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Heterologna ekspresija gena koji kodira za protein SSB-L iz bakterije Streptomyces coelicolor

1. Uvod

1.1. Rod Streptomyces

1.1.1. Opcenito o streptomicetima

Streptomiceti su aerobne, gram-pozitivne, filamentozne bakterije tla s velikim biotehnoloSkim
potencijalom (Birch 1 sur., 1990). Njihova klasifikacija prema tradicionalnoj taksonomiji
prikazana je u tablici 1. Unutar roda Streptomyces, vrste se klasificiraju po razli€itim
kriterijima: fizioloskim (proizvodnja primarnih i sekundarnih metabolita, koriStenje razlicitih
izvora ugljika 1 dusika), morfoloskim (boja i oblik micelija i spore te grada stani¢ne stijenke) i
genetickim (Williams 1 sur., 1983). Rod Streptomyces razvio se prije 450 milijuna godina kao
jedan od prvih saprofitskih rodova bakterija. Genom streptomiceta ¢ini linearna DNA (Wang 1

sur., 1999) karakterizirana visokim G-C udjelom nukleotidnih baza (~73 mol%).

Tablica 1. Klasifikacija bakterija roda Streptomyces (izvor: NCBI, 2010)

Carstvo Bacteria
Koljeno Actinobacteria
Razred Actinobacteria
Red Actinomycetales
Porodica | Streptomycetaceae
Rod Streptomyces

Metabolizam streptomiceta podijeljen je u primarni 1 sekundarni. Primarni metabolizam
predstavlja procese u stanici odgovorne za rast, preZivljavanje 1 pribavljanje energije za
izgradnju bakterije. Sinteza produkata primarnog metabolizma odvija se tijekom rasta stanica.
Sekundarni metabolizam je, s druge strane, odgovaran za proizvodnju raznih ne esencijalnih
organskih molekula koje se sintetiziraju u stacionarnoj fazi rasta (Bérdy, 2005). Najvazniji
sekundarni metaboliti streptomiceta su antibiotici. Oko 50% komercijalno vaznih prirodnih
antibiotika s primjenom u humanoj medicini, agrikulturi 1 veterini potjece od streptomiceta

(Hopwood i sur., 1995).
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Zivotni ciklus streptomiceta zapo¢inje germinacijom/klijanjem jedne spore (Hardisson i sur.,
1978). Germinacija se dogada u povoljnim Zivotnim uvjetima (Chater, 2006). 1z spore se
pocinje razvijati hifa (promjer 0,5-1 um) koja pri vrhu raste i grana se tvore¢i vegetativni
micelij (Anderson 1 Wellington, 2001). Kada ponestane nutrijenata u mediju, stvaraju se
zracne hife (sporofore) koje za rast koriste hranjive tvari dobivene hidrolizom vegetativnog
micelija. Tijekom morfoloSke diferencijacije, bakterije sintetiziraju antibiotike kao obranu od
drugih kompetitivnih mikroorganizama i razne pigmente (Chater, 2006). Nakon rasta, zra¢ne
hife se smatraju u spiralu 1 potom pri vrhu poprecno pregrade dajuéi lance
jednokromosomskih spora koje sazrijevaju i rasprSuju se. Nastale spore proklijat ¢e u

povoljnim uvjetima ponovno dajuéi vegetativni micelij (Anderson i Wellington, 2001).

— wmacua

R

Opisani ciklus prikazan je na slici 1.

o
lanac spora "‘E?,f‘r

vegetativni micelij

popreéna Zracne hife /acm rast
pregrada )

hidroliza vegetativnog micelija

Slika 1. Zivotni ciklus streptomiceta (izvor: Kenyon College, 2010).




Heterologna ekspresija gena koji kodira za protein SSB-L iz bakterije Streptomyces coelicolor

1.1.2. Streptomyces coelicolor

Modelni mikroorganizam iz roda Streptomyces je bakterija Streptomyces coelicolor A3(2)
(Slika 2). Njezin genom pripada skupini izrazito velikih sekvenciranih bakterijskih genoma.
Sadrzi 8 667 507 parova baza, 7825 gena, te 72,1% udio G-C parova baza (GNN, 2010;
Welccome Trust Sanger Institute, 2010). Bakterija S. coelicolor ime je dobila po antibiotiku
aktinorodinu koji poprima karakteristi¢nu plavu boju u neutralnom i bazi¢cnom pH medija.

(Hopwood, 1999).

Slika 2. Kolonije bakterije Streptomyces coelicolor s karakteristicnim zracnim micelijem i sporama. Za plave
prstene, koji okruzuju kolonije, odgovoran je antibiotik aktinorodin koji se izlucuje tijekom stacionarne faze

rasta bakterije (izvor: GNN, 2010).
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1.2. Protein SSB

1.2.1. Opcenito o proteinu SSB

Proteini SSB (engl. Single-Stranded DNA-Binding proteins) sudjeluju u replikaciji, popravku
1 rekombinaciji DNA u svim organizmima (Lindner i1 sur., 2004). IstraZzivanja na DNA
vezujuéim proteinima zapocela su kasnih 60-tih godina, a 1979. godine identificiran je gen u
bakteriji E. coli koji kodira za protein SSB, §to je pokrenulo lavinu istraZivanja u tom
podrucju (Meyer i1 Laine, 1990). Proteini SSB pronadeni su u raznih organizmima, ali unatoc i
maloj homologiji u slijedu nukleotida, dokazano je da imaju sliéne uloge (Stefani¢ i sur.,
2007). Proteine karakterizira iznimna stabilnost i otpornost na visoke temperature (Meyer 1
Laine, 1990), a zbog velike vaznosti u oCuvanju DNA integriteta, funkcionalni proteini SSB

esencijalni su za Zivot svake stanice (Stefanié i sur., 2007).

Protein SSB najbolje je istrazen kod bakterije E. coli 1 sluzi kao modelni protein za
proucCavanje ostalih bakterijskih proteina SSB. U vecini organizama poprima oblik homo-
tetramera (Stefani¢ i sur., 2007). Jedan monomer proteina SSB iz bakterije E .coli sadrzi 178
aminokiselinskih ostataka, te ima molekulsku masu 18,9 kDa (Meyer i Laine, 1990). Za
usporedbu, protein SSB-L iz bakterije S. coelicolor ima molekulsku masu 19,9 kDa, a sadrzi
199 aminokiselinskih ostataka (Stefani¢ i sur., 2007). U strukturi monomera razlikuju se 2
domene: DNA vezuju¢a domena na N-kraju proteina i slabo strukturirana domena na C-kraju
preko koje protein ulazi u interakcije s enzimima vaznim u metabolizmu DNA. DNA
vezuju¢a domena nazvana je OB (oligonukleotid/oligosaharid/oligopeptid) domena i sadrzi
oko 100 aminokiselinskih ostataka. Struktura OB domene jako je ofuvana u svih bakterija,

dok je domena na C-kraju varijabilna (Stefani¢ i sur., 2009).

Kod eukariota otkriveno je da protein RPA (replikacijski protein) ima istu ulogu kao i
bakterijski protein SSB. Protein RPA zdruzuje se u stanici u heterotrimere koji sadrze Sest OB
domena, od kojih Cetiri vezu jednolancanu DNA. Ljudski RPA (hsRPA) identificiran je kao
prvi eukariotski replikacijski protein A. (Wold i sur., 1997)
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1.2.2. Uloga proteina SSB u replikaciji DNA

Replikacija molekule DNA u streptomiceta zapocinje vezanjem inicijacijskog proteina DnaA
na izvoriSte replikacije linearnog kromosoma. Vezanje proteina DnaA omogucava vezanje
DNA helikaze zvane DnaB koja koristi energiju ATP-a za dvostrano "odmotavanje" DNA
lanaca 1 uspostavljanje takozvane replikacijske vilice (Meyer i Laine, 1990). Helikaznom
aktivnoS¢u proteina DnaB pucaju vodikove veze izmedu antiparalelnih DNA lanaca, te
nastaju jednolancane regije na koje se nespecificno i1 kooperativno vezu proteini SSB
stabilizirajuci jednolancane konformacije ne prikrivajuéi pritom nukleotidne baze (Berg i sur.,
2002). Vezani proteini SSB S§tite jednolan€anu DNA od razgradnje nukleazama, te poticu
vezanje enzima primaze koji ulazi u interakcije s DnaB i drugim inicijacijskim proteinima
tvore¢i primosom. Djelovanjem enzima primaze, primosom sintetizira RNA pocetnicu na
koju se veze holoenzim DNA polimeraza III elongiraju¢i prethodno sintetiziranu pocetnicu.
Proteini SSB sprjecavaju tvorbu sekundarnih struktura koje bi smetale procesivnosti DNA
polimeraze III, no netom prije prolaska polimeraze disociraju (Meyer i Laine, 1990). Jedan
lanac DNA se sintetizira kontinuirano, a drugi diskontinuirano zbog svojstva DNA
polimeraze da moZe sintetizirati novi lanac samo u 5'-3' smjeru. Nakon zavrSetka sinteze
odredenog fragmenta na molekuli DNA, enzim topoizomeraza II uvodi negative superzavoje,
Sto kao krajnji rezultat daje dvije identicne molekule DNA (Berg i sur., 2002) (Slika 3). Uz
opisane uloge proteina SSB u replikaciji DNA, predloZeno je i da povecava tocnost DNA
polimeraze III, te da sudjeluju u njenom vezanju za jednolancanu DNA (Meyer i Laine,

1990).
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Slika 3. Prikaz replikacije DNA u prokariota. Enzimi helikaza i topoizomeraza I "odmotavaju" DNA uzvojnicu
stvarajuéi replikacijsku vilicu. Proteini SSB se vezu na jednolancane regije DNA stabilizirajuci nastalu strukturu.
DNA polimeraza III sintetizira nove lance DNA u 5'-3' smjeru, a Okazakijevi fragmenti nastali sintezom

zaostajuceg lanca spajaju se pomocu DNA ligaze. (izvor: Cell Biology Wiki, 2010)

1.2.3. Organizacija gena za protein SSB u prokariota

2003. godine otkriveno je da bakterija Bacillus subtilis sadrzi dva paralogna proteina koji se
vezu za jednolantanu DNA: SSB i1 YwpH. Protein SSB jako je eksprimiran tijekom
eksponencijalnog rasta bakterija. Njegova prisutnost esencijalna je za stanicu, a ekspresija je
koregulirana s ekspresijama gena rpsF 1 rpsR koji kodiraju za ribosomalne proteine S6 1 S18.
S druge strane, protein YwpH nije esencijalan za stanicu i eksprimiran je samo u minimalnoj
hranjivoj podlozi tijekom stacionarne faze rasta. S obzirom na ovo otkrice, bakterije se mogu
podijeliti u Cetiri grupe ovisno o organizaciji gena ssb 1 broju njegovih paraloga. Prvoj grupi
pripadaju bakterije s viSe paraloga proteina SSB i istom organizacijom polozaja gena ssb kao
kod bakterije B. subtilis (rpsF-ssb-rpsR). Druga grupa bakterija ima istu organizaciju gena ssb
kao 1 prva, ali bakterije ne sadrZe viSe od jednog proteina koji se veze za jednolan¢anu DNA.

U trecu grupu spadaju bakterije slicne E. coli koje imaju samo jedan protein SSB, a gen ssb
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smjesten je pokraj gena uvr4. U Cetvrtu grupu ulaze sve ostale bakterije koje posjeduju gen
ssb u drugim polozajima na kromosomu. 1z ove podjele, moze se zakljuciti da bakterija S.
coelicolor pripada prvoj grupi bakterija, te da ima viSe, tocnije dva, paralogna proteina SSB.

(Lindner 1 sur., 2004)

1.2.4. Fosforilacija proteina SSB

Imunoafinitetnom kromatografijom izoliran je protein SSB iz bakterije Streptomyces griseus s
fosforiliranim tirozinskim aminokiselinskim ostatkom. Od prije je poznato da su proteini SSB
u eukariota regulirani fosforilacijom aminokiselinskih ostataka na Ser i1 Thr, no ovo je bio prvi
dokaz fosforilacije proteina SSB u prokariotskim organizmima. Dok u streptomiceta jo$ nije
otkriven gen koji kodira za protein-tirozin-kinazu, kod bakterije Bacillus subtilis identificirana
je protein-tirozin-kinaza YwqD. Pomocu te kinaze, u in vitro uvjetima, fosforilirana su dva
paralogna proteina iz bakterije B. subtilis (SSB 1 YwpH). Tirozinski ostatak na polozaju 82
identificiran je kao mjesto fosforilacije koja je odgovorna za porast afiniteta za jednolancanu
DNA od ¢ak 200 puta. Fosforilacija na tirozinskom ostatku proteina SSB takoder je uocena u
bakterija E. coli, S. coelicolor 1 B. subtilis pri heterolognoj biosintezi proteina u bakteriji E.
coli. 1z toga se zakljuCilo da je fosforilacija proteina SSB ocuvana post-translacijska

modifikacija kod gram-pozitivnih, ali i gram-negativnih bakterija. (Mijakovi¢ i sur., 2006)

1.2.5. Kristalna struktura proteina SSB iz bakterije S. coelicolor

Kristalna struktura proteina SSB iz bakterije E. coli rijeSena je 1997. godine. To je ujedno bila
1 prva rijeSena kristalna struktura nekog proteina SSB, nakon koje su opisane i druge SSB
strukture, ukljucuju¢i od nedavno 1 bakterije S. coelicolor (Slika 4). Trodimenzionalna
struktura otkriva konzerviranu OB domenu nadenu i u svim prethodno opisanim proteinima
SSB, ali i varijacije u kvartarnoj strukturi sli¢ne kao i u bakteriji Mycobacterium tuberculosis.
Streptomyces sp. 1 Mycobacterium sp. pripadaju koljenu Actinobacteria, te se moze reéi da su

u dalekom srodstvu. No, usporedujuéi strukture i aminokiselinske sljedove njihovih proteina
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SSB uocena je velika slicnost, te se pretpostavlja da protein SSB ima sli¢cnu konformaciju u

svim G-C bogatim, gram-pozitivnim bakterija. (Stefanié i sur., 2009; Stefanié i sur., 2007)

Slika 4. Prikaz trodimenzionalne strukture proteina SSB-L iz bakterije S. coelicolor A3(2) (izvor: Stefanié i sur.,

2009).
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2. Cilj rada

Proteini SSB esencijalni su za Zivot stanice i izuavaju se u mnogobrojnim laboratorijima
diljem svijeta. Posebno su vazne nove spoznaje o proteinima SSB patogenih organizama jer
predstavljaju potencijal za razvoj novih anti-bakterijskih lijekova. Takoder bi bolje
razumijevanje uloge bakterijskog proteina SSB u stanicnoj DNA replikaciji 1 diobi moglo

pomoc¢i i boljem kontroliranju rasta bakterija tijekom biotehnoloskih procesa

U Laboratoriju za molekularnu genetiku Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu kloniran je gen
iz bakterije Streptomyces coelicolor A3(2) koji kodira za esencijalni protein SSB-L.
Dokazana je fosforilacija proteina SSB-L, a nedavno je rijeSena i kristalna struktura istog

proteina.

Za potrebe dosadaSnjih istrazivanja i1 izolacije metodom imunoafinitetne kromatografije,
proteinu SSB-L dodano je na N-kraju Sest histidina ("His-tag"). Cilj ovog rada bio je (i)
reklonirati streptomicetni gen ssb-/ u vektor pET-15b bez kodona za "His-tag", (ii) dokazati

njegovu ekspresiju 1 (iii) detektirati biosintezu proteina SSB-L u bakteriji E. coli.
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

e agaroza (Sigma)

e akrilamid (Serva)

e amonijev persulfat (Pharmacia Biotech)
e Bacto Agar (Difco)

e Bacto Tryptone (Difco)

e Bacto Yeast Extract (Difco)

e Dbisakrilamid (Serva)

e dimetilsulfoksid (Finnzymes)

e ditiotreitol (New England Biolabs)

e ctanol (Kemika)

e glicerol (Kemika)

e izopropanol (Kemika)

e izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid (Ambion)
e magnezijev klorid (Kemika)

¢ natrij-dodecil sulfat (Serva)

e natrijev acetat

e natrijev hidroksid (Kemika)

e natrijev klorid (Kemika)

e octena kiselina (Kemika)

e redestilirana voda

e saharoza (Kemika)

¢ tetrametiletilendiamin (Pharmacia Biotech)

e Tween 20 (Sigma)

10
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3.1.2. Mikroorganizam

U ovom radu koristena su tri soja bakterije E. coli:

e XLI-Blue genotipa: endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 recAl relAl lac [F' proAB"
lacl® ZAM15 Tn10(Tet")]

e BL21-Gold (DE3) genotipa: F" ompT hsdS (rg' mg’) dem” Tet " gal \DE3) endA Hte
e NMS522 genotipa: supE thi-1 A(lac—proAB) A(mcrB—hsdSM)5 (rx’ mg') [F proAB
lacl’ZAM1 5]

3.1.3. Plazmidni vektor

Plazmid pET—15b (Novagen) je velik 5708 pb. Sadrzi gen za otpornost na ampicilin, gen lacl
koji kodira za Lacl represor, vlastito izvoriSte replikacije ori, te viSestruko mjesto za

kloniranje MCS (Slika 5)

ooy

Slika 5. Prikaz plazmidnog vektora pET-15b

11
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Visestruko mjesto za kloniranje (Slika 6) sadrzi promotor za vezanje T7 RNA polimeraze, lac
operator na koji se moze vezati produkt gena /acl, nukleotidni slijed na koji se veZe ribosom
pri translaciji transkripta (rbs, engl. ribosom binding site), "His-tag" (nukleotidni slijed koji
kodira za Sest aminokiselinskih ostataka histidina pomoc¢u kojih se rekombinantni protein,
nakon biosinteze, moze lako procistiti afinitetnom kromatografijom na nosacu s
imobiliziranim metalom nikla), nukleotidni slijed koji kodira za mjesto vezanja proteina
trombina, T7 terminatorski nukleotidni slijed odgovoran za zavrSetak transkripcije, te sedam
palindromskih nukleotidnih sljedova koje prepoznavaju specificne restrikcijske endonukleaze.

U ovom radu su pri kloniranju koriStene restrikcijske endonukleaze Ncol 1 BamHI.

_Bgln SRR lac operator _xbal s _
AGATCTCGATCE GO GAAAT TAATAL GAC TCAC TATAGLGCAAT TETCAGE GEATAACAAT TCCCCTCTAGARATAAT TTTGITTAACT T TAAGAAGGAGA
_Neol_ His-Tag Ndel  _Xho! BamH |
ATACCATOEGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAL GCCTRGTECCGC GGG AGDC 1GCTICE L ICCGOC TG TAACARACGCCCGA

it : ) L 1
MetGlySerSerHisHisHisHisH i sHi 55018 spProflaf loAsnLyshlofrg

Bpu1102 |

TR RTTORE TR TRCE &
ARG GAAGCTRAGTTEGCTEC TELCACT

v -'\l': ' W "
LyeGlublobluloudiohlaAlaThrd ol fullnEnd

Slika 6. Prikaz viSestrukog mjesta za kloniranje u plazmidnom vektoru pET-15b (Novagen)

3.1.4. Oligonukleotidne pocetnice

Oligonukleotidne pocetnice (Sigma), njihova namjena u eksperimentu, kao 1 slijed nukleotida

navedenti su u tablici 2.

Tablica 2. Oligonukleotidne pocetnice

Ime pocetnice Namjena Nukleotidni slijed pocetnice
SSBLAHisR umnozavanje 5 GCCGGATCCTCAGAAGGGGGGCTCGTCCG 3
SSBLAHisF umnozavanje 5 GCACCATGGCAGGCGAGACCGTCATCACGG 3

T7R sekvenciranje 5'GCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG 3'
pF-pET sekvenciranje 5' CTATAGGGGAATTGTGAGCGG 3'
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3.1.5. Hranjive podloge

Za uzgoj bakterije E. coli koriStena je tekuca 1 kruta hranjiva podloga LB. Tekuca hranjiva
podloga bila je sljedeceg sastava: 10 g/l Bacto Tryptone, 5 g/ Bacto Yeast Extract 1 5 g/L
natrijev klorid, dok je za krutu hranjivu podlogu dodano 15 g/l Bacto Agar. Obje podloge

sterilizirane su u autoklavu pri temperaturi od 121 °C.

3.1.6. Kompleti

o ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham Biosciences)
= QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)

= QlAquick Gel Purification Kit (QIAGEN)

»  QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)

3.1.7. Puferi

e Pufer za prijenos na membranu (0,025 M Tris-HCI, 0,192 M glicin, 20% metanol)

e SDS-PAGE pufer (10 puta koncentrirana mati¢na otopina: 30,3 g/L Tris-HCI, 144 g/L
glicin, 10 g/L SDS)

e SDS-PAGE pufer za denaturaciju proteina (4 puta koncentrirana mati¢na otopina: 8%
SDS, 400 mM DTT, 200 mM Tris-HCI pH 6,8 1 40% glicerol)

e TAE pufer za elektroforezu DNA (40 mM Tris-acetat, | mM EDTA)

e TBS pufer za Western analizu (0,15 M NaCl, 0,02 M Tris-HCI pH 7,5)

e TE pufer za resuspenziju plazmidne DNA (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)
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3.1.8. Enzimi

e Tagq polimeraza (Fermentas) s pripadaju¢im puferom i magnezijevim sulfatom
o restrikcijske endonukleaze Ncol 1 BamHI (Fermentas) s pripadaju¢im puferima
e T4 DNA ligaza (Fermentas) s pripadaju¢im puferom

e ribonukleaza A (Sigma)

3.1.9. Biljezi

Mass Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas)
e Precision Plus Protein Standard Unstained (Fermentas)

e Precision Plus Protein Standard Kaleidoscope (Fermentas)

3.1.10. Antibiotik

e ampicilin

3.1.11. Protutijela

e anti-SSB protutijela iz zeca (Amersham Biosciences)

e anti-rabbit protutijela (Amersham Biosciences)
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3.1.12. Boje

e boja za pracenje elektroforeze DNA (6 puta koncentrirana mati¢na otopina MassRuler
Loading Dye, Fermentas), sastav: 10 mM Tris-HCI1 pH 7,6, 0,03% bromfenol plavo,
60% glicerol, 60 mM EDTA

e Coomassie brilijjant plavo (mati¢na otopina 0,5 g/l Coomassie Brilliant Blue R-250,

Sigma), sastav: 40% metanol, 10% octena kiselina, 0,025% boje briljant plavo

e etidij bromid (koncentracija mati¢ne otopine 10 mg/mL, Boehringer Mannheim)
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3.2. Metode

3.2.1. Lancana reakcija polimerazom (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction)

Lancana reakcija polimerazom (u daljnjem tekstu engleski akronim PCR) sluZi za umnazanje
specificne regije molekule DNA u in vitro uvjetima. Pri umnazanju fragmenta DNA koriste se
dvije pocetnice komplementarne s krajevima ciljne regije DNA. Reakcija se odvijala u vise
ponavljaju¢ih ciklusa: denaturacija kalupa DNA, specifiéno vezanje oligonukleotidnih
pocetnica na kalup i sinteza komplementarnog lanca DNA. Standardna reakcijska smjesa
volumena 25 pL sadrzavala je u kona¢nim koncentracijama 0,4 ng/uL plazmidne DNA koja
je sluzila kao kalup u reakciji, 0,8 x 10~ pM svake od dviju oligonukleotidnih po&etnica, 200
uM smjese deoksiribonukleotida, 0,0004 U/uL Taq polimeraze, PCR pufer, DMSO, 200 uM
magnezijevog klorida i redestiliranu vodu. Za provedbu reakcije koriSten je uredaj Progene

(Techne).

Metoda PCR-a na bakterijskim stani¢nim lizatima omoguc¢ava provjeru uspjesnosti kloniranja
gena bez prethodne izolacije plazmida iz prekonoéne kulture transformiranih stanica bakterije
E. coli. Kompetentne stanice bakterije E. coli transformirane su ligacijskom smjesom, te
nacijepljene na krutu selektivnu hranjivu podlogu LB s antibiotikom ampicilinom. Nakon
prekono¢ne inkubacije na 37°C, odabrani porasli transformanti sterilnom su cackalicom
resuspendirani u 50 pL redestilirane vode. Suspenzija je zatim inkubirana 10 minuta pri 95°C,
te centrifugirana pri 13000 rpm (engl. revolutions per minute) u trajanju od jedne minute.

Dobiveni supernatant koristen je kao kalup u PCR-u.

U ovom radu, PCR je koriSten pri umnazanju zeljenog gena i prilikom provjeravanja

uspjesnosti kloniranja. Dijelovi i uvjeti oba PCR-a prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Dijelovi i uvjeti PCR reakcija

dijelovi PCR reakeiie umnazanje fragmenta DNA PCR na stani¢nom lizatu

temperatura/°C trajanje temperatura/°C trajanje

pocetna denaturacija 94 2 min 95 4 min

28 ciklusa:

denaturacija lanaca 94 30 sek 94 1 min
vezanje pocetnica na kalup 62 30 sek 62 45 sek
sinteza komplementarnih lanaca 72 70 sek 72 1 min
zavrsno produzivanje lanaca 72 4 min 72 5 min

3.2.2. Elektroforeza molekula DNA u agaroznom gelu

Elektroforeza je metoda razdvajanja fragmenata DNA koja se zasniva na razlicitoj
pokretljivosti fragmenata u elektricnom polju ovisno o njihovoj molekulskoj masi. Na
pokretljivost DNA, osim veli¢ine, utjeCe 1 koncentracija agaroze u gelu, sastav pufera za
elektroforezu, jaCina napona, te konformacija molekule. Put koji molekula DNA prijede u
elektriénom polju obrnuto je proporcionalan logaritmu njene mase. U ovom radu koriSten je
1% agarozni gel pripremljen s puferom TAE kojemu je dodano 0,5 pg/mL etidij bromida.
Uzorci DNA pomijeSani su s bojom za pracenje elektroforeze, te naneseni u jaZice
pripremljenog gela. Elektroforeza je provedena pri naponu od 60 V. (izvor istosmjerne struje:
ELPHO Power Supply, HVD Life Sciences). Polozaj molekula DNA u gelu bio je vidljiv
zahvaljuju¢i interkalaciji etidij bromida, izmedu baza molekula DNA, koji pod UV svjetlom
valne duljine 312 nm fluorescira. Fluoresciranje etidij bromida omoguéilo je fotografiranje
gela pomoc¢u uredaja Imagemaster VDS (Amersham Pharmacia Biotech). Elektroforeza
molekula DNA koriStena je za provjeru veliina plazmida, odredivanje koncentracije
molekula DNA u otopini, analize restrikcijskih 1 ligacijskih smjesa, provjeru uspjesnosti PCR
reakcija, te prociS€avanje fragmenata DNA dobivenih razgradnjom s restrikcijskim
endonukleazama. Kao biljeg pri elektroforezi koriSten je Mass Ruler DNA Ladder Mix

(Fermentas).
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3.2.3. Razgradnja molekula DNA pomocu restrikcijskih endonukleaza

Restrikcijske endonukleaze su bakterijski enzimi koji cijepaju dvolancanu DNA unutar
specificnih palindromskih sekvenci, ostavljaju¢i tupe ili ljepljive 5' ili 3' krajeve. U ovom
radu, prilikom razgradnje plazmida 1 PCR produkta, koriStene su Ncol i BamHI restrikcijske

endonukleaze (Fermentas):

BamHI 5" G|GATCC 3'

Ncol 5'CJ|CATGG 3

Reakcije razgradnje provedene su u otopini pufera za restrikciju u uvjetima koje preporuca

proizvodac.

3.2.4. ProciS¢avanje molekula DNA

3.2.4.1. ProciS¢avanje molekula DNA iz agaroznog gela

Molekule DNA izrezane su u komadi¢u agaroznog gela nakon elektroforetskog razdvajanja
molekula 1 pro¢is¢ene pomocu kompleta QlAquick Gel Purification Kit (QIAGEN) prema

uputama proizvodaca. Metoda je koriStena pri pripremi fragmenata DNA za ligacijsku smjesu.

3.2.4.2. ProciS¢avanje produkta PCR reakcije

Fragmenti dobiveni PCR reakcijom procis¢eni su pomocéu kompleta QIlAquick PCR

Purification Kit (QIAGEN) prema uputama proizvodaca.
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3.2.4.3. Procis¢avanje plazmida iz prekonocne kulture bakterijskih stanica E. coli

Umnozeni plazmidi iz prekono¢nih kultura bakterijskih stanica E. coli pro¢iséeni su pomocu
kompleta QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) i metodom opisanom u sveuciliSnom

priru¢niku "Metode u molekularnoj biologiji" (Ambriovié-Ristov i sur., 2007).

3.2.5. Ligacija fragmenata DNA

Ligacija fragmenata DNA je postupak u kojem se, pomocu enzima DNA ligaze, povezuju
krajevi molekula DNA nastali prethodnom razgradnjom restrikcijskim endonukleazama.
Ligacijska smjesa sadrzavala je fragment DNA s genom ssb-/ 1 linearizirani plazmidni vektor
pET-15b (u molarnom omjeru 3,5:1), T4 DNA ligazu (0,3 jedinice/uL ligacijske smjese) i

pripadajuci pufer. Smjesa je inkubirana preko no¢i pri temperaturi od 16°C.

3.2.6. Koncentriranje otopine DNA

Metoda je koriStena po potrebi u slucaju male koncentracije DNA u otopini, s ciljem
povecavanja koncentracije. Otopine su koncentrirane u uredaju DNA 120 SpeedVac
Concentrator (Thermo). Postupak koncentriranja koriSten je pri pripremi lineariziranog
plazmidnog vektora 1 fragmenta s genom ssb-/ za ligacijsku smjesu, te pri izolaciji plazmidnih
vektora iz prekono¢nih kultura stanica bakterije £ .coli metodom iz sveucdiliSnog priru¢nika

"Metode u molekularnoj biologiji" (Ambriovi¢-Ristov i sur., 2007).

3.2.7. Priprema kompetentnih stanica bakterije E. coli za elektroporaciju

Priprema kompetentnih stanica zapocela je prekono¢nim uzgojem bakterijskih stanica E. coli
u tekucoj hranjivoj podlozi LB. Prekono¢na kultura razrijedena je 100 puta i uzgajana pri
temperaturi od 37°C 1 potresanju od 250 rpm. Tijekom uzgoja provedena su kontinuirana
spektrofotometrijska mjerenja opticke gustoce pri valnoj duljini od 600 nm. Kada je iznos
apsorbancije dosegao vrijednost od 0,5 (stanice u ranoj eksponencijalnoj fazi rasta), uzgoj je

prekinut 1 stanice su bile hladene na ledu 15 minuta uz potresanje. Ohladene stanice
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centrifugirane su 15 minuta, pri 4000 g 1 4°C. Dobiveni talog dva puta je ispran sterilnom
hladnom redestiliranom vodom (prvo s jednim pocetnim volumenom kulture, pa kasnije s
pola pocetnog volumena), te jedanput u ledenom 10% glicerolu (petina pocetnog volumena
kulture) u istim uvjetima centrifugiranja. Prije posljednjeg centrifugiranja stanice su
ostavljene da odstoje na ledu 20 minuta. Bakterijske stanice su zatim resuspendirane u
minimalnom volumenu sterilnog 10% glicerola. Dobivena kultura razdijeljena je u alikvote od

40 pL, naglo smrznuta u teku¢em dusiku i pohranjena na -80°C.

3.2.8. Transformacija bakterija E. coli metodom elektroporacije

Elektroporacija je metoda koja koristi kratki visokovoltazni puls koji stvara pore u
bakterijskoj stani¢noj stijenci. Nastanak kratkotrajnih pora omogucava ulazak strane DNA u
bakterijsku stanicu. U prethodno pripremljeni alikvot kompetentnih stanica bakterije E:coli u
volumenu od 40 pL, dodan je 1 pL suspenzije plazmida ili ligacijske smjese. Dobivena
smjesa stavljena je u ohladenu kivetu za elektroporaciju, te podvrgnuta elektri¢nom pulsu od
2500 V, otporu od 400 Q i kapacitetu od 25 pF. Za elektroporaciju koristen je uredaj
Electroporator 2510 (Eppendorf). Nakon elektroporacije, stanice su regenerirane jedan sat u
tekucoj hranjivoj podlozi LB (37°C, 250 rpm), te nacijepljene na krutu selektivnu hranjivu

podlogu LB s antibiotikom ampicilinom.

3.2.9. Odredivanje primarne strukture DNA

Odredivanje primarne strukture gena ssb-/, kloniranog u plazmidni vektor pET-15b,
provedeno je u DNA servisu na Zavodu za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢ u
Zagrebu. Analiza je izvrSena na uredaju ABI PRISM 3100-Avant DNA Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) uz softver za analizu sekvenci, te komplet ABI PRISM BigDye
Terminator v3.1 Ready reaction Cycle Sequencing Kit. Smjesa za odredivanje primarne
strukture gena ssb-/, konacnog volumena 13 pL, sadrzavala je: 1 pL T7R ili pF-pET
pocetnice (koncentracija mati¢ne otopine 3,2 pmol/uL), 10 pL plazmidnog vektora s

kloniranim genom ssb-/ i 2 pL redestilirane vode.
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3.2.10. Bioinformaticka analiza nukleotidnih slijedova molekula DNA

Za sravnjavanje nukleotidnih slijedova fragmenata DNA, koriSten je program ClustalWW na

EMBL (EMBL-EBI, 2010) elektroni¢koj bazi podataka.

3.2.11. Indukcija gena ssb-/ u bakteriji E. coli

Gen ssb-I se u plazmidnom vektoru pET-15b nalazi pod kontrolom jakog T7 promotora.
Plazmid sadrzi gen koji kodira za Lacl represor koji se u mediju bez laktoze veze na lac
operator sprjecavajuci pritom transkripciju gena ssb-/. Stanice su uzgajane u 30 mL tekuce
hranjive podloge LB u koju je dodano 30 pL antibiotika ampicilina koncentracije 1M 1 600
puL prekono¢ne kulture bakterijskih stanica E. coli transformiranih plazmidom s ugradenim
genom ssb-/ ispravnog slijeda. Uzgoj je vrSen pri 30°C uz potresanje od 250 rpm. Svakih pola
sata mjerena je optiCka gustoca kulture stanica na spektrofotometru pri valnoj duljini od 600
nm. Kada je opticka gustofa dosegla vrijednost od 0,4, kultura stanica bila je u ranoj
eksponencijalnoj fazi rasta. U tom trenutku u kulturu je dodan induktor IPTG (konacna
koncentracija 1 mM) koji se vezao na Lacl represor mijenjaju¢i mu konformaciju. Lacl
represor je u tom trenutku disocirao s lac operona, ¢ime je omogucena transkripcija gena ssb-
/. Nakon dodavanja IPTG-a kultura stanica uzgajana je tri sata, a uzorci su uzimani svakih sat
vremena ukljucujuci 1 uzorak neposredno prije dodavanja IPTG-a. Ucinkovitost indukcije

gena ssb-I provjerena je pomoc¢u SDS-PAGE elektroforeze.

3.2.12. SDS-PAGE

Jednodimenzionalnom diskontinuiranom elektroforezom u poliakrilamidnom gelu (SDS
PAGE) razdvajaju se prethodno denaturirani proteini na osnovi razlike u njihovim
molekularnim masama. Denaturacija je provedena tretmanom s puferom za denaturaciju
proteina kroz 10 minuta pri temperaturi od 95°C. U SDS-PAGE elektroforezi koristena su dva
gela: gel za sabijanje 1 gel za razdvajanje. Gel za sabijanje sastojao se od 5% otopine
akrilamida 1 bisakrilamida (maseni omjer 29:1), 0,125M Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS, 0,05%
APS i 0,1% TEMED, dok se gel za razdvajanje sastojao od 12% otopine akrilamida i
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bisakrilamida (maseni omjer 29:1), 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS, 0,05% APS 1 0,1%
TEMED. Gel s nanesenim uzorcima stavljen je u kadicu za elektroforezu (Mini-PROTEAN
II, Bio Rad) i uronjen u SDS-PAGE pufer. Na gel je primijenjen napon od 150 V, koji je
nakon sabijanja uzoraka povecan na 180 V. U elektroforezi je koriSten biljeg Precision Plus

Protein Standard Unstained (Fermentas).

3.2.13. Detekcija proteina u poliakrilamidnom gelu

Nakon provedene SDS-PAGE elektroforeze proteini su detektirani otopinom koja je
sadrzavala boju Coomassie briljant plavo, octenu kiselinu i metanol. Coomassie briljant plavo
je anionska boja koja se, uz pomo¢ octene kiseline, nespecifi¢no veze za proteine u gelu. Gel
je nakon bojanja podvrgnut odbojavanju s otopinom 10% octene kiseline i 10% izopropanola
s ciljem micanja viska boje iz gela. Proteini na gelu prepoznati su po plavim vrpcama na

bistroj povrsini.

3.2.14. Western analiza

Western analiza je metoda koja sluzi za detekciju specificnih proteina u uzorku. Proteini su
prvo separirani pomoc¢u SDS-PAGE elektroforeze, nakon koje su vrpce proteina
elektrotransferom (Mini Trans-Blot, Bio-Rad), pri naponu od 100 V, tijekom jednog sata,
prenesene na Hybond-P PVDF membranu (Amersham Biosciences). Za transfer je koriSten
pufer sastava: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glicin 1 20% metanol, a cijeli postupak opisan je u
podpoglavlju 11.3.2.1. sveuciliSnog priru¢nika "Metode u molekularnoj biologiji"
(Ambriovi¢-Ristov 1 sur., 2007). Nakon prijenosa proteina, membrana je na sat vremena
uronjena u otopinu pufera TBS s 0,1% detergentom Tween 20 i 3% albuminom govedeg
seruma (Albumine Bovine Fraction V, Serva). Membrana je zatim isprana tri puta u trajanju
od jedne minute s puferom TBS koji je sadrzavao 0,1% Tween 20. Nakon ispiranja membrana
je inkubirana s primarnim anti-SSB ze¢jim protutijelima kroz jedan i pol sat u puferu TBS
koji je sadrzavao 0,1% Tween 20 1 albumin govedeg seruma. Primarna protutijela razrijedena

su 10000 puta s obzirom na mati¢nu otopinu. Nakon inkubacije s primarnim protutijelima,
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membrana je ispirana tri puta u trajanju od 5 minuta s puferom TBS koji je sadrzavao 0,1%
Tween 20, te inkubirana jedan sat u istoj otopini s 10000 puta razrijedenim sekundarnim
zeCjim protutijelima (anti-rabbif). Sekundarna protutijela vezala su se na primarna preko
konstantnih Fc regija, a sekundarno protutijelo sadrzavalo je konjugirani enzim peroksidazu iz
hrena. Prije detekcije, membrana je isprana tri puta u trajanju od 10 minuta u puferu TBS s

0,1% Tween 20.

3.2.15. Detekcija kemoluminiscentnog signala na membrani

Kemoluminiscentnost je emisija svijetla ¢iju pojavu rezultira neka kemijska reakcija. Kao
supstrat za enzim peroksidazu iz hrena, vezanu na sekundarno protutijelo, koriStena je otopina
dobivena mijeSanjem 500 puL otopine A i 12,5 pL otopine B (ECL Plus Western Blotting
Detection System). Otopina sadrzi luminol i1 vodikov peroksid koji djelovanjem enzima
peroksidaze daje produkt koji luminiscira. Dobivena otopina nanesena je na membranu koja je
bila zatvorena u kazeti koja nije propustala danju svjetlost. Supstrat je inkubiran na membrani
u trajanju od 5 minuta nakon ¢ega je membrana, u potpunom mraku, izlozena filmu za
autoradiografiju (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences) u trajanju od dvije minute. Nakon
toga, membrana je stavljena u otopinu razvijata (Kodak processing chemicals for
autoradiography films, GBX developer/replenisher, Sigma) do pojave signala na filmu, te

isprana destiliranom vodom 1 fiksirana u fiksiru XAF3 (3M).

3.2.16. Obrada fotografija

Za obradu fotografija koristeni su programi ACDSee 10 Photo Manager 1 Corel PHOTO-
PAINT X3.
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4. Rezultati

4.1. Kloniranje gena ssb-I u vektor pET-15b

4.1.1. Umnazanje gena ssb-/ i dodavanje restrikcijskih mjesta pomocu PCR-a

Prilikom umnozavanja gena ssb-/, kao kalup koristen je konstrukt pQE-30-ssb-/ prireden u
prethodnim istrazivanjima Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta Ruder BoSkovi¢ u
Zagrebu. U PCR reakciji koriStene su pocetnice SSBLAHisF i SSBLAHisR. Pocetnica
SSBLAHisF sintetizirana je da na pocetku gena ssb-I doda restrikcijsko mjesto za
restrikcijsku endonukleazu Ncol, dok pocetnica SSBLAHisR nizvodno od nukleotidnog
slijeda TGA (stop kodon) dodaje restrikcijsko mjesto za BamHI (Slika 7). Uvjeti 1 dijelovi
PCR-a opisani su u poglavlju 3.2.1., a uspjeSnost PCR reakcije, te veli¢ina umnoZenog
fragmenta provjereni su elektroforezom (poglavlje 3.2.2.) na 1% agaroznom gelu (Slika 8).

Veli¢ina PCR produkta trebala je biti 614 pb.

SSBLAHisF:

Ncol
5 GCACCATGGCAGGCGAGACCGTCATCACGG 3'

SSBLAHisR:

BamHI ‘
5 GCCGGATCCTCAGAAGGGGGGCTCGTCCG 3

Slika 7. Nukleotidni slijedovi pocetnica SSBLAHisF i SSBLAHisR s oznaCenim mjestima za vezanje
restrikcijskih endonukleaza Ncol i BamHI. Start (ATG) i stop (TCA) kodon oznaceni su crvenom bojom.
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Slika 8. Produkt PCR reakcije. Biljeg Mass Ruler DNA Ladder Mix oznacen je slovom "B", a PCR produkt

slovom "I". Veli¢ine fragmenata biljega krecu se od 500 do 10000 pb, a posebno su oznaceni fragmenti veli¢ina

6001 700 pb.

4.1.2. Razgradnja vektora i PCR produkta restrikcijskim endonukleaza

Za razgradnju vektora pripremljena je restrikcijska smjesa kona¢nog volumena 25 pL koja je
sadrzavala plazmid pET-15b (Slika 5), restrikcijske endonukleaze Ncol 1 BamHI (20
jedinica/puL) s pripadaju¢im puferom, te redestiliranu vodu. Restrikcijska smjesa za
razgradnju PCR produkta konacnog volumena 55 pL sadrzavala je fragment DNA s genom
ssb-1, restrikcijske endonukleaze s pripadaju¢im puferom i redestiliranu vodu. Reakcije
razgradnje provedene su pri 37°C, a uspjesnost je provjerena elektroforezom na agaroznom
gelu (Slika 9). Uspjesnost razgradnje PCR produkta nije bilo mogucée provjeriti
elektroforezom zbog premale razlike u parovima baza izmedu nerazgradenog i razgradenog

fragmenta, a prociS¢en je metodom opisanom u poglavlju 3.2.4.2. Nakon provjere uspjeSnosti
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razgradnje, pripremljen je preparativni agarozni gel iz kojega je izoliran zeljeni linearizirani

vektor metodom opisanom u poglavlju 3.2.4.1.

T
-

Slika 9. Razgradnja vektora pET-15b restrikcijskim endonukleazama Ncol i BamHI. Uzorak 1 predstavlja vektor
pET-15b nakon razgradnje restrikcijskim endonukleazama, a uzorak 2 nativni nerazgradeni vektor pET-15b.

(LS-linearizirani vektor, SP-superzavijena forma vektora)

4.1.3. Ligacijska smjesa

Nakon razgradnje restrikcijskim endonukleazama, pripravljena je ligacijska smjesa s ciljem
spajanja nastalih krajeva vektora pET-15b s krajevima fragmenta DNA koji je sadrzavao gen
ssb-1. Ligacijska smjesa konacnog volumena 15 pL sadrZzavala je oko 60 ng lineariziranog

vektora, priblizno 30 ng fragmenta DNA 1 T4 DNA ligazu s pripadaju¢im puferom.
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4.2. Priprema i transformacija kompetentnih stanica bakterije E. coli

Kompetentne stanice bakterije E. coli soja XL1-Blue pripremljene su metodom opisanom u
poglavlju 3.2.7. Bakterijske stanice transformirane su s 1 puL ligacijske smjese metodom
elektroporacije (poglavlje 3.2.8.), te nacijepljene na krutu selektivnu hranjivu podlogu LB s
dodatkom ampicilina. Na takvoj selektivnoj podlozi mogu rasti samo one bakterijske stanice u
koje je uSao plazmid pET-15b koji nosu gen za rezistenciju na antibiotik ampicilin. Na
hranjivoj podlozi je nakon prekonoénog uzgoja izbrojano 12 transformanata. Ucinkovitost

transformacije bila je 1,5 x 10° transformanata/pg linearizirane plazmidne DNA.

4.3. Analiza transformanata

4.3.1. Probiranje transformanata metodom PCR-a

PCR reakcija na lizatu kolonija koriStena je u svrhu provjere prisutnosti gena ssb-/ u 12
poraslih transformanata. Metoda je opisana u poglavlju 3.2.1., a za reakciju koriStene su
pocetnice SSBLAHisF 1 SSBLAHisR. Rezultati PCR-a provjereni su elektroforezom na
agaroznom gelu, a pozitiva PCR-a reakcija dobivena je samo u transformantima 3, 7 1 11

(Slika 10).
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Slika 10. PCR reakcija na lizatu kolonija. Uzorci su oznaceni brojem transformanta, a negativna proba oznacena
je s "neg". Strelica oznacava fragmente DNA Zeljene veliine.

4.3.2. Izolacija plazmida iz probranih transformanata

Plazmidi su izolirani iz prekono¢nih kultura transformanata 3, 6, 7, 9, 10 1 11 pomo¢u metode
opisane u poglavlju 3.2.4.3. Veli¢ine plazmida provjerene su elektroforezom na agaroznom
gelu, a plazmid pET-15b, razgraden restrikcijskim endonukleazama Ncol 1 BamHI, koriSten je
kao pozitivna kontrola. Linearizirani plazmid s insertom treba biti ve¢i od razgradenog
plazmida pET-15b iz razloga S§to bi trebao sadrzavati gen ssb-/. U plazmidnim izolatima
probranih transformanata takav plazmid nije primijecen, kao Sto prikazuje slika 11. Plazmidi

31 11 bili su razli¢itih veliina pa su uzeti za daljnju analizu.
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Slika 11. Analiza plazmida izoliranih iz probranih transformanata. Uzorci plazmida oznaceni su brojem
transformanta iz kojeg su izolirani, a plazmid pET-15b razgraden restrikcijskim endonukleazama Ncol i BamHI
oznacen je s "PK". Strelice oznaCavaju veli¢ine plazmida uzetih za daljnju analizu.

4.3.3. Razgradnja odabranih plazmida restrikcijskim endonukleazama

Provedena je restrikcijska analiza plazmida izoliranih iz transformanata 3 1 11. Plazmidi su
razgradeni restrikcijskim endonukleazama Ncol 1 BamHI, a za provjeru veli¢ina nastalih
fragmenata koriSteni su razgradeni vektor pET-15b i fragment DNA s genom ssb-/. Rezultati
elektroforeze na agaroznom gelu prikazani su na slici 12. Usporedbom veli¢ina fragmenata,
zaklju€eno je da plazmid izoliran iz transformanta 11 sadrzi fragmente odgovarajucih
veli¢ina. Plazmidu 11 je radi provjere rezultata odreden slijed nukleotida kloniranog gena ssb-

l.
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vek ins 3 11

Slika 12. Restrikcijska analiza plazmida izoliranih iz transformanata 3 i 11. Plazmid pET-15b razgraden
restrikcijskim endonukleazama Ncol i BamHI oznacen je oznakom "vek", fragment DNA s genom ssb-/ oznacen
je s "ins", a uzorci plazmida razgradenih restrikcijskim endonukleazama oznaéeni su brojem transformanta iz

kojeg su izolirani. Strelice oznacavaju Zeljene veli¢ine fragmenata.

4.3.4. Odredivanje i analiza primarne strukture kloniranog gena ssb-/

Primarna struktura gena ssb-/ u plazmidu 11 odredena je prema opisu u poglavlju 3.2.9.
Dobiveni nukleotidni slijed sravnjen je sa slijedom nukleotida gena ssb-/ iz bakterije S.
coelicolor nadenom u NCBI (NCBI, 2010) elektronickoj bazi podataka. Za sravnjavanje
slijedova koristen je program ClustalW na EMBL (EMBL, 2010) elektroni¢koj bazi podataka.
Rezultat sravnjavanja prikazan je na slici 13, a odredena primarna struktura gena ssb-I u

plazmidu 11 u potpunosti je identi¢na slijedu nukleotida nadenom u NCBI bazi podataka.
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plazmidll

ssb-1
plazmidll

ssb-1
plazmidll

ssb-1
plazmidll

ssb-1
plazmidll

ssb-1
plazmidll

NcoI
CCATGGCAGGCGAGACCGTCATCACGGTCGTCGGCAATCTTGTCGACGACCCCGAGCTGC
CCATGGCAGGCGAGACCGTCATCACGGTCGTCGGCAATCTTGTCGACGACCCCGAGCTGC

R R I b S b b 2h S b b S b I 2R S b S Sb I SR R S b b Sh 2 S 2b b Sh S db e b b I 2b S b b Sb db S 2b e 2h db S Sb b S

GCTTCACCCCGTCCGGTGCGGCCGTCGCGAAGTTCCGCGTCGCGTCGACTCCCCGCACCT
GCTTCACCCCGTCCGGTGCGGCCGTCGCGAAGTTCCGCGTCGCGTCGACTCCCCGCACCT

hhkhhkhkhk kA hkhkhAhhkrhkhkrhhkhhkhAhhkdhhkrhkhkhhhkhkhkhkhhkdhhkrhhkrhhkrkhkhkrkxhkxhkxk

TCGACCGCCAGACGAACGAGTGGAAGGACGGCGAAAGCCTCTTCCTGACCTGCTCGGTCT
TCGACCGCCAGACGAACGAGTGGAAGGACGGCGAAAGCCTCTTCCTGACCTGCTCGGTCT

ok hhkhkhk kA hkhkhAhhkrhhkhhhkhhkhkhhkdhhkrhkhkhhhkhhkhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhkhkrkxhkxhkxk

GGCGTCAGGCGGCGGAGAACGTCGCCGAGTCGCTTCAGCGAGGCATGCGCGTCATCGTGC
GGCGTCAGGCGGCGGAGAACGTCGCCGAGTCGCTTCAGCGAGGCATGCGCGTCATCGTGC

hhkhhkhkhk kA hkkhkhhhkrhkhkhhhkhhkhkhhkdhhkrhkhkhhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkrkhhkrkxhkxhkxk

AGGGCCGGCTGAAGCAGCGGTCCTACGAGGACCGTGAGGGCGTCAAGCGCACGGTCTACG
AGGGCCGGCTGAAGCAGCGGTCCTACGAGGACCGTGAGGGCGTCAAGCGCACGGTCTACG

hhkhkhkhkhk kA hkhkhhhkrhkhkrhhkhhkhkhhkdhhkrhkhkhhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrhkxhkxhkxk

AGCTGGACGTCGACGAGGTCGGCGCCAGCCTGCGCAGCGCCACGGCCAAGGTCACCAAGA
AGCTGGACGTCGACGAGGTCGGCGCCAGCCTGCGCAGCGCCACGGCCAAGGTCACCAAGA

hhkdkhkhkhk kA hkhkhhkrhkhkrhhkhkhkhAhhkdhhkrhhkhhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkrhhkrkhhkrhkxhhkxkkxk

CCTCGGGCCAGGGCCGCGGCGGCCAGGGCGGTTACGGCGGCGGTGGCGGCGGCCAGGGTG
CCTCGGGCCAGGGCCGCGGCGGCCAGGGCGGTTACGGCGGCGGTGGCGGCGGCCAGGGTG

hhkhhkhkhk kA hkhAhhkrhkhkrhhkhkhkhkhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhhkhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrkxkhhkxkkxk

GCGGCGGCTGGGGCGGCGGCCCCGGTGGCGGCCAGCAGGGCGGCGGCGCTCCGGCCGACG
GCGGCGGCTGGGGCGGCGGCCCCGGTGGCGGCCAGCAGGGCGGCGGCGCTCCGGCCGACG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AKXk k) K

ACCCCTGGGCGACTGGCGGGGCTCCCGCCGGTGGCCAGCAGGGTGGCGGCGGCCAGGGTG
ACCCCTGGGCGACTGGCGGGGCTCCCGCCGGTGGCCAGCAGGGTGGCGGCGGCCAGGGTG

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A Ak Ak A AKXk k kK

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

GCGGCGGCTGGGGCGGTGGCTCCGGCGGCGGTGGCGGCTACTCGGACGAGCCCCCCTT 598
GCGGCGGCTGGGGCGGTGGCTCCGGCGGCGGTGGCGGCTACTCGGACGAGCCCCCCTT 598

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A ARk A Ak, K

BamHI
CTGAGGATCC 608
CTGAGGATCC 608

* Kk kk ok ok ok ok ok ok

Slika 13. Sravnjavanje slijeda nukleotida gena ssb-I iz bakterije S. coelicolor (oznaka

'ssb-I") s primarnom

strukturom gena ssb-/ iz plazmida 11 (oznaka "plazmidl1"). Crvenom bojom oznaceni su start (ATG) i stop

(TGA) kodon, a zelenom restrikcijska mjesta za restrikcijske endonukleaze Ncol i BamHI.
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4.4. Ekspresija gena ssb-1

4.4.1. Ekspresija gena ssb-/ u razli¢itim sojevima bakterije E. coli

Za ekspresiju gena koji kodira za protein SSB-L koriStena su dva ekspresijska soja bakterije
E. coli: NM522 i BL21-Gold (DE3). Svaki soj transformiran je s plazmidom 11 (poglavlje
3.2.8.). Odabran je po jedan porasli transformant za svaki soj, te su uzgojene prekonocne

kulture stanica. Indukcije gena ssb-/ opisana je u poglavlju 3.2.11.

4.4.2. SDS-PAGE elektroforeza

Ucinkovitost biosinteze proteina SSB-L provjerena je SDS-PAGE elektroforezom opisanom u
poglavlju 3.2.12. Molekulska tezina proteina SSB-L je 19,9 kDa. Tijekom ovog eksperimenta,
kao Sto je vidljivo iz slike 14, nije bilo moguce odrediti da li je dosSlo do biosinteze

rekombinantnog proteina SSB-L, pa je za provjeru koriStena Western analiza.
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NMS522 BL.21-Gold (DE3)
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Slika 14. SDS-PAGE clektroforeza. Biljeg Precision Plus Protein Standard Unstained oznacen je slovom "B".
Velicine njegovih fragmenata krecu se od 10 do 250 kDa, a posebno su oznaceni fragmenti veli¢ina 20 i 25 kDa.
Za ekspresiju gena ssb-/ koriStena su dva ekspresijska soja bakterije E. coli. Uzorci su nakon indukcije gena ssb-/

uzimani svakih sat vremena, ukljucujuci i uzorak neposredno prije dodavanja IPTG-a.

4.4.3. Western analiza

Svrha Western analize, opisane u poglavlju 3.2.14., bila je provjera biosinteze
rekombinantnog proteina SSB-L u dva ekspresijska soja bakterije E. coli. Rezultat
kemoluminiscencije (poglavlje 3.2.15.) prikazan je na slici 15. Signal je detektiran u svim
uzorcima soja BL21-Gold (DE3), pa se moze zakljuciti da je doSlo do biosinteze Zeljenog

proteina, ali u manjim razmjerima od ocekivanih.
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NMS522 BL21-Gold (DE3)

Oh 1h 2h 3h Oh 1h 2h 3h

Slika 15. Western analiza rekombinantnog proteina SSB-L. Na slici su oznacena imena sojeva koristenih za

ekspresiju gena ssb-/, te vremena uzoraka. Strelica oznacava pozitivan signal (protein SSB-L).

4.5. Rekloniranje gena ssb-/ u novi plazmidni vektor pET-15b

Zbog male biosinteze proteina SSB-L, odluceno je reklonirati gen ssb-/ u isti ekspresijski
vektor pET-15b iz drugog izvora. Gen ssb-/ rekloniran je zbog sumnje da je doslo do neke
mutacije u prvotnom vektoru koja je sprjecavala vecu biosintezu proteina. Genu ssb-I je u
prethodnim eksperimentima detektiran pravilan slijed nukleotida, a za novi ekspresijski vektor
pET-15b bilo je poznato da je dao visoke prinose proteina RecA u prijasnjim istrazivanjima

Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta Ruder Boskovic.

34



Heterologna ekspresija gena koji kodira za protein SSB-L iz bakterije Streptomyces coelicolor

4.5.1. Izolacija plazmida pET-15b-ssb-/ 1 pET-15b-recA

S novim ekspresijskim vektorom pET-15b koji je sadrzavao klonirani gen recA, te plazmidom
11 (izoliranim iz klona 11) s kojim je dobivena mala biosinteza proteina SSB-L u prethodnom
eksperimentu, transformirane su metodom elektroporacije (poglavlje 3.2.8.) kompetentne
stanice (poglavlje 3.2.7.) soja XL1-Blue bakterije E. coli. Za izolaciju oba plazmida, odabran
je po jedan porasli transformant s krute selektivne podloge LB s ampicilinom. Odabrane
kolonije nacijepljene su u 50 mL tekuce selektivne hranjive podloge LB s ampicilinom, a

plazmidi su izolirani metodom opisanom u poglavlju 3.2.4.3.

4.5.2. Restrikcijska razgradnja plazmida pET-15b-rec4 i pET-15b-ssb-1

Smjesa za restrikcijsku razgradnju plazmida pET-15b-rec4 konacnog volumena 40 pL
sadrzavala je: 20 puL prethodno izoliranog plazmida, restrikcijske endonukleaze Ncol 1 BamHI
s pripadaju¢im puferom, te redestiliranu vodu. Restrikcijska smjesa za razgradnju plazmida
pET-15b-ssh-/ istog konacnog volumena sadrzavala je: 25 uL plazmida izoliranog iz klona
11, iste restrikcijske endonukleaze s pripadaju¢im puferom, te redestiliranu vodu. UspjeSnost
restrikcijske razgradnje provjerena je elektroforezom na agarozom gelu (Slika 16), nakon
cega je pripremljen preparativni agarozni gel iz kojega su, metodom opisanom u poglavlju

3.2.4.1., izolirani linearizirani novi vektor i fragment s genom ssb-/.
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Slika 16. Razgradnja plazmida pET-15b-recA i pET-15b-ssb-/ pomocu restrikcijskih endonukleaza Ncol i

BamHI. Biljeg Mass Ruler DNA Ladder Mix oznacen je slovom "B", a posebno su oznaéeni fragmenti veli¢ina
6000 pb i 600 pb. Razgradeni plazmid pET-15b-ssb-/ oznaéen je s "1", razgradeni plazmid pET-15b-rec4 s "2",

a ne razgradeni plazmid pET-15b-ssb-/ s "3". Crvene strelice oznacavaju izolirane fragmente.

4.5.3. Ligacija novog pET-15b i gena ssb-/

Radi spajanja krajeva Zeljenih fragmenata pripravljena je ligacijska smjesa konacnog
volumena 13 pL koja je sadrzavala: linearizirani novi vektor pET-15b u koncentraciji od oko
4,6 ng/uL, gen ssb-I u koncentraciji od oko 2 ng/uL, te T4 DNA ligazu s pripadajué¢im

puferom. Ligacija je provedena pri 16 °C u trajanju od 4 sata.
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4.6. Transformacija soja bakterije E. coli

S prethodno pripremljenom ligacijskom smjesom transformirane su, metodom elektroporacije
(poglavlje 3.2.8.), kompetentne stanice (poglavlje 3.2.7.) soja XL1-Blue bakterije E. coli.
Nakon elektroporacije, transformirane stanice nacijepljene su na krutu selektivnu podlogu LB

s ampicilinom.

4.7. Analiza novih transformanata

4.7.1. 1zolacija plazmida iz odabranih transformanata

Odabrano je 14 transformanata, naraslih na krutoj selektivnoj podlozi LB s ampicilinom, iz
kojih su izolirani plazmidi metodom opisanom u poglavlju 3.2.4.3. Veli¢ine izoliranih
plazmida usporedene su sa plazmidom 11 (izoliranim iz klona 11), a analiza je izvrSena
elektroforezom na agaroznom gelu prikazanom na slici 17. Plazmidi su zbog razlika u veli€ini
podijeljeni u grupe, a po jedan predstavnik svake grupe uzet je za daljnju analizu. Za daljnju

analizu uzeti su plazmidi izolirani iz transformanata 2, 3, 8, 91 13.
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Slika 17. Usporedba veli¢ina plazmida izoliranih iz odabranih transformanata poraslih na selektivnoj krutoj

podlozi LB s ampicilinom. Plazmidi su oznaceni brojem transformanta iz kojeg su izolirani, a veli¢ine plazmida

usporedene su sa plazmidom izoliranim iz klona 11 (oznaka "pl. 11")

4.7.2. Restrikcijska analiza odabranih plazmida

Odabranih pet plazmida razgradeni su restrikcijskim endonukleazama Ncol 1 BamHI (Slika
18). Dobiveni fragmenti usporedeni su s odgovaraju¢im veli¢inama lineariziranog vektora
pET-15b 1 fragmenta s genom ssb-/. Zaklju¢eno je da plazmidi 3, 9 1 13 sadrze fragmente

odgovarajucih velicina.
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Slika 18. Restrikcijska analiza pet odabranih plazmida. Plazmidi su oznaceni brojem transformanta iz kojeg su
izolirani. Linearizirani vektor pET-15b oznacen je s "vek", a fragment s genom ssb-/ s "ins". Strelice oznacavaju

zeljene veli¢ine fragmenata.

4.8. Ekspresija gena ssb-I kloniranog u novi vektor pET-15b

4.8.1. Transformacija ekspresijskog soja bakterije E. coli i ekspresija gena ssb-/

Kompetentne stanice ekspresijskog soja BL21-Gold (DE3) bakterije E. coli transformirane su,
metodom elektroporacije (poglavlje 3.2.8.), s plazmidima 9 i 13. Transformirane stanice
nacijepljene su na krutu selektivnu podlogu LB s ampicilinom, te je odabran po jedan porasli
transformant za svaki koriSteni plazmid. Odabrani transformanti nacijepljeni su u tekucu
selektivhu podlogu LB s ampicilinom, a indukcija ekspresije gena ssb-/ provedena je

postupkom opisanim u poglavlju 3.2.11.
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4.8.2. Detekcija biosinteze proteina SSB-L pomoc¢u SDS-PAGE elektroforeze

Ucinkovitost biosinteze proteina SSB-L provjerena je SDS-PAGE elektroforezom opisanom u
poglavlju 3.2.12. PrimijeCena je biosinteza proteina SSB-L u obje kulture stanica,
ekspresijskog soja BL21-Gold (DE3) bakterije E. coli, transformiranih razli¢itim plazmidima
(Slika 19). U usporedbi s biosintezom proteina SSB-L u prethodnom eksperimentu s
plazmidom 11 (Slika 14), biosinteza je znatno veca s novim plazmidima. Vidljivo je da se
koli¢ina proteina SSB-L, prema ocekivanjima, povecava ovisno o proteklom vremenu nakon

dodavanja induktora IPTG-a u kulturu transformiranih stanica bakterije E. coli.

Ovim je dokazana pretpostavka da je doSlo do neke mutacije u plazmidu 11 (izoliranom iz
klona 11) koja je sprijecila vecu biosintezu proteina SSB-L. Znatno veca biosinteza proteina
SSB-L dobivena je s novim plazmidima konstruiranim rekloniranjem gena ssb-/ u plazmidni

vektor pET-15b iz drugog izvora.

plazmid 9 plazmid 13

B Oh 1h 2h 3h B Oh 1h 2h 3h

25 kDa
20 kDa

Slika 19. SDS-PAGE elektroforeza. Biljeg Precision Plus Protein Standard Unstained oznacen je slovom "B", a
posebno su oznaceni fragmenti veli¢ina 20 i 25 kDa. Biosinteza proteina SSB-L provedena je u ekspresijskom
soju BL21-Gold bakterije E. coli s plazmidima 9 i 13 izoliranim iz transformanata istih oznaka. Tijekom
ekspresije gena ssb-/ uzeta su Cetiri uzorka u vremenima Oh, 1h, 2h i 3h. Crvene strelice oznacavaju protein

SSB-L.
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5. Rasprava

Streptomiceti su bakterije kompleksne morfologije 1 zivotnog ciklusa, a njihova velika
vaznost u biotehnologiji potjece iz €injenice da imaju izuzetno veliki geneticki kapacitet za
proizvodnju antibiotika. Uz antibiotike, bakterije roda Streptomyces su 1 veliki izvor anti-
tumorskih agenasa, komercijalno vaznih enzima i bioaktivnih molekula, $to ih €ini vrlo bitnim
organizmima u temeljnim 1 primijenjenim istrazivanjima (Kumari 1 sur., 2006). Modelni

organizam roda Streptomyces je bakterija Streptomyces coelicolor A3(2).

Funkcija 1 strukturne karakteristike bakterijskog proteina SSB najbolje su istrazene na
modelnom proteinu SSB izoliranom iz bakterije E. coli (Meyer i Laine, 1990). Mnogo godina
se zna da je ovaj protein esencijalan za Zivot stanice i da tijekom razli¢itih procesa veze, 1
time $titi, jednolanc¢anu DNA. Novijim istrazivanjima dokazano je da proteini SSB ulaze i u
niz interakcija s enzmima vaznim u metabolizmu DNA, mijenjaju¢i im pritom aktivnosti.
Tako se pokazalo da je uloga proteina SSB puno kompleksnija nego $to se prije mislilo
(Shereda 1 sur., 2008). Ove nove spoznaje jo§ viSe su potaknule istraZivanja na proteinima
SSB iz razlicitih bakterija, na njihovim post-translacijskim modifikacijama, strukturama i
interakcijama. Ocekuje se da ¢e rezultati ovih istrazivanjima biti vazni za razumijevanje
temeljnih stani¢nih procesa, ali isto tako da ¢e dovesti do primjene. Kako je protein SSB
klju¢an za replikaciju DNA, odnosno stanicnu diobu, pretpostavljeno je da bi detaljno
razumijevanje post-translacijskih modifikacija (Mijakovi¢ 1 sur, 2006) 1 interakcija proteina
SSB s proteinima replikacijske vilice moglo dovesti do otkri¢a koja bi nam omogucila bolju
kontrolu ili inhibiciju bakterijskog rasta. Tako bi ove spoznaje mogle imati veliku primjenu u

inhibiciji rasta patogenih bakterija, odnosno u medicini.

U prethodnim istrazivanjima Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta Ruder BoSkovi¢
u Zagrebu, izoliran je protein SSB-L, dokazana je njegova post-translacijska modifikacija,
kloniran je gen, a nedavno je proteinu odredena i kristalna struktura. Izucavanje proteina SSB
iz streptomiceta mogu biti interesantna iz nekoliko razloga. Kao §to je prije napomenuto

streptomiceti su biotehnoloski vazni proizvodaci anti-mikrobnih supstanci, te je stoga i vazno
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izucavanje njihovih stanic¢nih procesa. Drugo, kristalna struktura proteina SSB-L iz bakterije
S. coelicolor A3(2) (Stefanié i sur., 2009) pokazala je izrazito veliku sli¢nost sa strukturom
proteina SSB iz patogenih bakterija roda Mycobacterium, pa ovaj protein moze biti dobar

model za istrazivanja koja bi u konacnici mogla imati i medicinsku primjenu.

Za potrebe dosadaSnjih istrazivanja 1 brzog prociS€avanja proteina SSB-L afinitetnom
kromatografijom, na protein je tehnikama genetickog inzenjerstva dodano 6 aminokiselinskih
ostataka histidina. Prije obavljeni rezultati pokazali su da ovi histidini ne sprje¢avaju stvaranje
homotetramera u bakterijskoj stanici, ni post-translacijsku modifikaciju (Mijakovi¢ i sur.,
2006; neobjavljeni rezultati Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta Ruder Boskovi¢).
Kako bi se usporedili afiniteti vezanja proteina SSB-L, sa i bez "His-tag-a", za jednolancanu
DNA, bilo je potrebno reklonirati gen ssb-I bez purifikacijskog biljega. Razumijevanje
procesa vezanja proteina SSB-L za jednolancanu DNA jedan je od koraka u studiji

funkcionalnosti ovog proteina.

Metodama opisanim u poglavlju rezultati, dobiven je plazmid pET-15b s pravilno kloniranim
genom ssh-I. Tim plazmidom transformirani su ekspresijski sojevi NM522 1 BL21-Gold
(DE3) bakterije E. coli, te je u njima provedena ekspresija gena ssb-I. UspjeSnost biosinteze
proteina SSB-L u ekspresijskim sojevima provjerena je SDS-PAGE -elektroforezom. 1z
rezultata elektroforeze, vidljivih na slici 14, nije bilo moguce odrediti da li je doSlo do
biosinteze Zeljenog proteina, te je iz tog razloga napravljena Western analiza. Western analiza
koriStena je iz razloga jer je jako osjetljiva metoda koja omogucava detekciju malih koli¢ina
proteina u stani¢nom lizatu. Rezultat analize, vidljiv na slici 15, jasno prikazuje prisutnost
proteina SSB-L, ali samo u soju BL21-Gold (DE3) bakterije E. coli, te u puno manjoj koli¢ini
nego $to je pri planiranju eksperimenta bilo ocekivano. Razlog zaSto je biosinteza primije¢ena
samo u ovom bakterijskom soju vjerojatno lezi u tome $to ovaj soj nema Lon ni OmpT
proteaze. Kloniranje je ponovljeno, te posto je dobiven identi¢ni rezultat iskljuene su
pogreske u metodama. Pretpostavljeno je da vektor pET-15b sadrzi mutaciju u promotorskoj
regiji koja onemogucava vecu biosintezu proteina SSB-L u heterolognom sustavu. Mutacije u
samom genu ssb-/ su iskljucene iz razloga Sto je tome genu prethodno odreden pravilan slijed

nukleotida. Takoder je isklju¢ena moguénost mutacije u slijedu nukleotida za koji se veze
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ribosom pri translaciji transkripta, posSto je prilikom sravnjivanja slijedova (poglavlje 4.3.4.)
ustanovljeno da je Shine-Dalgrano slijed nukleotida bio ispravan. S obzirom da je izolacija
pokazala kako prinos plazmida ne odstupa od uobiajenog, zakljuceno je da izvoriste
replikacije (ori) nije mutirano, te da je najvjerojatnije doSlo do mutacije u samoj promotorskoj
regiji. Radi provjere te pretpostavke, gen ssb-I rekloniran je u isti vektor pET-15b, ali iz
drugog izvora. Za ovaj vektor znalo se da je u prijaSnjim eksperimentima dao visoke prinose
proteina RecA, te se sa sigurnoS¢u moglo re¢i da je imao pravilni slijed nukleotida u
promotorskoj regiji. Iz dva izabrana transformanta s rekloniranim genom ssb-/, izolirani su
plazmidi 1 transformiran je ekspresijski soj BL21-Gold (DE3) bakterije E. coli. Biosinteza
proteina SSB-L provjerena je SDS-PAGE elektroforezom, a na slici 19 se jasno vidi da je
doSlo do znatne ekspresije. Koli¢ina proteina SSB-L oc¢ekivano je rasla svakim satom nakon
indukcije gena ssb-/ s IPTG-om. Dobiveni rezultat potvrdio je pretpostavku o mutaciji
promotorske regije prvotnog plazmida. Zbog nedostupnosti odgovaraju¢ih pocetnica, ta
tvrdnja nije mogla biti provjerena. S obzirom da je ipak i u prvom eksperimentu doslo do
biosinteze proteina SSB-L, ali u malim razmjerima, moZze se nagadati da je doSlo do tockaste
mutacije u promotorskoj regiji kojom je povecana konstanta disocijacije RNA polimeraze.
Enzim RNA polimeraze mora se ¢vrsto vezati za promotor kako bi doslo do transkripcije
zeljenog gena. Tockasta mutacija u sacuvanom slijedu promotorske regije mozda smanjuje
afinitet vezanja RNA polimeraze, te s time 1 koli¢inu transkripta, pa je iz tog razloga
biosinteza proteina SSB-L bila gotovo u tragovima. Spomenuta mutacija mogla je nastati
predugim izlaganjem plazmidne DNA UV zracenju tijekom izrezivanja fragmenata DNA za

ligacijsku smjesu ili pogreSkama u replikaciji plazmida tijekom uzgoja stanica za izolaciju.

Tijekom ovog rada postignut je krajnji cilj. Metodama genetickog inzenjerstva konstruiran je
rekombinantni plazmid koji se stabilno replicira 1 eksprimira u bakteriji E. coli. U nastavku
istrazivanja, iz odabranog klona dobivenog tijekom ovog rada izolirat ¢e se protein SSB-L, te
¢e se usporediti njegov afinitet vezanja za jednolanéanu DNA s prethodno izoliranim

proteinom koji sadrzava "His-tag".
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6. Zakljucci

e PCR reakcijom umnozen je fragment DNA s genom ssb-/.
e Gen ssb-/ uspjesno je kloniran u ekspresijski vektor pET-15b.

e Genu ssb-/ odreden je slijed nukleotida, a tocnost je provjerena sravnjivanjem sa
slijedom nukleotida gena koji se nalazi na kromosomu bakterije Streptomyces

coelicolor A3(2).

e S rekombinantnim plazmidom pET-15b transformirani su ekspresijski sojevi bakterije

E. coli.

e Biosinteza proteina SSB-L dobivena je u ekspresijskom soju BL21-Gold (DE3)
bakterije E. coli 1 potvrdena je SDS-PAGE elektroforezom.
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Sazetak

Dario Zrnec

Heterologna ekspresija gena koji kodira za protein SSB-L iz bakterije Streptomyces

coelicolor

Proteini SSB (engl. Single-Stranded DNA-Binding proteins) esencijalni su u replikaciji,
popravku 1 rekombinaciji DNA u svim organizmima. Nespecificnim 1 kooperativnim
vezanjem jednolan¢ane DNA proteini SSB sprjecavavaju stvaranje sekundarnih struktura koje
narusavaju procese DNA metabolizma, a ujedno i Stite jednolan¢anu DNA od nukleoliticke
razgradnje. Istrazivanja na proteinima SSB iz streptomiceta provode se ve¢ dugi niz godina u
Laboratoriju za molekularnu genetiku Instituta Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu. Za potrebe
dosadasnjeg istrazivanja koristili su se rekombinantni proteini SSB koji su na N-kraju imali
dodane aminokiselinske slijedove ("His-tag" i1 "TAP-tag") za lakSe prociS¢avanje na

afinitetnim kromatografskim kolonama.

Cilj ovog rada bio je klonirati "His-tag-om" neobiljeZeni gen ssb-/ iz bakterije S. coelicolor u
ekspresijski vektor pET-15b, te biosintetizirati Zeljeni protein u heterolognom domacinu,
bakteriji E. coli. Rezultati ovog rada omogucit ¢e ispitivanje utjecaja "His-tag-a" na

ucinkovitost vezanja proteina SSB-L za jednolan¢anu DNA.

Gen ssb- umnozen je metodom lancane reakcije polimerazom, kloniran pomocu restrikcijskih
endonukleaza Ncol 1 BamHI u plazmid pET-15b te mu je odreden slijed nukleotida. Indukcija
gena provedena je u ekspresijskim sojevima bakterije E. coli. Biosinteza proteina SSB-L
provjerena je elektroforezom ukupnog stani¢nog lizata u denaturiraju¢im uvjetima (SDS-

PAGE) te Western analizom.

Kljucne rijeci: bakterija Streptomyces coelicolor, bakterija E. coli, gen ssb-1, protein SSB-L,

ekspresija
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Summary

Dario Zrnec

Heterologous expression of the gene coding for SSB-L protein from Streptomyces

coelicolor

Single-Stranded DNA-Binding proteins (SSB proteins) are essential in DNA replication,
recombination and repair. Their non-specific and co-operative binding to single-stranded
DNA prevents formation of secondary structure and DNA degradation. Experiments on
Streptomyces bacteria have been conducted for many years in the Laboratory for Molecular
Genetics at Ruder Boskovi¢ Institute in Zagreb. For the purpose of previous research, the
SSB-L has been His- or TAP-tagged to facilitate protein purification applying affinity

columns.

The main aim of this work was to clone non-tagged ssb-I gene from S. coelicolor on to
expression vector pET-15b in order to produce SSB-L in heterologous host E. coli. The
results of this work will allow us to compare the efficiency of binding of SSB-L and SSB-L
His-tagged protein towards single-stranded DNA.

PCR reaction was used to amplify the ssb-/, gene was cloned using restriction enzymes Ncol i
BamHI into plasmid pET-15b and the sequence was determined. Heterologous expression was
performed in E. coli and the production of the SSB-L protein was examined with SDS-PAGE

and Western analysis.

Key words: Streptomyces coelicolor, E. coli, ssb-l gene, SSB-L protein, expression
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