SVEUCILISTE U ZAGREBU

PREHRAMBENO — BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

Nikolina Gardlo

PSEUDOPALINDROMI U DNA - UTJECAJ NA
STABILNOST GENOMA KVASCA Saccharomyces

cerevisiae

Zagreb, 2012.



Ovaj rad izrden je u Laboratoriju za biologiju i genetiku mikrganizama Zavoda za
biokemijsko inZenjerstvo pod vodstvom prof. dr. B@na-KreSimira Sveteca i predan je

na natjéaj za dodjelu Rektorove nagrade u akademskoj g@@ibi./2012.



POPIS KRATICA

5-FOA — 5-fluorooroténa kiselina €ngl. 5-fluoroorotic acid), koristi se za selekciju
stanica kvasca koje nemaju aktivne gex®A3 ili URAS

bla — gen za enzirfi-laktamazu, odgovoran za rezistenciju bakterijamizbiotik ampicilin
CYC1 - gen za citokrom c¢ ¥(gl. Cytochrome c 1)

DNA — deoksiribonukleinska kiselinangl. deoxyribonucleic acid)

DSB — dvolargani lom u molekuli DNA éngl. double-strand break)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselifengl. ethylenediaminetetraacetic acid)

kb — kilobaza

MRNA — glasntka ribonukleinska kiselinaegl. messenger deoxyribonucleic acid)

ori — bakterijsko ishodiste replikacije

pb — par baza

PCR - lartana reakcija polimerazorergl. polymerase chain reaction)

PEG — polietilenglikol (engl. polyethylen glycol)

SDS- natrij-dodecil sulfatdngl. sodium dodecyl sulfate)

SCE - sorbitol - natrijev citrat - EDTAeigl. sorbitol-sodium citrate-EDTA)

STE - SDS - Tris - EDTA

SSC- natrijev klorid - natrijev citratefgl. sodium chloride — sodium citrate)

TBE — Tris - borna kiselina - EDTAefigl. Tris-borate-EDTA buffer)

Tris — 3-hidroksimetil-aminometam{gl. tris(hydroxymethyl)aminomethane)

URA3 — gen koji kodira za enzim orotidin-5'-fosfat ddkaksilazu (jedan od enzima koji

sudjeuju u biosintezi uracila)
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1. Uvod

Ukupna koléina DNA koja se nalazi unutar Zive stanice orgaair je na #no odreeni
n&tin i naziva se genom. Unutar genoma, osobito eotskih organizama, mogu se razlikovati
pojedini informacijski, funkcionalni i strukturnilementi kao Sto su kodiraja i nekodirajda
DNA, geni i regulatorne regije, eukromatin i hetexmatin, ili ishodista replikacije, centromere
i telomere. Pri tome, svi genomi sadrze takozvamepljene sekvencije (ponovljenu DNA), a to
zn&i da se unutar genoma mogu nalaziti dvije ili Wé@ija jednog te istog slijeda nukleotida. S
obzirom na njihov m@usobni polozaj razlikuju se rasprSena i uzastoftiak@) ponavljanja.
Posebnu skupinu ponovljenih sekvencime bliska obrnuta ponavljanja a nazivaju se
palindromi (ili savrSeni palindromi) i pseudopalinchi (nesavrSeni palindromi). Po definiciji,
palindrom u molekuli DNA sastoji se od dva idénta obrnuta ponavljanja izrde kojih se ne
nalazi niti jedan par nukleotida. Za razliku od ipdioma, obrnuta ponavljanja unutar
pseudopalindroma ne moraju biti idént&, a mogu biti i razdvojena s jednim ili vise paro

baza (pb) prtemu se ova razdvajaja DNA naziva razmaknica{gl. spacer).

Postojanje palindroma i pseudopalindroma u genomimaa veliki bioloSki zna&aj. Kratke
palindrome duljine 4, 6 i 8 parova baza (pb) pre@pz enzimi restrikcijsko-modifikacijskog
sustava kojim se bakterije Stite od bakteriofagaosdo bakterijskih virusa (Bujnicki, 2001).
Posebno je zanimljivo da dutia palindromi i pseudopalindromi imaju dva dusobno
suprotstavljena utjecaja na zivu stanicu. Naimej sa cesto nalaze u promotorima,
terminatorima i ishodiStima replikacije te su nuza funkcioniranje genoma i zivot stanice
(Andersen i sur., 1992; Hiratsu i sur., 2000; Weliesur., 1985). Méutim, takaier je
ustanovljeno da dughki palindromi i pseudopalindromi predstavljaju iagmost za stabilnost
genettkog materijala. Naime, ove sekvencije u molekuli ANnogu tvoriti sekundarne
strukture (struktura ukosnice i krizne struktur€akve strukture ometaju replikaciju DNA Sto
moze dovesti do proklizavanja replikacijske viljgski dvolartanog loma u molekuli DNA
(Laech, 1994). Takter, postoje eksperimentalni dokazi koji ukazujupoatojanje proteina koji
specifécno prepoznaje palindromsku kriznu strukturu u DNAijepaju je uvodé@ dvolartani
lom. Dvolar¢ani lom u DNA je izuzetno opasno o&teje koje se nuzno mora popraviti kako bi
stanica prezivjela. Popravak dvotamog lomacesto uklj@uje preraspodijelu geneékiog
materijala kao Sto su delecije i translokacije,oanmoze uzrokovati nepoZeljnu promjenu u
fenotipu, odnosno razvoj bolesti. Kédvjeka je poznato nekoliko desetaka geikdti bolesti
uzrokovanih nestabilné8 genetitkog materijala uslijed prisutstva palindroma i
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pseudopalindroma. Primjerice, Emanuel sindrom pi@ra fizickim malformacijama i
mentalnom retardacijom uzrokovan je reciprom translokacijom, odnosno rekombinacijom

izmedu dvaju pseudopalindroma na kromosomima 11 i 2Z(viakaya Fenerci i sur., 2007).

Zbog svega navedenog redi da su palindromi i pseudopalindromi predmet gino
znanstvenih istrazivanja. Tako je ustanovljeno dd&ombinogenost odnosno gekikd
nestabilnost palindroma raste s njegovom duljinbisn{¢ i sur., 2009). Osim toga, razvijeni su i
racunalni bioinformatiki alati koji omoguduju pronalaZzenje savrSenih palindroma u nekom
genomu (Lisn i sur., 2005). Poznato je da nestabilnost psedihmjpama raste sa gho&u i
duljinom obrnutih ponavljanja, a opada s njihovodalienosu. Meiutim, nije t&no poznato
koja je udaljenost iznd®i odrelenih obrnutih ponavljanja potrebna kako bi pseutiogeom

postao genelki stabilan, a upravo se tim vaznim pitanjem baajoad.
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2. Opéi i specificni ciljevi rada

Dugatki palindromi i pseudopalindromi u molekuli DNA ifuavaznu ulogu u odvijanju
stantnih procesa jer séesto nalaze u ishodistima replikacije, promotorintarminatorima.
Medutim, ove sekvencije istovremeno predstaviljaju iaomwst za stabilnost gerdéig
materijala. Zbog toga su palindromi i pseudopalmagr predmet mnogih znanstvenih
istrazivanja. U sklopu toga, u prethodnim istragjiraa konstruiran je eksperimentalni sustav u
kvascu Saccharomyces cerevisiae u kojem je provedeno sustavno istrazivanje utgeadhjljine
palindroma na njegovu rekombinogenost (Léshsur., 2009), odnosno gen#dii nestabilnost.
Medutim, takvo sustavno istrazivanje pseudopalindralnasada joS nije provedeno. Stoga je
opti cilj ovoga rada zap®ti sustavno istraZivanje rekombinogenosti pseudupama u

eukariotskom genomu.

Speciféni cilj ovog rada je odrediti utjecaj duljine razkméce na rekombinogenost
pseudopalindroma, odnosno usporediti rekombinogepalkndroma i pseudopalindroma koji
sadrZe ista obrnuta ponavljanja. Konkretno, usjara je rekombinogenost palindroma ukupne
duljine 126 parova baza (svako ponavljanje dugge 63 parova baza) sa rekombinog€nos
pseudopalindroma koji sadrzi ista obrnuta ponajdjaali se izméu njih nalazi razmaknica
duljine 4, 8 i 10 parova baza (pb). Tako je ustanovljen i utjecaj razmaknice duljinegidova

baza izmédu dva obrnuta ponavljanja duljine 75 pb (ukupnagidalpalindroma 150 pb).

U svrhu ostvarenja navedenih ciljeva, metodama tg&ag inzenjerstva konstruiran je niz
sojeva kvasceaccharomyces cerevisiae koji na ta@&no odr@enom mjestu u genomu sadrze
odgovarajge  pseudopalindrome. Potom je rekombinogenost svakpgjedinog
pseudopalindroma odtena na temelju stope unutarkromosomske rekombaé&elkombinacije
»pop-out’). Naime, Sto je oddeni pseudopalindrom nestabilniji, eXe nastaje dvolamni lom
koji se u konstruiranim sojevima kvasca popravgkombinacijom ,pop-out®. Pri tome dolazi
do gubitka pseudopalindroma, ali i gddRAS, te se takvi rekombinanti mogu selekcionirati na
podlozi s 5-fluoroorotinom kiselinom. Na temelju cestalosti gubitka genaURA3
(rekombinacije ,pop-out®) uz pondgoratunalnog algoritma modge je izr&unati i stopu
rekombinacije (vjerojatnost rekombinacije ,pop-opd jednoj startnoj diobi), Sto je direktna

mjera za rekombinogenost pojedinih pseudopalindroma

Ovaj rad je dio sustavnog istrazivanja rekombin@gén bliskin obrnutih ponavljanja
(palindroma i pseudopalindroma), a dobiveni ekspentalni podaci bitée iskoriSteni za daljnji

razvoj postojéeg ra&unalnog programa za pronalazenje palindroma u sekwaranim
3
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genomima (Lisrd i sur., 2005). Naime, ovi eksperimentalni podatiogLtit ¢e da se svakom
palindromu i pseudopalindromu u sekvencioniranimageima, uklj@ujuci i ljudski genom,
pridruzi odgovarajdi rizik za genetiku stabilnost, a to bi moglo otvoriti nove ma@gosti u

istrazivanju genetkih poremeéaja potaknutih bliskim obrnutim ponavljanjima u miahli DNA.
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali

3.1.1.Mikroorganizmi

3.1.1.1. Bakterija Escherichia coli

U svrhu umnazanja dvolaanih plazmida upotrijebljena je bakteria coli soj DH%
genotipafhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginv44 &80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl
thi-1 hsdR17.

3.1.1.2. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

U ovom radu koriSteno je osam sojeva kvaSceerevisiae. Od toga sutetiri soja prethodno
konstruirana (FF-18-52, FF-OPO-114, FF-OPO-126-CH0-150), a&etiri soja su konstruirana
u ovom radu (FF-OP0O-126S4, FF-OP0O-126S8, FF-OP@&G1Q61 FF-OP0O-150S10 ). Postupak
konstrukcije opisan je u poglavlju 4.1.

Soj kvasca FF-18-52 genotip4ATa ade5 leu2-3,119 trpl-289 ura3-52 can® bio je polazni
soj za konstrukciju svih preostalih sojeva korigten ovom radu. Oni se od soja FF-18-52
razlikuju samo po strukturi lokugayC1 na kromosomu 10 (slika 1A). Naime, oni sadrzeelvij
istosmjerno ponovljene regije ge&'C1l izmedu kojih se nalazi plazmidna DNA koja sadrzi
gen URA3, a u njegovoj blizini nalazi se odgovar@jupalindrom (sojevi FF-OPO-114,
FF-OPO-126 i FF-OPO-150) ili pseudopalindrom (sbjeé¥-OPO-126S4, FF-OPO-126S8,
FF-OPO-126S10 i FF-OPO-150S10). Kao Sto je vidljwa slici 1B, ponavljanja unutar
palindroma i pseudopalindroma sastoje se od nizastaj koja prepoznaju restrikcijske
endonukleaze i1 koja su i koriStena prilikom regijgke analize pseudopalindroma u

konstruiranim sojevima.
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{__cver | FF-18-52 FF-OPO-114

FF-OPO-126

FF-OPO-150

URAS |——{ _ OYC1 P { FF-OPO-12654
FF-OPO-126S8

FF-OPO-126S10
FF-OPO-150S10

Slika 1A. Struktura lokus&YC1 na kromosomu 10 sojeva kvasca koriStenih u ovato.rRlavi kvadrat
predstavlja poloZzaj u kojem se nalazi pojedini q@dom ili pseudopalindrom. Pored svake strukture
lokusaCYC1 navedeno je i odgovardje ime kvasevog soja.

A FF-OPO-114
Kpn | Xba | Sph || Sphl Xba | Kpn |
Sac | Bam HI Pst | Pst | Bam HI Sac |
EcoRl  smal Sal | Hind 1l Sal | Smal EcoRI
FF-OPO-126S10
" FF-OPO-126S8
" FF-OPO-126S4
B FF-OPO-126
Eco RI Sma | Sal | Hind 111 Hind Il Sal | Sma | Eco RI
FF-OPO-150S10
C FF-OPO-150

Eco RI Sma | Sal | Hind Il Hind 11l Sal | Sma | Eco RI

Slika 1B. Palindromi i pseudopalindromi u sojevima kvascedtenim u ovom radu. Ponavljanja unutar
palindroma i pseudopalindroma se sastoje od mjksia prepoznaju restrikcijske endonukleaze, a
pseudopalindromi sadrZze i razmaknicu iZoneponavljanja. Prikazani su: palindrom duljine Jb4
(obrnuta ponavljanja duga 57 pkA), palindrom duljine 126 pb (ponavljanja duga 63, ple
pseudopalindromi sa istom duljinom ponavljanjaznnaknicama od 4, 8 i 10 pB), te palindrom duljine
150 pb (ponavljanja duga 75 pb), i pseudopalindsanistom duljinom ponavljanja i razmaknicom
duljine 10 pb C).
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3.1.2.Plazmidi

U ovom su radu koriSteni plazmidi pAB-126S4, pABGSE3, pAB-126S10 i pAB-150S10
(slika 2). Svi plazmidi sadrze kvss/e gendJRA3 i CYCL te sadrze ishodiste replikacijeri)
koje omogiuje njihovo umnozavanje u bakterli. coli. Bakterije transformirane plazmidom
rezistentne su na antibiotik ampicilin bédda plazmid sadrzi gen koji kodira palaktamazu
(bla). Plazmidi se m&usobno razlikuju samo u pseudopalindromima kopaajima nalaze. Na
plazmidima pAB-126S4, pAB-126S8 i pAB-126S10 nalaee pseudopalindromi koji sadrze
obrnuta ponavljanja duga 63 pb sa razmaknicam#tid, osam, odnosno od deset parova baza,
dok se u plazmidu pAB-150S10 nalazi pseudopalindkojn sadrzi obrnuta ponavljanja duga
75 pb sa razmaknicom od 10 pb. Struktura pojedgisdudopalindroma prikazana je na slici 1B.

- __—Xhol (856)
%
AB-12654 __—Xhol (1290)
PAB-
pAB-12658
pAB-126510
pAB-150S10

R-OPO

URR®

F-OPO

Slika 2. Plazmidi pAB126S4 (6636 pb), pAB26S8 (6640 pb), pAB26S10 (6642 pb) i pABR50S10
(6656 pb). Prikazana su restrikcijska mjesta relthea za ovaj rad (mjesta koja prepoznaje restekaij
endonuklezaXhol), te mjesta komplementarnog sparivanja&ginica R-OPO i F-OPO. Plazmidi se
meadiusobno razlikuju samo u pseudopalindromima (plagdkat ozn&en sa P¥ija je detaljna struktura
prikazana na slici 1B.

3.1.3.0ligonukleotidi

Oligonukleotidi F-OPO i R-OPO koriSteni su kao¢ptnice za latanu reakciju polimeraze
(poglavlje 3.2.6) kojom je umnozen dio DNA koji sadpseudopalindrome u sojevima kvasca
FF-OPO-126S4, FF-OPO-126S8, FF-OPO-126S10 i FF-O30310 kako bi se
pseudopalindromi mogli podvrgnuti restrikcijskojatimi. Paetnice su nabavljene ko8gma
Aldrich, Njemaika.
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Tablica 1. Koriteni oligonukleotidi i njihov redoslijed nldotida.

Oligonukleotid Redoslijed nukleotida u smjeru 5'-3' Tm(°C)
F-OPO GGTCCCGCCGCATCCATACCG 72,9
R-OPO TTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGC 77,3

3.1.4.Hranjive podloge i otopine

Sve podloge i otopine steriliziraju se u autokl2umin/121°C Kkkuvaju na sobnoj temperaturi
(osim ako nije napomenuto druga) ili se pripremaju iz sterilnih otopina i stiex@ deionizirane
vode. Krute podloge istog su sastava kao idekali sadrze 25 g/L agara koji se dodaje prije

sterilizacije.

3.1.4.1. Podloge za uzgoj bakterijeEscherichia coli

LB (kompletna podloga):

bacto-tripton 10,0 g/L
bacto-yeast extract 500g/L
NaCl 10,0 g/L

Podloga s ampicilinom:

Ampicilin se dodaje u sterilnu podlogu iz osnovnéopine sterilizirane filtracijom
(koncentracija 20 mg/mL) do ko#r@e koncentracije od 50 pg/mL za krutu podlogu (Keja
ohlaiena na 58°C), odnosno do kéna koncentracije od 100 pg/mL za télkypodlogu.

3.1.4.2. Podloge za uzgoj kvasc&accharomyces cerevisiae

YPD (kompletna podloga):

bacto-pepton 20,0 g/L
kva&ev ekstrakt 10,0 g/L
glukoza 20,0 g/L
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Minimalne krute selektivne podloge — bez arginunacila, leucina i histidina:

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

amonijev sulfat 500/L
glukoza 20,0 g/L
sorbitol 182,0 g/L
agar 25,0 g/L
smjesa aminokiselina i adenina ("drop-out powder”) 1,3g/L

Sastav smjese aminokiselina i adenina:

adenin 25¢g
L-asparaginska kiselina 6,09
L-glutaminska kiselina 6,09
L-lizin 189
L-metionin 129
L-fenilalanin 3,09
L-serin 22,5¢
L-treonin 12,09
L-triptofan 249
L-tirozin 1,89
L-valin 9,0g¢g

U izradi ovog rada koristena je podloga bez uradi@anjiva podloga komplementira se
dodatkom 8,3 mL uracila u jednu litru hranjive pogk. Sterilna koncentrirana otopina uracila
priprema se u koncentraciji 2,4 g/L.

Podloga s 5-fluoroorathom kiselinom

yeast nitrogen base

(bez aminokiselina i (NE2SOy) 1,7 g/lL
amonijev sulfat 5,0 g/L
glukoza 20 g/L
~drop-out powder* + 2.4 g uracila 7,25 g/L
5-fluoroorotiéna kiselina (5-FOA) 0,75 g/L
agar 20 g/L

5-FOA je termolabilna, te se ne smije autoklavirati dodavati u hranjivu podlogu topliju od
55°C.
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3.1.4.3. Otopine za izolaciju i pratis¢avanje DNA

Amonijev acetat (8 M):

Otopina se sterilizira filtracijomduva na 4°C.

Ampicilin (20 mg/mL):

Sterilizira se filtracijom Euva na 4°C.

EDTA (0,5 M; pH 8,0):

186,1 g EDTA-2HO otopi se u 80 mL destilirane vode, pH se podesgiatkom NaOH
(priblizno 2 g peleta) i dopuni destiliranom voddm 100 mL.

Glukoza (40 g/L):

Otopina se sterilizira na 0,5 bara nadtlaka.

GTE-pufer:
glukoza 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 25 mM

Priprema se iz sterilnih otopina neposredno pijetrebe.

Kalijev acetat (3 M):

KoriStena otopina je 3 M u odnosu na kalij i 5 Mdnosu na acetat, a pripravlja se tako
da se u 60 mL 5 M otopine kalijeva acetata dod& il ledene octene kiseline i 28,5

mL vode. Otopina se sterilizira filtracijontuva na 4°C.

Natrijev acetat (3 M):

24,6 g bezvodnog natrijeva acetata otopi se ulolasbtj vodi, pH se podesi dodatkom
ledene octene kiseline na vrijednost 5,2. Otopsaapuni destiliranom vodom do 100

mL, sterilizira icuva na 4°C.

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

Otopina se ne sterilizira. Priprema se neposredif@ypotrebe.
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RN-aza:

Ribonukleaza A otopi se u 10 mM Tris-HCI (pH 7,51% mM natrijevu kloridu do
konane koncentracije 10 mg/mL i zagrije 15 minuta uukiy vodenoj kupelji. Nakon
hladenja do sobne temperatuneva se na -20°C.

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

Priprema se iz sterilnih otopina.

Tris-HCI (1 M):
12,1 g Tris-a otopi se u 80 mL destilirane vodeijédnost pH podesi se dodatkom
koncentrirane HCI, nako¥ega se volumen otopine dopuni do 100 mL. Priblizoietine
kiseline za pojedine pH vrijednosti su:
pH 7,4 — 7,0 mL
pH 7,6 — 6,0 mL
pH 8,0 — 4,2 mL

SCE:
sorbitol 1,00 M
natrijev citrat 0,10 M
EDTA 0,06 M
Otopina se ne sterilizira.

STE:
SDS 5,0g/L
Tris-HCI (pH 8,0) 0,1 M
EDTA (pH 8,5) 0,05 M
Otopina se ne sterilizira.

Zimoliaza 20-T:

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

mL sterilnog glicerola koncentracije 400 g/Euva na -20°C.

11
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3.1.4.4. Otopine za gel-elektroforezu

TBE-pufer (10x):

Tris 108 g
borna kiselina 55¢
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 mL
destilirana voda do 1000 mL

Pufer za gel-elektroforezu priprema se u konceartam obliku i naknadno se raztjge

destiliranom vodom do Zeljene koncentracije. Stdija nije potrebna.

Agarozni gel:

Agarozni gel priprema se otapanjem agaroze u TBErpu(1x), koji je pripremljen
razrjgfivanjem TBE-pufera (10x). Koncentracija agarozeelugnoZze biti 7 — 20 g/L,
ovisno o potrebi.

Boja za nanoSenje uzorka:

brom-fenol-plavo 2,5¢9/L
ksilen-cijanol 2,5¢9/L
ficoll 400 250,0 g/L

Otopina se ne steriliziratuva pri 4°C.

Etidijev bromid:

Osnovna otopina priprema se u koncentraciji od @hmh, ne sterilizira seduva na 4°C
u tamnoj boci. Otopina za vizualizaciju DNA pripranse dodatkom 50 pL osnovne
otopine u 1 L destilirane vode i tader cuva u tamnoj boci.

3.1.4.5. Otopine za hibridizaciju DNA metodom po Southernu

Navedene otopine ne moraju biti sterilne.
Amonijev acetat (1 M):

Priprema se razrivanjem amonijeva acetata (8 M)

HCI (0,25 M)

NaOH (0,4 M)
12
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NaOH/amonijev acetat:

NaOH (0,5 M)

amonijev acetat (1,0 M)

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

destilirana voda

Otopina 2:

SSC (20x)
SDS (100 g/L)
destilirana voda

Otopina za prethibridizaciju:

Za 80 mL otopine:
SSC (20x)

smjesa za sprjavanje nespecifnih interakcija

(,blocking reagent®)

Na-sol N-laurilosarkozina (100 g/L)

SDS (100 g/L)

Otopina za hibridizaciju:

10 mL
1 mL
89 mL

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

20,0 mL
0,89

0,8 mL
160 pL

Ima isti sastav kao i otopina za prethibridizacgli sadrzi i 20 — 50 ng obiljezene DNA

(DNA-probu). Pripremljena otopina dobro se pronajesspremi na -20°C. Neposredno prije

koriStenja proba se odledi, zagrije do vrenja uinika u tim uvjetima 10 min, nakam®ga se brzo

ohladi u ledu.

Pufer 1

Tris-HCI (0,10 M; pH 7,5)

NaCl (0,15M)

13
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Pufer 2:

Priprema se otapanjem smjese za gpxjanje nespecifinih reakcija (,blocking reagent")

u puferu 1 do koncentracije od 10 g/L.

Pufer 3:
Tris-HCI (1 M; pH 9,7) 50 mL
natrijev klorid (5 M) 10 mL
magnezijev klorid (1 M) 25 mL

pH se podesi na vrijednost 9,5 dodatkom otopine. NGlumen otopine podesi se na 500

mL dopunjavanjem destiliranom vodom.

SSC (20x):
natrijev klorid (3,0 M)
natrijev citrat (0,3 M)

3.1.4.6. Otopine za transformaciju kva&evih stanica
Litij acetat (1M)

10,2 g litij acetata dihidrata otopi se u 100 mistidgane vode, te se sterilizira.

PEG 3350 (50 w/v)
50 g PEG-a 3550 otopi se u 100 mL destilirane vtase sterilizira.

Smjesa za transformaciju

PEG (50w/v) 240 pL
litij acetat 36 uL
sterilna destilirana voda 50 pL

14
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3.1.5.Kemikalije i enzimi

Agaroza:

Apsolutni etanol:

DNA bakteriofaga lambda:

EDTA:

Enzimi za cijepanje i modifikaciju DNA:

Etidijev bromid:

Izopropanol:

Sastojci hranjivih podloga:

Komplet kemikalija za izolaciju DNA iz
gela:
Komplet kemikalija za hibridizaciju

DNA metodom po Southernu:

PEG:

Ribonukleaza A:

Tris: Tris Ultra Pure

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

Kemikalije za pripremu ostalih otopina:

Appligene, Strassbourg.
Novokem, Zagreb.

New England Biolabs, Beverly.
Kemika, Zagreb.

New England Biolabs, Beverly,
Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim,

Amersham Biosciences, San Francisco.
Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim.

Alkaloid, Skopje.

Difco, Detroit

Merck, Darmstadt.

Sgma Chemical Co., St. Louis.

QIAGEN, Hilden.

Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim.

Appligene, Strasbourg.

Sgma Chemical Co., St. Louis.

Sgma Chemical Co., St. Louis.
Seikugaku Kogyo Co., Tokyo.

Sgma Chemical Co., St. Louis,

Kemika, Zagreb,

Alkaloid, Skopje.
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3.2. Metode

3.2.1.1zolacija plazmida iz velikog volumena bakterijskekulture

Bakterija E. coli uzgojena preko @ u 500 mL tekde hranjive podlogeentrifugira se 10
minuta na 5000 okretaja/min, te se talog resuspendil0 mL GTE pufera. Zatim se doda
20 mL svjeze pripremljenog NaOH/SDS (0,2 M), profajese okretanjem i inkubira 10 minuta
na sobnoj temperaturi. Nakon toga, doda se 15 nilijevang acetata (3 M), inkubira 20 minuta
pri -20°C te centrifugira 30 minuta na 13000 okegtain. Supernatant se prebaci u novu kivetu
I ponovno centrifugira pri istim uvjetima, prelige u novu kivetu, odredi mu se volumen i
pomijeSa sa 0,6 volumena izopropanola. Nakon ingjd415 minta pri sobnoj temperaturi),
centrifugira se 20 minuta na 15000 okretaja/mmsé supernatant odbaci, a talog osusi i zatim
otopi u TE puferu (pH 8). Zatim se provede postutskZzenja DNA amonijevim acetatom i

etanolom.

3.2.2.1zolacija genomske DNA iz kvascé. cerevisiae

Za izolaciju kvageve DNA koriStena je metoda koju su opisali Winstsar. (1983). Stanice
se uzgoje do stacionarne faze u 4 mL éekypodloge te se centrifugiraju 5 min pri
3000 okretaja/min, isperu dva puta u vodi, a zatinotopini SCE. Nakon toga se resuspendiraju
u 180 pL otopine SCE. Doda se 20 pL enzima zimeliammkoncega se suspenzija inkubira
1 h/37°C. Zatim se doda 800 pL otopine STE, susjzese promijeSa okretanjem, inkubira na
20 min/70°C, ohladi na 4°C, a potom se u nju dod@ |2L KAc (5,0 M, pH 4,8). Otopina se
inkubira u ledu najmanje 2 sata ili preko¢hdcSlijedi centrifugiranje 20 min/12000 mird°C.
Supernatantu volumena 970 pL doda se 630 puL izepap, otopina se promijeSa i centrifugira
20 min/12000 mii/4°C. Dobiveni talog se osusi i otopi u 300 pL T&#eva, uz dodatak 1 pL

RNA-aze. Zatim se provede postupak talozenja DNArdjavim acetatom i etanolom.
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3.2.3.Talozenje DNA amonijevim acetatom i etanolom

Odretenom volumenu otopine DNA doda se 1/3 volumena gmanacetata (8,0 M) i 8/3
volumena apsolutnog etanola. Centrifugira se 20 pnirL 1000 mift na 4°C. Osu$eni talog se
otopi u 50 pL sterilne deionizirane vode ili TE etd, nakontega se otopina DNA inkubira
20 min/70°C.

3.2.4.Elektroforeza u agaroznom gelu

Otopljen agarozni gel ohdan na oko 50°C izlije se u nd@sgela na koji je postavljetesal;
za formiranje jazica. Nakon 5to se gel skrutneahigela se postavi u kadicu za elektroforezu. U
nju se ulije TBE (1x) pufer tako da sloj puferaadngela bude visok oko 1 mm. Iz gela se izvadi
¢eSalj. Uzorci DNA se pomijeSaju s bojom za nanaSemgoraka u omjeru 6:1 i unesu
mikropipetom u jazice na gelu. Elektroforeza se&et@g provodi pri naponu od 60 V u vremenu
1 — 4 h (ovisno o koncentraciji agaroze u gelulidha analiziranih fragmenata DNA). Iznimka
su sl&ajevi u kojima se gel-elektroforeza provodi kakose nakon razdvajanja fragmenata
DNA odreieni fragment izolirao iz gela. U tom ghju postupak se provodi pri naponu 10 — 40
V kroz 10 — 16 h. Po zavrSetku elektroforeze, gelirkkubira u otopini etidij-bromida 15 —
20 min na tamnom mjestu, nakdéega se osvijetli UV svjetlom na transiluminatonpioi potrebi
fotografira kroz crveni filtar. Gel-elektroforezargvodila se u elektroforetskim kadicama
proizvaiaca BioRad, Hercules.

3.2.5.Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima

Restrikcijski enzimi koriSteni su prema uputamaiprodaca (New England Biolabs, Beverly,

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim iIGE Healthcare Biosciences, New Jersey).
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3.2.6.Umnazanje DNA lantanom reakcijom polimerazom (PCR)

In vitro amplifikacija zeljenih sekvenci DNA provedena jetodom koju su predlozili Mullis
I sur (1986.). Za reakciju su potrebne dvije oligkleotidne poetnice komplementarne
krajevima fragmenta DNA koji se umnozava, deoksmiikleozid-fosfati (dATP, sGTP, dCTP,
dTTP) u jednakim koncentracijama, termoreziste@hBA polimeraza (Taq DNA polimeraza) i
odgovarajdi pufer. Prije dodavanja DNA polimeraze, kalup D& denaturira 5min/94°C.

Reakcija sinteze ponavlja se 30 puta, a jedan<ilteze sastoji se od tri koraka:
1) Denaturacija kalupa DNA (94°C)
2) Sparivanje péetnica s kalupom (40-60°C)
3) Sinteza DNA (72°C)

Temperatura sparivanja g&tnica ovisi 0 njihovoj duljini i o udjelu pojedimibaza. Za
amplifikaciju regije koja sadrzi pseudopalindrome amjevima kvasca FF-OPO-126S54,
FF-OPO-126S8 i FF-OPO-150S10, te u kontrolnim sojav FF-OPO-114, FF-OPO-126 i
FF-OPO-150 koristene su g&inice F-OPO i R-OPO navedene u poglavlju 3.1.JaDeacija
kalupa DNA u pojedinom ciklusu trajala je 30 sekiysgarivanje péetnica s kalupom odvijalo
se 15sec/64°C, a sinteza DNA u pojedinom ciklugjal® je 30 sekundi. U zadnjem ciklusu
reakcije, sinteza DNA se odvijala 10 minuta. Reakamnozavanja DNA fragmenta provedena

je u ureiaju Mastercycler personal, proizvadaca Eppendorf .

3.2.7.Metoda hibridizacije po Southernu

Hibridizacija DNA metodom po Southernu proveden&geastenjem kompleta kemikalija za
neradioaktivno obiljezavanje i otkrivanje homologB®&A prema uputama proizdeta uz
manje modifikacije (Gjuré¢ i Zgaga, 1996). Cilj metode jest detektirati fraggrh DNA
komplementaran oztianoj DNA-probi nakon Sto se provede prijenos fragate DNA s gela na
membranu. DNA-probdine molekule DNA u koje je tijekonmn vitro sinteze komplementarnog
lanca ugrden digoksigeninom obiljezen deoksiuridin-trifosf@dUTP). Nakon hibridizacije
probe s komplementarnim fragmentima DNA vezanimamembranu, detekcija se ostvaruje

enzimskom aktivn@d alkalne fosfataze fuzionirane sa dUTP-antitijelddavedene kadine

18



MATERIJALI | METODE

pufera koriStene tijekom posthibridizacijskog ispija i vizualizacije primjenjive su za
membrane povrsine 100 énBva ispiranja, osim ukoliko je navedeno dutiiga odvijaju se pri

sobnoj temperaturi uz lagano protresanje.

3.2.7.1. Prijenos DNA na membranu

Nakon provedene gel-elektroforeze i vizualizacijgAu otopini etidij-bromida, agarozni gel
inkubira se 20 min u otopini HCI (0,25 M). Slijediratko ispiranje u destiliranoj vodi i
inkubacija u otopini NaOH/amonijev acetat u trajaoko 20 min. Prijenos na membranu odvija
se 1 — 2 h u udaju za prijenos vakuumonGE Healthcare Biosciences, New Jersey) uz podtlak
od 15 kPa, pricemu je gel uronjen u otopinu NaOH (0,4 M). Nakorvrzanog prijenosa
membrana se ispire u amonijevu acetatu (1 M), ienzakubira 20 min/120°C.

3.2.7.2. Predhibridizacija i hibridizacija

Prethibridizacija se provodi inkubacijom 2 — 3 gaia68°C uz lagano protresanje u zataljenoj
plastinoj vretici. Na 1 cnf membrane koristi se 0,5 mL otopine za prethibadij. Idui korak
je inkubacija membrane u otopini za hibridizacyurajanju od 18 h (preko a9 tijekom koje se
koriste isti uvjeti inkubacije koriSteni u korakurephibridizacije. Volumen otopine za

hibridizaciju iznosi 10 - 20% koriStenog volumertapne za prethibridizaciju.

3.2.7.3. Posthibridizacijsko ispiranje

Nakon zavrSene hibridizacije membrana se dva @pre s po 50 mL otopine A pri sobnoj
temperaturi u trajanju od 10 min, uz lagano pratngs, a zatim joS dva puta po 15 min s po

25 mL otopine B pri temperaturi od 68°C.

3.2.7.4. Detekcija

U sklopu provdenja imunolosSke detekcije membrana se ispire redaiko u 100 mL

pufera 1, 1 h u 100 mL pufera 2, 30 min u zataljgrlasticnoj vredici sa 20 mL pufera 2 (u

19



MATERIJALI | METODE

kojem se nalazi 4 uL kompleksa antitijela i alkafosfataze), dva puta po 15 min u 100 mL
pufera 1 i kratko u puferu 3. U idem koraku membrana se zatali u pkasiivreticu sa 10 mL
pufera 3 uz dodatak 35 pL X-fosfata (5-brom-4-kiadelil-fosfat) i 45 uL NBT-a (nitrozo-
plavi-tetrazolij) te se inkubira u mraku na temperiaod 37°C do pojave tamno obojenih vrpci
(20 min do 24 h). Nakon zaustavljanja reakcije reagiem membrane u destiliranoj vodi,

membrana se osusi na zraku.

3.2.8. Transformacija kvasca metodom poméu litij acetata

Za transformaciju kvasca koriStena je metoda pamldij acetata koju su opisali Gietz i
Schiestl (2007), ali bez dodavanja ,carrier DNAvd§acSaccharomyces cerevisiae uzgaja se
do gustée stanica 2-3x10st/mL. 100 mL kulture se zatim centrifugira 5 mi@m na
3000 okretaja/min pri sobnoj temperaturi. Talogisgeere u vodi i zatim resuspendira u 1 mL
vode i centrifugira 5 min/3000mih Supernatant se ukloni, a talog se resuspendiadiitako
da ukupni volumen bude 1 mL. Dobivena suspenzijeagdijeli u nove Eppendorf mikrotube,
po 100 pL u svaku nakatega se centrifugira 5 min/3000rinSupernatant se ukloni, a na pelet
stanica se doda 34 pL plazmidne DNA i 326 pL smpsdransformaciju (poglavlje 3.1.4.6).
Sve zajedno se dobro vorteksira i inkubira 40 man 42°C. Nakon zavrSene inkubacije
centrifugira se 5 min pri 3000 okretaja/min. Sup¢ant se ukloni, a pelet stanica se resuspendira
u 150 pL vode i nacijepi na dvije odgovarggiselektivne podloge.

3.2.9.0dredivanje stope ,pop-out” rekombinacije

Odabrani soj kvasca nacijepi se u 2 mL filtrirareamiijski definirane podloge bez uracila i
inkubira na tresilici pri 175 rpm 48 sati na 28Nakon inkubacije iz ove suspenzije pripremi se
cetvrto decimalno razrienje u filtriranoj kompletnoj kemijski definiranopodlozi. 20
pojedin&nih kultura ¢etvrtog decimalnog razgienja volumena 25 pL stavi se u Eppendorf
mikrotube te se inkubiraju 48 sati na 28°C pri 1@. Radi odréivanja ukupnog broja stanica
u predkuluturi, sa istim volumenom nacijepi sest3e@mpletnih krutih hranjivih podloga, a radi
kontrole broja stanica u kojima se dogodila rekarabija ,pop-out u predkulturi nacijepe se
dvije 5-FOA plae. Kad je inkubacija zavrSena, svakoj zasebnojeasp stanica doda se

975 L filtrirane kompletne kemijski definirane poge. Po 1/20 ili 1/10 volumena 15 zasebnih
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kultura nacjepi se na 5-FOA e radi odrdivanja broja kva&vih stanica koje su izgubile gen
URA3 zbog ,pop-out” rekombinacije. Od preostalih 5 kultura pripremi tsete decimalno
razrjgienje te se po 50 pL svake kulture nacijepi na 5@etnih krutih hranjivih podloga radi

odredivanja ukupnog broja Zivih stanica.

Nakon prebrojavanja kolonija stopa ,pop-outtkombinacije, te odgovardju 99%-tni
intervali pouzdanosti izeanaju se metodom najée vjerojatnosti (Lea i Culson, 1949) koriste

paket za statistku analizu tezultata testa fluktuacije Salvadorgiady 2005).

21



REZULTATI

4. Rezultati

Tema istrazivanja provedenog u ovom radu je gé&keeti nestabilnost, odnosno
rekombinogenost pseudopalindroma u molekuli DNA.o Kaodelni organizam koriSten je
kvasac Saccharomyces cerevisiae, a eksperimentalni pristup osnivao se na didemju
(mjerenju) genetke nestabilnosti, odnosn@estalosti rekombinacije u definiranom bioloskom
sustavu. Stoga je u ovom radu konstruiran ekspéaimesustav (poglavlje 4.1.), odnosno niz
sojeva kvasac&. cerevisiae koji na tano odreéienom mjestu u genomu sadrze odgova&@eaju
pseudoplindrome. Postupak konstrukcije eksperinh@htaojeva obuhwso je transformaciju
ishodnog soja odgovardjmn plazmidima i detaljnu molekularnu analizu doliire
transformanata, a u svrhu odireanja rekombinogenosti pseudopalindroma, svi koirstni

sojevi podvrgnuti su testu gende stabilnosti (poglavlje 4.2.)

4.1. Eksperimentalni sustav

Eksperimentalni sustav osniva se na sojevima kv&aceharomyces cerevisiae (poglavlje
3.1.1.2.) koji omogéavaju precizno, a istovremeno relativno brzo i fstavno odrdéivanje
rekombinogenosti palindroma i pseudopalindroma kagatskom genomu. Primjena ovog
eksperimentalnog sustava u svrhu ddranja rekombinogenosti pseudopalindroma prikagana
u poglaviju 4.2.

U ovom radu, metodama gerdétdg inZenjerstva, konstruirana setiri soja kvasca koji
sadrze pseudopalindrome (slika 1), a to obthvé&ransformaciju ishodnog soja kvasca
odgovarajdim plazmidima (opisano u poglavlju 4.1.1.) i detalj molekularnu analizu
transformanata u svrhu odabira i potvrde konstjakwilgovarajteg soja (poglavlje 4.1.2.).

4.1.1. Transformacija kvasca

U ovom radu konstruirana stetiri soja kvasaca i to FF-OPO-126S4, FF-OPO-126S8,
FF-OPO-126S10 i FF-OPO-150S10 koji su detaljnoapis poglavlju 3.1.1.2., a karakterizira
ih struktura lokusa&YC1 prikazana na slici 1. Naime sojevi FF-OPO-126340P0-126S8 |
FF-OPO-126S10 sadrze pseudopalindrome sa obrnutimavpanjima duzine 63 pb izrde
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kojih se nalazi razmaknica duga 4, 8 i 10 pb, dgkFs-OP0O-150S10 sadrzi pseudopalindrom

sa obrnutim ponavljanjima duZzine 75 pb izinéojih se nalazi razmaknica duga 10 pb.

Prvi korak u konstrukciji navedenih sojeva je tfansacija ishodnog soja kvasca FF-18-52
odgovarajdim plazmidima (pAB-126S4, pAB-126S8, pAB-126S10AB3150S10) opisanim u
poglavlju 3.1.2. i prikazanim na slici 2. Ovi plazh prije transformacije pocijepani su
restrikcijskom endonukleazodhol ¢ime se stimulira njihova ugradnja u IokGY¥C1 (slika 3).
Ovakvom ciljanom ugradnjom plazmida nastaje stntiokusaCYCL koja je prikazana na

slici 1 (poglavlje 3.1.1.2.).

c @
X
{ cYc —_—
—_ oYc | [P} { URA3 — o  —

Slika 3. Ciljana ugradnja plazmida u k& genom pricemu nastaje Zeljena struktura lokuSéC1.
Plavi kvadrat ozngen sa P predstavlja poloZaj na kojem se nalazidogmlindrom.

Budwi da ishodni soj kvasca (FF-18-52) ne sadrzi funkalni genURA3 nego se on nalazi
na plazmidu, transformanti su selekcionirani kaacikprototrofi (fenotip Urd na hranijivoj
podlozi bez uracila. Miutim, ovako selekcionirani transformanti ne monajizno imati zeljenu
strukturu lokusaCYC1. Naime, ¢esto se dogta da se u ciljnu regiju (u ovom ghju regija
CYC1) ugradi viSe molekula plazmida, a mégye i da se plazmid ugradi u neko drugo mjesto u
genomu. Zbog toga je, u cilju pronalaska odgovéeguransformanta, provedena molekularna

analiza hibridizacijom DNA metodom po Southetiijusu rezultati prikazani u poglavlju
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4.1.2.Molekularna analiza strukture lokusa CYC1

Molekularna analiza transformanata metodom hibaiciig DNA po Southernu (poglavlje
3.2.7.) provedena je u svrhu pronalazenja sojevatrs&turom lokusaCYC1 prikazanom na
slici4. U tu svrhu DNA transformanata pocijepamagnzimomXbal koji cijepa plazmide
pAB-126S4, pAB-126S8, pAB-126S10 i pAB-150S10 unufaseudopalindroma, a kao
neradioaktivha proba koristen je gé€iYCl. Restrikcijska mapa lokugaYC1 za sojeve kvasca
kod kojih je doSlo do jednostruke ili viSestrukeegracije plazmida u homologni lokus, te za
ishodni netransformirani soj kvasca prikazana jesha 4. Iz rezultata molekularne analize
(slika 5) vidljivo je da su kod svih transformanadasutni signali velline 9,4 i 4,3 kb Sto i
odgovara oekivanju za jednostruku integraciju plazmida u htognoi lokus. Kod nekih
transformanata (9 i 14) vidljiva je dodatna vrpadidme 6,6 kb Sto odgovara véhi plazmida
kojim je kvasac transformiran, Sto znaa je u tim sldajevima doSlo do viSestruke integracije
plazmida. Prikazani su rezultati molekularne amalia sojeve dobivene transformacijom soja
FF18-52 sa plazmidima pAB-126S4, pAB-126S8 i pAB-150S4.@nalogna analiza provedena
je i za sojeve dobivene transformacijom sa plazmi@éB-126S10 (slika nije prikazana).

7,1 kb

A X:ba | X:ba | X
cyct
L= 1

44Kb 9,4 kb
B X:ba I XbaI | )I(ba I XLa ]

cvet [B}—{ uras }— cver p——-—~—1

4,4 kb 6,6 kb 9,4 kb

1T
Xba | Xba | Xball >I(ba | Xba |

c leal X
cver [B}—{ Uras |— cver —JB—{ UrAs }— cvor oI~

Slika 4. Restrikcijska mapa lokus@YC1 netransformiranog soja kvasca)( soja kvasca kod kojeg je
doslo do jednostruke integracije plazmi@3, (te soja kvasca kod kojeg je doSlo do viSestintegracije
plazmida C).

24



REZULTATI

FF-18-52 transformiran sa:

o
w2 PAB126-54 PAB126-58 pAB150-S10
MET 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12* 13 14 15 (16 17 18;
23,1 kb—h
9,4 kb —— . — [em— — — —— — — — s — 9.4 kb
6,6 kb —— S 28 —
4,4 kb—— — — S (eSp—— N S —— 4.3 kb

2,3kb —
2,0 kb —

Slika 5. Molekularna analiza transformanata dobivenih fi@mnsacijom kvascaS. cerevisiae, SoOj
FF-18-52 sa lineariziranim plazmidima pAR6S4, pAB126S8 i pAB150S10. Kromosomska DNA
pocijepana je sa enzimonxbal, te hibridizirana s neradioaktivho obiljezenim ngen CYCL.
M: MHindlll, FF-18-52 — ishodni soj,linije 1-8: sojevi dobiveni transformacijom sa plazmidom
pAB-126S4 linije 9-15: sojevi dobiveni transformacijom sa plazmidom pABG6S8 linije 16-18: sojevi
dobiveni transformacijom sa plazmidom pAB0S10. Zvjedicama su ozmi transformanti koji su
koriSteni za daljnju molekularnu analizu i karaktaciju.

Na temelju rezultata molekularne analize odabraniransformanti koji imaju odgovaraju

strukturu lokus&YC1 te su podvrgnuti daljnjoj molekularnoj analizi (pavlje 4.1.3.).

4.1.3.Molekularna analiza pseudopalindroma u konstruiranim sojevima

Na temelju rezultata molekularne analize prikazanprethodnom poglavlju odabrani su
transformanti koji imaju Zeljenu strukturu loku€y¥C1 ali tom analizom nije potdena i
oc¢uvanost pseudopalindroma. Zbog toga je provededatda analiza odabranih sojeva s ciljem
da se provjeri da li su pseudopalindromi ostaliragpjenjeni tijekom umnazanja plazmida u

bakteriji E. coli kao i tijekom transformacije kvasca i replikadj@sevog genoma.

Budwi da pseudopalindromi u sojevima kvasca sadrZzeikegtka mjesta zaditav niz
endonukleaza (poglavlje 3.1.1.2., slika 1B), njiaostuvanost provjerena je restrikcijskom

analizom. U tu svrhu, najprije je dio genoma kvakof sadrzi pseudopalindrom umnozen
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PCR-om poméu pcaietnica R-OPO i F-OPO (poglavlje 3.1.3.). Osim wesopa konstruiranim

u ovom radu (FF-OP0O-126S4, FF-OP0-126S8, FF-OPG126FF-OP0O-150S10), umnozZen je
i dio DNA u sojevima FF-OPO-114, FF-OPO-126 i FFEP50 koji se sadrze palindrome
(struktura palindroma prikazana je na slici 1B wlpeolju 3.1.1.2.), a koji su koriSteni za
kontrolu prilikom molekularne analize pseudopaloma. UspjeSnost umnazanja provjerena je
gel elektroforezom. Kao Sto je vidljivo sa slikeutnnazanje DNA bilo je uspjesno, adasobni

odnos veltine svih fragmenata u skladu je &&ivanim.

o
<t ~—
2] (%))
[(e] ©
N AN
“ Y
o O
o o
e S
L L
L L

FF-OP0-126S8
FF-OPO-150S10
FF-OPO-114
FF-OP0O-150
FF-OPO-126

0,5kb 0,5 kb

Slika 6. Gel elektroforeza fragmenata DNA koji sadrze psg@atindrome i palindrome umnoZenih iz
sojeva kvasca FF-OPO-126S4 (593 pb), FF-OPO-126587 (fb), FF-OPO-126S10 (599 pb),
FF-OPO-150S10 (623 pb), FF-OPO-114 (577 pb), FBQP6 (589 pb) i FF-OPO-150 (613 pb).
Oc¢ekivane veltine umnoZenih fragmenata prikazane su u zagradaneal paziva soja.

Svi fragmenti umnoZeni PCR-om podvrgnuti su restiyskoj analizi pricemu su koristeni svi
restrikcijski enzimi prikazani na slici 1B u poglav3.1.1.2. Na slici 7 prikazani su rezultati
restrikcijske analize pseudopalindroma u soju FFAR6S8, a na isti & su analizirani i

pseudopalindromi u svim drugim konstruiranim sajeai(slika nije prikazana).
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A roro
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Fragmenti A Fragmenti B Fragmenti C
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Fragmenti A
(309 — 360 pb)

Fragmenti C
(170 — 221 pb)

Ocekivane veli¢ine fragmenata A: 309, 319, 325, 327, 330, 336, 342, 352, 358 i 360 pb
Ocekivane veli¢ine fragmenata C: 170, 172, 178, 184, 191, 197, 203, 205, 211 i 221 pb

Slika 7. Restrikcijska analiza pseudopalindroma u soju ¢ads--OP0O-126S8. Na shematskom prikazu
umnoZenog fragmenta DNA prikazana su restrikcijsi@sta koja su koriStena u anali&)( Fragment je
pocijepan sa svakom od prikazanih restrikcijskild@iukleaza te je provedena gel elektroforeza u
3%-tnom agaroznom gelu. Cijepanjem sa svakim pojgdenzimom nastaju tri fragmenta — A, B i C, ali
na gelu su vidljiva samo dvaéaefragmenta A i Gije su @ekivane veltiine prikazane ispod gel8Y.

Kao Sto je vidljivo sa slike 7, pseudopalindromuggpjesno pocijepan sa svim restrikcijskim
endonukleazama, Sto Ziaa su sva mjesta prepoznavanja restrikcijskinneaziuvana, tj. da

nije doslo do promijene u sekvenciji ponavljanjaitan pseudopalindroma.

Medutim, ova analiza ne potmje prisutnost odgovarajin razmaknica u
pseudopalindromima koje se nalaze u najmanjim feagima (fragmentima B) nastalim
cijepanjem. Da bi se prisutnost razmaknice éeine duzine mogla utvrditi potrebno je veiu
srediSnjih fragmenata B koji nastaju cijepanjemupgpalindroma odrenim restrikcijskim
enzimom usporediti s srediSnjim fragmentima kojstagu cijepanjem palindroma (kontrolni
sojevi) istim enzimom. Razlika u veéini predstavlja duzinu razmaknice. Talew je potrebno i
medusobno usporediti veéline fragmenata nastalih cijepanjem pseudopalindremeazkitim

duzinama razmaknice. Za ovu restrikcijsku analidabwani su restrikcijski enzindacl i EcoRl,
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a shematski prikaz¢ekivanih fragmenata, te provedena gel elektrofote4&-tnom agaroznom

gelu prikazana je na slici 8.

A Konstruirani sojevi: B
FF-OPO-12654 ~
sgel 106 pb Sael E E o E Vg)
225553 3
FF-OPO-126S8 e % d 28 2
Sfcl 110pb Salcl % % <t O (=3 (=] g
SRS R R
FF-OPO-150S10 R A
Sacl 1 Sacl o O Q O' O' o O.
L 36 pb ] [ DR R S TR S F < D S
[T 59 59 [S TR =

Kontrolni sojevi:

138 pb
FF-OPO-114 136 pb
Sacl 90 pb Sacl 126 pb

— X ———  FF-OPO-126

skol 102 pb szl

L i 102 pb

X ———  FF-OPO-150

S:ac | 126 pb Sa:c |
Ecc|> RI 138 pb Eclo RI

Slika 8. Provjera sredi$njeg dijela pseudopalindroma u tkkainanim sojevima. Na shematskom prikazu
fragmenata DNA A) vidlive su aekivane veltine fragmenata nakon cijepanja aikrih
pseudopalindroma enzimoi®ecl, odnosnoEcoRI. Na rezultatima gel-elektroforez®)( prikazani su
samo sredisnji fragmenti dobiveni cijepanjem PCRdpkata navedenim enzimima za konstruirane i
kontrolne sojeve.

Iz rezultata gel-elektroforeze vidljivo je da susuim sliajevima velkine fragmenata u

skladu s ¢ekivanjima, odnosno poti#ena je struktura pseudopalindroma.
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4.2. Rekombinogenost pseudopalindroma

U prethodnim poglavljima opisan je postupak koristije sojeva kvasca koji omogavaju
odreifivanje genetike nestabilnosti, odnosno rekombinogenosti pseddispma. Ovaj
eksperimentalni sustav osniva se na ,pop-out® rdkoaciji u lokusu CYC1l u sojevima
FF-OPO-126S4, FF-OPO-126S8, FF-OPO-126S10 i FF-OB0310 (slika 1). Naime,
»pop-out* rekombinacija izmé&u dviju regijaCYC1 rezultira gubitkom cjelokupne sekvencije
izmedu njih i jedne kopije regij€YC1 (slika 9). Zbog toga stanice kvasca u kojima sgod®
~pop-out” gube gerJRA3 i mogu se selekcionirati na podlozi koja sadr#®A jer je 5-FOA

toksikina za stanice koje sadrze ¢¢iRA3.

FENOTIP TVORE KOLONIJE NA
PODLOZI ZA 5-FOA

URA3 J=={ CYC1 Jmmmmm  Ura’ NE

J "pop_out"

Ura' D A

Slika 9. Eksperimentalni sustav koriSten u ovom radu — ,pap- rekombinacija u lokusiCYC1 na
kromsomu 10 u sojevima FF-OP0O-126S4, FF-OPO-126880P0-126S10 i FF-OP0O-150S10. Plavi
kvadrat predstavlja poloZaj u kojem se nalazi pojgaseudopalindrom. Naveden je fenotip i sposobnos
tvorbe kolonija na podlozi sa 5-FOA prije i nakgop-out” rekombinacije.

U svrhu odrdivanja rekombinogenosti pseudopalindroma, u svievema koji sadrze
odgovarajge pseudopalindrome (FF-OPO-126S4, FF-OP0O-126S8,0FPB-126S10 i
FF-OPO-150S10) oddena je stopa ,pop-out® rekombinacije, odnosno ygrmst da se
tijekom jedne diobe stanice kvasca dogodi ,pop-outtu svrhu, navedeni sojevi podvrgnuti su
postupku koji je opisan u poglavlju 3.2.9., a ekspenalno dobiveni podaci koji su bili potrebni

za izr&unavanje stope ,pop-out” rekombinacije prikazanugablici 2.
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Tablica 2. Eksperimentani

podaci

dobiveni mjerenjem

rekompammsti pseudopalindroma u
konstruiranim sojevima. Ovi podaci koristeni suiza¢unavanje stope ,pop-out” rekombinacije.

SOJ KVASCA

POCETNI BROJ
STANICA u kulturi

KONA CNI BROJ
STANICA u kulturi

BROJ pop-out rekombinanata u 15

nezavisnih kultura

FF-OPO-126-S4

148

2,3*%0

9060, 16300, 5120, 1600, 5180, 994
7240, 5240, 10520, 9480, 4560, 650
26080, 17340, 28620

(== -

FF-OPO-126-S8

204

2,4*%0

1840, 2720, 3160, 13220, 740, 2480
2180, 2440, 1040, 940, 1880, 2280,
3600, 15440, 11680

FF-OPO-126-S10

213

2,78*10

140, 620, 960, 1240, 3340, 240, 660
1480, 800, 440, 1820, 180, 700, 104
1180

O

FF-OPO-150-S10

189

2,98*10

1300, 1540, 2100, 3100, 1320, 1240
1140, 1240, 1480, 1180, 1160, 1120
180, 1300, 1800

Stopa ,pop-out* rekombinacije iztanata je metodom najée vjerojatnosti (Lea i Coulson,

1949) pomoéu raunalnog programa Salvador (Zheng, 2005). Na sli@i drikazana je

rekombinogenost pojedinih pseudopalindroma, odnostapa ,pop-out‘ rekombinacije u

sojevima koji sadrze pojedine pseudopalidrome i utousporedbi sa stopom ,pop-out”

rekombinacije u sojevima koji sadrze odgovatajpalindrome.
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8,00E-04 1

7,00E-04 -

6,00E-04 -

5,00E-04 -

4,00E-04 A

3,00E-04 -

stopa pop-out rekombinacije

2,00E-04 -
1,00E-04 -

0,00E+00 - s —

126 126+4 126+8 126+10  bez palindroma  150+10 150
(P) (PP) (PP) (PP) PP) (P

Slika 10. Rekombinogenost pojedinih pseudopalindroma (Rijgbvarajdih palindroma (P). Prikazana
je vrijednost stope ,pop-out* rekombinacije s 9%84m intervalom pouzdanosti. Rezutati za sojeve koj
sadrze palindrome (P), te za soj bez palindromazetesu iz prethodnih istrazivanja (Lignisur., 2009).
Prikazani su rezultati za sojeve koji sadrze: plbm duljine 126 pb (ponavljanja duga 63 ph26),
pseudopalindrome sa istom duljinom ponavljanja zmaknicama od 4, 8 i 10 pli26+4, 126+8 i
126+10, palindrom duljine 150 pb (ponavljanja duga 75-gbs0), pseudopalindrom sa istom duljinom
ponavljanja i razmaknicom duljine 10 p50+1Q, te za soj koji ne sadrZi ni palindrom ni
pseudopalindrom.

Na temelju rezultata prikazanih na slici 10 vidhjiye da razmaknica duljine 4 pb unutar
pseudopalindroma ukupne duljine 126 pb necatjpa stopu ,pop-out® rekombinacije, dok
razmaknica duljine 8 pb dovodi do njezinog &jaog smanjenja. Razmaknice duljine 10 pb kod
obrnutih ponavljanja ukupne duljine 126 pb, kaod K50 pb dovodi do velikog smanjenja stope
~pop-out” rekombinacije, koja je tada priblizno jeaka kao i kod soja bez palindroma.
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5. Rasprava

Dva bliska obrnuta ponavljanja u molekuli DNA tvgpalindrome (savrSene palindrome) i
pseudopalindrome. Ovakvi motitesto se nalaze u ishodistima replikacije DNA, prtorioa i
terminatorima pa imaju vaznu ulogu u funkcionirangtianice. Méutim, palindromi i
pseudopalindromi u molekuli DNA mogu tvoriti sekamde strukture kao Sto su ukosnice i
kruciformi (krizne strukture). Upravo ovo svojstymalindromske sekvencije (palindrome i
pseudpalindromegini opasnima za stabilnost genoma jer mogu omesgtikaciju DNA. Osim
toga u stanicama postoje enzimi koji cijepaju Kiarene i tako u molekulu DNA uvode
dvolartane lomove, a to rezultira prekidom kontinuitetangj€ke informacije i pucanjem
kromosoma. Ovakva o$ienja potencijalno su letalna, a njihov popravaklodj@njem
odgovarajdih mehanizama moze uzrokovati nepozeljne preradpagenetikog materijala kao
Sto su razliite kromosomske aberacije. Sve ovo za posljedica ipovéanu uestalost
rekombinacije i genetku nestabilnost koja moze rezultirati pojavom guoitil genetékih

bolesti.

Zbog svega navedenog, rekombinogenost, odnosnstgggpalindroma da péti genettku
rekombinaciju, a time i nestabilnost genoma predmeatnogih znanstvenih istrazivanja. Tako je
poznato da rekombinogenost savrSenih palindromee rasporastom njihove duljine te je
ustanovljena i kritina duljina palindroma u genomu kvas&scharomyces cerevisiae. Naime,
Lisni¢ 1 suradnici (2009) pokazali su da savrSeni pabndr dulji od oko 70 pb zr&ajno
poveavaju @estalost genatke rekombinacije dok kéa palindromi ne destabiliziraju kvégv
genom. Obzirom da je rekombinogenost palindromapana s tvorbom sekundarnih struktura,
iz ovih rezultata moze se zakijti da u kvascu tek palindromi dulji od oko 70 pkote
sekundarne strukture, a to je u skladu i s rezoitabioinformattke analize kva®vog genoma
koja je pokazala da je najdulji savrSeni palindrogemomu kvasc&. cerevisiae dugaak 44 pb.
Genomi mnogih organizama, uldjuju¢i i genom ¢ovjeka, sadrze veliki broj znatno duljih
palindromskih sekvencija pa se pretpostavlja dsupgesija njihove rekombinogenosti nuzna za

odrzavanje stabilnosti genoma.

Istrazivanje palindroma obuhéai studije termodinamike i kinetike formiranja krforma u
palindromskoj sekvenciji unutar dvoksane molekule DNARamreddy i sur., 20)1PredloZzena
su dva modela (S-put i C-put) koji objasnjavajunfoanje kruciforma (slika 11), odnosno
konformacijsku promjenu iz uokajene linearne strukture u strukturu kruciformalléy, 1985;
Murchie i Lilley, 1987). Oba mehanizma zahtijevainicijacijski korak koji ukljw&uje
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denaturaciju DNA, odnosno pojavu jednalane DNA (nekoliko nesparenih nukleotida) u
centru palindromske sekvencije. Sada, prema S{slika 11A) odmah nastaje proto-kruciform
kao posljedica komplementarnog sparivanja nukleotidutar jednog te istog lanca DNA, te
daljnjim unutarlaganim sparivanjem proto-kruciform raste dok cjelokappalindromska
sekvencija ne prie u oblik kruciforma. Druga je mog@uost da se unutarl&ano sparivanje
nukleotida, odnosno formiranje kruciforma dogodi teakon denaturacije veg dijela ili cak

cjelokupne palindromske sekvencije (C-put, slik&)11

5 > < 3
L LTI TR T T TI I I T]I ] &

Pocetno otvaranje DNA u
centru palindroma

‘A) S-put formiranja kruciforma‘ i i ‘ B) C-put formiranja kruciforma

5 ¥ 5 -
STTTTTITITITTTITTITTTT] [TTTTTTTTTTTTTTTTTT . ST ITTTT] [T TTTTTTTTTTTTTTTT,

i Daljnje otvaranje

Stvaranje proto-kruciforma i palindromske sekvence

i
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Unutarlan¢ano sparivanje
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-
T4 <

5 3
LI HENEEEE NN

Junnn

<

Slika 11. Modeli formiranja kruciforma u palindromskoj se&kciji u dvolaganoj molekuli DNA prema
S-putu A) i prema C-putuBf). ObjasSnjenje se nalazi u tekstu.

Prema S-putu formiranja kruciforma (slika 11A), zekombinogenost palindromskih
sekvencija (palindroma i pseudopalindroma) presudlngu ima mogénost pojave proto-
kruciforma odnosno unutarldano sparivanje nukleotida u samom centru palindkems
sekvencije. Stoga bi se mogldetivati da su pseudopalindromi u kojima se iZmebrnutih
ponavljanja nalazi razmaknica znatno stabilnijisadrSenih palindroma koji sadrZe ista obrnuta

ponavljanja kao i pseudopalindrom, ali takvo sustastrazivanje joS nije provedeno.

Ovaj rad predstavlja getak sustavnog istrazivanja rekombinogenosti pssaldawroma.

Zbog toga je u ovom radu konstruiran eksperimetalmstav koji omogtava precizno, a
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istovremeno relativno brzo i jednostavno aiivanje (mjerenje) rekombinogenosti palindroma
(poglavlje 4.2.)). U ovoj fazi, navedeni sustav is&®n je u svrhu uspatwanja
rekombinogenosti srodnih palindroma i pseudopatingr. Naime, jedina razlika u redoslijedu
nukleotida u ovim sekvencijama bila je ta Sto psgadindromi, za razliku od palindroma,
sadrze razmaknicu duljine 4, 8 ili 10 pb dok sualipdromi i pseudopalindromi sadrzavali
identicne obrnuto ponovljenje sekvencije. Dobiveni rezultgpoglavije 4.2.; slika 10)
nedvojbeno pokazuju da umetanje razmaknice od 4 mentar palindroma ukupne duljine
126 pb (sastoji se od dva obrnuta ponavljanja mrilji63 pb) ne smanjuje njegovu
rekombinogenost. Mitim, razmaknica duljine 8 pb ima zfagan antirekombinogenicinak
dok razmaknica od 10 pb potpuno poniStava rekong@nost palindroma od 126, ali i od
150 pb. Ovi rezultati jasno upuju na zakljdak da postoji krittha udaljenost iznd obrnutih
ponavljanja pri kojoj pseudopalindromi prestajui bitkombinogeni i to¢e zasigurno biti
predmet budéih istrazivanja. Osim toga rezultati prikazani hai40 navode i na zakljak da
razmaknica od 4 pb ne moze stabilizirati palindradnge od 126 pb, kao i da razmaknica od
10 pb najvjerojatnije stabilizira sve palindromdjite do 150 pb. Naravno, sasvim je mégua
pri tome zndajnu ulogu ima nukleotidni sastav obrnutih ponayhai ova je hipoteza svakako

vrijedna daljnjih istrazivanja.

Rezultati ovog rada, kao i rezultati spomenutihdgudistrazivanja na ovom podiu, mogli
bi nai primjenu u daljnjem razvoju &analnih programa za identifikaciju palindroma i
pseudopalindroma u sekvencioniranim genomima. Naine&sperimentalni podaci o
rekombinogenosti ovih sekvencija mogu om@agu da se pojedinim palindromskim
sekvencijama pridruzi odgovargjurizik za stabilnost genoma, a to bi moglo otvoribve
moguenosti u istraZzivanju gen€kih poreméaja potaknutih postojanjem palindroma i

pseudopalindroma u molekuli DNA pa tako i u genaiovjeka.
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6. Zaklju ¢ci

Na temelju dobivenih rezultata i provedene raspravée se zakiljtiti:

1. Razmaknica duljine 4 pb ne uzrokuje smanjenk@mdinogenosti palindroma ukupne
duljine 126 pb dok razmaknica duljine 8 pb imacapai antirekombinogeni utjecaj, a
razmaknica duljine 10 pb potpuno ponistava rekowdgmost palindroma duljine 126 ali
i 150 pb.

2. Mogule je da razmaknica duljine 4 pb ne smanjuje rekood®nost palindroma duljih
od 126 pb te da razmaknica od 10 pb poniStava rbkugenost svih palindroma Kiha
od 150 pb, méutim, to moZe ovisiti o nukleotidnom sastavu obimyionavljanja unutar

palindroma i pseudopalindroma.

3. Eksperimentalni podaci o rekombinogenosti pabnth i pseudopalindroma mogu
omoguiti razvoj raunalnih programa kojice pojedinim palindromskim motivima
pridruziti odgovarajtu razinu opasnosti za stabilnost genoma, a to mbiti nove
moguenosti u istrazivanju genélih poremeéaja koji su posljedica postojanja palindroma

i pseudopalindroma u molekuli DNA.
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tehnikama koriStenima u ovom radu, te koja me dolsavjetima vodila kroz eksperimente.
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SAZETAK

9. Sazetak

Nikolina Gardlo

PSEUDOPALINDROMI U DNA - UTJECAJ NA STABILNOST GE NOMA KVASCA

Saccharomyces cerevisiae

U genomima svih organizama, ukljyuc¢i i ¢ovjeka, primij€eno je da se isti redoslijed
nukleotida moze pojaviti na viSe razlih mjesta. Pri tome, ta ponavljanja mogu bitistoj ili
obrnutoj orjentaciji, a posebno su zanimljiva bdiskbrnuta ponavljanja koja se nazivaju
palindromi (ili savrSeni palindromi) i pseudopalinthi (nesavrSeni palindromi). Naime,
palindromi se sastoje od dva idént obrnuta ponavljanja koja nisu razdvojena nidinjem
parom baza (pb), dok obrnuta ponavljanja u psedohmpamima ne moraju biti identna, a
mogu biti i razdvojena s jednim ili viSe pb. Paliadhi i pseudopalindromi u molekuli DNA
tvore sekundarne strukture (ukosnice i krizne $tm& koje mogu uzrokovati lomove
kromosoma te tako potaknuti preraspodjelu gekety materijala, genetku nestabilnost i
pojavu mnogih geneikih bolesti. U prethodnim istrazivanjima detaljreognalizirana ovisnosti
genettke nestabilnosti i duljine palindroma, ali ¢sla analiza pseudopalindroma joS nije
provedena. Stoga je u ovom radu istrazen utje@jgpalindroma, odnosno udaljenosti izine
obrnutih ponavljanja (duljina razmaknice) na getketi stabilnost eukariotskog genoma. U tu
svrhu, metodama genétbg inzenjerstva konstruiran je niz sojeva kvaSeacharomyces
cerevisiae koji na ta&no odr@enom mjestu u genomu sadrze odgova@ejpseudopalindrome.
Rezultati odrdivanja genetike nestabilnosti konstruiranih sojeva pokazali su wnetanje
razmaknice duljine 4 pb u centar palindroma dulji® pb, odnosno iznda dva ponavljanja
duljine 63 pb ne smanjuje njihovu gerkti nestabilnost. M#&utim, razmaknica duljine 10 pb

potpuno stabilizira palindrome duljine 126 i 150 pb

Kljuc¢ne rijeti: palindromi, pseudopalindromi, obrnuta ponavi@rgenetika (ne)stabilnost,
kvasacSaccharomyces cerevisiae.
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SUMMARY

10. Summary

Nikolina Gardlo

PSEUDOPALINDROMES IN DNA — THE INFULENCE ON STABILI TY OF YEAST

Saccharomyces cerevisiae GENOME

Identical nucleotide sequences can be found iniphelfpositions in the genomes of all
organisms, including human. Since such sequencebeaepeated in the same and the opposite
orientation, they can create closely spaced indergpeats known as palindromes (perfect
palindormes) and pseudopalindromes (imperfect galmes). A palindrome is composed of
two identical inverted repeats which are not sedtay intervening (or spacer) DNA, whereas
inverted repeats in pseudopalindromes may not estichl and may be separated by one or
more base pairs (bp). Palindromes and pseudopaiimelr can form DNA secondary structures
(such as hairpins and cruciforms) which can cabsencosome breakage and thus stimulate the
rearrangements of genetic material, genetic ingtaland occurrence of many genetic diseases.
Previously, a detailed study of size dependentalmbity of perfect palindromes was performed.
However, pseudopalindromes were never subjectexich systematic analysis. Therefore, in
this study the influence of pseudopalindromes,the.distance between inverted repeats (spacer
DNA length) on genetic instability of eukaryoticrgemes was investigated. For this purpose,
several strains of yeaSaccharomyces cerevisiae were constructed using standard methods of
genetic engineering. Each of these strains caaigarticular pseudopalindrome in a specific
location in the genome which allowed their genéigtability to be determined. The results of
this study showed that the insertion of 4 bp spdaBA in the center of a 126 bp long
palindrome (i.e. between the two 63 bp long repedtes not reduce its genetic instability.
However, the 10 bp spacer DNA completely abolisiersetic instability of 126 and 150 bp long

palindromes.

Key words: palindromes, pseudopalindromes, inventepeats, genetic (in)stability, yeast

Saccharomyces cerevisiae.
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