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EKSPRESIJA GENA ZA BILINU SERIL-tRNA-SINTETAZU U UVJETIMA STRESA

Jurica Baranasi¢
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Seril-tRNA-sintetaza (SerRS) kao i ostale aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) kovalentno povezuje
aminokiselinu s odgovarajuéom tRNA. Uz kanonsku ulogu u biosintezi proteina uocene su i neke
nekanonske uloge aaRS, kao npr. sudjelovanje u stanicnom odgovoru na stres. Prethodno je uoc¢eno
da transgenicne biljke Arabidopsis thaliana koje prekomjerno eksprimiraju SerRS bolje kliju i brze
rastu u odnosu na divlji tip biljke nakon izlaganja stresu. Takoder je pokazano kako SerRS stupa u
interakciju s proteinom BEN1 koji sudjeluje u metabolizmu biljnih hormona brasinosteroida, koji
sudjeluju u stanicnom odgovoru na stres. U svrhu bolje karakterizacije interakcije SerRS i BEN1 te
njihove potencijalne uloge u stani€hnom odgovoru na stres, analizirane su transgenicne biljke koje
prekomjerno eksprimiraju SerRS u obliku fuzijskih proteina. RT-qPCR-om, western-hibridizacijom,
fluorescencijskom mikroskopijom i analizom enzimske aktivnosti pokazano je kako sve ispitane
transgenicne linije prekomjerno eksprimiraju kineticki aktivne fuzijske SerRS proteine. Fenotipskom
analizom nije uo€ena razlika izmedu transgenicnih biljaka i biljaka divljeg tipa. Prekomjerna ekspresija
SerRS ne utjeCe na ekspresiju gena za BEN1 protein. Ispitana je ekspresija gena za SerRS pri Cetiri
uvjeta abioti¢kog stresa izazvanog poveéanom koncentracijom kadmijevih iona, te je pokazano kako
u vecini uvjeta dolazi do povecanja ekspresije gena za SerRS. Podaci upucuju na aktivno sudjelovanje
SerRS u stani¢nim odgovorima na abioticki stres.
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grow faster than wild type plants after the exposure to stress conditions. It was also shown that SerRS
interacts with BEN1, a protein that is probably involved in cellular responses to stress. To better
characterize the interaction between SerRS and BEN1 and their role in cell response to stress,
transgenic lines that contain SerRS fusion constructs were investigated. RT-qPCR, western blot,
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1. UVOD

Seril-tRNA-sintetaza (SerRS) je enzim koji pripada obitelji enzima aminoacil-tRNA-sintetaza
(aaRS). Kanonska uloga ovih enzima je kovalentno vezanje aminokiseline na pripadajucu
molekulu tRNA, ¢ime nastaje aminoacilirana tRNA koja je supstrat u biosintezi proteina na
ribosomu. AaRS su uz svoju kanonsku ulogu takoder razvile razne nekanonske uloge:
sudjelovanje u imunoloskom odgovoru, apoptozi, stanicnom odgovoru na stres i drugo (1).
Uoceno je da izlaganje biljke Arabidopsis thaliana abioticCkom stresu dovodi do promjene
koncentracije nekih proteina, medu kojima se nalazi i SerRS (2). IstraZivanja na Zavodu za
biokemiju su pokazala da transgenicne biljke A. thaliana koje prekomjerno eksprimiraju SerRS
bolje kliju i brze rastu u odnosu na divlji tip biljke nakon izlaganja stresu. Takoder je pokazano
kako SerRS stupa u interakciju s proteinom BEN1 koji sudjeluje u metabolizmu biljnih hormona

brasinosteroida, koji sudjeluju u stanicnom odgovoru na stres (3).

U svrhu bolje karakterizacije interakcije SerRS i BEN1 te njihove potencijalne uloge u
stanicnom odgovoru na stres, potrebno je analizirati transgeni¢ne biljke koje prekomjerno
eksprimiraju SerRS u obliku fuzijskih proteina. Provjerit ée se koliko je povecana ekspresija gena
za SerRS kod pojedinih transgenicnih linija, te da li povecana ekspresija gena za SerRS utjece na
ekspresiju gena za BEN1. Takoder ¢e se provjeriti aktivnost fuzijskih proteina SerRS-a, te ¢e se
odrediti fenotip transgenicnih linija u odnosu na divlji tip. Kako bi se odredio utjecaj abiotickog
stresa na ekspresiju gena za SerRS divlji tip klijanaca biljke A. thaliana bit ée izloZzen poveéanim
koncentracijama kadmijevih iona, te ée biti izloZeni stresu 8 i 24 sata. Za provjeru ekspresije gena
iz klijanaca ¢e se izolirati ukupna RNA, koja ¢e biti analizirana metodom reverzne transkripcije
spregnute s kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimeraze (RT-gPCR). Fluorescencijskim
mikroskopom i western-hibridizacijom bit ¢e provjereno postoje |i fuzijski proteini kod
transgenicnih linija. Fenotip ¢e se odrediti pracenjem rasta transgenicénih linija i biljaka divljeg

tipa.
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2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Aminoacil-tRNA-sintetaze

Biosinteza proteina je kompleksni proces koji se mozZe podijeliti u dva stupnja. Prvi stupanj je
kovalentno povezivanje aminokiseline s odgovarajuéom molekulom tRNA u reakciji
aminoacilacije. Reakcija aminoacilacije katalizirana je aminoacil-tRNA-sintetazama (aaRS). Drugi
stupanj je komplementarno sparivanje odredenog antikodona aminoacilirane tRNA i kodona

MRNA, te stvaranje polipeptidnog lanca (proteina) na ribosomu (4).

Za svaku od 20 aminokiselina postoji specificna aaRS. AaRS se razlikuju u strukturi i funkciji,
te su podijeljene u dva razreda. Razred | podijeljen na pet podrazreda i ukljucuje 11 aaRS (MetRS,
LeuRsS, IleRS, ValRS, CysRS, GInRS, GIuRS, TyrRS, TrpRS, ArgRS i LysRS). Razred Il podijeljen ja na
tri podrazreda i ukljucuje 10 aaRS (SerRS, ProRS, ThrRS, GlyRS, HisRS, AspRS, AsnRS, LysRS, PheRS
i AlaRS) (4) (5). Lizil-tRNA-sintetaza (LysRS) je jedina aaRS koja je svrstana u oba razreda. Razliciti
organizmi imaju razli¢ite LysRS koje se mogu svrstati u jedan ili drugi razred, a neke metanogene

arheje sadrze oba tipa enzima (6).

AaRS su enzimi s viSe domena. Kataliticka domena katalizira reakciju aminoacilacije i ocuvana
je medu enzimima istog razreda. AaRS sadrze i tRNA-veznu domenu, domenu za stabilizaciju

aaRS:tRNA kompleksa, a neke od aaRS sadrze domenu za hidrolizu pogresno aminoacilirane tRNA

(4).

Sve aaRS kataliziraju reakciju aminoacilacije u dva koraka. Prvi korak je aktivacija
aminokiseline. U ovom koraku a-karboksilatni kisik aminokiseline (aa) napada atom fosfora a-
fosfata adenozin- trifosfata (ATP) pri cemu nastaje aminoacil-adenilat (aa-AMP) uz oslobadanje

pirofosfata (PPj):

ATP + aa - aa-AMP + PP;
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U sljedeé¢em koraku 2'- ili 3'-hidroksi grupa cis-diola na 3'-kraju tRNA napada karbonilni ugljik

adenilata pri ¢emu nastaje aminoacil-tRNA, te se oslobada adenozin-monofosfat (AMP):
aa-AMP + tRNA®® - aa-tRNA®* + AMP

Kod ovih reakcija aaRS stvaraju interakcije s aminokiselinom i molekulom tRNA, kako bi doslo do

prijenosa specificne aminokiseline na pripadnu molekulu tRNA (5, 7).

U biosintezi proteina tolerira se pogreSna ugradnja jedne aminokiseline na tisu¢u do deset
tisu¢a aminokiselina. Da bi se odrzao visok stupanj to¢nosti aaRS su razvile mehanizme popravka
pogreske. Popravci pogreske podijeljeni su prema tome da li dolazi do popravka prije ili poslije
prijenosa aminokiseline na tRNA (Slika 1.). Popravak pogreske prije prijenosa aminokiseline na

tRNA moguce je podijeliti u dvije vrste: tRNA ovisan i tRNA neovisan (8).

popravak prije prijenosa popravak nakon prijenosa

RNA neovisan tRNA ovisan

E+ AA + AMP E+ AA + AMP + tRNA

1|+H,0 3)|+H,0
E + AA + ATP + E:AA-AMP - » E:AA-AMP:tRNA — E:AA-tRNA
=PPB; + tRNA - AMP
4 |+H,0
E +A\:A-AMP E + AA + tRNA
+H,0
E+ A'A + AMP

Slika 1. Shematski prikaz popravaka pogreske aaRS. Popravak pogreske prije prijenosa aminokiseline
potpomognut disocijacijom nepripadnog aminoacil-adenilata [2] ili enzimska hidroliza nepripadnog
aminoacil-adenilata [1,3]. Hidroliza pogreSno aminoacilirane tRNA nakon prijenosa nepripadne
aminokiseline na tRNA [4]. Preuzeto i prilagodeno prema (8)

Uz prije navedene kanonske funkcije aaRS kod biosinteze proteine, aaRS imaju neke
nekanonske funkcije. Kod bakterija i nizih eukariota, uoc¢eno je da mRNA nekih aaRS sadrze kratke
sljedove koji se mogu smotati u oblik djeteline i time oponasaju tRNA. Ako u stanici ima dovoljno
te aaRS, ona se veZe na dio vlastite mRNA, koja li¢i napripadni tRNA, pri ¢emu dolazi do

zaustavljanja translacije mRNA za aaRS, te se tako koncentracija aaRS odrzava optimalnom. Ovo
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je primjer uloge aaRS u regulaciji translacije. Slican mehanizam se dogada i na razini transkripcije.
AlaRS iz bakterije Escherichia coli veze se na DNA-palindrom u promotoru svog gena, te tako
smanjuje transkripciju. Kod visSih organizama aaRS imaju veci spektar nekanonskih funkcija (9).
Neke od ostalih nekanonskih funkcija su signalizacija transdukcije, migracija stanica, angiogeneza,

upale i tumorogeneza (10).

2.2.Seril-tRNA-sintetaza iz biljke Arabidopsis thaliana

Seril-tRNA-sintetaza (SerRS) je aminoacil-tRNA-sintetaza koja pripada razredu I, $to znaci da
je njena kanonska uloga povezivanje aminokiseline serina s pripadaju¢om tRNAS®". S obzirom da
je serin kodiran sa ¢ak 6 kodona genetickog koda mogucée je vezanje serina na viSe
izoakceptorskih tRNA. Osim povezivanja serina i tRNA>", SerRS takoder sudjeluje u ugradniji
selenocisteina u proteine (11). Svi SerRS proteini su homodimeri koji na N-kraju sadrze tRNA-

veznu domenu iza koje slijedi globularna kataliticka domena.

Medu biljnim SerRS, dobro je proucena citosolna SerRS iz biljke Arabidopsis thaliana (slika 2.)
(3, 12). U istrazivanju proteinskih interaktora ove SerRS pokazano je kako SerRS stupa u
interakciju sa nekoliko razlicitih proteina: elongacijski faktor EF2, ribosomski protein RPL9-1,
protein nepoznate funkcije (PNF) i BEN1 (3). Protein BEN1 je enzim iz skupine oksido-reduktaza
koji sudjeluje u metabolizmu brasinosteroida i sterola (3, 13). Ustanovljeno je da sredisnja
kataliticka domena SerRS stupa u interakciju s proteinom BEN1 (13). BioloSka funkcija kompleksa
SerRS:BEN1 nije poznata, ali se smatra da je povezana sa stani¢nim odgovorom na stres. Uo¢eno
je da transgenicne linije koje prekomjerno eksprimiraju SerRS bolje kliju i rastu u uvjetima stresa

u odnosu na divlji tip biljke (3).
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Slika 2. Predikcija trodimenzionalne strukture monomera SerRS iz biljke A. thaliana; svijetlo i tamno
plavo prikazane su 2 a-zavojnice koje ¢ine tRNA-veznu domenu, sredisnji dio proteina sadrzi globularnu
kataliticku domenu proteina, crveno je oznacen bazi¢ni C-kraj proteina. Preuzeto iz (13).

2.3. Arabidopsis thaliana (uro¢njak)

Arabidopsis thaliana (urocnjak) je biljka iz porodice Brassicaceae. U prirodi se moze naci na
sjevernoj polutci pri svim visinama, te se obicno smatra korovom. Sjemenke A. thaliana su
malene, veli¢ine 0,5 mm, ovalnog oblika, a iz jedne biljke moze se dobiti do 1 000 sjemenki.
Klijanci su maleni i gradeni od dva kotiledona na suprotnim stranama. Odrasla biljka gradena je
od rozete koja se nalazi na bazi stabljike, na kojoj se nalaze listiéi. Cvjetovi su maleni i gradeni od
4 latica. Biljke A. thaliana su samooprasujuce biljke, a plodovi su mahunice koje sadrze sjemenke

(14).

Genom biljke A. thaliana sekvenciran je, te je jedan od manjih medu visim biljkama,
veli¢ine oko 130 megabaza, a sastoji se od 5 kromosoma. Zivotni ciklus (od klijanja do sjemenki)
u staklenicima i klima komorama je 6-8 tjedana. Dobro razvijene metode genticke manipulacije i
gore navedene Cinjenice su upravo razlozi zasto je A. thaliana modelni organizam za proucavanje

visih biljaka (15, 14).
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Slika 3. Biljka A. thaliana stara 4 tjedna. Preuzeto iz (14)

2.4. Nekanonske uloge biljnih aaRS u odgovoru na bioticki i abioticki stres

Biljke su kompleksni organizmi, te razli¢iti faktori mogu utjecati na njihov metabolizam. Stres kod
biljaka mozemo podijeliti na bioticki stres, koji uklju¢uje mehanicka ostecenja i napad patogena,
i na abioticki stres, koji ve¢inom ukljucuje vanjske nepogodne uvjete kao susa, teski metali (bakar,
cink, kadmij), UV zraenje, visoke i niske temperature, itd. (Slika 4.). Kada je biljka u nepogodnim
uvjetima rasta, odnosno pod stresom, dolazi do pojave vece koncentracije reaktivnih kisikovih
spojeva (eng. reactive oxygen species, ROS) te sinteze hormona (brasinosteroidi, jasmonska
kiselina, etilen, salicilna kiselina,...). Sintetizirani hormoni i ROS induciraju razliite kaskadne
reakcije, cime zapocinje adaptacija biljaka na stresne uvjete. Smatra se da samo 3,5 % biljne

povrsine nije zahvac¢eno nekim vanjskim uvjetima, stresorima, stoga je vazno istraziti Sto se
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dogada s biljnim metabolizmom kad se biljka nade u uvjetima stresa (16, 17, 18). Zadnjih godina

sve je viSe pokazatelja da i biljne aaRS sudjeluju u stani¢nim odgovorima na stres.

Abioticki stres
susa
teski metali
UV zracenje
wvisoke koncentracije soli | :

Reaktivni
kisikovi spojevi

i Hormoni

Transkripcijski
faktori

[ Odgovor na stres ]

Slika 4. Op¢i prikaz signalnih puteva kod odgovora biljaka na stres. Preuzeto i prilagodeno iz (17).

Brasinosteroidi, brasinoidi i kastasteron, kao Sto je prije spomenuto su biljni hormoni koji se
nalaze skoro u svakom dijelu biljke. Ovi hormoni se mogu naci u slobodnom obliku ili konjugirani
sa Secerima ili masnim kiselinama. Brasinosteroidi su potrebni za normalan razvoj biljke, te
takoder sudjeluju u odgovoru na abioticki stres. Smatra se da brasinosteroidi zajedno sa ostalim
hormonima djeluju na ekspresiju biosintetskih gena i/ili signalnih intermedijera (17). S obzirom
da SerRS interagira s proteinom BEN1 koji sudjeluje u metabolizmu brasinosteroida (3), moguca

je povezanost SerRS iz biljke A. thaliana sa stani¢nim odgovorima na stres.

Primjer abioti¢kog stresa je povecana koncentracija kadmija. Kadmij je neesencijalni teski
metal koji je rasprostranjen u okoliSu djelovanjem covjeka. Kadmij ima veliki afinitet prema
tiolnim skupinama, te je iz tog razloga veoma toksican, te kod biljaka izaziva razli¢ite morfoloske,

fizioloske i biokemijske promjene. Najocitiji simptomi su kloroza i inhibicija rasta. Glavni
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mehanizam detoksikacije kod biljaka je sinteza fitokelata (eng. phytochelatins, PC). Fitokelati su
mali peptidi opée formule (yGlu-Cys)a-Gly, gdje je n = 2—11, te imaju veliki afinitet prema teskim
metalima kao $to su kadmij i bakar, te s njima stvaraju komplekse koji se zatim transportiraju u
vakuolu. U istrazivanju utjecaja kadmija na metabolom i proteom biljke A. thaliana uoceno je da
dolazi do povecanja koncentracije razli¢itih enzima vezanih uz glikolizu, metabolizam, stani¢nu
smrt, smatanje proteina, sintezu proteina i stani¢nu komunikaciju i organizaciju. Medu ovim

enzimima Cija koncentracija se poveéala nakon izlaganja biljke kadmijem bio je i SerRS (2).

Biljke su visi organizmi koji su razvili mnoge obrambene mehanizme protiv raznih patogena.
Ti mehanizmi su pod kontrolom biljnog imunoloSkog sustava. Regulacija biljnog imunoloskog
sustava je pod kontrolom hormona, malih molekula kao $to su salicilna i jasmonska kiselina. Kako
bi se biljke optimalno adaptirale na nepovoljne uvjete, one se mogu senzibilizirati na odredene
alarmne signale, $to se naziva ,,primarni obrambeni mehanizam®. B-aminobutiri¢na kiselina (eng.
B-aminobutyric acid, BABA) je neproteinska aminokiselina koja Stiti biljke od Sireg spektra
stresnih uvjeta. BABA-inducirana rezistencija se bazira na simultanom uklju¢ivanju obrambenog
mehanizma ovisnom o salicilnoj kiselini i obrambenog mehanizma neovisnog o salicilnoj kiselini.
Kada se biljka nade u uvjetima stresa BABA se veze na AspRS, te dobiveni kompleks dalje inducira

obrambeni mehanizam ovisan o BABA (19, 20).

Fusarium graminearum je gljivica koja patogeno djeluje na Zitarice kao sto su je¢am, pSenica
i zob. Zitarice inficirane F. graminearum daju puno manje uroda, te je kvaliteta Zitarica puno
manja zbog prisutnosti mikotoksina. Glavni mikotoksini kod Zitarica inficiranim sa gljivicom F.
graminearum su deoksinivalenol (DON), 3-acetildeoksinivalenol (3-ADON) i 15-
acetildeoksinivalenol (15-ADON). DON je potencijalni inhibitor translacije proteina, te djeluje kao
faktor virulencije kod biljaka koji Siri infekciju gljive biljnim tkivom. DON je vrlo toksi¢an za ljude i
domace zZivotinje. U istrazivanju utjecaja DON na biljku A. thaliana pokazano je kako se ekspresija
gena metionil-tRNA-sintetaze (MetRS) povecava u vremenskom razdoblju od 4 do 24 sata nakon
infekcije, dok se nakon 48 sata ekspresija polagano utiSava. Poveéana ekspresija gena za MetRS

sugerira da MetRS sudjeluje u stvaranju rezistencije na infekciju gljivice F. graminearum (21).
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2.5. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze

Lanéana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction, PCR) je in vitro metoda umnazanja
odredenog slijeda DNA. PCR je revolucionirao biokemiju i molekularnu biologiju jer je omogudio
dobivanje velike koli¢ine DNA, zbog ¢ega je pronasao Siroku primjenu u znanstvene i medicinske
svrhe. Sam proces PCR-a moze se podijeliti u tri koraka koja se uzastopno ponavljaju nekoliko
puta, odnosno ciklusa. U prvom koraku dolazi do denaturacije dvolan¢ane molekule DNA. Kako
bi DNA-polimeraza mogla umnoziti DNA potrebni su kratki oligonukleotidi (pocetnice) na koje se
veZze sama DNA-polimeraza te nastavlja njihovo produljenje. Tako pocetnice odreduju koji dio
DNA ¢e se umnotziti. Drugi korak je komplementarno vezanje pocetnica na jednolanéanu
molekulu DNA, dok se u tre¢cem koraku one produljuju u reakciji kataliziranoj termostabilnom
DNA-polimerazom. Novonastali produkti dalje sluze kao kalup za umnazanje sto dovodi do

eksponencijalnog umnazanja molekula DNA (22, 23).
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Slika 5. Shematski prikaz PCR reakcije. 1 — pocetna denaturacija dvloan¢ane molekule DNA, 2 —
sljepljivanje pocetnica na jednolancanu DNA, 3 — produljenje pocetnica. Preuzeto i prilagodeno iz (24).

Kvantitativna lancana reakcija polimeraze ( eng. quantitative polymerase chain reaction, gPCR

je metoda koja omogucduje kvantizaciju pocetne koli¢ine DNA u uzorku. Temelji se na prikupljanju
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podataka pomocu fluorescencijskih boja tijekom gPCR eksperimenta. Kod gPCR metode
amplifikacija i detekcija se dogadaju u jednom koraku (25). Tijekom PCR ciklusa mjeri se porast

fluorescencije koji je proporcionalan koli¢ini dobivene DNA tijekom svakog ciklusa (26).

Za pracenje ekspresije gena koristi se PCR spregnut s reverznom transkripcijom (eng.
reverse transcripction PCR, RT-PCR). RT-PCR mozZemo podijeliti na RT-PCR u jednom koraku i RT-
PCR u dva koraka. Kod RT-PCR u jednom koraku u istoj epruveti se odvijaju reakcije reverzne
transkripcije i umnazanja DNA PCR-om. RT-PCR u jednom koraku smanjuje eksperimentalne
varijacije, no dobivena cDNA se ne moZe kasnije ponovno analizirati. Kod RT-PCR-a u dva koraka
u zasebnoj epruveti se najprije provede reakcija reverzne transkripcije, te se dobivena cDNA u
novoj epruveti analizira PCR-om. RT-PCR-om u dva koraka dobivena cDNA se mozZe viSe puta

analizirati, no ova metoda povecava mogucnost kontaminacije DNA (25).

Postoji mnogo metoda za fluorescencijsko praéenje umnazanja DNA kod qPCR-a. Dvije
najznacajnije metode su fluorescencijsko oznacavanje pomocu boje SYBR Green | i koristenje
probe TagMan. Boja SYBR Green | se veZze na sve dvolancane DNA. Kako tijekom PCR-a nastaje
sve viSe dvolancanih produkata (amplikona) boja SYBR Green se veie na njih te dolazi to
povecanja fluorescencije. Proba TagMan je oligonukleotid specifican za pojedini gen koji na 5'-
kraju ima fluorofor a na 3'-kraju utiSivac¢ fluorescencije. Kad je proba intaktna zbog blizine
utiSivaca fluorofor ne emitira fluorescencijski signal. Proba se dizajnira tako da se
komplementarno veze na ciljni gen izmedu para pocetnica za taj gen. Kako Tag-DNA-polimeraza
produljuje pocetnice tako dolazi do probe. Tag-DNA-polimeraza posjeduje 5'-3' nukleaznu
aktivnost, te tako odcjepljuje fluorofor s probe. Odvajanjem flurofore dolazi i do odstranjivanja
ostatka probe s DNA te se produljenje lanca nastavlja. Fluorofor i utiSivac se sve vise odvajaju te

tako fluorofor daje flurorescencijski signal (27).

10
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Slika 6. Shematski prikaz fluorescentnog pracenja umnazanja DNA tijekom qPCR-a pomocu boje
SYBR Green (A) i probe TagMan (B); A — detekcija pomocu SYBR Green boje: 1 — postavka reakcije: SYBR
Green boja je vezana na dvolancanu (dl) DNA i fluorescira, 2 — tijekom denaturacije nastaju jednolacane
(j1) DNA, te SYBR Green nije vezan za jl DNA, pa ne fluorescira, 3 — polimerizacija: dolazi do sljepljivanja
pocetnica i njihova elongacija, kako nastaje dl DNA tako dolazi do vezanja SYBR Green boje koja opet
fluorescira, 4 — zavrsSetak polimerizacije: nastaje dl amplikon na koji se veZe SYBR Green boja koja emitira
fluorescentno zracenje. B — detekcija amplikona pomocu probe TagMan, 1 — polimerizacija: dolazi do
sljepljivanja probe (fluorofor (R) i utisSivac fluorescnencije (Q) su u blizini te nema emitiranja
fluorescencije) i pocetnica, te zapocinje elongacija pocetnica, 2 — istiskivanje probe: Tag-DNA-polimeraza
dolazi do 5'-kraja probe, 3 — cijepanje probe: Tag-DNA-polimeraza cijepa 5'-kraj probe na kojem se nalazi
fluorofor, fluorofor se udaljava od utiSivaca te dolazi do emitiranja fluorescencije, 4 —amplikon je
umnoZzen, fluorofor je i odmaknut od utiSavaca te fluorescira. Preuzeto i prilagodeno iz (28).

Sam proces gPCR-a se moze podijeliti u 3 faze. Prva faza je lag faza. Kod lag faze
fluorescencija umnazanja DNA ne prelazi baznu fluorescenciju (eng. baseline). U qPCR reakcijskoj
smjesi nalazi se pasivna fluorescencijska boja. Fluorescencija pasivne boje tijekom cijelog procesa
gPCR-a je konstantna. Kad fluorescencija umnazanja nadilazi fluorescenciju bazne linije dolazi do
eksponencijalnog umnazanja DNA, faza dva. Trec¢u fazu Cine linearna i plato faza kada jedan ili

viSe reaktanata bude potrosen (29).

11
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gPCR pretpostavlja da je koli¢ina amplikona tijekom eksponencijalne faze proporcionalna
pocetnoj koli¢ini kalupa. Tako se odreduje proizvoljna vrijednost grani¢ne fluorescencije u
eksponencijalnoj fazi (eng. treshold). Kad fluorescencija prelazi tu grani¢nu razinu fluorescencije
definira se ciklus prijelaza grani¢ne vrijednosti fluorescencije (eng. treshold cycle, Cr). Sto je Cr
vrijednost manja to je pocetna koli¢ina kalupa veda jer je prije postignuta grani¢na razina

fluorescencije (29).
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Slika 7. Krivulje amplifikacije gPCR-a prikazuju ovisnost fluorescencije o broju ciklusa. A — linearan prikaz
krivulje amplifikacije sa oznacenim fazama i baznom fluorescencijom. Preuzeto i prilagodeno iz (30). B —
semilogaritamski prikaz krivulje amplifikacije sa ozna¢enom grani¢nom vrijednoscu intenziteta
fluorescencije i Cr; ARn — fluorescencija umnaZanja normalizirana u odnosu na pasivnu fluorescencijsku
boju
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Postoje dvije vrste kvantizacije u qPCR-u, apsolutna i relativna kvantizacija. Kod apsolutne
kvantizacije pomocu serijskih razrjedenja standarda poznatih koncentracija izraduje se bazdarna
krivulja koja daje linearni odnos Cr i pocetne koncentracije DNA ili cDNA. Zatim se pomoéu qPCR-
a odredi Cr vrijednost uzorka te se iz bazdarne krivulje moze izraCunati pocetna koli¢ina kalupa.
Kod relativne kvantizacije promjene u genu od interesa se mjere ili prema vanjskom standardu ili

prema referentnom uzorku (kalibrator) (25).

Kako bi se rezultati dobiveni iz dva razli¢ita uzorka mogli usporedivati, dobivene
vrijednosti se prethodno trebaju normalizirati. U tu svrhu se koriste endogene kontrole (eng.
endogenous control, reference gene). Kao endogena kontrola se uzimaju geni Cija se ekspresija
ne mijenja u uvjetima pri kojima je proveden eksperiment. Cesto kori$tene endogene kontrole su

»housekeeping” geni i rRNA (25, 31).

Relativna kvantizacija pojasnit ¢e se na primjeru pracenja ekspresije gena za superoksid-
dismutazu u biljci topoli u stresnim uvjetima. Iz biljaka izloZzenim stresu i kontrolnim biljkama koje
nisu bile izloZene stresu izolirana je ukupna RNA koja je zatim analizirana RT-qPCR-om
koristenjem pocetnica za superoksid-dismutazu i endogenu kontrolu. Najprije su svi dobiveni
rezultati normalizirani u odnosu na endogenu kontrolu, a zatim su rezultati dobiveni iz biljaka
koje su bile izloZzene stresu usporedene sa rezultatima biljaka koje nisu bile izloZzene stresu kako
bi se utvrdilo da |i dolazi do promjene ekspresije gena za superoksid-dismutazu kod biljaka
izloZzenih stresu. U ovom primjeru biljke koje nisu bile izloZe stresu su bile referentni uzorci

(kalibratori) (32).

Komparativna Cr metoda (22T, AACT) je najée$¢a metoda analize podataka kod
relativne kvantizacije gPCR-a. Ova metoda podrazumijeva da su efikasnosti umnazanja ciljnog
gena i endogene kontrole jednake ili barem sli¢ne. Najprije se gen od interesa (GOI) normalizira
u odnosu na endogenu kontrolu (EK) u tom uzorku (npr. biljke izloZene stresu) ¢ime se dobiva ACr

vrijednost [1]:

ACt=Cr,6o1 — Crex (1]

13
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Dobivene ACt vrijednosti za uzorak se zatim usporeduju sa ACr vrijednostima kalibratora (npr.

biljke koje nisu izloZene stresu) te se tako dobije - AACy vrijednost [2]:
-AACr= ‘(ACT, uzorak = ACT,kaIibrator) [2]

Zatim se -AACy vrijednost uvrsti u jednadzbu [3] kako bi se dobio omjer normalizirane koli¢ine
gena od interesa u uzorku u odnosu na normaliziranu koli¢inu gena od interesa u kalibratoru. U
jednadzbi [3] broj 2 je zapravo efikasnost umnazanja. PoSto ova metoda podrazumijeva da je
umnazanje svih gena jednako ili slicno moZe se uvrstiti vrijednost 2 kao efikasnost umnazanja,

Sto bi znacilo da se iz jedne molekule kalupa nakon jednog PCR ciklusa dobiju dvije molekule (33).

omijer koli¢ine gena od interesa: 2°25¢T [3]
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3. MATERUALI I METODE

3.1. Uzgoj transgenicnih biljaka

Za provjeru nadekspresije konstrukata koji sadrze gen za SerRS koriStene su sjemenke
transgenicnih linija biljke A. thaliana. Linije TAP 5 i TAP 7 koje sadrze TAP privjesak na C-kraju
SerRS proteina. Linije GFP 2 i GFP 10 sadrze zeleni fluorescentni protein (eng. green fluorescent
protein, GFP) privjesak na N-kraju SerRS proteina. GFP u reakciji prijenosa energije proizvodi
zelenu svjetlost, te se stoga koristi kao marker ekspresije gena i kod lokalizacije proteina u
stanicama (34). Ove transgenicne linije koristene u lokalizaciji SerRs iz biljke A. thaliana u stanici
(12). Takoder je koriSten divlji tip biljke A. thaliana (ekotip Columbia) kako bi se provjerilo koliko

puta transgenicne biljke nadeksprimiraju gen za SerRS u odnosu na biljke divljeg tipa.

Sjemenke divljeg tipa i transgenicnih linija su najprije sterilizirane. Sjemenkama je dodan
1 mL 70% etanol, te su stavljene na rotator jednu minutu. Nakon toga su kratko centrifugirane
kako bi se etanol lakSe odstranio. Zatim je na sjemenke dodano 1 mL vodene otopine izosana (1%)
i mukasola (0,1%) kako bi se unistile bakterije i gljivice koje se mogu nalaziti na sjemenkama.
Sjemenke s vodenom otopinom izosana i mukasola stavljene su na rotator 10 minuta, nakon ¢ega
su kratko centrifugirane te je vodena otopina izosana i mukasola maknuta. Prije vernalizacije
sjemenke su isprane 5 puta sa 1 mL redestilirane sterilne vode. Sjemenke su zatim nasadene na
ploce koje sadrze Murashige i Skoog (MS) medij za uzgoj biljaka (MS5519, Sigma). Sastav bazalnog

medija MS5519 koji sadrzi vitamine, makro- i mikronutrijente prikazan je u tablici 1.
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Tablica 1. Sastav bazalnog medija za uzgoj biljaka MS5519 koji sadrzi vitamine, makro- i mikronutrijente

komponenta y/mglL?

Amonijev nitrat 1650,0
Borna kiselina 6,20
Kalcijev klorid (anhidrid) 332,20
Kobaltov (Il) klorid heksahidrat 0,0250
Bakrov(ll) sulfat pentahidrat 0,0250
Dinatrijev EDTA dihidrat 37,260
Zeljezov(ll) sulfat heptahidrat 27,80
Glicin 2,0
Magnezijev sulfat (anhidrid) 180,70
Manganov sulfat monohidrat 16,90
Myo-inozitol 100,0
Nikotinska kiselina 0,50
Kalijev jodid 0,830
Kalijev nitrat 1900,0
Kalijev dihidrogenfosfat 170,0
Pirodoksin hidroklorid 0,50
Natrijev molibdat dihidrat 0,250
Tiamin hidroklorid 0,10
Cinkov sulfat heptahidrat 8,60

Za pripravu 1L krutog MS medija potrebno je otopiti 4,4 g MS5519 medija, 20 g saharoze

i 6 g agara u neSto manje od 1 L destilirane vode. Tako pripremljena otopina se zatim titrira s

otopinama KOH i HCI do pH 5,8. Otopina se nadopuni do 1 L te se sterilizira u autoklavu, te se

kasnije izlije u petrijeve zdjelice.

Sjemenke nasadene na pripremljen MS medij stave se u mrak na +4 °C na vernalizaciju

kako bi se pripremile na klijanje. Nakon vernalizacije nasadene sjemenke su stavljene u klima

komoru da rastu. Klima komora simulira dugi dan, Sto znadi da je 16 h svjetlo i 8 h mrak, te se

odrzava stalna temperatura od 24 °C.
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3.2.1zolacija ukupne RNA

Prije izolacije RNA iz svih uzoraka napravljena je probna izolacija na klijancima linije GFP 2 starim
6 dana s 3 razli¢ite metode, da bi se utvrdilo koja metoda je najprikladnija. Sve tri korStene
metode se baziraju na izolaciji RNA pomocu TRIzola. TRIzol sadrzi fenol i gvanidin izotiocijanat
koji istovremeno solubiliziraju bioloski materijal i denaturiraju proteine. Nakon solubilizacije
dodatak kloroforma dovodi do odvajanja faza pri cemu se proteini ekstrahiraju u organsku fazu,
DNA se nalazi u medufazi, a RNA ostaje u vodenoj fazi. Dodatkom etanola RNA se taloZi iz vodene
faze (35). U prvoj metodi koristi se izopropanol sobne temperature i inkubacija otopine RNA se
izvodi na sobnoj temperaturi, dok se u drugoj metodi koristi hladni izopropanol i inkubacija se
provodi na ledu. Metoda 3 najsli¢nija je metodi 2 samo $to se uz hladni izopropanol dodaje

otopina visoke soli i jos dodatno ukljucuje pretaloZivanje.

Ukupno 430 mg biljnog materijala stavljeno je u konusnu epruvetu od 50 mL, te je
stavljeno 5 keramickih kuglica. U epruvetu je dodan tekuci dusik. Kada je dusik ispario epruveta
sa smrznutim biljnim materijalom i kuglicama je promijesana na vorteksu jednu minutu kako bi
se biljni materijal homogenizirao u prah. Kuckanjem konusne epruvete o stol maknut je biljni prah
s kuglica te su kuglice odstranjene. Na homogenizirani biljni prah dodano je 2,15 mL TRlzol-a
(1 mL TRIzola na 200 mg biljnog materijala). Homogenizirani biljni materijal i TRIzol su
vorteksirani i inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi. Dobivena suspenzija je raspipetirana
u 3 mikroepruvete od 1,5 mL (otprilike 715 pL suspenzije po mikroepruveti). Po jedna

mikroepruveta sa suspenzijom je uzeta za izolaciju RNA jednom metodom.

3.2.1. Metoda 1

U mikroepruvetu sa suspenzijom dodano je 143 pL kloroforma na 715 pL TRIzola (200 uL
kloroforma na 1 mL TRIzola). Sadrzaj mikroepruvete je ru¢no dobro promijesan i stavljen na
sobnu temperaturu 3 minute, nakon ¢ega je centrifugiran 15 minuta pri 12 000 g i +4 °C kako bi
doslo do razdvajanja faza. Gornja vodena faza s RNA zatim je prebacena u novu mikroepruvetu

od 1,5 mL, te je dodano 358 plL izopropanola (0,5 mL izopropanola na 1mL TRlzola) sobne
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temperature i suspenzija je inkubirana na sobnoj temperaturi 10 minuta. Suspenzija je zatim
centrifugirana 10 minuta pri 12 000 g i +4 °C kako bi se dobio talog RNA. Nakon centrifugiranja
supernatant je maknut, a na talog je dodano 715 uL 75 % etanola (razrijedenog sa DEPC vodom)
da se talog ispere od necistoc¢a. Mikroperuveta je kratko vorteksirana, te je zatim centrifugirana
5 minuta pri 7500 g i +4 °C. Etanol je zatim maknut a talog je stavljen na suSenje na sobnoj
temperaturi ne dulje od 10 minuta. Nakon $to se talog osusio otopljen je u 50 uL DEPC vode.
Posto se talog teSko otapao sve je inkubirano 10 minuta na 37 °C. Dobivenoj otopini ukupne RNA

izmjerena je masena koncentracija na uredaju NanoDrop.

3.2.2. Metoda 2

U mikroepruvetu sa suspenzijom dodano je 143 uL kloroforma na 715 uL TRIzola (200 uL
kloroforma na 1 mL TRIzola). Sadrzaj mikroepruvete je ru¢no dobro promijesan i stavljen na
sobnu temperaturu 3 minute, nakon ¢ega je centrifugiran 15 minuta pri 12 000 g i +4 °C kako bi
doslo do razdvajanja faza. Gornja vodena faza s RNA je zatim prebacena u novu mikroepruvetu
od 1,5 mL, te je dodano 358 puL hladnog izopropanola, te je suspenzija inkubirana na ledu 10
minuta. Nakon Cega je centrifugirana 10 minuta pri 12 000 g i +4 °C kako bi se dobio talog RNA.
Nakon centrifugiranja supernatant je maknut, a na talog je dodano 715 uL 75 % etanola
(razrijedenog sa DEPC vodom) da se talog ispere od necisto¢a. Sadrzaj mikroepruvete kratko je
vorteksiran, te je zatim centrifugiran 5 minuta pri 7500 g i +4 °C. Etanol je zatim maknut a talog
je stavljen na suSenje na sobnoj temperaturi ne dulje od 10 minuta. Nakon Sto se talog osusio
otopljen je u 50 uL DEPC vode. Posto se talog tesko otapao sve je dodatno inkubirano 10 minuta
na 37 °C. Dobivenoj otopini ukupne RNA izmjerena je masena koncentracija na uredaju

NanoDrop.
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3.2.3. Metoda 3

U mikroepruvetu sa suspenzijom dodano je 143 uL kloroforma na 715 uL TRIzola (200 uL
kloroforma na 1 mL TRIzola). SadrZaj mikroepruvete je ru¢no dobro promijesan i stavljen na
sobnu temperaturu 3 minute, nakon ¢ega je centrifugiran 15 minuta pri 12 000 g i +4 °C kako bi
doslo do razdvajanja faza. Gornja vodena faza s RNA je zatim prebacena u novu mikroepruvetu
od 1,5 mL, te je dodano 213 pL hladnog izopropanola i 213 pL otopine visoke soli (1,2 mol/dm?3
natrijev acetat, 0,8 mol/dm? natrijev klorid, 0,1 % DEPC). Mikroepruveta je inkubirana 10 minuta
na ledu, te je zatim centrifugirana 10 minuta pri 12 000 g na +4 °C. Supernatant je maknut te je
na talog dodano 116 pL 75 % etanola (175uL 75 % etanola na 1 mL TRIzola). Suspenzija je zatim
centrifugirana 5 minuta pri 7500g na +4 °C, te je nakon centrifugiranja maknut supernatant.
Dobiveni talog je otopljen u 67 uL DEPC vode, te je zatim dodano 6,7 uL otopine natrijeva acetata
koncentracije 3 mol/dm3 i 167 uL 100% etanola (na 1 mL TRIzola se dodaje 100uL DEPC vode,
10 uL otopine natrijeva acetata i 250 uL etanola). Tako pripremljeni uzorci stavljeni su na -20 °C
minimalno 30 minuta, nakon ¢ega su centrifugirani 30 minuta pri 12 000 g na +4 °C. Supernatant
je maknut, a talog je osusen na zraku pri sobnoj temperaturi ne dulje od 10 minuta. Osusen talog
je zatim otopljen u 50 uL DEPC vode, te je otopini ukupne RNA izmjerena masena koncentracija

na uredaju NanoDrop.

3.2.4. Odabrana metoda za izolaciju ukupne RNA iz biljnog materijala

Nakon analiziranja dobivene ukupne RNA pomodéu sve 3 metode, ustanovljeno je da je trecda
metoda najprikladnija od koriStene 3 metode. Nadalje opisana metoda je zapravo opcenitija

metoda 3.

Biljnog materijal se stavi u konusnu epruvetu od 50 mL, te se doda 5 keramickih kuglica. U
epruvetu se ulije tekuci dusik kako bi se biljni materijal smrznuo. Nakon Sto dusik ispari, biljni
materijal se homogenizira tako da se otvorena epruveta vorteksira jednu minutu. Kuckanjem

epruvete o stol makne se biljni materijal sa keramickih kuglica te se one odstrane. Na
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homogenizirani biljni materijal doda se 1 mL TRIzola na 100 do 200 mg biljnog materijala. Smjesa
se vorteksira i inkubira se 10 minuta na sobnoj temperaturi. Dobivena suspenzija se prebaci u
mikroepruvetu od 1,5 mL i doda se 0,2 mL kloroforma na 1 mL TRIzola. Smjesa se 15 sekundi
dobro promijesa u ruci te se inkubira 3 minute na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uzorak
se centrifugira 15 minuta pri 12 000 g i +4 °C kako bi se faze razdvojile. Gornja vodena faza u kojoj
se nalazi RNA prebaci se u novu mikroepruvetu i doda se 320 uL hladnog izopropanola i 320 pL
otopine visoke soli (1,2 mol/dm?3 natrijev acetat, 0,8 mol/dm3 natrijev klorid, 0,1 % DEPC) po 1mL
TRIzola. Smjesa se inkubira 10 minuta na ledu nakon ¢ega se centrifugira 10 minuta pri 12 000 g
i +4 °C. Supernatant se odstrani, a na talog se doda 175 uL 75 % etanola (pripremljenog sa DEPC
vodom) po 1 mL TRIzola. Suspenzija se zatim centrifugira 5 minuta pri 7500 g i +4 °C. Supernatant
se odstrani a na talog se po 1 mL TRIzola doda 100 uL DEPC vode, 10 uL otopine natrijeva acetata
(c= 3 mol/dm?3) i 250 mL 100 % etanola. Suspenzija se inkubira na -20 °C minimalno 30 minuta
(moze i preko nodi) te se zatim centrifugira 30 minuta pri 12 000 g i +4 °C. Supernatant se odstrani,

a talog s osusi na zraku ne dulje od 10 minuta nakon ¢ega se otopi u DEPC vodi.

3.3.DNazni tretman

Na dobivenim uzorcima ukupne RNA proveden je DNazni tretman kako bi se uklonila genomska
DNA koja se ponekad izolira zajedno za RNA. Za DNazni tretman kori$ten je TURBO DNA-free™
Kit (Ambion).

Na temelju masenih koncentracija RNA dobivenih nakon izolacije izra¢unat je potreban
volumen za reakcijsku smjesu tako da u toj smjesi bude 12,5 ili 10 ug RNA (ovisno o najmanjoj
masenoj koncentraciji uzorka kod pojedinog uzgoja biljaka). Maksimalan volumen RNA i DEPC
vode iznosi 44 pL. U reakcijsku smjesu se zatim doda 5 pL pufera za TURBO DNazu i 1 uL DNaze.
Stoga je ukupan volumen reakcijske smjese 50 UL (tablica 2). Reakcijske smjese su inkubirane 30
minuta na 37 °C, zatim je dodano 5 plL inaktivacijskog reagensa. Smjesa je inkubirana 5 minuta na
sobnoj temperaturi. Tijekom inkubacije smjese su 3 puta dobro promijesane. Nakon inaktivacije

smjese su centrifugirane 2 minute pri 10 000 g, te je supernatant u kojem se nalazi RNA prebacen
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u novu mikroepruvetu od 1,5 mL i otopini RNA je izmjerena masena koncentracija na uredaju

NanoDrop.

Tablica 2. Sastav jedni¢ne reakcije DNaznog tretmana

5ulL Pufer za TURBO DNazu
1pul DNaza
12,5ili 10 pg RNA*
DEPC voda*
>=50 puL

*Ukupan volumen RNA i DEPC vode mora biti 44 pL

3.4.Reverzna transkripcija

Za pretvorbu RNA u komplementarnu DNA (cDNA) koristen je High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Ambion).

Prema dobivenim masenim koncentracijama RNA nakon DNaznog tretmana uzeto je 1 ug
RNA i stavljeno u mikroepruvetu za PCR, te je prema potrebi dodana DEPC voda tako da ukupan
volumen bude 10 pL. Pripremljena je 2x smjesa za reverznu transkripciju. Sastav 2x smjese za
reverznu transkripciju prikazan je u tablici 2. U 2x smjese za reverznu transkripciju dodano je 10
UL pripremljene otopine RNA te je sve dobro promijesano. Za provjeru da li je zaostalo genomske
DNA pripremljeni su uzorci RNA za reverznu transkripciju gdje u 2x smjesu za reverznu
transkripciju nije dodana reverzna transkriptaza (-RT). Sastav 2x smjese za -RT uzorke za reverznu
transkripciju prikazan je u tablici 3. Uzorci su kratko centrifugirani i stavljeni u uredaj za PCR, te
je pokrenut program za reverznu transkripciju. Program reverzne transkripcije prikazan je u
tablici 4. Nakon zavrSetka reverzne transkripcije uzorci su pohranjeni na -80 °C. Nakon Sto je
provedena i reakcija reverzne transkripcije, uzorci ukupne RNA prije DNaznog tretmana, kao i
poslije DNaznog tretmana, te cDNA provjereni su elektroforezom na 1 %-tnom gelu (za 4 gela je

potrebno 300 mL 1x TAE pufera i 3 g agaroze).
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Tablica 3. Prikaz sastava 2x smjese za reverznu transkripciju (RT) i sastava 2x smjese za reverznu
transkripciju za -RT uzorke

2x smjesa za RT 2x smjesa za -RT
komponenta V/uL V/uL
10x pufer za reverznu transkriptazu 2,0 2,0
25x smjese dNTP-ova (100 0,8 0,8
mmol/dm3)
10x RT nasumi¢ne pocetnice 2,0 2,0
reverzna transkriptaza 1,0 -
inhibitor RNaza 1,0 1,0
DEPC voda 3,2 4,2
>=10 uL >=10 uL
Tablica 4. Program reverzne transkripcije
Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Vrijeme 10 min 120 min 5 min oo

3.5.1zolacija proteina

Za izolaciju proteina uzeti su klijanci divljeg tipa strari 7 dana, te transgeniéne linije GFP 2, GFP
10-2 (druga generacija biljaka), GFP 10-3 (treca generacija biljaka), GFP 12, TAP 5 i TAP 7. U
konusnu epruvetu od 50 mL sa 5 keramickih kuglica stavljeno je 500 mg biljnog materijala. U jos
jednu konusnu epruvetu s kuglicama dodatno je stavljeno 100 mg biljnog materijala transgeni¢ne
linije GFP 12, kako bi se provjerilo da li se i iz manje biljnog materijala koji je prije bio smrznut u
teku¢em dusiku i stavljen na -80 °C, mogu ucinkovito izolirati proteini. Tako je u dvjema konusnim
epruvetama bio biljni materijal linije GFP 12, u jednoj 500 mg, a u drugoj 100 mg. U sve konusne
epruvete s keramic¢kim kuglicama i biljnim materijalom dodan je tekuéi dusik. Kada se biljni

materijal smrznuo i kada je tekuci dusik ispario, biljni materijal je homogeniziran na vorteksu. Na
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homogenizirani biljni materijal se doda nedenaturirajuci pufer PEB 100. U konusne epruvete gdje
je bilo 500 mg biljnog materijala dodano je 500 pyL PEB 100 pufera, a u konusnu epruvetu sa 100
mg biljnog materijala dodano je 200 uL PEB 100 pufera. Sastav pufera PEB 100 prikazan je u
tablici 5. Zatim su konusne epruvete promijeSane na vorteksu, te je dobivena suspenzija
prebacena u mikroepruvetu od 1,5 mL. Suspenzije su centrifugirane 10 minuta pri 12000 gi+4 °C

Supernatant koji sadrzi proteine je prebacen u novu mikroepruvetu od 1,5 mL.

Tablica 5. Sastav nedenaturirajuceg pufera PEB 100

1 mmol/dm?3 NaF
50 mmol/dm?3 HEPES pH 7,4
100 mmol/dm? KCl
2,5 mmol/dm?3 MgCl,
1 mmol/dm?3 EDTA
0,1% TRITON X100
5 mmol/dm? DTT*
Tableta sa inhibitorima
proteaza*

*DTT i tableta koja sadrZi inhibitore proteaza dodani su netom prije koristenja pufera

Takoder je napravljena probna izolacija proteina pomocu uredaja Silamat. Za ovu metodu
izolacije proteina uzeto je 140 mg biljnog materijala transgenicne linije GFP 12 i stavljeno je u
mikroepruvetu od 1,5 mL. U mikroepruvetu su dodane sitne staklene kuglice, te je sve smrznuto
u tekuéem dusiku. Smrznuti biljni materijal je zatim homogeniziran 8 sekundi na uredaju Silamat,
nakon cega je ponovno stavljen u tekuéi dusik. Na smrznuti homogenizirani biljni materijal
dodano je 200 L PEB 100 pufera, te je smjesa ponovno homogenizirana 8 sekundi na uredenju
Silamat. Nakon homogenizacije suspenzija je centrifugirana 10 minuta pri 12 000 g i +4 °C.

Dobiveni supernatant u kojem se nalaze proteini prebacen je u novu mikroeptuvetu od 1,5 mL.

Nakon izolacije proteina odredena je njihova koncentracija Bradford metodom. U tu svrhu
pomocu ishodisne otopine BSA masene koncentracije 1 mg/mL pripremljene su otopine BSA
razlic¢itih masenih koncentracija za izradu bazdarne krivulje. Ishodisna otopina BSA pomijesana je
s odgovaraju¢im volumenom Bradfordovog reagensa u kiveti, te su pripremljene otopine

inkubirane 10 minuta i izmjerena im je absorbancija (Ases) pri 595nm na spektrofotometru. U
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tablici 6. prikazani su koristeni volumeni ishodisne otopine BSA koncentracije 1 mg/mL i
Bradfordovog reagensa za izradu razrijedenih otopina BSA, te konacna koncentracija BSA. Iz

dobivenih podataka napravljen je bazdarni dijagram.

Tablica 6. Volumeni ishodisne otopine BSA ( y=1 mg/mL) i Bradfordovog reagensa koristeni za pripravu
razrjedenih otopina BSA.

V(BSA, 1mg/mL/puL) V(Bradfordov reagens)/ulL Konacna masena koncentracija
BSA/ ug/mL
0 1000 0
3 997 3
5 995 5
8 992 8
12 988 12
15 985 15
18 982 18

Nakon izrade bazdarne krivulje pripremljeni su uzorci izolata proteina. 5 plL izolata
proteina pomijesano je sa 995 uL Bradfordovog reagensa u kiveti, te je inkubirano 10 minuta
nakon Cega im je izmjerena absorbancija, Ases. Iz dobivenih absorbancija i bazdarne krivulje

odredena je koncentracija proteina u izolatima.

Zatim su pripremljeni uzorci koji su sadrzavali 20 pg proteina za SDS-PAGE elektroforezu.
Potrebni volumen proteinskog izolata pomijesan je s vodom, maksimalnog ukupnog volumena
19 L, te je dodano 6 UL 4x pufera za nanosenje. Uzorci su denaturirani 5 minuta pri 96 °C. 20 uL
pripremljenih uzoraka stavljeno je na 9% SDS gel, te je napravljena SDS-PAGE elektroforeza (15
minuta na 120 V (radi sabijanja uzoraka) i potom 45 minuta na 190 V) pomoc¢u PROTEAN TETRA
(Bio-Rad) komercijalnog kompleta. Posto je koncentracija proteinskog izolata dobivena uz pomo¢
Silamata bila mala, na gel je stavljena manja masa ukupnih proteina. U tablici 7. prikazani su

volumeni proteinskih izolata i vode koristenih za pripremu uzoraka za SDS-PAGE elektroforezu.
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Tablica 7. Volumeni proteinskih izolata i redestilirane vode koristenih za pripremu uzoraka za SDS-PAGE
elektroforezu.

Uzorak V(uzorak)/pL V(ReH,0)/pL
WT 6,48 12,51
GFP 2 6,02 12,98
GFP 10-2 6,15 12,84
GFP 10-3 9,24 9,75
GFP 12 7,75 11,25

GFP 12 (100ug) 19,00 -

GFP 12 (Silamat) 5,75 13,25
TAP 5 5,41 13,60
TAP 7 6,20 12,80

3.6. Western-hibridizacija

Pomocu blotting metode western provjereno je sadrze li transgeni¢ne biljke doista fuzijske
konstrukte SerRS-a i odredenog privjeska. U tu svrhu je najprije 40 pg proteinskog izolata
razdvojeno na 9 % SDS-PAGE gelu (15 minuta na 120V, radi sabijanja uzoraka) i potom 45 minuta
na 190 V). Na jednom gelu odvojeni su proteinski ekstrakti GFP linija i divljeg tipa, te su stavljene
dvije pozitivne kontrole, tj. proteinski ekstrakti koje sadrze GFP protein (jedna pozitivna kontrola
je sadrzavala GFP protein u nedenaturirajuéem puferu, a druga u denaturiraju¢em). Kako je
koncentracija uzorka GFP 12 (100 mg) bila premalena da bi se moglo staviti 40 ug, stoga je uzet
maksimalan volumen (19 plL) odnosno 19,6 pg. Na zasebnom gelu odvojeni su proteinski ekstrakti
TAP uzoraka i divljeg tipa. Tijekom elektroforeze izrezano je po 6 filter papira i po 1 nitrocelulozna

membrana (GE Healthcare) za pojedini gel, istih dimenzija kao gel za razdvajanje.

Nakon SDS-PAGE elektroforeze gelovi za sabijanje se odstrane, a gelovi za razdvajanje se
namacu u transfer puferu 2-10 minuta. Sastav transfer pufera prikazan je u tablici 8. Po 3 filter
papira za pojedini gel namoceni su u transfer puferu te su stavljeni na anodu (+), zatim se na njih
stavi nitrocelulozna membrana koja je takoder bila namocena u transfer puferu. Na membranu

se zatim stavi gel za razdvajanje i jos 3 filter papira namocena u transfer puferu. Kotrljanjem
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staklene pipete po sveznju pazljivo se istisne zrak, te se suviSak pufera obriSe s anode. Sve se
poklopi katodnom plo¢om i pusti struja konstantne jakosti. Po 1 cm? gela primjenjuje se struja
jakosti 1 mA, u ovom sludaju ukupna povrsna dvaju gelova iznosila je 88,6 cm?. Iz tog razloga

pokrenut je transfer pri 90 mA koji je trajao 1,5 sat.

Tablica 8. Sastav pufera za transfer

144 ¢ Glicin

25 mL 1 mol/dm? Tris pH 7,4

200 mL 100 % etanol
Voda do 1L

Nakon transfera nitrocelulozne membrane se stave u staklene Petrijeve zdjelice te se
privremeno oboje inkubacijom u boji Ponceau S. Obojene membrane se skeniraju te se odboje
pomocu vode. Da ne bi doSlo do nespecificnog vezanja antitijela na membrane slijedilo je
blokiranje. Membrane s proteinima su inkubirane 1,5 sat u TBST puferu u koje je dodano mlijeko

u prahu tako da njegov udio bude 5 %. Sastav TBST pufera prikazan je u tablici 9.

Tablica 9. Sastav TBST pufera

150 mmol/dm? NaCl
20 mmol/dm?3 Tris/HCl pH 7,4
0,2% Tween

Nakon blokiranja membrane su kratko isprane s ve¢om koli¢cinom TBST pufera + 5%
mlijeko, te su zatim isprane 3 puta istim puferom tako da su inkubirane 5 minuta na tresilici. Zatim
su pripremljena antitijela tako da je uzeto 5 plLi razrijedeno u 5,5 mL TBST puferu s 5 % mlijekom.
Za detekciju GFP proteina koristena su anti GFP antitijela, a za detekciju TAP privjeska koristena
su PAP antitijela (peroksidaza antiperoksidaza). PAP antitijela su konjugati, sadrze peroksidazu iz
hrena (eng. horseradish peroxidase, HRP) vezanu na antiperoksidazno mjesto, pa ih iz toga
razloga nije potrebno inkubirati sa sekundarnim antitijelima. Membrane su prekonoéno
inkubirane na +4 °C uz protresanje, nakon ¢ega su antitijela za GFP protein pohranjena na -20 °C
jer se mogu nekoliko puta koristiti, dok su PAP antitijela bacena. Membrana s GFP uzorcima je

zatim isprana s TBST puferom 4 puta po 5 minuta uz protresanje, te je zatim inkubirana sa
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sekundarnim antitijelima (anti mis-HRP), koja su razrijedena 3000 puta u TBST puferu s 5%
mlijekom, 1-1,5 sat uz protresanje na sobnoj temperaturi. Obje membrane su isprane s TBST
puferom s 5 % mlijekom 2 puta po 5 minuta uz protresanje, te jos 2 puta po 10 minuta uz

protresanje.

Prije detekcije membrana s TAP uzorcima je podijeljena na dva dijela (oba dijela su
sadrzavala TAP 5 i TAP 7 uzorke i divlji tip). Signali na jednoj membrani detektirani su pomocu

uredaja LiCor, a na ostalim membranama na fotografskom filmu.

Prije detekcije na filmu, pripremljene su otopine za kemiluminiscenciju. PomijeSano je
0,7 mL otopine 1 i 0,7 mL otopine 2 iz kita za kemiluminescentnu detekciju (GE Healthcare,
Amersham ™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent). Sljedeci dio je raden u tamnoj
komori. Membrane s GFP i TAP uzorcima stavljene su na grafofoliju, te je na njih stavljena otopina
za kemiluminiscentnu detekciju, te su membrane inkubirane 3 minute nakon c¢ega je otopina
maknuta. Na membrane je zatim stavljena jo$ jedna grafofolija, te je na nju stavljen film. Na film
je stavljen papir i teza knjiga kako bi se sprijecilo nezeljeno osvjetljavanje filma. Film je eksponiran
1 minutu, te je zatim najprije uronjen u razvija¢ do pojava pruga, zatim je uronjen u redestiliranu

vodu i na kraju u fiksir.

Za detekciju signala na membrani sa TAP uzorcima na uredaju LiCor takoder je
pripremljena otopina za kemiluminescentnu detekciju tako da je pomijesano 0,3 mL otopine 1 i
0,3 mL otopine 2 iz kemiluminescentnog kita(GE Healthcare, Amersham ™ ECL™ Prime Western
Blotting Detection Reagent). Membrana je stavljena na grafofoliju te je na nju stavljen dio
pripremljene otopine za kemiluminescentnu detekciju. Membrana je inkubirana 3 minute u
mraku, nakon cega je otopina maknuta. Na uredaj LiCor stavljeno je malo otopine za
kemiluminescentnu detekciju, te je na nju stavljena membrana te je pokrenut program za

detekciju kemiluminescencije.

Nakon detekcije membrane su isprane s TBST puferom pa redestiliranom vodom, osusene

i pohranjene na +4 °C.
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3.7.Provjera enzimske aktivnosti

Ispitana je aminoacilacijska aktivnost proteinskih ekstrakta izoliranih iz biljaka divljeg tipa i
transgenic¢nih linija. U pokusu se prati nastanak Ser-tRNA>®" koja je produkt enzimske aktivnosti
SerRS. Koristi se radioaktivno obiljeZzeni serin Sto omogucuje detekciju produkta enzimske
reakcije 1*C-Ser-tRNASer. Reakcijska smjesa sadrZi 125 pmol/dm?3 serina specifi¢ne aktivnosti 27,5
uCi/uL, 1 pmol/dm3 ukupne tRNA iz kvasca Saccharomyces cerevisiae, 0,225 ug proteinskog
ekstrakta, 60 mmol/dm?3 Tris-HCI (pH 7,5), 15 mmol/dm3 MgCl,, 5 mmol/dm?3 ATP, 4 mmol/dm?3
ditiotreitol (DTT), 0,4 g/dm3 albumina iz seruma goveda (eng. bovine serum albumin, BSA).
Eksperimenti su radeni na 30 °C pri ¢emu su reakcijske smjese prije zapoCinjanja reakcije
inkubirane na istoj temperaturi 2 — 5 minuta, nakon cega je reakcija zapoceta dodatkom
odgovarajuce koli¢ine proteinskog ekstrakta. Alikvoti od 9 pL uzimani su nakon 2, 4, 6 i 8 minuta
i nanoseni na filter papir dimenzija 2 x 1 cm (Whatman 3MM) i uranjani u otopinu hladne 10 %
(w/v) trikloroctene kiseline ¢ime je reakcija zaustavljena. Potom su ispirani 10 minuta u istoj
otopini u kojoj je reakcija i zaustavljena (10 % (w/v) trikloroctena kiselina), zatim 2 x 5 minuta u
5 % (w/v) trikloroctenoj kiselini, 1 x 5 minuta u 96 % (v/v) etanolu i na kraju su stavljeni na susenje
na 80 °C pola sata. Nakon toga su uronjeni u 3 mL scintilacijske otopine sastava: 5 g/dm?3 2,5-
difenil oksazol (PPO), 0,3 g/dm?3 1,4-bis(2-(4-metil-5-fenil)oksazolil)benzen (POPOP), toluen; i

stavljeni u scintilacijski broja¢. Aminoacilacijske eksperimente izveo je dr. sc. Mario Kekez.

3.8. Uzgoj biljaka izlozenih stresu

Za provjeru utjecaja abioti¢kog stresa uzrokovanog teskim metalom, kadmijem, uzgajan je divlji
tip biljke A. thalina u teku¢éem MS mediju, koji je nakon 7 dana uzgoja zamijenjen svjezim MS

medijem koji je sadrzavao kadmij.

28



Diplomski rad

Sjemenke divljeg tipa A. thaliana (ekotip Columbia) najprije su sterilizirane istim
postupkom kao sjemenke transgenic¢nih linija (poglavlje 3.1). Nakon ispiranja, sjemenke su
stavljene u 1 mL redestilirane vode, te stavljene u mrak na +4 °C na vernalizaciju. U ovom

eksperimentu radene su 2 bioloske replike.

Priprema tekuéeg MS medija sli¢na je kao i priprema krutog medija samo $to se ne dodaje
agaroza. Dakle za 1 L MS medija potrebno je otopiti 4,4 g MS5519 medija i 20 g saharoze, te se

pripremljena otopina titrira s KOH i HCl do pH 5,7, te na kraju sterilizira u autoklavu.

5mL teku¢eg MS medija stavljeno je u sterilne Erlenmayerove tikvice od 50 mL s metalnim
poklopcem, te su zatim dodane vernalizirane sjemenke divljeg tipa A. thaliana. Nakon sedam
dana uzgoja uz potresanje narasli su buseni isprepletenih klijanaca koji su prebaceni u male
petrijeve zdjelice. Stari MS medij je bacen te je dodan svjezi MS medij koji je sadrzavao odredenu
koncentraciju kadmijevih iona (radeno je s dvije koncentracije kadmijevih iona 200 umol/dm?3
CdClz i 1000 umol/dm3 CdCl,), odnosno u kontrolne uzorke dodan je MS medij bez kadmijevih
iona. Klijanci su izloZeni stresu 8 i 24 sata. Nakon izlaganja stresu klijanci su isprani destiliranom

vodom i osuseni, te smrznuti za daljnju obradu.

Dobiveni biljni materijal je stavljen u konusne epruvete od 50 mL s keramickim kuglicama,
te je dodano 1,5 mL TRIzola, te je tako biljni materijal homogeniziran na vorteksu. Konusne
epruvete su kratko centrifugirane te je dobivena suspenzija preba¢ena u mikroepruvete, te je
slijedila izolacija RNA prema metodi 3 (poglavlje 3.2.3.). U ovom slucaju biljni materijal nije

izvagan, pa je koriSten konstantni volumen TRIzola (1,5 mL).

Izoliranoj RNA izmjerena je koncentracija na uredaju NanoDrop, nakon Cega je slijedio
DNazni tretman. U reakcijsku smjesu za DNazni tretman stavljeno je 20 pg izolirane RNA, zajedno
sa DEPC vodom ¢inilo je 42,75 uL jedinicne reakcijske smjese. U jedini¢nu reakcijsku smjesu
dodano je jos 5 uL DNaze, 2 L pufera za DNazu, te 0,25 ulL inhibitora RNaza. Reakcijske smjese
su inkubirane 30 minuta na 37 °C, nakon cega je dodano 5 pl inaktivacijskog reagensa, te je sve
inkubirano 5 minuta na sobnoj temperaturi uz povremeno mijeSanje. Zatim su uzorci

centrifugirani 1,5 minuta pri 10 000 rpm, te je supernatant u kojem se nalazi RNA prebacen u

29



Diplomski rad

nove mikroepruvete. Dobivena RNA nakon DNaznog tretmana je pretaloZzena tako da je u otopinu
dodano 10 pL otopine natrijevog acetata koncentracije 3 mol/dm3i 250 pL 100 % etanola. Uzorci
su stavljeni na -20 °C preko noci te su sljedeci dan centrifugirani 30 minuta pri 10 000 rpm i +4 °C.
Supernatant je bacen, a talog RNA je otopljen u 30 uL DEPC vode, te je uzorcima izmjerena

koncentracija pomocu uredaja NanoDrop.

Nakon DNaznog tretmana i pretaloZivanja slijedila je reverzna traskripcija. Postupak

reverzne transkripcije bio je isti kao i kod uzgoja transgenic¢nih biljaka (poglavlje 3.4.).

3.9. Kvantitativni PCR (gPCR)

Dobivena cDNA je razrijedena pet puta, te je zatim analizirana kvantitativnim PCR-om koristeci
pocetnice koje su specificne za transgeniéne konstrukte GFP-SerRS i SerRS-TAP (GFP_GS i
TAP_ST), pocetnice koje su specificne gen za BEN1 (BEN1MAR), pocetnice koje su specificne za
endogenu SerRS (SerRS3'UTR), pocetnice koje odgovaraju i endogenom genu za SerRS i SerRS
fuzijskim konstruktima (SerRS), te pocetnice koje su specificne za GFP (GFP) i TAP (TAP). KoriStene
su pocetnice za 3 razliCite endogene kontrole (GAPDH, AKT2 i EXP). Sljedovi svih koristenih parova
pocetnica, veli¢ine njihovih produkata umnazanja i uéinkovitost umnazanja prikazani su u

tablici 10.
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Tablica 10. Sljedovi parova pocetnica koriStenih u qPCR reakcijama i veli¢ine njihovih produkata
umnazanja i u¢inkovitost umnazanja. (Prikazane su i neke pocetnice koje su koristene tijekom izrade
diplomskog rada, ali rezultati tih eksperimenata nisu prikazani u ovom diplomskom radu)

Naziv pocetnica Slijed pocetnica Veli¢ina Efikasvnos:t

amplikona umn:izanja

ons ST SUCHSTICTIOEE g
somssue ST SKCCEICTOTINCT o 1se
GFPGS (lpien 5 GGCGTTGCOATICICGoaTAy ISP 1SS
w o STE SMCNCSTOUC s
TARST o RST S GCTGCTGAGACOGCTATO ARy MEPP 182
P TR STICTCGOTAGCAGTAGTGGAAF 3PP 201
oouan SN SCTOSTTCCTHTIONS 1
won SO STOSCAMACTMEAT
win AL STTCAISCICIONT 10
P R 5 GOTCCGACATACCCATeATCCR  S1PP 199
R TEE

*Efikasnosti umnaZzanja amplikona odnosi se na eksperimente sa transgeni¢nim biljkama.

Na mikrotitarskoj plocici za qPCR eksperimente pripremljene su reakcijske smjese s
uzorcima cDNA, te su ujedno i postavljene negativne kontrole (NTC) gdje se umjesto uzorka cDNA
u reakcijsku smjesu doda redestilirana voda. Sastav jedini¢éne reakcije i negativne kontrole
prikazan je u tablici 11. Na mikrotitarsku plocicu stavljena je folija za gPCR, te je plocica kratko
centrifugirana i stavljena u uredaj za qPCR (Applied Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR System).
Pokrenut je program za kvantitativni PCR koji ujedno nakon provedenog PCR-a mjeri temperaturu

meksanja umnoZenih DNA produkata. Nakon zavrSetka programa, mikrotitarska plocica je
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pohranjena na +4 °C, a dobiveni podaci su analizirani u programu Excel. Za svaki par pocetnica

izraCunata je efikasnost umnaZanja amlplikona pomocu programa LinRegPCR (36).

Tablica 11. Sastav jedini¢ne gPCR reakcije i negativne kontrole.

komponenta jedinicna reakcija negativna kontrola (NTC)
V(komponente)/uL V(komponente)/uL
Power SYBR Gret::n Master Mix 10,0 10,0
(Termo Fischer)

Uzvodna pocetnica (F)* 2,0 2,0

Nizvodna pocetnica (R)* 2,0 2,0
cDNA 2,0 -

ReH,O 4,0 6,0

$=20uL 2=20uL

* Poletne koncentracije poletnica su bile 3 umol/dm?3, a u konaénoj reakcijskoj smjesi 0,3 umol/dm3.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Analiza transgenicnih biljaka koje prekomjerno eksprimiraju SerRS

U prethodnim istrazivanjima pripremljene su transgeni¢ne linije biljke A. thaliana koje
prekomjerno eksprimiraju seril-tRNA-sintetazu u obliku fuzijskih proteina (3). Transgenicne linije
dobivene su transfekcijom pomoéu bakterije Agrobacterium tumefaciens. Bakterije
A. tumefaciens sadrze Ti plazmid koji sadrzi dio zvan T-DNA. Prilikom infekcije biljke bakterijom
A. tumefaciens T-DNA se prenosi u biljnu stanicu i ugraduje se u biljni genom. Genetickim
inZenjerstvom se T-DNA u Ti plazmidu moZe izmijeniti tako da sadrzi gen koji se Zeli ugraditi u

genom biljke (37).

U jedan tip transgenicnih biljaka ugraden je konstrukt za fuzijski protein koji se sastoji od
SerRS-a i zelenog fluorescentnog proteina (eng. green fluorescent protein, GFP) na N-
terminalnom kraju SerRS. GFP-SerRS konstrukt nalazi se pod kontrolom jakog biljnog
konstitutivhog promotora CaMV 35S, ispred kojeg se nalazi pojaciva¢ (eng. enhancer) koji
dodatno pojacava transkripciju (Slika 8.B). Ove transgenicne linije su prethodno bile koriStene za
odredivanje stani¢nog smjestaja SerRS (12), jer GFP pobuden UV svjetloSéu emitira zelenu

fluorescenciju koja se moze detektirati pomocu fluorescencijskog mikroskopa (34).

U drugi tip transgenicnih biljaka ugraden je konstrukt za fuzijski protein SerRS-a sa TAP
privieskom na C-terminalnom kraju SerRS. SerRS-TAP konstrukt je stavljen pod kontrolu jakog
biljnog konstitutivnog promotora CaMV 35S (Slika 8.C) TAP privjesak sluZi za afinitetno
suprociS¢avanje proteina spregnuto sa spektrometrijom masa (eng. tandem affinity purification-
mass spectrometry, TAP-MS) i sastoji se od kalmodulin-vezujuéeg peptida, veznog mjesta za
proteazu TeV (eng. tobacco etch virus) i proteina A koji ima veliki afinitet vezanja na
imunoglobuline G (IgG). TAP privjesak Cesto se koristi za prociséavanje ciljnih proteina u
kompleksu s proteinskim interaktorima (38). Ove biljke su koristene u identifikaciji proteinskih

interaktora SerRS (3).
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Slika 8. Shematski prikaz gena za endogeni SerRS i fuzijskih SerRS konstrukata kod transgenicnih linija A.
thaliana, te polozaj pojedinih parova pocetnica koristenih u gPCR-u. A — gen za endogeni SerRS, sastoji
se od 8 eksona i 7 introna; ljubi¢asto je oznacen otvoreni okvir Citanja za SerRS, dijagonalnim linijama su
oznaceni 5'-UTR i 3'-UTR, vedi pravokutnici odgovaraju eksonima, plavom bojom oznaceni su introni, B —
GFP-SerRS konstrukt ugraden u GFP linije, sastoji se od kodirajuéeg slijeda za fuzijski protein GFP-SerRS
(zeleno — otvoreni okvir Citanja za GFP, ljubi¢asto — otvoreni okvir itanja za SerRS), promotora CaMV
35S (crveno) i pojacivaca (Zuto), C - SerRS-TAP konstrukt ugraden u TAP linije sastoji se od kodirajuéeg
slijeda za fuzijski protein SerRS-TAP (ljubi¢asto — otvoreni okvir ¢itanja za SerRS, crno — otvoreni okvir
Citanja za TAP privjesak) i CaMV 35S promotora (crveno)

U ovom diplomskom radu detaljno su okarakterizirane dvije transgenicne linije koje eksprimiraju

GFP-SerRS (linije GFP 2 i GFP 10) i dvije linije koje eksprimiraju SerRS-TAP (linije TAP 5i TAP 7).

4.1.1. Analiza ekspresije na razini mRNA

4.1.1.1. Odabir metode za izolaciju ukupne RNA

Na pocetku je bilo potrebno odabrati metodu izolacije ukupne RNA iz biljaka koja ¢e dati RNA
dovoljne koli¢ine i visoke Cistoée kako bi se mogla analizirati RT-gPCR-om. U tu svrhu iz klijanaca
transgenicne linije GFP 2 starih 6 dana paralelno je izolirana ukupna RNA koristenjem tri razli¢ite
metode. Sve tri metode se baziraju na izolaciji RNA pomodu TRIzola. Metoda 1i 2 razlikuju u tome
Sto je u metodi 1 koristen izopropanol sobne temperature i inkubacija sa izopropanolom se

odvijala na sobnoj temperaturi, dok se u metodi 2 koristio hladni izopropanol i inkubacija s njim
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se odvijala na ledu. Metoda 3 je najslicnija metodi 2. U metodi 3 uz hladni izopropanol dodaje se
jo$ otopina visoke soli (1,2 mol/dm3 natrijev acetat, 0,8 mol/dm? natrijev klorid, 0,1 % DEPC), te

na kraju izolacije slijedi dodatno pretalozivanje.

Nakon izolacije odredena je koncentracija ukupne RNA pomodu uredaja NanoDrop, te su
uzorci podvrgnuti DNaznom tretmanu kako bi se odstranila genomska DNA, koja se ponekad
izolirata uz RNA. Ponovno je izmjerena koncentracija ukupne RNA pomocu uredaja NanoDrop.
Cistoca uzoraka procijenjena je pomocu omijera absorbancija Azeo i A2go, te omjera Azeo i A230

dobivenih tijekom mjerenja koncentracije ukupne RNA pomocu uredaja NanoDrop.

Opcenito omjer Azeso/A2s0 govori o Cisto¢i nukleinskih kiselina kod njihove izolacije.
Nukleinske kiseline apsorbiraju zracenje valne duljine 260 nm, dok proteini apsorbiraju zra¢enje
valne duljine 280 nm. Kod izolacije DNA omjer Aze0/A280 ~1,8 se obi¢no uzima kao cista DNA, dok
kod izolacije RNA omjer Azs0/A280 ~2,0 se uzima kao Cista RNA. Kao sekundarni indikator Cistoce
nukleinskih kiselina uzima se omjer Aeo/A230, za Ciste uzorke nukleinskih kiselina taj omjer je
obi¢no veéi od omjera Azso/Azs0 i obicno iznosi 2,0-2,2. Soli i neki spojevi iz TRIzola mogu
apsorbirati pri 230 nm, te se tako iz omjera Azeo/A230 moze uoditi da li su neki od tih spojeva

zaostali tokom izolacije (39).

Prema podacima iz tablice 12. tre¢a metoda izolacije RNA daje najc¢iS¢u RNA. Metoda 3
ima jedno pretaloZivanje RNA vise nego metode 1 2, te iako se Cesto tijekom pretaloZivanja dio
njom moze napraviti DNazni tretman. Uzorci ukupne RNA dodatno su provjereni elektroforezom
na 1 %-tnom agaroznom gelu (slika 9.). MoZe se zamijetiti kako kod uzorka RNA dobivenog
treéom metodom pruga koja odgovara molekulama RNA malih molekulskih masa ima manji
intenzitet u odnosu na uzorke RNA dobivenih metodom 1 i metodom 2, dok su kod tog treceg
uzorka vrpce s ve¢im molekulskim masama intenzivnije. Razlog tome bi bio da nukleinske kiseline

vecéih molekulskih masa bolje taloze od manjih u otopini s vise soli.
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Tablica 12. Masene koncentracije uzoraka RNA dobivenih razli¢itim metodama izolacije (M1 — metoda 1,
M2 — metoda 2, M3 — metoda 3)

Masena koncentracija RNA prije DNaznog Masena koncentracija RNA nakon
tretmana DNaznog tretmana
UZORAK y/ng uL? Az60/A2s0 Az60/A230 y/ng puL?! Az60/A230 Aze0/A230
M1 712,13 1,99 0,71 205,61 1,95 0,68
M2 1251,55 1,97 0,84 201,57 1,98 0,74
M3 898,68 2,16 2,14 213,15 2,03 1,83

3000 pb —-‘

o B ' .

500ph  ——— -

Slika 9. Elektroforeza (30 min, 120 V, 1 % agarozni gel) izolata ukupne RNA dobivenih koristenjem tri
razli¢ite metode izolacije. M — marker (GeneRuler Mix, Thermo Scientific), RNA M1 —izolat ukupne RNA
dobiven metodom 1, RNA M2 —izolat ukupne RNA dobiven metodom 2, RNA M3 — izolat ukupne RNA
dobiven metodom 3

Nakon izolacije, 12,5 pug ukupne RNA podvrgnuto je DNaznom tretmanu u ukupnom
volumenu od 50 pL. Nakon DNaznog tretmana masena koncentracija sva tri uzorka je relativno
sliéna Sto je i ocekivano jer se jednaka masa RNA uzela za DNazni tretman, a volumen reakcijske
smjese je bio jednak. Teorijska masena koncentracija nakon DNaznog tretmana je 250 ng/uL.
Dobivene masene koncentracije su nesto manje, jer je moguce da se dio uzorka izgubio tijekom
centrifugiranja nakon inaktivacije DNaze. Cisto¢a uzoraka nakon DNaznog tretmana se neto

smanjila Sto nam govori da je u otopini zaostalo nekih spojeva iz DNazne reakcije.
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Nakon DNaznog tretmana po 1 ug svakog uzorka ukupne RNA podvrgnut je reverznoj
transkripciji. Uz te uzorke pripremljene su i dvije negativne kontrole, uzorci ukupne RNA ali bez
dodane reverzne transkriptaze (-RT M2 i -RT M3), kako bi se provjerilo jesu li uzorci kontaminirani
genomskom DNA. Nakon reverzne transkripcije svi uzorci su naneseni na gel (slika 10.) i uo¢ena
je sinteza cDNA u uzorcima M2 i M3, neSto manje u M1 dok u -RT uzorcima nije bilo cDNA sto je
i o¢ekivano. Zanimljivo je da se intenzitet pruge RNA malih molekulskih masa smanjio u uzorku
M3 Cime je taj uzorak obogacen molekulama RNA veée molekulske mase $to je dobro za sljedece

korake u RT-qPCR-u.

RNA M2 RNA M1 RNA M2 RNA M3

prije nakon nakon nakon cDNA cDNA ] N
M DNaznog DNaznog DNaznog DNaznog M1 cONA AT RT

tret. tret. tret. tret. M2 M3 M2 M3

DD EEEE®

1000pb —— 6 ‘ ‘

LI —

Slika 10. Elektroforeza(50 min, 120 V, 1 % agarozni gel) izolata RNA prije DNaznog tretmana, nakon
DNaznog tretmana, uzoraka cDNA nakon reverzne transkripcije, te -RT uzoraka. M — marker (GeneRuler
Mix, Thermo Scientific)

Dobivene cDNA, kao i -RT uzorci nakon reverzne transkripcije analizirani su u tehnic¢kim
duplikatima gPCR-om sa SerRS3'UTR pocetnicama (Slika 11.). Dobivene su sljedeée srednje
vrijednosti za tehnicke duplikate: Cr(M1) = 28,37, Cr(M2) = 23,02, Cr(M3) = 20,76. Kod uzorka M1
postoji veca razlika medu tehni¢kim duplikatima, Sto bi moglo znaciti da u reakcije nije stavljena
jednaka koli¢ina cDNA. Kod -RT uzoraka nema umnazanja $to je dodatna potvrda da u uzorcima

nema genomske DNA.
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Slika 11. Krivulja amplifikacije dobivena qPCR analizom tehnickih duplikata tri uzorka cDNA, -RT uzoraka
i negativnih kontrola (uzorci bez dodane cDNA). Koristene su pocetnice SerRS3'UTR.

Rezultati gPCR-a takoder upucuju na to da metodom izolacije 3 se dobiva veci udio RNA
vecéih molekulskih masa. Metoda izolacije 3 daje najmanju Ct vrijednost, Sto znaci da je kod tog
uzorka prije postignuta grani¢na razina fluorescencije, odnosno da u uzorku u pocetku ima vise

MRNA za GFP-SerRS konstrukt u odnosu na ostala dva uzorka.

Na temelju ovih rezultata utvrdeno da je metoda 3, od isprobane 3 metode, najbolja
metoda za izolaciju RNA za potrebe analize RT-qPCR-a, te je tako ovom metodom izolirana RNA

kod ostalih eksperimenata.

4.1.1.2. Provjera pocetnica

Kako bi se kasnije mogli analizirati uzorci cDNA napravljen je probni gPCR u kojem su upotrjebljeni
svi parovi pocetnica, koji su se kasnije koristili u analizi, na uzorku cDNA M3 iz probne izolacije
metodom 3. Probnim gqPCR-om parovi poéetnica su ispitani da li umnaZaju cDNA, da li je taj
amplikon ocekivane veliine i da |li moZzda daju neki dodatni neZeljeni produkt (npr. dimer

pocetnica).
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Na slici 12 prikazan je primjer provjere para pocetnica SerRS3'UTR. U qPCR eksperimentu
za svaku reakciju radena su dva mjerenja (tehnicki duplikati). Krivulje amplifikacije pokazuju da
je doslo do umnaZanja u oba tehnic¢ka duplikata (slika 12.A). Na temelju krivulja meksanja moze
se zakljuciti da pocetnice daju samo jedan produkt jer se na krivulji pojavljuje samo jedan pik
(slika 12B). Veli¢ina amplikona provjerena je elektroforezom na 1,4 % agaroznom gelu (Slika 12.C)
i poklapa se sa teorijskom velicinom. U negativnoj kontroli (eng. non-template control, NTC) koja
u reakcijskoj smjesi sadrzi pocetnice, ali ne i cDNA nema umnazanja. Ovaj rezultat pokazuje da
pocetnice ne stvaraju dimere pocetnica te da nisu kontaminirane s DNA. | kod ostalih parova

pocetnica uoceno je da dolazi do umnazanja amplikona te nisu primije¢eni dodatni nezeljeni
produkti (slika 13.).

SerRS
SerRS  3'UTR

JUTR NTc M

[g 0.01 e /

i 3000 pb
i
A = 0
N7 1
00011\ /i\ |
V & 1000 pb
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Slika 12. A - Krivulja amplifikacije dobivena gPCR-om koristenjem SerRS3'UTR para pocetnica pocetnica
(plavo - uzorci s cDNA, zeleno - negativna kontrola), B — Krivulja meksanja dobivena gPCR-om
koristenjem SerRS3'UTR para pocetnica(plavo - uzorci s cDNA, zeleno - negativna kontrola) , C -
Elektroforeza (60minuta, 120V na 1,4 % agarozni gelu ) SerRS3'UTR amplikona i uzorka negativne
kontrole (NTC)
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Slika 26. Elektroforeza (45 minuta, 120 V) amplikona svih pocetnica na 1,4 % agaroznom gelu; M —
marker (GeneRuler Mix, Thermo Scientific)

4.1.1.3. Ekspresija fuzijskih konstrukta kod transgenicnih biljaka

Kako bi se okarakterizirale pojedine transgenicne linije potrebno je odrediti razinu prekomjerne
ekspresije SerRS, tj. odrediti omjer ekspresije fuzijskog SerRS konstrukta u odnosu na ekspresiju
gena za endogeni SerRS unutar svake od transgenicnih linija. Razina prekomjerne ekspresije moze

se odrediti RT-qPCR metodom.

U tu svrhu uzgajani su bioloski duplikati klijanaca transgenicnih linija (GFP 2, GFP 10, TAP 5
i TAP 7) i divljeg tipa 8 dana na krutoj hranjivoj podlozi uz simulaciju dugog dana (Slika 13.). Nakon
8 dana rasta iz klijanaca izolirana je ukupna RNA prema odabranoj metodi (poglavlje 3.2.4.).
Nakon izolacije RNA odvojen je alikvot od 10 pL koji se koristio za elektroforezu i mjerenje masene

koncentracije na uredaju NanoDrop.
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Slika 13. Osam dana stari klijanci transgenicne linije TAP 5 (drugi bioloski replikat) uzgajani na krutoj MS
podlozi.

Prema omjerima absorbancija Axso/A2s0i Az60/A230 iz tablice 13. moze se vidjeti kako su
izolati ukupne RNA prili¢cno Cisti. Nakon elektroforeze ukupne RNA (slika 14.) izgledalo je da se u
uzorku GFP 2 1 nije izolirala RNA, dok je NanoDrop pokazivao odredenu masenu koncentraciju.
Svi uzorci su podvrgnuti DNaznom tretmanu, te je izmjerena masena koncentracija ukupne RNA.
Nakon DNaznog tretmana RNA je provjerena elektroforezom, te je dodatno provjerena ukupna
RNA prije DNaznog tretmana uzoraka GFP 2 1 (radna otopina ukupne RNA i radni alikvot od
10 pL)(Slika 15.). Uoceno da se RNA u radnom alikvotu od 10 pL degradirala, dok se RNA u radnoj
otopini ukupne RNA nije.
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Tablica 13. Masene koncentracije RNA prije i poslije DNaznog tretmana izoliranih iz bioloskih duplikata 8
dana starih klijanaca transgenicnih linija i biljaka divljeg tipa

Masena koncentracija RNA prije Masena koncentracija RNA nakon
DNaznog tretmana DNaznog tretmana
uzorak  y/ngpulL? AscofAsso Az0/A230 y/ng puL? Azeo/Azso Aze0/A230

TAP51 1239,6 2,15 2,29 220,0 2,03 1,93
TAP5 2 1438,94 2,16 \ 2,33 219,87 2,02 1,98
TAP71 623,43 2,18 2,16 237,38 2,03 1,87
TAP 7 2 1893,71 2,04 \ 2,23 102,1 1,99 1,61
GFP21 1908,95 2,11 2,28 143,75 2,02 1,81
GFP 2 2 894,13 2,17 \ 2,18 198,26 2,02 1,81
GFP101 | 1849,74 2,14 2,36 221,81 2,02 1,96
GFP 10 2 504,05 2,18 \ 2,09 287,38 2,02 1,9
WT 1038,37 2,17 2,23 220,32 2,01 1,85

RNA iz probne

v Ed EE B B EG izolacije
51 f§s2 71 B72 f 2t Q22 1 2 3
== eecee &= E = =

—

==t eeEeEe@we =

3000 pb & r
1000 pb B . . . . . . . . .
500 pb -—

- - - - . - -

Slika 14. Elektroforeza (30 min, 120 V, 1 % agarozni gel) 2 ug RNA prije DNaznog tretmana dobivenih
izolacijom iz klijanaca transgenicnih linija i biljaka divljeg tipa (WT), te RNA iz probnih izolacija metodama
1, 2i 3 (pozitivne kontrole) ; A — gel snimljen pod manjom ekspozicijom, B — gel snimljen pod vecom
ekspozicijom, M — marker (GeneRuler Mix, Thermo Scientific).
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Slika 15. Elektroforeza (30 min, 120 V, 1 % agarozni gel) 300 ng RNA nakon DNaznog tretmana dobivenih
izolacijom iz klijanaca transgenic¢nih linija i biljaka divljeg tipa (WT), te 2 ug RNA iz probne izolacija
metodom 3 (pozitivna kontrola) i RNA prije DNaznog tretmana za uzorak GFP 2 1 ; A — gel snimljen pod
manjom ekspozicijom, B — gel snimljen pod ve¢om ekspozicijom; M — marker (GeneRuler Mix, Thermo
Scientific)

Po 1 pg ukupne RNA nakon DNaznog tretmana svih uzoraka podvrgnut je reverznoj

transkripciji, nakon ¢ega su uzorci podvrgnuti elektroforezi da bi se provjerilo je li doslo do sinteze

cDNA (Slika 16.).

M TAP TAP TAP TAP GFP GFP GFP GFP wT
51 52 71 7 21 22 101 102

- . e —- = . - ———

3000 pb ‘

1000 pb ’

500 pb

Slika 16. Elektroforeza (30 min, 120 V, 1 % agarozni gel) 2 uL svakog uzorka cDNA dobivenie iz klijanaca
transgenicnih linija i biljaka divljeg tipa (WT) i 2 uL cDNA iz probne izolacije metodom 3 (pozitivha
kontrola), M — marker (GeneRuler Mix, Thermo Scientific)
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Nakon sto je utvrdeno elektroforezom da je reverznom transkripcijom dobivena cDNA,
provedena je qPCR analiza. Za pradenje ekspresije gena za endogeni SerRS koristene su
SerRS3'UTR pocetnice. Ovaj par pocetnica odgovara 3'-kraju okvira Citanja gena za SerRS i
netranslatiranom dijelu na 3'-kraju. Kako ove pocetnice zahvaéaju netraslatirani dio gena za SerRS
koji se nalazi samo u endogenom genu, a ne i u fuzijskim konstruktima tako se pomocu ovog para
pocetnica moZe pratiti samo ekspresija gena za endogeni SerRS. Za praéenje ekspresije GFP-SerRS
konstrukta koristene su GFP_GS pocetinice. Ove pocetnice odgovaraju 5'-kraju kodirajuéeg
slijeda za SerRS i 3'-kraju kodirajuéeg slijeda za GFP te su specificne za GFP-SerRS konstrukt. Za
praéenje ekspresije SerRS-TAP konstrukta koriStene su TAP_ST pocetnice. TAP_ST pocetnice
odgovaraju 3'-kraju kodirajuceg slijeda za SerRS i 5'-kraju kodirajuéeg slijed za TAP privjesak, te
su specificne samo za SerRS-TAP konstrukt. U ovim eksperimentima pratila se ekspresija fuzijskog
konstrukta u odnosu na endogeni SerRS u istom uzorku, pa nije potrebno rezultate normalizirati

u odnosu na endogenu kontrolu.

Svi uzorci cDNA najprije su razrjedeni pet puta, te su zatim analizirani gPCR-om. cDNA
GFP i TAP linija analizirana je sa SerRS3'UTR pocetnicama. cDNA iz GFP transgenicnih linija
dodatno je analizirana koristenjem GFP_GS pocetnica, a cDNA iz TAP transgenic¢nih linija
analizirana je dodatno sa TAP_ST pocetnicama. Za sve pocetnice napravljene su negativne
kontrole (eng. non-template control, NTC), gdje je reakcijsku smjesu umjesto cDNA dodana voda.
Za sve reakcije napravljeni su tehnicki duplikati. Rezultati dobiveni gPCR-om zatim su statisticki

obradeni u Excel programu, efikasnost pocetnica odredena je LinRegPCR programom.

Rezultati prikazani u tablici 14. i na slici 17. ukazuju na prekomjernu ekspresiju fuzijskih
SerRS konstrukta u odnosu na endogeni SerRS. Prekomjerna ekspresija najveca je u liniji GFP 10,
a najmanja u liniji TAP 5. Uocava se da je kod GFP linija prekomjerna ekspresija puno vec¢a (30-
100 x) nego kod TAP linija (4-8 x) . Ova razlika je vjerojatno posljedica toga Sto je konstrukt GFP-
SerRS kod GFP linija stavljen pod regulaciju jakog biljnog konstitutivhog promotora CaMV 35S
ispred kojeg se nalazi pojaciva¢, dok je kod TAP linija konstrukt SerRS-TAP stavljen samo pod

kontrolu CaMV 35S promotora bez pojacivaca (slika 8). Izmedu GFP linije 2 i 10 takoder postoji
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razlika. Mogucée da je konstrukt GFP-SerRS u liniji GFP 10 ugraden u dio genoma koji je

transkripcijski viSe aktivan pa je iz tog razloga njegova ekspresija veca nego u liniji GFP 2.

Tablica 14. Omjer ekspresije gena za fuzijske SerRS konstrukte u odnosu na endogeni gen za SerRS
dobiven gPCR analizom cDNA iz 8 dana starih klijanaca transgenicnih linija

srednja srednja srednja
vrijednost Ct  vrijednost Ct  vrijednost Ct
uzorak tehnickih tehnickih tehnickih 2-ACTx
duplikata duplikata duplikata
(SerRS3'UTR)  (GFP_GS) (TAP_ST)

GFP21 19,72 14,67 33,17
GFP 22 20,36 15,18 36,16
GFP 101 \ 20,27 13,56 104,18
GFP 10 2 20,09 13,91 72,82
TAP51 19,83 17,80 4,08
TAP 52 19,63 17,61 4,03
TAP71 19,75 16,64 8,68
TAP 7 2 19,91 17,80 4,32

*2—ACT:2—ACT (CTGFP_GS-CtSerRS3UTR) odnosno 2—ACT (CTTAP_ST-C1SerRS3UTR)

120 °

R 100 %*S
© N
N3¢ 2S5
gw (O] c l@'_—x
g &> 8 3 c @
w0 o < L <7
[TERARET) w o ~+g
— a0 60 o S w3
= o g uv 3 o o
$$'c':£ ao T o
g g o0 S0
£ 32 C 2 4R
= 20 Py %3
5 2 3 5 oo

3 GFP21GFP22GFP 10 GFP 10 TAP51TAP52TAP71TAP 72

1 2

Slika 17. Prikaz omjera ekspresije fuzijskih SerRS konstrukata u odnosu na endogeni gen za SerRS
dobiven gPCR analizom cDNA
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4.1.2. Ekspresija gena za protein BEN1 u transgeni¢nim biljkama

U prethodnim istrazivanjima uoceno je da SerRS i BEN1 tvore proteinski kompleks &ija funkcija
nije joS poznata (3). Poznato je da BEN1 sudjeluje u metabolizmu brasinosteroida. S obzirom da
je pokazano da klijanci transgenicnih linija TAP 5 i TAP 7 bolje kliju i rastu u uvjetima stresa (3), te
da bi BEN1 mogao preko regulacije metabolizma brasinosteroida sudjelovati u stanicnom

odgovoru na stres, postoji moguénost da SerRS utjeCe na regulaciju ekspresije gena za BEN1.

Analiza je napravljena na istim klijancima koji su koristeni za procjenu razine prekomjerne
ekspresije SerRS u transgeni¢nim GFP i TAP linijama (poglavlje 4.1.1.3.). RT-qPCR-om pomocu
BEN1MAR pocetnica odredena je ekspresija gena za BEN1 kod transgeni¢nih biljaka i kod divljeg
tipa biljke A. thaliana. Kako bi se ekspresija gena za BEN1 iz transgeni¢nih linija mogla
usporedivati sa ekspresijom gena za BEN1 iz divljeg tipa rezultati su najprije normalizirani u

odnosu na endogenu kontrolu. Kao endogena kontrola koriSten je gen za aktin 2 (AKT2).

Prema podacima iz tablice 15. i slike 18. omjer ekspresije gena za BEN1 kod transgeni¢nih
linija i ekspresije gena za BEN1 u divljem tipu iznosi oko 1 kod svih transgenicnih linija. Omjer 1
znaci da je ekspresija u transgeni¢nim linijama jednaka kao i u divljem tipu. Posto RT-qPCR
rezultati pokazuju da transgenicne linije prekomjerno eksprimiraju gen za SerRS (poglavlje
4.1.1.3.), ovi rezultati dobiveni RT-qPCR-om zapravo upucuju da prekomjerna ekspresija gena za

SerRS ne utjece na ekspresiju gena za BEN1.

46



Diplomski rad

Tablica 15. Omijer ekspresije gena za BEN1 kod transgenicnih linija u odnosu na divlji tip dobiven gPCR

srednja vrijednost

analizom cDNA

srednja vrijednost

uzorak CL :j‘;‘mggh Ct tehnigkih 2-AACTx
(BENIMAR) duplikata (AKT2)

GFP21 2212 18.19 101
GFP 22 22.88 19.24 1,24
GFP 101 2257 18.44 088
GFP 10 2 22.66 10,28 1,48
WT (GEP

i = 2239 18,45

TAP5 1 22,54 18,85 1,06
TAP 52 21.68 18.32 1,33
TAP71 21.63 18.61 1,69
TAP 72 2238 18.33 082
WT (TAP

LPCR) 2227 18,49

*9-AACT=2-ACT (CTBEN1MAR-CTAKT2) transgen bilj /2-ACT (CTBEN1MAR-CTAKT2) WT
2 2 9 2

Omijer ekspresije gena za BEN1 kod
transgenicnih linija u odnosu na

1.8
1.6
14
1.2

[Eny

= 0.8
0.6

vlji tip

d

0.4
0.2
0

GFP 2 GFP 2

1

2

GFP  GFP
101 102

TAP5 TAP5

1

2

TAP 7 TAP 7

1

2

Slika 18. Prikaz omjera ekspresije gena za BEN1 kod transgenicnih linija u odnosu na divlji tip dobiven
gPCR analizom cDNA
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4.1.3. Provjera prisutnosti GFP-SerRS konstrukta pomocu fluorescentnog
mikroskopa

RT-gPCR analize su pokazale da transgenicne linije GFP 2 i GFP 10 eksprimiraju fuzijski konstrukt
GFP-SerRS. Kako bi se provjerilo da li dolazi do biosinteze fuzijskog proteina GFP-SerRS, klijanci
transgenicnih linija GFP 2 i GFP 10 stari 8 dana promatrani su pod fluorescencijskim
mikroskopom. S obzirom da GFP transgenicne linije sadrZe GFP u fuzijskom proteinu, a GFP
fluorescira zelenom bojom, ove linije moguce je analizirati fluorescencijskim mikroskopom. TAP
transgenicne linije ne sadrze GFP stoga kod ovih linija nije moguéa provjera biosinteze fuzijskog
proteina SerRS-TAP fluorescencijskim mikroskopom. Kao negativne kontrole promatrani su

klijanci divljeg tipa biljke A. thaliana.

Na slici 19. primjecuje se zeleni fluorescencijski signal GFP-a u epidermalnim stanicama
lista transgenicne linije GFP 10. Epidermalne stanice mozaickog su oblika, vedi dio stanica
ispunjen je vakuolom, dok se citosol nalazi uz stanicnu membranu gdje se vidi zeleni fluorescentni
signal GFP-a. U korijenu se takoder primjeéuje snazan zeleni fluorescentni signal na rubovima
stanica, iz ¢ega se moZe zakljuciti da je SerRS citosolni protein. Crvena boja dolazi zbog
autofluorescencije klorofila u kloroplastima. Isto je i primije¢eno kod klijanaca transgenicne linije

GFP 2.
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LIST KORIEN

GFP filter svijetlo polje GFP filter svijetlo polje

Slika 19. Prikaz klijanaca divljeg tipa (WT) i transgenicne linije GFP 10 promatrani pod fluorescencijskim
mikroskopom

U listovima klijanaca divljeg tipa nije uocena zelena fluorescencija GFP-a $to je i ocekivano
jer ni nisu transgenicni. U korijenu klijanaca divljeg tipa pojavljuje se blijedo zeleni fluorescentni
signal pod GFP filterom. Kako je intenzitet vrlo slab on se pojavljuje tek pri puno vecoj ekspoziciji
od 4 do 8 sekundi, dok se zeleni fluorescentni signal GFP-a pojavljuje ve¢ pri manjoj ekspoziciji
(manje od 1 s). Slabi zeleni fluorescentni signal potjece od sekundarnih biljnih metabolita, a ne

od GFP proteina.

4.1.4. Analiza ekspresije i enzimske aktivnosti fuzijskih proteina

Da bi se provjerilo dolazi li do biosinteze svih fuzijskih SerRS konstrukata izolirani su ukupni
proteini iz klijanaca svih transgeniénih linija i divljeg tipa starih 7 dana. Prisutnost fuzijskih
proteina provjerena je western-hibridizacijim, te je joS naknadno provjereno da li su fuzijski
proteini enzimski aktivni. Western-hibridizacijom analizirani su i klijanci transgenic¢ne linije GFP

12. Ova linija nije koriStena u drugim eksperimentima.
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Prije detekcije western-hibridizacijom SDS-PAGE elektroforezom provjereno je da li su
proteini uspjesno izolirani. Za izolaciju proteina uzeti su klijanci divljeg tipa, te transgenicne linije
GFP 2, GFP 10-2 (druga generacija biljaka), GFP 10-3 (tre¢a generacija biljaka), GFP 12, TAP 5 i
TAP 7. Izolati ukupnih proteina iz klijanaca GFP 12 pripremljeni su pomocu tri metoda (poglavlje
3.5.) . U prvoj metodi 500 mg biljnog materijala je homogenizirano i ukupni proteini izolirani su
koriStenjem 500 pL PEB 100 pufera. Druga metoda je slicna prvoj. U drugoj metodi 100 mg biljnog
materijala je najprije smrznuto na -80 °C te je zatim slijedila izolacija koriStenjem 200 uL PEB 100
pufera. Kod tre¢e metode ukupni proteini izolirani su pomoc¢u uredaja Silamat. Dobivenim
izolatima ukupnih proteina izmjerena je masena koncentracija pomoc¢u Bradford metode.
BaZdarna krivulja dobivena mjerenjem absorbancije otopinama BSA (slika 20.). Tablica 16
prikazuje odredene masene koncentracije ukupnih proteina. Dobivene masene koncentracije za
skoro sve uzorke nisu to€ne jer su izvan raspona masenih koncentracija BSA koriStenih za izradu
bazdarne krivulje. Da bi se dobile to¢nije masene koncentracije mjerenje bi se moglo ponoviti
tako da se uzorci proteinskih izolata razrijede 3 puta ili se moZe ponovno napraviti bazdarna
krivulja koriste¢i ve¢ée masene koncentracije otopina BSA. No u svrhu kvalitativne analize ovih
uzoraka nije bilo potrebno odrediti toénu masenu koncentraciju ukupnih proteina. Absorbancija
GFP 12 (100mg) je jedina u rasponu apsorbancija koristenih otopina BSA, te je jedino tako ona
pouzdana.

Tablica 16. I1znosi absorbancije (Ases) uzoraka izolata ukupnih proteina te masene koncentracije dobivene
metodom po Bradfordu

uzorak Asos v/ ug pLt
WT 0,706 3,85
GFP 2 0,718 4,15
GFP 10-2 0,701 4,06
GFP 10-3 0,494 2,70
GFP 12 0,59 3,22

GFP 12 iz 100mg 0,186 1,03
GFP 12 SILAMAT | 0,797 434
TAP5 0,847 4,61
TAP 7 0,739 4,03
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Slika 20. Bazdarna krivulja dobivena mjerenjem apsorbancije Asgs otopina BSA razli¢itih masenih
koncentracija

Uzorci proteinskih izolata (20ug) su razdvojeni pomoc¢u SDS-PAGE gel elektroforeze na

9 % SDS-PAGE gelu, ¢ime je potvrdeno da su uspjesno izolirani proteini iz svih uzoraka (slika 21.)

GFP GFP
GFP GFP GFP GFP

TAP TAP
12 12
M wWT

2 10-2 10-3 12 (100mg)  (silamat) 5 7

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25kDa

Slika 21. Slika 9 % SDS gela nakon SDS-PAGE gel elektroforeze. (M — DNA marker; Precision Plus Protein™
Unstained Protein Standards, Strep-tagged recombinant, proizvodac Bio-Rad)

Nakon provjere izolacije proteina napravljena je western blotting tehnika da bi se
provjerilo eksprimiraju li se fuzijski proteini. Nakon prijenosa proteina sa SDS gela na membrane,
membrane su obojene bojom Ponceau S, te je tako potvrdeno da je doslo do prijenosa proteina

sa SDS gela na membranu (Slika 22., slika 23.).
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Slika 22. Prikaz membrane za western sa GFP uzorcima nakon bojanja s bojom Ponseau S ( M -
Prestained Protein Ladders, WT — divlji tip )

TAP  TAP TAP TAP
M OWT g 7 Wt g 7 M
75 kDa — 75kDa
50kDa —— —— 50kDa
37 kDa —— 37kDa
25kDa —— —— 25kDa

Slika 23. Prikaz membrane za western sa TAP uzorcima nakon bojanja s bojom Ponseau S ( M -
Prestained Protein Ladders, WT — divlji tip )

Nakon uspjeSnog prijenosa proteina na membranu, blokiranja slijedi oznacavanje
proteina pomocu antitijelia. Na GFP-SerRS fuzijski protein najprije su vezana primarna antitijela
na GFP, te su zatim na primarna antitijela vezana sekundarna antitijela koja sadrze vezanu
peroksidazu iz hrena (anti miS-HRP antitijela). SerRS-TAP fuzijski protein oznacen je pomodéu PAP
antitijela koja se veZzu na protein A iz TAP privjeska. PAP antitijela ve¢ sadrZze vezan HRP na
antiperoksidazno mjesto, pa za njihovu detekciju nisu potrebna sekundarna antitijela.

Peroksidaza katalizira reakciju oksidacije luminola pri ¢emu se emitira zraenje valne duljine
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425 nm koje se detektira pomodu fotoosjetljivog filma (40). Na slici 24. prikazan je filma nakon 1
minute ekspozicije. Jedna membrana s TAP uzorcima je kemiluminescencijski detektirana

pomocu uredaja LiCor (Slika 24).

S wr AP TAP

Slika 24. Western-hibridizacijska analiza proteinskih izolata transgenicnih linija; A — detekcija GFP
proteina kod transgeni¢nih GFP linija sa antitijelima za GFP, B — detekcija proteina A iz TAP privjeska kod
transgenicnih TAP linija sa PAP antitijelima C - detekcija proteina A iz TAP privjeska kod transgenicnih
TAP linija sa PAP antitijelima pomocu uredaja LiCor

Molekulska masa SerRS proteina (At5g27470) iznosi 51,8 kDa, molekulska masa GFP
proteina 27 kDa (41). Molekulska masa fuzijskog proteina GFP-SerRS iznosi 78 kDa Sto odgovara
gornjoj pruzi koja se vidi kod uzoraka GFP 2, GFP 10-2, GFP 10-3, GFP 12. GFP 12 (100 mg) i GFP
12 (Silamat). U tim uzorcima uocena je i pruga kod manjih molekulskih masa kod 25 kDa koja
odgovara pruzi uzoraka koje sadrze samo GFP (GFP i GFP M). Dakle, u transgeni¢nim GFP linijama
pojavljuje se i GFP protein za koji je moguce da je nastao proteolitickim cijepanjem GFP-a s
fuzijskog proteina GFP-SerRS. Kako divlji tip ne sadrzZi gen za GFP ne primje¢ujemo nikakve vrpce
koje bi ukazivale na GFP protein. Tako moZzemo zakljuciti da dolazi do biosinteze fuzijskog

proteina GFP-SerRS kod transgeni¢nih GFP linija.

53



Diplomski rad

Molekulska masa TAP privjeska iznosi 21 kDa (42), dok molekulska masa fuzijskog
proteina SerRS-TAP iznosi 75 kDa. Kod TAP 5 i TAP 7 linija vidljiva je pruga oko 75 kDa koja
odgovara upravo fuzijskom proteinu SerRS-TAP, kod ovih uzoraka takoder je uo¢ena pruga kod
manjih molekulskih masa (manje od 25 kDa) koja odgovara TAP privjesku. Moguce da je doslo do
proteolitickog cijepanja SerRS-TAP fuzijskog proteina zbog ¢ega se pojavljuje dodatna pruga kod
manjih molekulskih masa. Kako divlji tip ne sadrZi gen za TAP privjesak ne uocava se nikakva
vrpca. |z toga mozemo zakljuciti kako transgenic¢ne TAP linije eksprimiraju fuzijski protein SerRS-

TAP.

Kod detekcije pomocu LiCor uredaja takoder se mogu vidjeti jasne pruge koje ukazuju na
SerRS-TAP konstrukt i nesto slabije pruge koja ukazuju na TAP privjesak. MozZe se uociti da je
detekcija na filmu (ekspozicija 1 minuta) osjetljivija od detekcije na LiCor uredaju (ekspozicija 12

minuta) jer su signali na filmu snazniji iako je ekspozicija kraca.

S obzirom da je western-hibridizacijom potvrdeno da dolazi do ekspresije fuzijskih
proteina kod transgenicnih biljaka, reakcijom aminoaciliranja provjereno je da li su ti enzimi
aktivni. Kod reakcije aminoaciliranja radioaktivno se prati nastajanje Ser-tRNA>®" u vremenskom

tijeku (slika 25).
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Slika 25. Graf prikazuje nastajanje Ser-tRNA%" u vremenu za pojedini proteinski uzorak (GFP 2, GFP 10,
TAP 5, TAP 7 i divlji tip (WT), kao i negativna kontrola (NK))
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Linearnom regresijom dobivenih rezultata za pojedinu liniju dobije se jednadzba koja
govori o koncentraciji nastajanja Ser-tRNA>" u vremenskom tijeku reakcije. Prema tome nagib

pojedinog pravca je brzina nastajanja Ser-tRNA>®" za pojedini uzorak (tablica 17.).

Tablica 17. Prikaz brzina aminoaciliranja tRNA® transgeniénih linija, te divljeg tipa

Vas(uzorak) /

uzorak nmol dmmin- Vaa(uzorak)/va.(WT)
GFP 10 25,03 2,61
GFP 2 21,54 2,24
TAP5 17,95 1,87
TAP 7 12,93 1,35
WT 9,58 1

Najveda brzina aminoaciliranja tRNA>®" je u liniji GFP 10, dok je najmanja u divljem tipu.
Sto znaci da je u liniji GFP 10 najvi$e aktivnog proteina SerRS, dok je u divljem tipu njegova koli¢ina
najmanja. Kad se stave u omjer brzine aminoaciliranja kod transgenicnih linija u odnosu na divlji
tip moZe se uociti kako je taj omjer kod GFP 10 linije najvedi, dok je najmanji kod TAP 7 linije.

Ovim putem ustanovljeno je da su fuzijski proteini enzimski aktivni.

4.1.5. Fenotipska karakterizacija transgenic¢nih biljaka

Kako bi se provjerilo postoji li fenotipska razlika u rastu transgenicnih biljaka u odnosu na divlji
tip biljke A. thaliana, sjemenke transgenicnih linija (GFP 2, GFP 10, TAP 5i TAP 7) kao i sjemenke
divljeg tipa najprije su stereilizirane i vernalizirane te su posadene na kruti MS medij. Biljke su
uzgajane najprije 6 dana u klima komori u simulaciji dugog dana. Nakon 6 dana po 6 klijanaca
svake transgenicne linije kao i divljeg tipa presadeno je u zemlju, te je pracen njihov rast u

uvjetima kratkog dana (Slika 26).
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Usporedujuci rast biljaka mogu se uociti male individualne razlike medu biljkama iste
linije, ali znacajnih razlika izmedu biljaka razlicitih linija nema. Prema tome moze se zakljuciti kako
prekomjerna ekspresija SerRS bitno ne utjece na rast biljke A. thaliana.
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Slika 26. Biljke A. thaliana 14. dan nakon presadivanja klijanaca u zemlju; A — GFP 2 linija, B — GFP 2 linija,
C—TAP 5 linija, D — TAP 7 linija, E — divlji tip (WT)

56



Diplomski rad

Pracenje fenotipa radeno je na malom broju uzoraka, te se stoga definitivno ne moze
zakljuciti da ne postoji neka razlika. Iz tog razloga bi trebalo eksperiment ponoviti a ve¢im brojem

uzoraka, odnosno biljaka.

4.2. Ekspresija gena za SerRS u biljaka izloZzenih abioti¢ckom stresu

Prethodna istraZivanja upucuju na moguénost da SerRS sudjeluje u staniénom odgovoru na stres.
Uoceno je da koli¢ina SerRS proteina povecana tijekom abiotickog stresa, uzrokovanim

povecanom koncentracijom kadmija (2).

Kako bi provjerio utjecaj abioti¢kog stresa na ekspresiju gena za SerRS sjemenke divljeg
tipa biljke A. thaliana najprije su sterilizirane i vernalizirane, te su posadene u teku¢i MS medij.
Nakon sedam dana rasta u tekuéem mediju bez stresora (Slika 27.), tekuéi MS medij je zamijenjen
sa svjezim teku¢im medijem u kojem je dodan CdCl; kao stresor. Dva bioloska replikata izlozena
su manjoj koncentraciji kadmijevih iona (200 pmol/dm?3), a druga dva bioloska replikata su
izloZena vecoj koncentraciji kadmijevih iona (1000 pmol/dm?3). U dva biolo$ka replikata stari
tekuc¢i MS medij zamijenjen je svjeZzim u kojem nije bio dodan kadmij, te su ove biljke sluZile kao
referentni (kontrolni) uzorci koji nisu bili izloZeni stresu. Uz varijacije u koncentracijama kadmija,
pratio se i vremenski utjecaj stresa na ekspresiju gena za SerRS. Stoga je uz prethodno navedenih
6 uzorka koji su bili izloZzeni 8 satnom stresu, napravljen eksperiment sa jo$ 6 uzoraka (2 bioloska
replikata izlozena su kadmiju koncentracije 200 umol/dm?3, 2 bioloska replikata izloZzena su
kadmiju koncentracije 1000 pumol/dm? i 2 biolo3ka replikata su sluZila kao referentni uzorci) koji

su izloZeni 24 satnom stresu.
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Slika 27. Klijanci divljeg tipa biljke A. thaliana uzgajan u teku¢éem MS mediju 7 dana (prije dodatka
kadmija). Klijanci su se tijekom rasta medusobno isprepleli te rastu u obliku busena.

Nakon izlaganja stresu, svim je uzorcima izolirana ukupna RNA (poglavlje 3.2.4.) , koja je
zatim podvrgnuta DNaznom tretmanu (poglavlje 3.3.). S obzirom da se u DNazni tretman iSlo s 20
pg ukupne RNA ukupnog reakcijskog volumena 50 uL, dobivena masena koncentracija ukupne
RNA trebala bi iznositi 400 ng/uL. Prema podacima iz tablice 18. dobivene masene koncentracije
RNA poslije DNaznog tretmana variraju od uzorka do uzorka. Uzrok tome bi mogle biti nelistoée
koje su zaostale tijekom izolacije $to se vidi iz omjera absorbancija Aze0/A2s0 i A260/A230 koji kod
veéine uzoraka nisu oko 2. Razlike u necisto¢i mogu potjecati zbog toga Sto tijekom izolacije
ukupne RNA nije koristen jednak omjer TRIzola i biljnog materijala, pa je udio TRIzola u uzorcima

bio razli¢it Sto je moglo utjecati na ucinkovitost prociséavanja.
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Tablica 18. Masene koncentracije RNA prije i polije DNaznog tretmana bioloskih replikata uzoraka
izloZenih stresu, te kontrolnih uzoraka

Masena koncentracija RNA prije Masena koncentracija RNA nakon
DNaznog tretmana DNaznog tretmana

uzorak y/ng uL? Azeo/Aaso Azeo/A230 y/ng pL* AxofAzo  Azeo/Aazo
8 K1 1150,00 2,06 1,71 430,88 1,83 1,79
8 K2 212,25 1,91 1,25 144,58 2 1,69
8 200-1 821,12 2,09 1,72 892,83 2,1 2,12
8 200-2 1424,93 2,1 2,06 29,32 1,58 0,81
8 1000-1 1462,82 1,99 1,33 68,02 1,67 1,24
8 1000-2 998.,8 2,13 2,04 78,22 1,98 1,41
24 K1 4859,28 1,66 1,84 248,96 2,01 1,94
24 K2 2352,23 2,1 2,22 467,46 1,9 2,05
24 200-1 4546,83 1,78 1,65 212,08 1,96 1,7
24 200-2 4129,66 1,24 1,47 313,19 1,86 1,91
241000-1 @ 2096,99 2,09 1,95 175,9 1,87 1,59
241000-2  4029,96 1,41 1,64 213,35 1,84 1,79

Nakon DNaznog tretmana 1 pg ukupne RNA podvrgnut je reverznoj transkripciji. Svi uzorci
ukupne RNA prije i nakon DNaznog tretmana, te cDNA provjereni su elektroforezom (nije

prikazano) prije analize qPCR-om. Prije analize qPCR-om cDNA je razrijedena pet puta.

Ekspresija gena za endogeni SerRS analizirana je qPCR-om koristenjem SerRS3'UTR
pocetnica. Kako bi se rezultati mogli medusobno usporedivati, iste cONA analizirane su qPCR-om
koriStenjem pocetnica za aktin (AKT2) kao endogena kontrola. Dobiveni rezultati prikazani su u

tablici 19.
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Tablica 19. Prikaz rezultata dobivenih gPCR-om analizom cDNA biljaka izloZenih stresu i kontrolnih

uzoraka
srednja srednja
vrijednost vrijednost srednja vrijednost
uzorak tehnickih tehnickih 27-ACT 27N-AACT bioloskih replikata
duplikata Cr  duplikata Ct 2A-AACT
(SerRS3'UTR) (AKT2)
8h stres
K1 19,87 18,77 0,46
K2 21,49 20,12 0,38
200-1 19,88 19,06 0,56 1,20 1,25+ 0,04
200-2 24,54 23,56 0,50 1,29
1000-1 23,91 24,25 1,27 2,71 2,74 +0,03
1000-2 25,02 25,13 1,07 2,77
24h stres
K1 22,43 21,08 0,39
K2 20,69 19,13 0,33
200-1 22,53 22,33 0,87 2,22 1,89 £ 0,33
200-2 22,59 21,67 0,52 1,55
1000-1 25,29 23,75 0,34 0,87 0,73+0,13
1000-2 26,55 24,25 0,20 0,60

*2/\-ACT (C1SerRS-CTAKT2) k% 2"—AACT :2/\-ACT (CTSerRS—CTAKTZ)stres/2/\—ACT (CtSerRS-CTAKT2)kontrola
’?

Prema omjeru ekspresije gena za SerRS kod biljaka izloZzenih abiotickom stresu u odnosu
na ekspresiju gena za SerRS kod referentnih uzoraka (biljke koje nisu izloZene stresu) moze se
uoditi da dolazi do porasta ekspresije gena za SerRS u uvjetima: 8 h stres i 200 pmol/dm?3 Cd%*,
8 h stres i 1000 pmol/dm?3 Cd?*, te 24 h stres i 200 pmol/dm?3 Cd?*. Jedino u uvjetu 24 h stresa i
1000 umol/dm3 Cd?* dolazi do smanjenja ekspresije. Najveca ekspresija primijeé¢ena je u uvjetima

8 h stres i 1000 pmol/dm?3 Cd?* (Slika 28.).
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Slika 28. Razina ekspresije gena za SerRS pri razli¢itim uvjetima abioti¢kog stresa u odnosu na referentne
uzorke

Podaci upucuju da dolazi do povecanja ekspresije gena za SerRS tijekom abiotickog
stresa izazvanog poveéanom koncentracijom kadmija, te da SerRS moze sudjelovati u stanicnom
odgovoru na stres. Pri uvjetu 24 h stres i 1000 umol/dm3 Cd?* dolazi do smanjenja ekspresije sto
moze upudivati da su pri tim uvjetima koncentracija kadmija i izloZenost stresu toksicni za stanicu,
te da dolazi do inhibicije raznih stani€nih procesa. Da bi se dobio bolji uvid u ekspresiju gena za
SerRS trebao bi se ponoviti eksperiment tako da se prate bioloski triplikati u viSe vremenskih

tocaka, te dodatni eksperiment u kojem se viSe varira koncentracija kadmijevih iona.

Eksperiment je postavljen tako da biljke imaju dovoljno hrane (saharoze), te dovoljno
minerala i vitamina (koristen 1x MS medij), pa klijanci nisu bili zapravo pod velikim stresom. Stoga
bi bilo dobro ponoviti eksperiment tako da utjecaj stresa bude vise izrazen, npr. eksperiment bi

se mogao ponoviti tako da se u MS medij doda manja koli¢ina saharoze.
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. Zakljucak

Metodama RT-gPCR-a, western-hibridizacijom, analizom enzimske aktivnosti i
fluorescencijskom mikroskopijom potvrdena je prekomjerna ekspresija SerRS na razini

MRNA i proteina u transgenicnim linijama koje sadrze fuzijske SerRS konstrukte.

e Linije koje sadrze GFP-SerRS konstrukt vise eksprimiraju SerRS u odnosu na transgeni¢ne

linije koje sadrZe SerRS-TAP.

e RT-qPCR metodom utvrdeno je da prekomjerna ekspresija gena za SerRS ne utjece na

ekspresiju gena za protein BEN1.

e Fenotipskom analizom nije uo¢ena neka razlika izmedu transgenic¢nih biljaka u odnosu na

biljke divljeg tipa.

e U vediniispitanih uvjeta abioti¢kog stresa, izazvanog poveéanom koncentracijom kadmija,
uocena je povecana ekspresija gena za SerRS u odnosu na kontrolne uzorke koji nisu bili

izlozeni stresu.
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