskog enzima. 

Rađene su brze, kontrolne, restrikcijske reakcije za provjeru autentičnosti plazmida i potpune restrikcije kako bi se pripremili vektori za kloniranje metodom In fusion. Prilikom brze restrikcijske reakcije, u 8,9 μl plazmidne DNA (koncentracije 50-100 ng/μl) dodano je 1 μl odgovarajućeg pufera i 0,1 μl restrikcijskog enzima (Thermo Scientific). Reakcije su inkubirane pri temperaturi od 37 °C u vremenu od 15 min. Prilikom potpune restrikcijske reakcije, u 44 μl plazmida (koncentracije 50-100 ng/μl) dodano je 5 μl odgovarajućeg pufera i 1 μl restrikcijskog enzima (Roche). Reakcije su inkubirane na 37 °C u vremenu od 3 sata, a potom su restrikcijske endonukleaze inaktivirane na 65 °C u vremenu od 15 min.

3.2.6 Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Gel elektroforeza u agaroznom gelu je analitička tehnika i tehnika za pročišćavanje molekula DNA ili RNA. Provodi se u kadici za elektroforezu u kojoj se nalazi elektrodni pufer koji omogućuje provod struje i održava pH sustava konstantnim. Uzorci koji se miješaju s bojom za praćenje uzorka, prije elektroforeze pipetiraju se u jažice na samom vrhu matriksa (gela). Agarozni gel je polukruta mreža polimeriziranih polisaharidnih lanaca. Nakon nanošenja uzoraka, na gel se primjenjuje električno polje te se negativno nabijene molekule DNA ili RNA kreću prema anodi. Različitom koncentracijom agaroze i sastavom pufera u gelu, regulira se veličina pora gela. Koliko će daleko molekule putovati kroz pore gela, ovisi o veličini molekula i promjeru pora gela. Manje molekule putuju brže od većih molekula. Nakon što elektroforeza završi, slijedi bojanje fragmenata DNA bojom, koja će biti vidljiva pod UV svijetlom, i fotografiranje gela. Za vizualizaciju DNA najosjetljivija je tehnika bojanja etidij bromidom koji se interkalira u dvolančanu DNA.

Pripremljeni su 1%-tni i 0,8%-tni agarozni gelovi. U 100 ml 1×TAE pufera (0,04 M Tris, 0,02 M octena kiselina, 1,0 mM EDTA, pH 8,0) dodano je 1,0 g ili 0,8 g agaroze i otopljeno u mikrovalnoj pećnici. Gel je razliven u pripadni kalup. U kadicu za elektroforezu uliven je 1×TAE pufer. Prije elektroforeze uzorci su pomiješani s bojom za praćenje 6×Loading Dye (Thermo Scientific) u omjeru 5:1. Korišteno je 3 μl markera Gene ruler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific). Marker i uzorci odpipetirani su u jažice gela. Elektroforeza se provodila na sobnoj temperaturi na 25 V dok uzorci nisu izašli iz jažica u gel, a potom na 100 V do kraja elektroforeze. Gel je, potom, inkubiran nekoliko minuta u otopini etidij bromida (0,2-0,5 μg/ml pufera 1×TAE) i fotografiran pod UV svijetlom u vremenu od 2 sekunde. Fotografije elektroforetskih gelova snimljene su pomoću kamere Kodak EDAS 290 i analizirane pomoću programa Kodak 1D 3.6.

3.2.7 Izolacija i pročišćavanje DNA fragmenata iz gela
Prije izrezivanja fragmenata DNA iz gela, gel je obojan etidij bromidom i osvijetljen UV svijetlom kako bi se vizualizirao željeni fragment na gelu. Prilikom izrezivanja korištene su zaštitne rukavice, zaštitna maska i čisti pribor (pinceta i skalpel).

3.2.7.1 Pročišćavanje restrikcijskih reakcija

Nakon potpune digestije plazmida pNGKM/NAP:KCS, pocijepani plazmid je pročišćen pomoću komercijalno dostupnog paketa The Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Pročišćavanjem se fragmenti DNA odvajaju od denaturiranih restrikcijskih enzima i njima pripadnih pufera. Nakon odvajanja restriktiranog vektora od fragmenta DNA (gena KCS ili promotora NAP) gel-elektroforezom, vektor (dulji fragment DNA) je izoliran iz gela i pročišćen pomoću istog komercijalno dostupnog paketa. Komadić izrezanog gela stavljen je u epruvetu za mikrocentrifugiranje od 2 ml. Na komadić gela dodana je otopina za vezanje DNA na membranu (4,5 M gvanidin izotiocijanat, 0,5 M kalijev acetat (pH 5,0)) u omjeru 1:1000 (na 1 mg gela dodaje se 1 µl otopine). Takva mješavina je inkubirana na temperaturi od 55 °C dok se gel nije otopio. Otopljeni gel stavljen je na kolonu kako bi se DNA vezala na membranu kolone. Centrifugiranjem je uklonjena preostala otopina za vezanje na membranu i otopljeni gel. Zatim je membrana kolone isprana pomoću otopine za ispiranje membrane (10 mM kalijev acetat (pH 5,0), 80% etanol, 16.7 µM EDTA (pH 8,0)), a DNA je eluirana u 50 µl vode Nuclease-Free Water, izmjerena joj je koncentracija i skladišten je na temperaturi od - 20 °C.  

3.2.7.2 Pročišćavanje PCR produkata
Nakon provjeravanja uspješnosti lančane reakcije polimerazom gel-elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu, PCR produkt izrezan je iz gela i pročišćen komercijalno dostupnim paketom NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Clontech). U epruvetu za mikrocentrifugiranje od 2 ml s izrezanim komadićem gela, dodan je pufer NTI. Uzorak je inkubiran na 50 °C dok se gel nije otopio. Otopljeni uzorak dodan je na kolonu i centrifugiran prilikom čega se DNA veže na membranu kolone. Potom je membrana kolone isprana s puferom NT3, čime se s kolone uklanjaju nečistoće. Fragment DNA eluiran je u 30 μl pufera NE (5 mM Tris/HCl, pH 8,5), izmjerena mu je koncentracija i skladišten je na temperaturi od – 20 °C.

3.2.8 Lančana reakcija polimerazom

Lančana reakcija polimerazom ili PCR je metoda kojom se fragment DNA eksponencijalno umnožava in vitro. Za reakciju su potrebne oligonukleotidne početnice, dNTP-ovi, kalup DNA iz koje želimo umnožiti specifičnu sekvencu te termostabilna DNA polimeraza koja može podnijeti temperaturu od 95 °C i više. Najčešće se koristi Taq DNA polimeraza porijeklom iz termofilne bakterije Thermus aquaticus. Početnice F i R komplementarne su krajevima ciljnih regija na suprotnim lancima kalupa DNA. U prvoj fazi reakcije, temperatura reakcije se podiže na temperaturu od oko 96 °C. Pri tome dolazi do denaturacije molekule DNA kojom nastaju dvije komplementarne jednolančane molekule DNA. Spuštanjem temperature na 50-60 °C, početnice se komplementarno i specifično vežu na krajeve jednolančanih DNA. Potom, DNA polimeraza katalizira reakciju sinteze komplementarne DNA počevši od početnica na temperaturi od oko 72 °C. Reakcija se ponavlja u 35-45 ciklusa, pri čemu se sintetiziraju milijuni molekula istovjetni molekuli kalupa. Nakon što reakcija završi, uspješnost umnažanja se provjeri gel elektroforezom, a produkti reakcije se čuvaju na -20 °C.

Lančana reakcija polimerazom je provođena kako bi se sintetizirao i umnožio insert za In fusion reakciju. Smjesa reakcije PCR-a bila je ukupnog volumena od 50 μl. Sadržavala je 25 μl CloneAmp HiFi Premixa (Clontech), po 1 μl F i R početnice, 1 μl plazmidne DNA i 22 μl sterilne destilirane vode. Početna denaturacija DNA bila je na 98 °C 10 sekundi, umnožavanje inserta odvijalo se kroz 35 ciklusa prema programu: 98 °C na 10 sekundi, 55 °C na 10 sekundi i 72 °C na 20 sekundi. Na kraju su uzorci inkubirani na 72 °C 5 sekundi. 
3.2.9 Kloniranje gena tehnologijom „In-fusion“

In-fusion kloniranje je tehnologija tvrtke Clontech koja je dizajnirana za brzo kloniranje jednog ili više fragmenata DNA u bilo koji tip vektora. Tehnologija nije ograničena veličinom fragmenta, mjestom ugradnje fragmenta niti tipom vektora koji se koristi. Bazira se na homolognoj rekombinaciji koju omogućuju In-Fusion enzimi. Efikasno i precizno fuzionira fragment(e) i linearni vektor prepoznajući homologne sekvencije od 15 pb na njihovim krajevima.

Za uspješno kloniranje potrebno je prvo linearizirati vektor restrikcijom (jednostruka ili dvostruka digestija) ili pomoću lančane reakcije polimerazom. Efikasnost digestije je veća ukoliko se radi dvostruka digestija te ukoliko su restrikcijska mjesta međusobno što udaljenija. Što je vremenski duža reakcija restrikcije, to se smanjuje količina nelineariziranih vektora. Za uspješno kloniranje bitna je i kvaliteta početnica. Početnice moraju biti dizajnirane na način da produkt lančane reakcije polimerazom sadrži krajeve homologne krajevima lineariziranog vektora. Slika 9. prikazuje korake In-fusion kloniranja.

Plazmid pNGKM/NAP:KCS razgrađen je odgovarajućim (SacI i XbaI ili HindIII i XbaI) restrikcijskim enzimima. Priređena je restrikcijska reakcija za potpunu digestiju. Nakon djelovanja prvog restrikcijskog enzima reakcija je inaktivirana te je linearni vektor pročišćen od denaturiranog restrikcijskog enzima i pripadnog pufera. Potom je priređena reakcija za potpunu digestiju s drugim restrikcijskim enzimom. Reakcija je nakon djelovanja enzima inaktivirana, restrikcijski fragmenti razdvojeni su elektroforezom u 0,8 %-tnom agaroznom gelu i iz gela je pročišćen veći fragment – plazmidni vektor bez promotora NAP ili gena KCS. Izmjerena je koncentracija pročišćenih fragmenata i priređena je In fusion reakcija. Ukupni volumen In-fusion reakcije bio je 10 μl. Sadržavala je 2 μl 5×In-Fusion HD Enzyme Premixa (Clontech), 5 μl (18,5 ng/µl; 26,5 ng/µl) vektora bez promotora NAP ili 4 μl (51 ng/µl) vektora bez gena KCS, 1 μl (45 ng/µl GFP-GUS; 79,5 ng/µl 35S) produkta PCR-a i sterilne destilirane vode do ukupno 10 µl. Reakcija je trajala 15 min na temperaturi od 50°C.
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Slika 9. Koraci In fusion kloniranja. Preuzeto i dodatno obrađeno iz protokola In-Fusion® HD Cloning Kit User Manual (Clontech), www.clontech.com/xxclt_ibcGetAttachment.jsp?cItemId=17497
3.2.10 Uzgoj embriogenog tkiva bundeve

Za uzgoj biljnih stanica pripremljen je kruti i tekući (bez agara) medij MSC 2,4D (Tablica 3). Medij je steriliziran autoklaviranjem  na temperaturi od 121 °C, 10 min pri tlaku od 1,5 bar. 
Rad s biljnim stanicama provođen je u sterilnim uvjetima u laminaru. Prije svakog rada, laminar je steriliziran UV zračenjem i 70% etanolom. Prilikom rada u laminaru, ruke su sterilizirane 70% etanolom. Korišteni metalni pribor steriliziran je flambiranjem, a stakleno posuđe i mediji u autoklavu na temperaturi od 121 °C, 10 min pri tlaku od 1,5 bar. Stanična suspenzija embriogenih stanica  uzgajana je u tekućem mediju MSC 2,4-D u klima komori, uz osvjetljenje od 16 h dnevno pri 24 °C na orbitalnoj tresilici pri 100 o/min. Suspenzija je subkultivirana u tekući medij svakih deset dana. Embriogeno tkivo bundeve raslo je na krutom mediju MSC 2,4-D u klima komori, uz osvjetljenje od 16 h dnevno pri 24 °C. Tkivo je subkultivirano na svježi medij svakih 14 dana. Nakon transformacije, embriogeno tkivo je na mediju MSC 2,4D uzgajano 14 dana, a potom je subkultivirano svježim medijem MSC 2,4D u dodatak 50 µg/ml kanamicina kako bi se selektirale transformirane stanice od stanica divljeg tipa. 
Radi pripreme biljnih stanica za transformaciju, embriogeno kalusno tkivo (1 g) je subkultivirano s krutog medija MSC 2,4-D u 10 ml tekućeg medija MSC 2,4-D. Nakon tri dana odvojeni su agregati stanica od pojedinačnih stanica i manjih nakupina pomoću sterilne gaze. Na gazi su se zadržali agregati stanica. Gaza je isprana s tekućim medijem MSC 2,4-D. Pojedinačne stanice odvojene su od medija pomoću sterilnog filtra s porama promjera 50 μm ili 100 μm. Stanice zaostale na filtru nasađene su u tankom sloju na ploču s krutim medijem MSC 2,4-D pomoću sterilne špatule. Kako bi
efikasnost transformacije bila što veća, potrebno je nasaditi pojedinačne stanice u što tanjem sloju na kruti medij. Nasađene stanice rasle su u klima komori u mraku 10 dana na temperaturi od 24 °C.

3.2.11 Priprema mikročestica zlata za transformaciju biljnih stanica 

Priređeno je 85 μl smjese mikročestica zlata s vezanim plazmidom. Korištene su mikročestice zlata pripremljene po slijedeće opisanom protokolu. Dvadeset mg 0,6 μm mikročestica zlata (Bio-Rad) pomiješano je s 1 ml 96%-tnog etanola u epruveti za mikrocentrifugiranje od 1,5 ml. Smjesa je sonicirana 2 min, kratko centrifugirana 3 sekunde te je uklonjen supernatant. Čestice zlata isprane su s etanolom još dva puta. Na čestice zlata dodano je 1 ml sterilne vode, sonicirane su 2 minute, kratko centrifugirane 3 sekunde te je uklonjen supernatant. Čestice zlata isprane su sterilnom vodom još jednom. Zatim su resuspendirane u 1 ml sterilne vode i razdijeljene u alikvote od 50 μl. Čuvane su na temperaturi od – 20 °C. 
Pripremljeno zlato vorteksirano je 2 min da se čestice zlata rasprše. Pet μl plazmidne DNA (1000 ng/μl) dodano je na 50 μl zlata i smjesa je vorteksirana. Na jednu polovinu unutarnje strane čepa epruvete za mikrocentrifugiranje, dodano je 50 μl filtar steriliziranog 2,5 M CaCl2. Na drugu polovinu čepa dodano je 20 μl filter steriliziranog 0,1 M spermidina. Spermidin i CaCl2 služe za precipitaciju DNA na čestice zlata. Bitno je paziti da se CaCl2 i spermidin ne izmiješaju međusobno, a prije doticaja s DNA i zlatom. Smjesa je, potom, vorteksirana te kratko centrifugirana 5 sekundi. Supernatant je uklonjen. Uslijedilo je ispiranje smjese čestica zlata i plazmidne DNA 96%-tnim etanolom. Cijeli postupak rađen je na ledu. Na talog mikročestica zlata dodano je 150 μl ledenog 96%-tnog etanola, čestice su resuspendirane i vorteksirane. Potom su kratko centrifugirane 5 sekundi. Uklonjen je supernatant. Ponovno su isprane sa 150 μl etanola. Na isprane čestice zlata s precipitiranom DNA dodano je 85 μl 96%-tnog etanola, resuspendirane su i vorteksirane. Smjesa je čuvana na temperaturi od 4 °C.
3.2.12 Biolistik transformacija

Biolistic je metoda transformacije stanica bombardiranjem s mikročesticama zlata obloženima s DNA. Omogućuje transformaciju unutarstaničnih organela - gljivičnih, biljnih i animalnih. Može se postići trajna (unešena DNA ugrađuje se u genom domaćina) ili privremena transformacija stanica. 

Slika 10. prikazuje glavne dijelove instrumenta. Princip rada je slijedeći. Prije početka bombardiranja mikročestice zlata obložene s DNA, nanose se na makronosače. Disk koji puca pod visokim tlakom stavi se u odgovarajući metalni poklopac za zadržavanje diska i učvrsti na vrh komore za bombardiranje. U sredinu postolja za makronosač, postavi se metalni zaslon, a iznad njega makronosač s mikročesticama zlata obloženih s DNA. Strana makronosača gdje se nalaze mikročestice, mora biti okrenuta prema metalnom zaslonu. Ploča sa stanicama postavi se na sredinu police. Komora se vakuumira. Kad se postigne određeni tlak helija, dolazi do pucanja diska te tlak helija udara na makronosač i uslijed udara ubrzava čestice obložene s DNA te one ulaze u stanice. Slika 11. prikazuje princip bombardiranja stanica mikročesticama zlata. Budući da su čestice male ne dolazi do značajnih staničnih oštećenja, a DNA koja inače ne može proći kroz stjenku i membranu učinkovito ulazi u stanice.

Embriogene stanice bundeve, raspoređene u tankom sloju na mediju MSC 2,4D, uzgajane su preko noći u mraku na 24 °C. Svaka je ploča bombardirana dva puta s po 7 μl mikročestica zlata s vezanom DNA. Stanice su bombardirane na udaljenosti od 9 cm od makronosača, u vakumu od 26 mmHg i pod tlakom He od 1100 psi. Nakon transformacije, stanice su čuvane u klima komori u mraku, preko noći, na temperaturi od 24 °C, a potom pri 16 h dnevnog osvjetljenja.
3.2.13 Fluorescencijska mikroskopija

Fluorescencijska mikroskopija je tehnika koja omogućuje promatranje intaktnih živih stanica u kojima se nalaze molekule koje fluoresciraju. Preparat se osvjetljava svijetlom određene valne duljine koju apsorbira fluorofor, a potom se detektira emisija (dulje valne duljine) fluorofora. U ovom radu, 
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Slika 10. Prikaz glavnih dijelova instrumenta Biolistic PDS-1000/He™ (Bio-Rad). Slika je preuzeta 

i obrađena iz kataloga Instruction Manual, PDS-1000/He™ Biolistic Particle Delivery System, Rev D.,
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/M1652249.pdf.
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Slika 11. Proces bombardiranja uređajem Biolistic PDS-1000/He™ (Bio-Rad). Slika je preuzeta i obrađena iz kataloga Instruction Manual, PDS-1000/He™ Biolistic Particle Delivery System, Rev D., http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/M1652249.pdf.
fluorescencijskim mikroskopom promatrane su biljne stanice transformirane plazmidnim konstruktom pNGKM/NAP:GFP-GUS. Sekvenca GFP-GUS sastoji se od reporter-gena koji kodira za zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein; GFP) fuzioniran za reporter-gen koji kodira za protein β-glukuronidazu. Reporter-geni koriste se za proučavanje aktivnosti promotora u intaktnim stanicama ili u čitavom organizmu. Zeleni fluorescentni protein je bioluminiscentni marker koji fluorescira zeleno kada je pobuđen plavom ili UV svijetlošću. Koristi se kao marker u živim stanicama za proučavanje staničnih procesa. Vrlo je stabilan i ne utječe na normalne stanične procese. Β-glukuronidaza je enzim koji se koristi za kvantifikaciju i vizualizaciju aktivnosti promotora histokemijskom tehnikom. Tehnika se bazira na inkubaciji stanica na supstratu β-glukuronidaze čime će nastati fluorescentni produkt ili produkt određene boje ovisno o tipu supstrata. Posebno je prilagodljiv biljnim stanicama zbog vrlo niske endogene aktivnosti biljnih glukuronidaza. Transformirane embriogene stanice bundeve sterilnom špatulom u sterilnim uvjetima prenesene su na predmetno stakalce na kojem je bilo 100 μl tekućeg medija MSC 2,4 D te su prekrivene pokrovnim stakalcem. Stanice su, potom, promatrane fluorescentnim mikroskopom. Korišteni su objektivi Plan-Neofluar: 40x, 0.6NA, i filter set 13 za GFP. Fluorescencija zelenog fluorescentnog proteina praćena je tako što su stanice osvijetljene svjetlom valnih duljina od 420 do 440 nm, i praćena je emisija fluorescencije od 505 do 530 nm. Stanice su fotografirane, a  fotografije obrađene pomoću programa AxioVision software 4.5. 

4. Rezultati
4.1 Izolacija i detekcija vektora pNGKM/NAP:KCS

Za umnažanje vektora pNGKM/NAP:KCS korišten je bakterijski soj E. coli DH5α. Vektor je minipreparacijom izoliran iz prekonoćne bakterijske kulture te je napravljena kontrolna restrikcijska reakcija s restrikcijskim enzimima SacI i XbaI. Restrikcijom je odvojen fragment gena KCS od ostatka vektora. Fragmenti su razdvojeni elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu. Na gelu je vidljiv fragment veličine oko 1,5 kb koji odgovara duljini gena KCS i fragment veličine oko 14,5 kb koji odgovara ostatku vektora (Slika 12). 
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Slika 12. Analiza vektora pNGKM/NAP:KCS restrikcijom i gel-elektroforezom. M označava ljestvičavi marker DNA (Gene ruler 1 kb DNA ladder). Uzorci od 1-2 su produkti restrikcije dvaju uzoraka vektora enzimima SacI i XbaI. Strelicom su naznačene veličine gena KCS (1,5 kb) i ostatak vektora (14,5 kb).

4.2 Kloniranje promotora 35S u plazmid pNGKM/NAP:KCS na mjesto promotora NAP
4.2.1 Umnažanje i detekcija promotora 35S

Promotor 35S je umnožen PCR-om na kalupu plazmida pGWB529. Produkt PCR-a detektiran je elektroforezom u 1% agaroznom gelu te je izrezan i pročišćen iz gela. Koncentracija pročišćenog promotora 35S bila je 79,5 ng/µl. Na gelu je detektiran fragment veličine oko 900 pb koji odgovara veličini fragmenta promotora 35S (Slika 13).
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Slika 13. Detekcija promotora 35S gel-elektroforezom. Ljestvičavi marker (Gene ruler 1 kb DNA ladder) označen je slovom „M“. Strelicom je označeni  promotor 35S umnožen PCR-om (1) veličine 924 pb.
4.2.2 Potpuna restrikcija vektora pNGKM/NAP:KCS 

Potpunom digestijom uzoraka vektora pNGKM/NAP:KCS, pomoću restrikcijskih enzima HindIII i XbaI, iz vektora je izrezan fragment promotora NAP. Elektroforezom u 0,8% agaroznom gelu razdvojeni su pocijepani vektori od fragmenta promotora NAP. Na gelu su detektirani fragmenti veličine oko 1,1 kb koji odgovaraju veličini promotora NAP i fragmenti veličine oko 15 kb koji odgovaraju veličini ostatka vektora (Slika 14). Ostaci linearnih vektora su izrezani i pročišćeni iz gela. 
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Slika 14. Analiza vektora pNGKM/NAP:KCS pocijepanih restrikcijskim enzimima HindIII i XbaI (uzorci 1 i 2). Ljestvičavi marker (Gene ruler 1 kb DNA ladder) je označen slovom „M“. Donjom strelicom označena je veličina promotora NAP (1,1 kb), a gornjom strelicom označena je veličina ostatka vektora (15 kb). 

Koncentracija linearnih vektora iz uzorka 1 iznosila je 18,5 ng/μl, a iz uzorka 2 iznosila je 26,5 ng/μl. Budući da su koncentracije DNA bile prilično male, kako bi se provjerila cjelovitost DNA prije reakcije In-fusion, uzorci su detektirani elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu. Na gelu su detektirani fragmenti veličine oko 15 kb koji odgovaraju lineariziranom vektoru (Slika 15). Linearni vektori iz uzoraka 1 i 2 korišteni su za In fusion reakcije.
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Slika 15. Detekcija lineariziranog vektora pNGKM/NAP:KCS iz uzoraka 1 i 2 pocijepanog restrikcijskim enzimima HindIII i XbaI. Ljestvičavi marker (Gene ruler 1 kb DNA ladder) je označen slovom „M“. Strelicom je označena veličina linearnog vektora (15 kb).
4.2.3 Kloniranje promotora 35S u plazmid pNGKM/NAP:KCS na mjesto promotora NAP 
Za kloniranje promotora 35S u plazmid pNGKM na mjesto promotora NAP, napravljene su dvije In fusion reakcije. Između lineariziranog vektora pNGKM i promotora 35S tijekom reakcije In fusion došlo je do homologne rekombinacije i ugradnje promotora 35S u plazmid pNGKM. Alikvoti od 50 μl bakterijskih stanica transformirani su s 2,5 μl produkta jedne od In fusion reakcija. Ostatak kontrolnih bakterijskih stanica transformiran je s po 2 μl linearnog vektora iz uzorka 1 i 2 (Slika 15). Transformirane stanice nasađene su na selektivne podloge sa spektinomicinom. Od 500 μl transformiranih stanica u mediju SOC s produktom reakcije In fusion, 100 μl stanica nasađeno je na jednu ploču, a ostatak na drugu ploču. Čitavi volumen kontrolnih stanica nasađen je na jednu ploču. Kolonije su narasle preko noći na 37 °C. Na kontrolnoj ploči nije bilo kolonija što potvrđuje potpunu digestiju plazmida korištenog u reakciji In fusion. Svukupno je naraslo 30-tak kolonija. 

4.2.4 Analiza plazmida pNGKM/35S:KCS restrikcijskom digestijom

Deset kolonija nasađeno je u 3 ml tekućeg medija LB s antibiotikom spektinomicinom. Nakon što su bakterije narasle preko noći na 37 °C, iz bakterija su minipreparacijom izolirani rekombinantni plazmidi. Plazmidi su restriktirani kontrolnom digestijom pomoću restrikcijskih enzima HindIII i XbaI. Elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu odvojen je promotor 35S od ostatka plazmida. Kao kontrola korišten je plazmid pNGKM/NAP:KCS restriktiran s istim restrikcijskim enzimima. Na gelu su detektirani fragmenti iz svih 10 uzoraka veličine oko 900 pb koji odgovaraju promotoru 35S (Slika 16) što ukazuje da su sve bakterijske kolonije sadržavale rekombinantni plazmid pNGKM/35S:KCS.   Fragment veličine od 1,1 kb odgovara veličini promotora NAP i pripada kontroli (Slika 16). Gornji fragmenti svih uzoraka odgovaraju veličini ostatka plazmida (oko 15 kb; Slika 16). Uzorci rekombinantnih plazmida poslani su na sekvenciranje. Na Slici 17 prikazan je shematski prikaz ekspresijske kazete dobivene kloniranjem.
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Slika 16. Detekcija plazmida pNGKM/35S:KCS (1-10) izoliranih iz transformiranih bakterija minipreparacijom i analiziranih restrikcijom. Ljestvičavi marker (Gene ruler 1 kb DNA ladder) označen je slovom „M“. Kontrolni uzorak (vektor pNGKM/NAP:KCS) označen je slovom „K“. Svi su uzorci restriktirani enzimima HindIII i XbaI. Strelicama su označene duljine odsječaka DNA.
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Slika 17. Shema rekombinantnog odsječka plazmida pNGKM/35S:KCS, veličine oko 16 kb, dobivenog kloniranjem promotora 35S u plazmid pNGKM/NAP:KCS na mjesto promotora NAP. NPTII – gen za rezistenciju na kanamicin; RB – desna granična sekvenca plazmidnog odsječka DNA koji se prenosi u biljne stanice (T-DNA); NOS – terminator gena za nopalin sintazu.
4.3 Kloniranje sekvence GFP-GUS u plazmid pNGKM/NAP:KCS na mjesto gena KCS
4.3.1 Umnažanje i detekcija sekvence GFP-GUS
Sekvenca GFP-GUS umnožena je PCR-om na kalupu plazmida pHGWFS7. Produkt PCR-a detektiran je elektroforezom u 1% agaroznom gelu (Slika 18) te je izrezan i pročišćen iz gela. Koncentracija pročišćene sekvence GFP-GUS bila je 45 ng/µl. Na gelu je detektiran fragment veličine 2,5 kb koji odgovara veličini sekvence GFP-GUS (Slika 18).
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Slika 18. Detekcija sekvence GFP-GUS gel-elektroforezom. Ljestvičavi marker (Gene ruler 1 kb DNA ladder) označen je slovom „M“. Strelicom je označena sekvenca GFP-GUS umnožena PCR-om (1) veličine 2,5 kb.
4.3.2 Potpuna restrikcija vektora pNGKM/NAP:KCS 

Potpunom digestijom vektora pNGKM/NAP:KCS, pomoću restrikcijskih enzima SacI i XbaI, iz vektora je izrezan fragment gena KCS. Elektroforezom u 0,8% agaroznom gelu razdvojeni su pocijepani vektori od fragmenta gena KCS. Na gelu su detektirani fragmenti veličine oko 1,5 kb koji odgovaraju veličini gena KCS i fragmenti veličine oko 14,5 kb koji odgovaraju veličini ostatka vektora. Ostaci linearnih vektora su izrezani i pročišćeni iz gela. Koncentracija linearnih vektora iz uzorka 1 iznosila je 51 ng/μl (Slika 19). Linearni vektori iz uzorka 1 korišteni su za In fusion reakciju. 
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Slika 19. Detekcija linearnog vektora pNGKM/NAP:KCS pocijepanog restrikcijskim enzimima HindIII i XbaI. Ljestvičavi marker (Gene ruler 1 kb DNA ladder) označen je slovom „M“. Strelicom je označena veličina linearnog vektora (14,5 kb). 

4.3.3 Kloniranje sekvence GFP-GUS u plazmid pNGKM/NAP:KCS na mjesto gena KCS
Za kloniranje sekvence GFP-GUS u plazmid pNGKM na mjesto gena KCS, napravljena je reakcija In fusion. Između lineariziranog vektora pNGKM i sekvence GFP-GUS tijekom reakcije In fusion došlo je do homologne rekombinacije i ugradnje sekvence GFP-GUS u plazmid pNGKM. Alikvot od 50 μl bakterijskih stanica transformiran je s 2 μl produkta In fusion reakcije. Ostatak kontrolnih bakterijskih stanica transformiran je s 2 μl linearnog vektora iz uzorka 1. Transformirane stanice nasađene su na selektivne podloge sa spektinomicinom. Od 500 μl transformiranih stanica u mediju SOC s produktom reakcije In fusion, 100 μl stanica nasađeno je na jednu ploču, a ostatak na drugu ploču. Čitavi volumen kontrolnih stanica nasađen je na jednu ploču. Kolonije su narasle preko noći na 37 °C. Na kontrolnoj ploči nije bilo kolonija što ukazuje da je plazmid za reakciju In fusion bio potpuno razgrađen restrikcijskim enzimima. Na pločama sa 100 μl transformiranih stanica bilo je tridesetak kolonija, a na ploči sa 400 μl transformiranih stanica bilo je stotinjak kolonija.
4.3.4 Analiza plazmida pNGKM/NAP:GFP-GUS restrikcijskom digestijom

Deset kolonija nasađeno je u 3 ml tekućeg medija LB s antibiotikom spektinomicinom. Nakon što su bakterije narasle preko noći na 37 °C, iz bakterija su minipreparacijom izolirani rekombinantni plazmidi. Plazmidi su restriktirani kontrolnom digestijom pomoću restrikcijskih enzima SacI i XbaI. Elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu odvojena je sekvenca GFP-GUS od ostatka plazmida. Na gelu su detektirani fragmenti veličine oko 2,5 kb koji odgovaraju veličini sekvence GFP-GUS (Slika 20). Gornji fragmenti rekombinantnih uzoraka odgovaraju veličini ostatka plazmida (oko 14,5 kb; Slika 20). Uzorci rekombinantnih plazmida poslani su na sekvenciranje. Na Slici 21 prikazan je shematski prikaz ekspresijske kazete dobivene kloniranjem.
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Slika 20.  Restrikcijska analiza plazmida pNGKM/NAP:GFP-GUS izoliranih iz transformiranih bakterija. Ljestvičavi marker (Gene ruler 1 kb DNA ladder) označen je slovom „M“. Svi su uzorci restriktirani enzimima SacI i XbaI. Strelicama su označene duljine odsječaka DNA. Uzorci 2, 7, 8, 9 i 10 imaju ugrađeni insert GFP-GUS.
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Slika 21. Shema rekombinantnog odsječka plazmida pNGKM/NAP:GFP-GUS, veličine oko 17 kb, dobivenog kloniranjem sekvence GFP-GUS u plazmid pNGKM/NAP:KCS na mjesto gena KCS. NPTII – gen za rezistenciju na kanamicin; RB – desna granična sekvenca plazmidnog odsječka DNA koji se prenosi u biljne stanice (T-DNA); NOS – terminator gena za nopalin sintazu.
4.4 Transformacija embriogenih stanica C. pepo
Embriogene stanice bundeve C. pepo transformirane su metodom Biolistic sa sintetiziranim plazmidima pNGKM/NAP:GFP-GUS i pNGKM/35S:KCS te s plazmidom pNGKM/NAP:KCS.   

4.4.1 Analiza stanica transformiranih s vektorom pNGKM/NAP:GFP-GUS fluorescencijskom mikroskopijom

Dan nakon transformacije, stanice su analizirane fluorescencijskim mikroskopom kako bi se procijenila efikasnost transformacije bundevinih stanica tehnologijom Biolistic te kako bi se proučila aktivnost embrio specifičnog promotora NAP iz uljane repice u stanicama bundeve. Isprva je uočena jaka, žuto-zelena autofluorescencija bundevinih stanica. Također, uočen je znatan broj transformiranih stanica koje su zbog ekspresije transgena GFP-GUS fluorescirale zeleno, što upućuje na značajnu efikasnost transformacije. Fluorescencija GFP-a bila je u većini stanica ravnomjerna po cijeloj citoplazmi (Slika 22 i 23). Fluorescencija GFP-a (kontrolirana promotorom NAP) uočena je u više morfoloških tipova stanica. Iz proembriogenih stanica (Slika 22d-f) diobom (nakon 8 dana) nastala je struktura koja podsjeća na dvostanični embrio (Slika 22a-c). Protein GFP-GUS se eksprimira i u stanicama koje su veće i nemaju proembriogenu morfologiju (Slika 23). U tim je stanicama protein GFP-GUS difuzno raspoređen po stanici i/ili stvara nakupine. Predpostavljamo da takve stanice imaju potpornu ulogu (ekvivalent endospermu) u rastu i razvoju somatskih embrija.
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Slika 22. Embriogene stanice bundeve C. pepo transformirane plazmidom pNGKM/NAP:GFP-GUS i promatrane fluorescencijskim mikroskopom. Stanice promatrane pod svijetlim vidnim poljem (a, d). Stanice su osvijetljene plavim svijetlom koje pobuđuje zelenu fluorescenciju proteina GFP (b, e). Preklop slika a i b te d i e prikazan je na (c, f). Na Slici 22a-c vidljiva je dvostanična struktura koja podsjeća na dvostanični embrio. Mjerna skala je 20 μm.
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Slika 23. Embriogene stanice bundeve C. pepo transformirane plazmidom pNGKM/NAP:GFP-GUS promatrane fluorescencijskim mikroskopom. Stanice promatrane pod svijetlim vidnim poljem (a, d).  Stanice su osvijetljene plavim svijetlom koje pobuđuje zelenu fluorescenciju proteina GFP (b, e). Preklop slika a i b te d i e (c, f). Mjerna skala je 20 μm.
4.4.2 Uzgoj i selekcija transformiranih stanica

Nakon transformacije, stanice su uzgajane na hranjivoj podlozi bez antibiotika kroz 14 dana, a potom su subkultivirane na podlogu s dodatkom kanamicina. Stanice bundeve rasle su brzo na mediju MSC 2,4 D sa i bez antibiotika, rahlo i u nakupinama. Prilikom selekcije stanica, izdvojene su jarko žute stanice od bijelih nevijabilnih stanica na novu selekcijsku podlogu. Nakon svake subkultivacije, stanice su pokazale dobar rast što ukazuje da se iz bombardiranih stanica regenerira trajno transformirana kultura stanica bundeve.

5.Rasprava

Nervonska kiselina je omega-9 mononezasićena masna kiselina koja je jedna od glavnih masnih kiselina potrebnih za izgradnju mijelina u živčanom sustavu sisavaca gdje nervonil sfingolipidi čine 40% ukupnih sfingolipida (Poulos, 1995). Unatoč tome što sisavci mogu sintetizirati nezasićene omega-9 masne kiseline iz masnih kiselina sintetiziranih de novo, kod pacijenata s demijelinizacijom živčanih vlakana dokazano je da unos nervonske kiseline hranom značajno doprinosi procesu mijelinizacije (Sargent i sur., 1994). Tek je nedavno prepoznat potencijal nervonske kiseline u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji budući da je ta masna kiselina rješenje za liječenje i prevenciju bolesti koje pogađaju veliki udio svjetske populacije (Alzheimerova bolest i druge bolesti čiji je uzrok demijelinizacija živčanih vlakana). Istraživanja su dokazala da nervonska kiselina preko ishrane uvelike utječe na fiziologiju čovjeka jer se inkorporira u mijelinsku ovojnicu mijeliniziranih živčanih vlakana sisavaca (Martinez i Mougan, 1998). Dakle, dovoljan je unos nervonske kiseline preko ishrane da se postigne njezin efekt na fiziologiju organizma (Sargent i sur., 1994). Prednost liječenja nervonskom kiselinom je što nervonska kiselina uklanja uzrok nastanka bolesti demijelinizacije, a trenutno su u upotrebi samo lijekovi koji ublažavaju simptome takvih bolesti. Potreban je izvor velike količine nervonske kiseline kako bi se mogao dalje istraživati njezin utjecaj na organizam čovjeka te kako bi se mogla upotrebljavati u medicinske svrhe i kao dodatak prehrani. 
Nervonska kiselina nađena je u svega nekoliko biljaka koje uz nervonsku kiselinu sadrže i nepovoljno velik udio eruka kiseline, štetne za ljudsko zdravlje. Nadalje, te biljke imaju vrlo male sjemenke da bi se uopće mogla proizvoditi dostatna količina ulja bogatog nervonskom kiselinom. Zato su rađena istraživanja s ciljem produkcije transgeničnih biljaka koje sintetiziraju značajne količine nervonske kiseline i imaju mali udio eruka kiseline u sjemenkama. Dopustivi udio eruka kiseline u biljnim sjemenkama koje bi se koristile u terapeutske svrhe je 5% ili manje (Taylor i sur., 2009). Do sada se pokazalo da biljka Lunaria annua nije pogodna za proizvodnju nervonske kiseline zbog velikog udjela eruka kiseline (42%) u sjemenkama (Wilson i sur., 1962). Također, biljke transformirane s genom KCS koji kodira za elongazu masnih kiselina iz L. annua, proizvodile su neprimjerenu količinu eruka kiseline (Guo i sur., 2009). Izoliran je i okarakteriziran gen KCS iz Cardamine graeca koji kodira za elongazu masnih kiselina (Taylor i sur., 2009). Nekoliko biljnih vrsta transformirano je s genom CgKCS te je najbolji omjer nervonske (44%) i eruka (6%) kiseline postignut ekspresijom gena CgKCS u biljci Brassica carinata (Taylor i sur., 2009). Nadalje, pokazalo se da ekspresija CgKCS u trasgeničnoj biljci ne narušava prirodan sastav ulja u biljnim sjemenkama te da količina produkata elongaze masnih kiselina ovisi o koncentraciji supstrata (Taylor i sur., 2009). Trenutno je transgenična B. carinata, koja eksprimira gen CgKCS, jedina pogodna biljka za proizvodnju velike količine nervonske kiseline u biljnim sjemenkama. Ipak, sjemenke B. carinata sadrže glukozinolate (posebice singrin) (Getinet i sur., 1997) koji imaju moguća toksična, mutagena i kancerogena svojstva (Verhoeven i sur., 1997), a ističe se negativan utjecaj na tiroidnu žlijezdu jer izaziva gušavost (Choi i sur., 2014; Verhoeven i sur., 1997). Naime, derivati glukozinolata dobiveni aktivnošću biljne mirozinaze imaju potencijalna antioksidativna svojstva (Verhoeven i sur., 1997). Ipak, rađeno je istraživanje antioksidativnog utjecaja derivata glukozinolata u kojima je čovjek unosio doze derivata u skladu s dnevnim unosom i koja nisu pokazala pozitivan ishod, osim ako su se unosili u velikim dozama u organizam (Verhoeven i sur., 1997). Enzim mirozinaza i glukozinolati nalaze se u odvojenim kompartimentima u biljnoj stanici te dolaze u kontakt samo prilikom mehaničke ozljede biljke (npr. rezanje i žvakanje biljke), no mirozinaza je inaktivirana prilikom termičke obrade biljke (Verhoeven i sur., 1997). Sve u svemu, potrebna su dodatna istraživanja utjecaja glukozinolata biljke B. carinata kako bi se sa sigurnošću mogla utvrditi štetnost ili medicinski potencijal biljke (Verhoeven i sur., 1997). Upravo zbog nepoželjnog sadržaja glukozinolata, uzgoj B. carinata radi proizvodnje jestivog ulja je vrlo ograničen te je usmjeren za proizvodnju biodizela (Cardone i sur., 2003; Bozzini i sur., 2007).  Biljka B. carinata uzgaja se kao uljarica na prostoru Etiopije, dok se u Kanadi i na prostoru Mediterana uzgaja uglavnom u eksperimentalne svrhe (http://www.prota4u.info, 26.4.2015). Biljka je prilagodljiva klimatskom području od ekvatora do Kanade, a najbolji prinos daje na suhom i toplom tlu (http://www.prota4u.info, 26.4.2015). 
Cilj ovog rada bio je transformirati stanice bundeve Cucurbita pepo L. genom CgKCS u svrhu uspostavljanja trajne kulture stanica koje sintetiziraju nervonsku kiselinu. Bundeva je uljarica koja prirodno ne sintetizira eruka kiselinu te se odlikuje visokom nutricionističkom kvalitetom. Sadrži do 35 % proteina, fitosterole, polifenole, minerale (magnezij, mangan, fosfor, željezo i cink) i vitamine A, D, K i C (Neđeral i sur., 2006; Fruhwirth i Hermetter, 2007). Također, sadrži visoki udio oleinske kiseline (oko 40 %; Murkovic i sur., 1996) koja je ujedno i supstrat elongaze masnih kiselina za sintezu nervonske kiseline (Taylor i sur., 2009). Mnogobrojna istraživanja dokazala su brojna ljekovita svojstva bučinog ulja, među kojima je potrebno istaknuti sposobnost inhibicije benigne hiperplazije prostate (Hong i sur., 2009; Ejike i sur., 2011) i djelotvorni učinak na dijabetes (Bharti i sur., 2013). Stoga, transgenične stanice bundeve C. pepo koje sintetiziraju velike količine nervonske kiseline u bioreaktorima, uz svoju prirodnu ljekovitost bile bi bogat izvor bioaktivnih tvari koje su pogodne za zdravlje i ishranu posebice trudnica i novorođenčadi. Naposljetku, iz jedne transgenične stanice moguće je proizvesti čitavu transgeničnu biljku C. pepo koja bi u sjemenkama prekomjerno sintetizirala nervonsku kiselinu i ujedno bila izvor, njoj prirodno svojstvenih, bioaktivnih tvari pogodnih za zdravlje i ishranu ljudske populacije. Bundevu je vrlo lako uzgajati na raznim klimatskim područjima i daje veliki prinos velikih sjemenki, a time i veliki prinos ulja. Stoga, čini se da bi transgenična buča, korištena za proizvodnju jestivog ulja s prekomjerno sintetiziranom nervonskom kiselinom, bila poželjnija za uzgoj jer nema nepoželjna i potencijalno štetna svojstva. Također, proizvodnja ove biljke kao uljarice je uobičajena širom svijeta, posebice u zemljama koje su vodeći uzgajači transgeničnih biljaka.
U ovom radu po prvi puta je provedena i opisana transformacija bundevinih stanica tehnikom Biolistic, kao i selekcija tom metodom transformiranih stanica buče, iako postoje radovi u kojima je ova tehnika transformacije provedena na brojnim drugim vrstama (Chaparro-Pulido i sur., 2014; Tamas-Nyitrai i sur., 2012; Taparia i sur., 2012; Rajasekaran i sur., 2013; Tseng i sur., 2013). Metoda se pokazala izuzetno efikasnom, jednostavnom i brzom. Štoviše, pokazalo se da su stanice buče vrlo prilagodljive na ovakav tip transformacije i proces subkultivacije. Stoga, transformacija embriogenih stanica tehnikom Biolistic ima veliki potencijal za proizvodnju trasgeničnih varijeteta bundeve.
Cilj ovog rada bio je uspostaviti transgeničnu liniju stanica bundeve u kojoj će gen KCS biti konstitutivno eksprimiran. U tu svrhu bundeva je transformirana plazmidom pNGKM/35S:KCS. U budućim istraživanjima, potrebno je proučiti aktivnost promotora 35S u embriogenim stanicama buče zbog mogućeg epigentičkog utišavanja promotora uslijed prekomjerne ekspresije nakon transformacije stanica buče plazmidnim konstruktom pNGKM/35S:GFP-GUS. U svrhu proizvodnje nervonske kiseline, u budućim istraživanjima, bit će potrebno standardizirati uzgojne uvjete transgeničnih stanica u bioreaktoru i pronaći najpovoljnije uvjete za sintezu nervonske kiseline.
Za regeneraciju transgeničnih biljaka bundeve u čijim sjemenkama se sintetizira nervonska kiselina, u budućim istraživanjima mogu se koristiti embriogene stanice bundeve transformirane plazmidom pNGKM/NAP:KCS. Istraživanja u ovom radu, u kojima je plazmid pNGKM/NAP:GFP-GUS transformiran u embriogene stanice bundeve, upućuju na to da je napinski promotor iz uljane repice aktivan u embriogenim stanicama bundeve. Za očekivati je da će se gen KCS kontroliran napinskim promotorom eksprimirati u sjemenkama transgeničnih bundeva. U budućim istraživanjima potrebno je regenerirati kompletne transgenične biljke iz transgenične embriogene kulture bundeve NAP:GFP-GUS te utvrditi u kojim je tkivima aktivan promotor NAP te dolazi li u sjemenkama do sinteze nervonske kiseline. 

6. Zaključci
1. Uspješno su sintetizirani plazmidni konstrukti pogodni za transformaciju stanica bundeve C. pepo L. Sintetiziran je plazmidni konstrukt u kojem je rekombinantni gen GFP-GUS kontroliran tkivno-specifičnim napinskim promotorom u svrhu proučavanja aktivnosti promotora NAP u embriogenim stanicama. Sintetiziran je plazmidni konstrukt u kojem je ekspresija gena za elongazu masnih kiselina (KCS) kontrolirana konstitutivnim promotorom 35S u svrhu konstitutivne ekspresije gena KCS, a time i sinteze nervonske kiseline.

2. Metodom Biolistic uspješno su transformirane embriogene stanice C. pepo sintetiziranim plazmidima (pNGKM/35S:KCS i pNGKM/NAP:GFP-GUS) i plazmidom pNGKM/NAP:KCS. Transformacija stanica bundeve bila je vrlo učinkovita. 

3. Uspostavljena je trajna kultura transgeničnih embriogenih stanica bundeve koje sintetiziraju rekombinantni protein GFP-GUS čime je utvrđena aktivnost promotora NAP, primarno aktivnog u sjemenkama uljane repice, i u embriogenim stanicama bundeve. 

4. Uspostavljena transgenična embriogena kultura, u kojoj je gen KCS konstitutivno eksprimiran, koristit će se za proizvodnju nervonske kiseline in vitro, u bioreaktoru. 

5. Iz uspostavljene transgenične embriogene kulture bundeve, u kojoj je gen KCS kontroliran napinskim promotorom, regenerirat će se transgenične biljke metodom somatske embriogeneze. Takve transgenične biljke trebale bi nakupljati nervonsku kiselinu u sjemenkama i potencijalno biti novi izvor ulja bogatog nervonskom kiselinom. 
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Sažetak
Monika Vranić
Uspostava trajnih kultura embriogenih stanica bundeve Cucurbita pepo L. u svrhu konstitutivne i tkivno-specifične sinteze nervonske kiseline

Nervonska kiselina je omega-9 mononezasićena masna kiselina prisutna u mijelinu mijeliniziranih živčanih vlakana i bijeloj tvari mozga sisavaca, masnom tkivu riba i svega nekoliko biljnih vrsta. Brojnim istraživanjima dokazan je njezin medicinski, prehrambeni, ali i industrijski potencijal. Stoga je postala metom u biljnoj biotehnologiji za proizvodnju transgeničnih biljaka koje bi prekomjerno sintetizirale nervonsku kiselinu u sjemenkama s ciljem proizvodnje biljnog ulja s velikom količinom nervonske kiseline. Dosada je sintetiziran i okarakteriziran gen CgKCS za elongazu masnih kiselina iz grčke režuhe koji je odgovoran za konačnu duljinu nervonske kiseline u biljnim sjemenkama. Trenutno je najpovoljniji za proizvodnju transgeničnih biljaka s velikim udjelom nervonske kiseline.
Cilj ovog rada bio je uzgojiti trajne kulture transgeničnih stanica bundeve Cucurbita pepo L. koje sintetiziraju nervonsku kiselinu. Sintetizirani su plazmidni konstrukti pogodni za transformaciju biljnih stanica. Pri tome, prvi puta je provedena i opisana transformacija bundevinih stanica tehnikom Biolistic. Uspostavljena je transgenična kultura stanica u kojoj je CgKCS iz grčke režuhe konstitutivno eksprimiran, transgenična kultura koja eksprimira rekombinanti gen GFP-GUS pod kontrolom napinskog promotora. Fluorescencijskom mikroskopijom je potvrđena aktivnost razvojno reguliranog napinskog promotora iz uljane repice u embriogenim stanicama bundeve. Nadalje, uspostavljena je transgenična kultura stanica koja eksprimira CgKCS pod kontrolom napinskog promotora. Cilj budućih istraživanja je standardizirati uzgojne uvjete transgeničnih stanica u bioreaktoru i pronaći najpovoljnije uvjete za sintezu nervonske kiseline. Nadalje, potrebno je regenerirati transgenične biljke bundeve u čijim sjemenkama će se sintetizirati nervonska kiselina. 

Ključne riječi: Cucurbita pepo L., elongaza masnih kiselina, nervonska kiselina, Biolistic, napinski promotor 
Summary

Monika Vranić

The establishment of the permanent embryogenic cell cultures of the pumpkin Cucurbita pepo L. for the constitutive and tissue-specific synthesis of nervonic acid

Nervonic acid is an omega-9 monounsaturated fatty acid present in the myelin of myelinated nerve fibers and in the white matter of the brain in mammals. Also, the acid has been found in fatty tissue of fishes and in a few plant species. Numerous studies have proven its medical, food, and industrial potential. Therefore, it has become the target of the plant biotechnology for the production of transgenic plants which would synthesize excessive amount of nervonic acid in the plant seeds. Gene CgKCS which codes for the fatty acid elongase from Cardamine graeca is synthesized and characterized. The enzyme is responsible for the final chain length of nervonic acid in the plant seeds. Currently, the CgKCS gene manipulation is the most favorable for the production of transgenic plants with a large proportion of nervonic acid.

The aim of this study was to establish a permanent transgenic cell cultures of pumpkin Cucurbita pepo L. which would synthesize nervonic acid. Plasmid constructs suitable for the transformation of the plant cells were synthesized. For the first time, the Biolistic transformation of pumpkin cells was carried out and described. Transgenic cell culture was established in which the CgKCS gene is constitutively expressed. Also, transgenic cell culture expressing a recombinant GFP-GUS gene under the control of napin promoter was established. The fluorescence microscopy confirmed activity of the tissue-specific napin promoter from rapeseed in embryogenic cells of pumpkin. Furthermore, a transgenic pumpkin cell culture expressing CgKCS under the contol of napin promoter was established. The aim of the future research is to standardize the breeding conditions of transgenic cells in the bioreactor and find the best conditions for the synthesis of nervonic acid. Furthermore, it is necessary to regenerate transgenic pumpkin plants which will synthesize nervonic acid in the seeds.
Keywords: Cucurbita pepo L., fatty acid elongase, nervonic acid, Biolistic, napin promoter
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