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SAZETAK

Identifikacija, kloniranje i ekspresija gena myc iz spuzve Eunapius subterraneus

Nastava kemije i elektroforeza

Iva Zonji¢

ProuCavanje gena povezanih s nastankom raka na nivou najjednostavnijih viSestani¢nih Zivotinja
(spuzve) moze dati bolji uvid u njihovu biokemijsku i biolosku funkciju te pomo¢i u razjasnjavanju
slozenijih interakcija njihovih homologa kod ljudi i objasniti moguce razloge njihovog onkogenog
potencijala. Od posebnog interesa su protoonkogeni koji su ukljuceni u regulaciju stani¢nog rasta i
diferencijacije. U ovom je radu identificiran i analiziran protoonkogen myc iz spuzve Eunapius
subterraneus, koja je jedini poznati slatkovodni predstavnik spuzvi (porodica Spongillidae) medu
stigobiontima na svijetu. Usporedbom spuzvinog proteina Myc s homolozima iz drugih organizama
uoceno je da su gotovo sve domene, osim MB 1V, sa¢uvane kod svih usporedenih organizama. Utvrdeno
je postojanje jednog introna u sredini gena myc duzine 60 nukleotida. Usporedbom gena myc iz spuzve
s homolozima iz drugih analiziranih organizama zakljucili smo da su pozicija i faza tog introna sacuvane
od ¢ovjeka do spuzve. cDNA koja kodira za protein Myc je uspjes$no uklonirana u ekspresijski vektor
pET28Db te je napravljena prekomjerna ekspresija koja je i potvrdena western analizom.

U drugom dijelu diplomskog rada cilj je bio osmisliti 90-minutni nastavni sat u kojem ¢e se obraditi
tema elektroforeze s materijalima koji su svima dostupni i jeftini. Pregledom nastavnih programa za
osnovnu i srednju Skolu iz kemije, fizike i biologije uoCeno je da nema pokusa koji se bave
elektroforezom, a ucenici stjeCu potrebna znanja koja mogu primijeniti i utvrditi tumaceéi
elektroforetski pokus.
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ABSTRACT

Identification, cloning and expression of sponge Eunapius subterraneus myc gene

Teaching chemistry and electrophoresis

Iva Zonji¢

Studying genes, associated with the emergence of tumors at the level of simpler organisms like Sponges,
provides a better insight into their biochemical and biological function. This approach to cancer research
will help clarify the complex interactions of their homologues with humans and thus explain possible
reasons for their oncogenic potential. Of particular interest are the protooncogenes involved in
regulation of cell growth and differentiation. In this Diploma Thesis protooncogene myc from Eunapius
subterraneus (Spongillidae), which is the only freshwater stygobitic sponge, has been indentified and
analyzed. Comparison of sponge protein Myc with homologs from other organisms showed that almost
all domains, except MB 1V, were preserved in all comparing organisms. The existence of an intron in
the middle of the myc gene (60 nucleotides) was established. By comparing the myc gene from the
sponge with the homologs from other analyzed organisms, we concluded that the intron's position and
phase were preserved from the human to the sponge. The cDNA coding for Myc protein was
successfully cloned in the expression vector pET28b and excessive expression was made, which was
confirmed by western analysis.

The second part of this diploma thesis deals with electrophoresis and its potential implications in
chemistry teaching. Examining the curriculum for elementary and high school chemistry, physics and
biology indicates that they lack electrophretic or similar experiments. Furthermore, students should
easily understand this technique because they have acquired educational achievements needed to
understand and explain electrophoretic experiment.A 90-minute lesson was devised that uses simple and
cheap electrophoretic experiment available to everyone.

127 (98+29) pages, 42 figures, 8 tables, 134 references, original in Croatian

Thesis deposited in Central Chemical Library, Faculty of Science, University of Zagreb,
Horvatovac 102a, Zagreb, Croatia and in Repository of the Faculty of Science, University of
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1.1. UvOD

Najjednostavnije viSestani¢ne Zivotinje, koje ne posjeduju tkiva i organe, a vrlo malo su se
mijenjale tijekom evolucije su spuzve. Zbog tih karakteristika pruzaju dobar uvid u strukturu
genoma i proteoma zajedniCkog pretka svih zivotinja. Spuzve imaju vaznu ulogu u istrazivanju
nastanka videstani¢nosti kod Zivotinja.! Nastanak viSestani¢nosti zahtijevao je koordiniranu
diobu, rast, specijalizaciju i smrt stanica—procesa koji, ako su naruseni, vode do nastanka
autoimunih bolesti 1 raka. ProuCavanje gena povezanih s nastankom raka na nivou
jednostavnijih organizama omogucuje bolji uvid u njihovu biokemijsku i biolosku funkciju.
Proteini iz spuzvi pokazuju visoku sa¢uvanost ne samo u primarnoj strukturi ve¢ i u predvidenoj
sekundarnoj i tercijarnoj strukturi s homolozima kod visih zivotinja §to je jo$ jedan dodatni
razlog za njihovo prou¢avanje.? Nedavno objavljenim studijama spuzvinih proteina povezanih
s nastankom tumora doista je pokazano da ovi proteini pokazuju barem neke biokemijske i
bioloske karakteristike opisane kod ljudskih homologa.®*°6 Ovakav pristup istrazivanju gena
povezanih s nastankom raka moze pomo¢i u razjaSnjavanju slozenijih interakcija njihovih
homologa kod ljudi i time objasniti moguée razloge njihovog onkogenog potencijala.> Od
posebnog interesa su protoonkogeni koji su uklju€eni u regulaciju stani¢nog rasta i
diferencijacije. Njihovom mutacijom nastaju onkogeni koji poti¢u nekontrolirani stanicni rast i
time nastanak velikog broja tumora.” U sklopu diplomskog rada identificirati éemo i analizirati
protoonkogen myc iz spuzve Eunapius subterraneus. Ogulinska S$piljska spuzvica, E.
subterraneus Sket & Velikonja, 1984., jedini je poznati slatkovodni predstavnik spuzvi
(porodica Spongillidae) medu stigobiontima na svijetu. Obitava isklju¢ivo u Spiljama
ogulinskog podrucja koje je znacajno zbog endemicnosti, velike raznolikosti, ali 1 ugroZenosti
podzemne faune.® Kako bi se identificirao, analizirao i klonirao protoonkogen myc provedeno
je nekoliko metoda: izolacija genomske DNA iz spuZve, izolacija RNA, sinteza cDNA,
osmisljavanje pocetnica, lancana reakcija polimerazom PCR, odredivanje slijeda nukleotida u
molekuli DNA (sekvenciranje) te bioinformaticka i filogenetska analiza. Potom je slijedilo
kloniranje ¢cDNA koja kodira protein Myc pomocu specificno dizajniranih pocetnica u
ekspresijski vektor pET28b. Ovaj vektor omogucava ekspresiju Zeljenog proteina s dodatkom
Sest histidina na njegovom N-kraju, koji omogucéuju procis¢avanje proteina afinitetnom

kromatografijom pomocu Co-NTA agaroze, u bakteriji E. coli kao domacinu.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

e odredivanje i analiza nukleotidnog slijeda i strukture gena myc
e analiza proteinske sekvence Myc

e kloniranje gena myc u ekspresijski vektor i ekspresija proteina Myc u E. coli
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1.2. LITERATURNI PREGLED

1.2.1. Spuzve
1.2.1.1. Opca obiljezja

Spuzve su najjednostavnije viSestani¢ne zivotinje koje su se prije vise od 600 milijuna godina
prve odvojile od zajednickog pretka svih Metazoa.® Poznato je vise od 9000 vrsta spuzvi, od
kojih veéina Zivi u moru, a mali broj (~200) u slatkim vodama.® Spuzve su sesilni organizmi
koji ne posjeduju prava tkiva ni organe kao ni osjetilne strukture. Tijelo im je gradeno kao
sustav kanala kojim se filtrira voda. Dolaze u razli¢itim oblicima, veli¢inama, a tijelo im moze
biti mekano ili izuzetno tvrdo. Manji broj spuzvi je radijalno simetri¢an, uglavnom one manje,
dok je vec¢ina nesimetri¢na i razgranjena. U povrSinskim, ali i u ostalim dijelovima tijela nalaze
se razli¢iti pigmenti pa postoje i naranéasto, crveno, Zuto, zeleno ili ljubi¢asto obojene spuzve.!!
Mnoge Zivotinje zive kao komenzali ili paraziti na ili u spuzvama, jednostani¢ne alge i bakterije
nalaze se u velikim koli¢inama u mezenhimu nekih spuzava. S druge strane, spuzve zive i na
drugim zivotinjama: hidrama, Skoljkasima, koraljima i ramenonoScima. Mnogi rakovi,
koluti¢avei, li¢inke kukaca i druge Zivotinje sluZe se spuzvama kao zaklonom.*? lako su vrlo
jednostavne grade posjeduju nekoliko razli¢itih vrsta stanica, a stani¢na varijabilnost kljuc je

nastanka mnogostani¢nih organizama.*?

1.2.1.2. Osnovni plan grade

Najznacajnija obiljezja spuzvi su akviferni sustav, biCaste stanice, filtriranje Cestica, unutarnji
skelet 1 totipotentna priroda svih stanica. Tijelo im je gradeno od velikog broja Supljina i
kanali¢a kroz koje struji voda (slika 1). Na tom principu strujanja vode odvija se cjelokupna
funkcionalna organizacija spuZava (prehrana, disanje, razmnoZavanje 1 metabolizam). Tjelesna
stijenka moze se podijeliti na tri dijela: vanjska pinakoderma i unutarnja hoanoderma, a izmedu
ta dva sloja nalazi se mezohil koji se sastoji od Zelatinoznog proteinskog i ugljikohidratnog
matriksa u kojem se nalaze skeletni elementi poput kolagena i spongina.’® U Zelatinoznom
mezohilu pronadeno je 1 nekoliko vrsta ameboidnih stanica, amebocita, koje se razlikuju
oblikom i funkcijom. Skleroblasti su stanice koje izgraduju skelet koji podupire mekano tijelo
spuzava. Spikule i iglice razli¢itih oblika koje ¢ine skelet spuZzve mogu biti izgradene od
silicijevog dioksida ili kalcijevog karbonata i/ili elasti¢nih proteinskih vlakana spongina.
Ovisno o veli¢ini, spikule su podijeljene na: manje, mikrosklere, 1 vec¢e, megasklere. U

mezohilu se nalaze i miociti koji imaju ulogu stezanja pojedinih dijelova spuzve zatim
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6 1.2. Literaturni pregled

kromociti ¢iji pigmenti spuzvama daju razli¢itu obojenost, te desmociti koji predstavljaju
zljezdane stanice. Jo$ jedna vrsta amebocita nalazi se u mezohilu, a to su arheociti koji su
totipotentne ameboidne stanice i imaju ulogu u: probavi hrane, transportu tvari kroz tijelo

spuzve te razvoju nespolnih pupova prilikom razmnozavanja.

oskulum

spongocel pinakocit

porocit
struja
hice amebocit
bicasta
stanica

Slika 1. Prikaz funkcionalne grade spuzvi. Strelicama je oznacen protok vode kroz tijelo

spuzve.l
Vanjska jednoslojna pinakoderma sastoji se od dva tipa stanica, a to su: pinakociti (epidermalne
stanice) i porociti (cjevaste stanice). Po cijeloj pinakodermi nalaze se ostije kojima voda ulazi
u ulazne kanalice 1 dalje prolazi do bicastih kanali¢a 1 komorica. Unutarnji sloj, hoanodermu,
¢ine bicaste stanice hoanociti (slika 2). Osnovna zadaca unutarnjeg sloja s hoanocitama jest
prikupljanje hranjivih Cestica filtriranjem iz vode koja cirkulira kroz biCaste kanalice i
komorice.'*
Poznato je da spuzve u okoliSu u kojem ima manje hranjivih tvari mogu profiltrirati vece
koli¢ine vode, dok u uvjetima u kojima ima vise hranjivih tvari ili su u simbiozi s odredenim
mikrobima profiltriraju manju koli¢inu vode.'® Sto je jo§ jedan od dokaza da su se spuzve
prilagodile razli¢itim okoli§nim uvjetima. One su u hranidbenom lancu sakupljaci filtratori koji
za prehranu skupljaju razli€ite zive i neZive organske Cestice koje se nalaze u vodi.
Voda s hranjivim tvarima ulazi kroz mnogobrojne pore, ostije i dospijeva do unutraSnjeg sloja

s bic¢astim stanicama koje neprestano trepere filtriraju¢i sav sadrzaj. Sav sadrzaj izlazi kroz
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jedan veéi otvor, oskulum. Prema unutrasnjoj gradi i rasporedu unutarnjeg akvifernog sustava

postoje tri razli¢ita morfoloska oblika spuzvi.

bi¢

mikrovili

Cestica
7 hrane
struja vode
okovratnik / . .
: : hranidbeni
Jezgra mjehurié

amebocit

Slika 2. Prikaz grade bicaste stanice koja ¢ini unutarnji sloj, hoanodermu.*

Najjednostavniji oblik je askon (slika 3, A). Spuzve oblika askona su: jednostavne, manje
veli¢inom 1 naj¢eSce radijalno simetricne. Posjeduju tipi¢ni centralni spongocel koji je
prekriven hoanocitima. Na povrSini askoidnih spuZzvi nalaze se porocite kroz koje voda s
planktonskim organizmima i sitnim detritusom ulazi u spongocel te nakon filtracije izlaze van
kroz jedan otvor koje ovaj tip spuzvi ima, oskulum. Jedna od vrsti koju karakterizira ovaj
morfoloski oblik je Leucosolenia sp., zivuéi predstavnik vapnenjaca.l® Evolucijski razvoj
spuzava i$ao je u pravcu povecanja unutras$njih povrsina koje su obloZene hoanocitama kako bi
doslo do poboljsanja efikasnosti filtriranja vode sa suspendiranim hranjivim cesticama. To se
postiglo nabiranjem stijenke tijela. Najprije je doslo do vodoravnog nabiranja kojim nastaju
epidermalni dZepovi koji su oblozeni hoanocitima. Ovaj morfoloski oblik ima 1 posebnu vrstu
porocita, a to su prosopile koje povezuju bi€aste kanalice s ulaznim kanali¢ima koji se otvaraju
putem dermalnih pora. Voda iz bicastih stanica struji apopilama te ide u spongocel pa izlazi
oskulumom van.'* Takav novi morfoloski tip naziva se sikon (slika 3, B). Sikoidne spuzve
imaju radijalnu simetriju ba§ kao i prethodni morfoloSki oblik. Vrsta koju karakterizira
sikonoidni morfoloski tip je Sycetta sagittifera Haeckel. Najslozeniji tip morfoloske grade je
leukon (slika 3, C). Nastao je daljnjim vertikalnim nabiranjem iz kojeg nastaju bicaste komorice

koje su oblozene hoanocitama. Umjesto velikog spongocela, kakav je do ovog oblika prisutan,
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8 1.2. Literaturni pregled

razvio se sustav cijevi. Bi¢aste komorice su povezane s dermalnim porama i voda prolazi kroz
sustav cijevi do oskuluma i strujanjem izlazi van.!! Za razliku od prethodna dva morfoloska
oblika, spuzve ovog morfoloskog tipa nisu radijalno simetri¢ne. Jedan od predstavnika S
ovakvom morfoloSkom gradom su vrste roda Leuconia. Na slici 3 prikazana su tri razli¢ita

morfoloska tipa spuzvi.
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Slika 3. Tri razli¢ita morfoloska oblika spuzvi prema unutra$njoj gradi i rasporedu
unutarnjeg akvifernog sustava. A-askon, najjednostavniji oblik; B-sikon, slozenije grade

i C-leukon, koji ima najsloZeniju gradu.®
1.2.1.3. Razmnozavanje i embrionalni razvoj

Spuzve se razmnozavaju nespolnim i spolnim putem. Djelomi¢no su dvospolci, djelomi¢no
razdvojenog spola. Nespolno se razmnoZavaju fragmentacijom i unutra$njim pupanjem pri
¢emu stvaraju rasplodna tijela koja nazivamo gemule. Gemule su izrazito otporne na nepovoljne
uvjete okoliSa kao Sto su nedostatak kisika ili smrzavanje te se iz njih u povoljnim uvjetima
razviju nove spuzve. Oplodnja je unutrasnja, Sto je odvedena osobina za ovo koljeno koje se
smatra jednostavnim, ili rjede vanjska. Spolne stanice nastaju iz amebocita i hoanocita. Jaja su
ameboidna, jajna stanica ima veliku jezgru i vidljivu jezgricu. O razvoju spermija zna se vrlo
malo. Unutartjelesnom oplodnjom nastaje bicasta li¢inka parenhimula ili amfiblastula koja
nekoliko dana pliva slobodno u vodi, a nakon pri¢vrS¢enja i jednostavne embriogeneze razvija

se u novu jedinku.*"®
1.2.1.4. Klasifikacija i filogenija

Spuzve, koljeno Porifera, su najstarije Zivuce koljeno Metazoa. Zbog svog su bazalnog polozaja
(Slika 4) od velike vaznosti za rekonstrukciju evolucije ranih Metazoa. Medutim njihovu

sistematiku, klasifikaciju, filogeniju i evoluciju teSko je rekonstruirati jer se ona temelji na
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njihovim morfoloskim obiljezima, a nema dovoljno genomskih informacija. Klasificirale su se
dugi niz godina pomocu svojih skeletnih elemenata, ali su ti elementi skloni mijenjanju zbog
okolisnih ¢imbenika zbog Cega se nailazi na nove metode karakterizacije. U znanstvenim
krugovima postoji debata o tome jesu li spuzve monofiletska ili parafiletska skupina.
Molekularno bioloske studije iz 90-tih godina proslog stoljeCa predlazu da su spuzve
parafilteskog podrijetla (Sto znaci da su se ostali organizmi razvili iz pretka sli¢nog spuzvi), te
se takva istrazivanja i dalje nastavljaju i vec¢ina ih i dalje predlaZe isto, ali na zalost nema jakih
dokaza koji bio potvrdili ovu teoriju.l®?%?22 Bazirano na posljednjim filogenetskim
istrazivanjima prema morfoloSkim karakteristikama postoji mogucénost da su ipak
monofiletskog podrijetla.?® Teoriju monofilteskog ili parafiletskog podrijetla je otezano
dokazati zbog nedovoljno podataka (djelomi¢no sekvencirani i anotirani genomi), ali i samih
nedostataka u metodologiji prilikom slaganja filogenetskih odnosa. Istrazivanja bazirana na
mitohondrijskom genomu jo§ nemaju znacajnu ulogu u rjesavanju odnosa izmedu Cetiri razreda
spuzvi, ali pokazuju sestrinski odnos medu dvije grupe spuzvi Demospongiae i
Homoscleromorpha.?* Spuzve su danas podijeljene u &etiri razreda, 25 redova, 128 porodica i
680 razlic¢itih vrsti, ali je ovakva klasifikacija diskutabilna zbog novih molekularno bioloskih
sistematskih metoda koje otkrivaju razli¢ite odnose medu spuzvama.®

Cetiri razreda spuzvi dijele se na:

1) Calcarea (vapnenjace) — imaju skelet naéinjen od kalcijevog karbonata te pripadaju
viviparnim vrstama. Kod vapnenja¢a moZzemo pronaci sva tri morfoloska oblika spuzvi
(askon, sikon i leukon). Njihovo je tijelo najées¢e ima oblik malih tubi koje su srasle
medusobno ili oblikom podsje¢aju na urnu. To su male spuzve ¢ija se velicina krec¢e od
nekoliko milimetara do nekoliko centimetara, uz odredene iznimke koje pri posebnim
uvjetima narastu i do 50 centimetara. Najcesce su bijele ili svjetlije, ali mogu se pronaci
1 vrste koje su Zute ili crvene. Nastanjuju podrucje Sjevernog Atlantika, ali 1 Juznog
oceana. Jako je malo opisanih vrsta, svega 8 %, ali se to pripisuje teskoj identifikaciji
vapnenjaca.

2) Hexactinellida (staklace) — su isklju¢ivo morske spuzve koje obitavaju na dubinama od
200 do 600 metara. Najcesc¢e su neupadljivih boja, ali razli€itih oblika. Njihovo se tijelo
sastoji od sinteti¢kih vlakana, a spikule su im nac¢injene od silicijeva dioksida. Dijele se
na dva podrazreda prema obliku mikrosklera: Amphidiscophora (one imaju spikule

kojima se na svakom kraju nalaze diskovi u obliku zvijezda) i Hexasterophora (imaju
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3)

4)

5)

spikule koje izgledaju kao da se tri osi sijeku pod pravim kutovima i tvore Sest zraka).
Opisano je oko 600 vrsta staklaca do danas i one su viviparne.

Demospongia (kremenoroznjace) — predstavljaju najveci i najraznolikiji razred spuzvi.
Ovom razredu pripadaju spuzve kojima je skelet izgraden od spikula od silicijeva
dioksida koje su povezane spongioznim nitima. Predstavnici ovog razreda zZive u
toplijim i tropskim morima na veéim dubinama. Veli¢inom su razli¢iti i variraju od
malih jedinki pa sve do onih koje imaju preko jedan metar. Predstavnici
kremenoroznjata mogu se na¢i osim u morima i u slatkim vodama. Razred
Demospongia obuhvacéa ~75 % svih vrsta spuzvi na svijetu.®

Homoscleromorpha — predstavljaju malu skupinu morskih spuzvi koje zive u tami ili
polutami i plitkim vodama. Ako je skelet prisutan, graden je od spikula od silicijeva
dioksida. Tijelo im je nepravilna oblika, ali dolaze u razli¢itim bojama, od plave preko
zelene 1 smede do crvene. Tesko je medusobno razlikovati vrste ovog razreda jer nemaju
dovoljno morfoloskih osobina, a posebno one bez skeleta. Za Homoscleromorpha se

dugo smatralo da pripadaju podrazredu kremenoroznjata medutim molekularna

Iva Zonji¢

istrazivanja otkrila su da se ipak radi o novom, posebnom razredu medu spuzvama.?®
Homoscleromorpha su najmanji razred spuzvi.
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Prema filogenetskom stablu razredi Calcarea i Homoscleromorpha se nalaze blize ostalim
predstavnicima Metazoa za razliku od razreda Demospongia i Hexactinellida. Toj ¢injenici ide
u prilog $to je jedino kod razreda Homoscleromorpha mozemo pronac¢i bazalnu membranu s

prisutno$¢u kolagena tipa IV koji se smatra pravim epitelom.?
1.2.1.5. Spuzve kao modelni organizmi

Jedini u potpunosti sekvenciran genom spuzve je genom morske spuzve Amphimedon
gueenslandica. U njemu je pronadeno oko 40 000 protein-kodirajucih gena, a veli¢ina genoma
iznosi 93,5 Mb. Istrazivanje genoma spuzve Amphimedon queenslandica potvrdilo je znac¢ajnu
slicnost strukture gena i organizacije genoma (sintenije) spuzava s ostalim Zzivotinjama.
Usporedba nekodirajucih regija ukazuje na izrazito krace intergenske regije kod spuzvi dok
veée razlike kod regulatornih gena nisu uocene.?® Komparativnom analizom genoma A.
queenslandica pronadeni su kod spuzava geni odgovorni za klju¢na obiljeZja viSestani¢nosti
poput: razvoja, kontroliranog staniénog rasta te diferencijacije i urodene imunosti.? Prilikom
sekvenciranja genoma spuzvi dolazi do velikih problema zbog malo poznatih i dostupnih
podataka, ali 1 Zivota spuzvi u simbiozi s razli¢itim organizmima: najcesce bakterijama, algama
kremenjaSicama, gljivama i ostalim organizmima.3%3! Prisustvo njihovih sekvenci uzrokuju
teskoée prilikom sklapanja genoma spuzvi.*?> Tkivo spuzava je dom mnogim
mikroorganizmima 1 ostalim simbiontima od kojih neki lu¢e sekundarne metabolite koji su se
pokazali kao zaStita od predatora, ali je utvrdeno da 1 pokazuju Sirok raspon farmakoloskih
svojstava.®® Koristeéi razli¢ite kriterije Conaco i suradnici su analizirali genom spuZve
Amphimedon queenslandica i utvrdili da se mnogi prokariotski geni nalaze u njezinom genomu
¢ime su dosli do zakljucka da je to rezultat horizontalnog transfera. Sekvenciranje je koristan
alat za identifikaciju vrsta. Od 2012. godine u tijeku je Sponge Barcoding Project kojem je
krajnji cilj kreirati bazu podataka genetickih markera svih poznatih vrsta spuzvi.®? Spuzve, iako
najstarije zivuce koljeno Metazoa kod kojeg nije doslo do razvoja tkiva i organa, posjeduju
brojne evolucijski saCuvane gene i proteine ukljuene u odvedene funkcije i1 predstavljaju
zanimljiv modelni organizam za evolucijsko istrazivanje.3

Dosadasnja istraZivanja na spuzvi pokazala su da u nacelu geni/proteini spuzava pokazuju veci
stupanj konzerviranosti strukture s homolognim/ortolognim genima i proteinima kraljeZnjaka,
nego s homolozima/ortolozima iz beskraljeznjaka. Postavlja se pitanje imaju li ti geni drugaciju
funkciju kod spuzvi ili su u kasnijoj evoluciji Metazoa ti geni preuzeli funkciju u obliku koji je

nama danas poznat.3! Postoje teorije da je funkcija izgubljena kod spuzvi pa se kasnije ponovno
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pojavljuje,® ali i da spuzve nose te odredene gene koji imaju sli¢nu funkciju kao u drugih
zivotinja, ali mi te funkcije ne prepoznajemo zbog njihove specificne morfologije. Jo$ jedan od
dokaza teorije da su mnogi geni prisutni od samih pocetaka, od zajedni¢kog pretka svih
Metazoa, je publikacija genoma rebrasa Mnemiopsis leydi, kojim je dokazano da je koljeno
Ctenophora sestrinska grupa ostalim zivotinjama. Upravo u toj publikaciji iz 2013. Ryan i
suradnici pokazuju kako su vjerojatno odredene strukture, kao $to su zivci, prisutne ve¢ kod
zajedni¢kog pretka svih Metazoa.®® Sve ove karakteristike jo§ jednom potvrduju vaznost
istrazivanja koljena Porifera. Ove najjednostavnije viSestani¢ne zZivotinje, bez pravih tkiva i
organa, vrlo su se malo mijenjale tijekom evolucije, te stoga pruzaju dobar uvid u strukturu
genoma i proteoma pretka svih Metazoa. Vazne su ne samo za proucavanje karakteristika
homologa kod pretka svih Metazoa prije odvajanja i specijalizacije gena u "viSim" Zivotinjama,

vec 1 za razumijevanje osnovne fizioloske funkcije gena u jednostavnijim zivotinjama.
1.2.1.6. Eunapius subterraneus

Sket i Velikonja su 1984. opisali vrstu Eunapius subterraneus poznatu kao ogulinska $piljska
spuzvica. Ona je do danas jedini poznati predstavnik slatkovodnih spuzvi medu stigobiontima
u svijetu. Do sada je pronadena na Sest lokaliteta, od kojih se jedan nalazi na Velikoj Kapeli, a
ostalih pet u okolici grada Ogulina: TounjcCica $pilja, Mikasinovic¢a $pilja, Rudnica $pilja VI,
Mandelaja, Crnacka $pilja i Izvor $pilja Gojak.>” Spuzvica obitava u podzemnim vodama
krSkog podzemlja na dubinama do 23 metra te Zivi pri¢vrs€ena za stijene. Na samo jednom
lokalitetu do spuzvice dopire danje svijetlo.® Cijelo je krsko podzemlje izuzetno ugrozeno
djelovanjem raznih vanjskih ¢imbenika te je spuzvica po kriterijima IUCN uvrStena na popis
ugroZenih vrsta. Tijelo ogulinske Spiljske spuzvice je rahlo, bez pigmenta (bijelo) 1 mekano.
Pojavljuje se u dva morfoloski razli¢ita oblika: jajolikom ili valjkastom s izbrazdanom
povrSinom te Siroko krpastom ili koncastom bez brazdi. lako su jedinke morfoloski razlicite
one pripadaju istoj podvrsti (E. s. subterraneus). Na pojavu razli¢itog morfoloskog oblika
utjedu razni okoligni ¢imbenici te same faze Zivotnog ciklusa spuzve.®’ Jedinke kondastog
oblika svojom se Sirokom bazom pri¢vr$c¢uju za podlogu te se iz centra osnove izdize konusna
izbocina na ¢ijem je vrhu oskulum. U $pilji Tounjcici, odakle je izvaden uzorak koristen u ovom
radu, pronaden je jajolik tip habitusa (slika 1, str.12). Jedinke variraju veli¢inom od 1 do 8
centimetara 1 imaju nepravilno izbrazdanu povrsinu. Skelet se sastoji od mnoStva pojedina¢nih
spikula povezanih u obliku mreZe s malo spongina.® Nespolna rasplodna tjelasca, gemule, su

zuto-smede, okruglaste i nalaze se u malim grupama pri¢vriéene na stijenu blizu baze spuzve.®’
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Slika 5. Ogulinska $piljska spuzvica.

Ogulinska S$piljska spuzvica (E. subterraneus) pripada razredu Demospongiae, podrazredu
Heteroscleromorpha, redu Spongilida i porodici Spongilidae. Medutim filogenetskim
istrazivanjem Harcet i suradnici (2010.) dovode u pitanje taksonomsku pripadnost male
ogulinske Spiljske spuzvice te istraZivanje temelje na tri molekularna markera (18S rDNA, ITS2
1 COI) i utvrduju da je Eunapius subterraneus blizi srodnik slatkovodnim spuzvama kao §to su
Ephydatia muelleri i Lubomirska baikalenskiis nego ostalim vrstama roda Eunapius. Niti
pojedini marker niti povezani zajedno nisu dali podatke koji smjestaju E. subterraneus u
kategoriju roda Eunapius zbog ¢ega je potrebno ponovno, detaljnije ispitivanje morfoloskih
karakteristika i reorganizacija taksonomskog poretka ove vrste.*® Dovrienom sekvencom
mitohondrijskog genoma potvrduje se smjestaj E. subterraneus u skupinu s Ephydatia muelleri
i Lubomirska baikalenskiis zbog visokog stupnja homologije medu ovom skupinom smatra se

da je do odvajanja doglo relativno nedavno na evolucijskoj skali.*’

1.2.2. Protoonkogeni
1.2.2.1. Opce karakteristike protoonkogena

Spoznaje o virusnim onkogenima dovele su do otkri¢a da kod svih zivotinja postoje homologne
sekvence koje se, kako bi se naglasila njihova sposobnost transformacije, nazivaju
protoonkogeni. Stoga su protoonkogeni najprije identificirani kao transducirani onkogeni
akutnih transformiranih retrovirusa.*! Protoonkogeni su geni koji su sastavni dio genoma svake
stanice i fizioloki su regulatori stani¢ne proliferacije i diferencijacije.*? Protoonkogeni su

izrazeni tijekom stani¢nih procesa poput: embriogeneze, zacjeljivanja rana, regeneracije i
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stimulacije mitoze. Mogu se pronaci u razli¢itim organizmima od kvasca, preko vinske musice
pa do Covjeka. Ovi geni kodiraju faktore rasta, receptore faktora rasta s aktivnoSéu tirozin-
kinaze, regulatorne proteine u prijenosu signala, nereceptorske tirozin-kinaze, serin/treonin-
kinaze i transkripcijske faktore. Kodirani proteini igraju kljuénu ulogu u regulaciji stani¢énog
rasta i diferencijaciji***®*** te u apoptozi ili programiranoj stani¢noj smrti.*® Kako
protoonkogeni kodiraju proteine koji djeluju na nacin da stimuliraju stani¢nu diobu, inhibiraju
diferencijaciju stanica i zaustavljaju stani¢nu smrt tako imaju znacajnu ulogu u normalnom
ljudskom razvoju 1 odrzavanju tkiva i1 organa. Brojni protoonkogeni kodiraju stanicne
povrsinske receptore na stanicnoj membrani kako bi se odrzala komunikacija izmedu
izvanstani¢nog okoli$a i unutrasnjosti stanice. Ti transmembranski receptori sastoje se od tri
dijela: izvanstani¢nog koje je izlozeno vanjskoj strani stanice i djeluje kao antena za
prikupljanje vanjskih signala, transmembranskog koje obuhvaca stanicnu membranu i
unutarstani¢nog koji ¢esto ima enzimsku aktivnost i moze se povezati s drugim proteinima
smjeStenim unutar stanice. Kako bi rasle i dijelile se, stanice reagiraju na vanjske signale preko
vezanja izvanstani¢nih liganda na izvanstani¢nu regiju ovih transmembranskih receptora. Cesto
ti ligandi stimuliraju stani¢nu diobu 1 rast, ili angiogene ¢imbenike koji stvaraju nove krvne
zile. Kada se ligand veze na receptor, receptor ¢e Cesto promjeniti konformaciju, §to dovodi do
aktivacije unutarstani¢ne domene i lanca unutarstani¢nih dogadaja koji reguliraju rast stanica,
proliferaciju, angiogenezu ili smrt.**® Protoonkogene aktivnosti obi¢no se iskljucuju nakon $to
se zavrSe razvojni procesi koje reguliraju. Medutim, protoonkogeni se mogu mutacijama
aktivirati u onkogene, koji izazivaju tumore kod Zivotinja i ljudi, raznim mehanizmima poput:
toCkastih mutacija, translokacija 1 amplifikacije. Mutacijom protoonkogena i nastankom
onkogena dolazi do povecane proizvodnje ovih proteina, $to dovodi do povecane diobe stanica,
smanjene diferencijacije stanica i inhibicije stani¢ne smrti, a sve to dovodi do karcinogeneze.*°

Prema tome, onkogeni su jedni od glavnih molekularnih ciljeva za dizajn lijekova protiv raka.
1.2.2.2. Myc

Onkogeni su najprije opisani kao transformacijski dijelovi retrovirusa koji induciraju brzo
stvaranje tumora kod inficiranih Zivotinja i dovode do morfoloskih promjena tkiva. Kasnijim
pokusima otkriveno je da su nukleotidne sekvence stani¢nih i virusnih onkogena sli¢ne. Myc je
najprije opisan kao onkogeni retroviralni alel (v-myc) koji je nastao transdukcijom od stani¢nog
c-myc protoonkogena.®® Protoonkogen c-myc kodira transkripcijski faktor (myc) koji ima

onkogeni potencijal. Proteinski produkt (Myc) c-myc protonkogena predstavlja najvazniji dio
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transkripcijske regulatorne mreZe koji kontrolira ekspresiju oko 15 % svih ljudskih gena.>!™2

Kromosomske translokacije, preraspodjele i virusne insercije koje dereguliraju c-myc
ekspresiju bez aktiviranja mutacija unutar Myc proteina ukazuju na to da, ako se ne ogranici
njegova koli¢ina unutar fiziologkih granica u stanici dolazi do nastanka tumora.>® Mnogi geni
koje aktivira protein Myc fundamentalni su za razne stani¢ne procese poput: stani¢nog rasta,
proliferacije, diferencijacije, metabolizma i apoptoze zbog ¢ega Myc ima jednu od najvaznijih
karika u prou¢avanju tumora.’*** C-myc proteini su fosfoproteini koji imaju Zivotni vijek od
15 do 30 minuta, lokaliziraju se u jezgri i vezu s DNA in vitro.>*

Myc je pronaden gotovo u svim razredima mnogostanicara, ali nije pronaden kod gljiva i
biljaka. Vrlo zanimljivo je da homolog proteina Myc pronaden u genomu Monosiga brevicollis
koja pripada skupini Choanoflagellatea. Sto upuéuje da se protein Myc najvjerojatnije pojavio
prije nastanka Zzivotinja.>® Hartl i suradnici su 2010. identificirali, klonirali i biokemijski
okarakterizirali Myc iz Zarnjaka Hydra magnipapillata te ga evolucijski analizirali. Koristeci
jednostavan modelni organizam pokazali su da je protein Myc iz zarnjaka multifunkcionalni
protein s karakteristikama i funkcijama sliénim ljudskom homologu.” Kod Metazoa protein
Myc moze se podijeliti u nekoliko evolucijski o¢uvanih domena. Na C-terminalnom kraju
nalazi se bHLH-Zip domena, a na N-terminalnom kraju nalaze se Cetiri konzervirane domene,
poznate kao MB I-1V (engl. “Myc homology box” motifs). Na slici 6 prikazane su sve o¢uvane
domene proteina Myc.

1 MBI MBIl MBllla MBIIlb MBIV BR HLH-LZ 439
< > T ¥ 3 v T T
[ - ' L2 i - i ‘

c-Myc

Slika 6. C-myc struktura i njegove konzervirane homologne regije MBI, MBII, MBllla,

MBIIIb and MBIV na C-terminalnom kraju, te domena HLH-LZ na N-terminalnom

kraju.%6
Razli¢ite funkcije 1 u€inci onkogena myc ve¢ desetlje¢ima su goruce pitanje u polju istraZivanja
tumora posebno zbog njegove dvostruke uloge. U normalnim stanica sudjeluje u regulaciji
stani¢nog ciklusa, a u tumorskim dolazi do njegove prekomjerne ekspresije i poticanja
angiogeneze.®” Domena MB | koja se nalazi prva na N-terminalnom kraju nuzna je za stani¢nu
transformaciju, medutim prilikom transkripcije nema nikakvu ulogu. Zajedno s domenom MB
II vazna je za indukciju apoptoze. U ljudskom c-myc izmedu 128 i 143 aminokiseline nalazi se
domena MB II koja je kratka, ali jako konzervirana medu svim mnogostani¢arima. Upravo zbog

konzerviranosti od najnizih zivotinja pa sve do kraljeznjaka ova se domena smatra esencijalnom
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za mnoge funkcije, a njen gubitak dovodi do naruSavanja aktivnosti kao §to su: kontroliranje
stani¢nog rasta, apoptoze, transformacije diferencijacije, te ulaska u G2 fazu, a djelomi¢no gubi
i moguénost stani¢ne proliferacije.>**® MB II motiv je vazan za efikasnu interakciju s nekoliko
kofaktora koji svojim mehanizmima poboljSavaju proces transkripcije: TRRAP, HAT 1 njegovu
komponentu BAF53. Takoder za interakciju s kofaktorima Tip48 i Tip49 te Skp2.%° Manje
poznata je, takoder konzervirana, centralna regija proteina Myc, MB III. Njen gubitak ne utjece
na poluzivot proteina, a niti na transkripcijsku regulaciju. Do danas se pokazalo da je ta domena
vazna za transformaciju stanica, poput primarnih kokosjih hematopoetskih stanica, ali da njen
gubitak uzrokuje myc induciranu apoptozu. Zbog svoje ocuvanosti smatra se da MB Il domena
upotpunjuje esencijalne funkcije proteina Myc.>® MB IV domena je vazna za cijelu
trasformaciju i apoptozu, a gubitak domene potencira myc inducirani ulazak u Gz fazu stani¢nog
ciklusa. Smatra se da je domena MB IV specifi¢na za kraljeznjake .58

Najbolje istrazena domena proteina Myc je C-terminalna domena ¢iji su klju¢ni dijelovi leucine
zipper (LZ) i helix-loop-helix (HLH). Uz pomo¢ ovih domena protein Myc se moze specifi¢éno
vezati s proteinom Max i stvoriti heterodimer koji se moze vezati s dvolanéanom molekulom
DNA na mjestu koje se zove E-box.>®>® Heterodimer c-Myc-Max prepoznaje posebnu regiju
5’-CACGTG-3’ (E-box) na molekuli DNA za koju se veze. Regija proteina Myc koja se sastoji
od 16 aminokiselina, a prepoznaje E-Box glasi: NVKRRTHNVLERQRRN. Dok protein Max
E-box prepoznaje regijom koja sadrzi 16 aminokiselinaz ADKRAHHNALERKRRD.®

Kristalna struktura heterodimera vezanog s molekulom DNA prikazana je na slici 7.

E-box: 5’-CACGTG-3’
Myc regija: NVKRRTHNVLERQRRN
Max regija: ADKRAHHNALERKRRD

Slika 7. Shematski prikaz heterodimera Myc/Max i specifi¢nog vezanja za dvolantanu

molekulu DNA na mjestu E-box.5!
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Protein Max je mali, sveprisutno izrazen protein koji se moze vezati sa svim proteinima koji
imaju bHLH-Zip regiju. Ova se regija smatra esencijalnom za sve Myc aktivnosti. Velika je
143 aminokiselina i kao transkripcijska regulatorna domena reagira i s drugim razli¢itim
kofaktorima poput: TRRAP (TRansactivation/tRansformation Associated Protein), HAT
kompleks, DNA helikaze Tip48 i Tip49, te elongacijski faktor P-TEFb.

Hetrodimerna mreza onkoproteina Myc/Max pripada skupini transkripcijskih faktora koji
upravo zbog domene bHLH-Zip mogu regulirati gensku transkripciju. Brojnim istraZivanjima
pokazana je vaznost ove regije. Mutacijom ove regije dolazi do inaktivacije proteina.®®>°
Transaktivacija je najvazniji segment proteina Myc zbog Cega je zanimljiv kod proucavanja
antitumorskih lijekova. Domena MB II jedina ima nepromijenjeni slijed koji je ocuvan od
kraljeznjaka, preko ¢lankonozaca do bazalnih Metazoa kao §to su hidre 1 spuzve. Domena je
klju¢na za onkogenu transformaciju, ali ne i za normalnu stani¢nu proliferaciju, ¢ime se smatra
da bi mozda anti-MB II lijek (onaj koji koci funkcije ove domene) mogao biti klju¢an za borbu

protiv tumorskih stanica. Do sada takav lijek nije osmisljen, ali ova myc transaktivacijska

domena ostaje atraktivna meta za istrazivanje i razvoj protutumorskih lijekova.%®
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1.3. MATERIJALI | METODE

1.3.1. Materijali
1.3.1.1. Osnovni materijal

Eunapius subterraneus, Ogulinska S$piljska spuzvica, prikupljena je na lokalitetu S$pilja
Tounjc¢ica (Tounj, Ogulin). U ovom istrazivanju je koriSten svjezi materijal, a dio je Cuvan u

otopini RNAIlater (Sigma) pri —80 °C i u etilnom alkoholu pri 4 °C.
1.3.1.2. Osnovne kemikalije

Koristene kemikalije su: agar (Difico), agaroza (Sigma), Akrilamid/bisakrilamid (T = 40 %)
(Sigma), APS (Serva), etilendiaminotetraoctena kiselina (EDTA) (Sigma), etanol (Kemika),
izopropil-R-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) (Thermo Scientific), kanamicin (Sigma), gentamicin
(Sigma), kloramfenikol, N,N'-metilbisakrilamid (Merck), 2-merkaptoetanol (B-ME) (BIO
RAD), metanol, natrijev dodecilsulfat (SDS) (Sigma), N,N,N',N'-tetraetilendiamin (TEMED)
(Sigma), glicerol (Merck), glicin (Merck), metanol (Kemika).

1.3.1.3. Koristeni puferi

Koristeni su sljedeci puferi:

e Q5 pufer za PCR-reakciju (NEB)

e 10x FastDigest pufer (Thermo Scientific)

e 10x FastDigest pufer, zeleni (Thermo Scientific)

e TAE (0,04 M Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH = 8,3)

e TBS (150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI pH = 7,4)

e TBST (150 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI pH = 7,4, 0,1 % Tween 20)

e pufer za proteine (25 mM Tris-HCI pH = 7,5, 50 mM NacCl, 10 %-tni glicerol, 1 mM
DTT,1 mMEDTA)

e pufer za lizu (25 mM Tris-HCI, pH = 8,0, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, 1 mg/mL
lizozim)

e pufer za elektrotransfer (3,03 g Tris, 14,4 g glicin, 200 mL metanol)

e 10x pufer za elektroforezu na SDS-poliakrilamidnom gelu (30 g Tris, 144 g glicin,
10 g SDS te dopuniti do 1 L deH20)

*prije upotrebe potrebno ga je razrijediti 10 puta
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pufer za ispiranje nespecifi¢no vezanih proteina, 20 mM (25 mM Tris-HCI pH = 8,0,

500 mM NacCl, 20 mM imidazol)

pufer za ispiranje nespecificno vezanih proteina, 40 mM (25 mM Tris-HCI pH = 8,0,

500 mM NacCl, 40 mM imidazol)

pufer za ispiranje specifi¢no vezanih proteina, 200 mM (25 mM Tris-HCI pH = 8,0,

500 mM NacCl, 200 mM imidazol)

pufer za nanoSenje uzoraka na poliakrilamidni gel 4x (1 M Tris-HCI pH = 6,8 0,5 mL,

1 mL glicerol, 5 mg bromfenol plavo-nadopuniti deH>O do 10 mL)
*na 1 mL pufera dodati 50 pL B-ME

electroligase reaction buffer (NEB)

1.3.1.4. Nukleotidi, oligonukleotidi i nukleinske kiseline

dNTP Mixture (TaKaRa)

GeneRuler (Fermentas) i MassRuler (Thermo Fisher Scientific) DNA-biljeg
pocetnice za PCR reakciju citokrom oksidaze:
5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAAT-3'
5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTG-3'

pocetnice osmisljene za PCR reakciju:
5-GGCATGGCGTCGTTGGTAGAG-3' (Gorea)
5-GATTTTTGAAACGTCTTTGAAG-3' (Gorea)

dizajnirane 1 modificirane pocetnice s restrikcijskim mjestima:
5-GTCTAGCATATGGCGTCGTTGGTAGAGTTC-3" (Macrogen)
5-CTAGACGGATCCCTAAAAACTTTGCAGAAACTTC-3' (Macrogen)

1.3.1.5. Plazmidi

Vektor pET28b dio je ekspresijskog sustava vektora pET (Novagen) i koriSten je za

prekomjernu ekspresiju gena myc u E. coli. Kodirajuca regija klonirana je unutar restrikcijskih

mjesta Ndel i BamHI

1.3.1.6. Proteini, enzimi i koenzimi

Q5 DNA-polimeraza (NEB), FastDigest BamHI (Thermo Scientific), FastDigest Ndel (Thermo
Scientific), Ex Taq polimeraza (TaKaRa), proteinski biljeg Precision Plus Protein Dual Color

Standards, 500 ul (BIO RAD), Electroligase (NEB)
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1.3.1.7. Boje

Koristene su sljede¢e boje: Bromphenol Blue (BPB) (Sigma), Coomassie Briliant Blue R-250
(Sigma), etidijev bromid (Rosche), RNA loading dye 2x (Thermo Scientific), DNA loading dye
6x (Thermo Scientific)

1.3.1.8. Hranjive podloge za uzgoj bakterija

Za uzgoj bakterije E.coli koristena je:
- LB tekuca podloga (5 g/L kvascev ekstrakt, 10 g/L tripton, 5 g/L NaCl, 0,1 g/L MgCly)
- LB kruta podloga (12 g/L agara)

- selektivna podloga s 30 ug/mL kanamicina.
1.3.1.9. Bakterijski sojevi

Elektrokompetentne OneShot TOP 10 stanice E. coli (F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC)
®d80lacZAM15A lacX74 recAl araD139A( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG)
(Thermo Fisher Scientific) koriStene za fizikalnu metodu transformacije rekombinantnim
plazmidom. BL21(DE3) (fhud2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS
ADE3 =) sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5) kompetentne stanice
omogucuju kontroliranu ekspresiju zeljenih proteina ugradenih u vektore kao $to su pCAL i

PET vektori.
1.3.1.10. Ostali materijali

Koristeni su sljedec¢i komercijalni paketi:
e Zaizolaciju genomske DNA
Blood & Cell Culture DNA Mini Kit (QIAGEN)
e Zaizolaciju RNA
RNeasy Mini Kit (QIAGEN)
e zaizolaciju plazmidne DNA
QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN)
e Zasintezu cDNA
SuperScript IV VILO Master Mix (Invitrogen)
e zaprociS¢avanje fragmenata DNA iz agaroznog gela

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

e zaprociS¢avanje 1 koncentriranje proteina
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Amicon Ultra-0,5 Centrifugal Filter Devices (Milipore)
e zasekvenciranje DNA
ABI-PRISM Big Dye Terminator Version 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit
e za odredivanje koncentracije proteina
Quick Start Bradford Protein Assay Instruction Manual (BIO RAD)
Za western analizu proteina koriSteni su:
e poliviniliden fluoridna membrana (Amersham Biosciences)
e 5% otopina Blocking Agent (250 mg Blocking Agent-a u 5 mL TBST-a)
e ECL mix (Amersham Biosciences)
e primarna antitijela Anti-His (Amersham Biosciences)
e sekundarna antitijela Anti-rabbit 1gG, u kompleksu s peroksidazom (Amersham
Biosciences)
e luminol (Amersham Biosciences)

e pojaciva¢ (Amersham Biosciences)

1.3.2. Metode
1.3.2.1. 1zolacija genomske DNA

Koristen je svjezi uzorak spuzve koji je prikupljen na lokalitetu Spilja TounjCica (Tounj,
Ogulin). DNA je izolirana iz spuzvinih stanica i vizualizirana agaroznom gel-elektroforezom.
Uzorak spuzve najprije je ispran cetiri puta s 30 mL sterilne izvorske vode nakon cega je
stavljen u 10 mL sterilne izvorske vode i usitnjen pomocu sterilne Spatule. Zatim je uzorak
filtriran filterima razli¢itih veli¢ina, sljede¢im redoslijedom: 200 pwm, 100 pm i 40 um, u sterilnu
epruvetu. Filtrat je inkubiran 30 minuta pri 8 °C. Nakon inkubacije u epruveti je bilo moguce
uoditi Zelatinozni sloj izmedu taloga i supernatanta. Supernatant je uklonjen bez dodirivanja
Zelatinoznog sloja, uzorak je ponovo ispran sterilnom vodom i inkubiran 30 minuta pri 8 °C.
Postupak je ponovljen dva puta, odnosno dok supernatant nije postao bistar. Pri posljednjem
ispiranju dodana je sterilna voda s gentamicinom u koncentraciji 50 mg/L. Broj spuzvinih
stanica odreden je Burker-Turkovom komoricom za brojanje i svjetlosnim mikroskopom.
Ukupna genomska DNA izolirana je komercijalno dostupnim paketom Blood & Cell Culture
DNA Mini Kit (QIAGEN) prema uputama proizvodaca za izolaciju genomske DNA iz kulture
stanica. Radi kontrole, zbog moguceg gubitka genomske DNA tijekom postupka izolacije,

uzimani su alikvoti. Uzeta su cetiri alikvota tijekom razli¢itih koraka izolacijskog postupka koji
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su dodatno procisceni. Prvi alikvot uzet je nakon dodatka proteinaze K te je tijekom dva sata
inkubiran pri 50 °C. Drugi alikvot uzet je nakon prvog pustanja uzorka kroz kolonu. Nakon
ispiranja kolone QC puferom uzet je treci alikvot, a posljednji, ¢etvrti, uzet je nakon ispiranja
DNA s kolone QF puferom. Elektroforezom na agaroznom gelu utvrdeno je je li u frakcijama
zaostalo genomske DNA, tj. je li DNA izgubljena tijekom postupka izolacije. Metoda se temelji
na izolaciji DNA uz pomoc¢ kolonica i gravitacijske sile, a postupak na optimiziranom sustavu
pufera koji pri odredenim pH-vrijednostima i niskoj koncentraciji soli omoguéuju vezanje
genomske DNA na kolonu. RNA, proteini, boje i ostale nec¢istoce uklonjeni su, nakon ¢ega je
genomska DNA eluirana puferom visoke slanosti i precipitirana izopropanolom. Uzorku koji
je prikupljen odredena je koncentracija aparatom Nanophotometer N60 (Implen).

1.3.2.2. 1zolacija RNA

RNA je izolirana komercijalno dostupnim paketom RNeasy Mini Kit (QIAGEN) prema
uputama proizvodaca za izolaciju RNA iz kulture stanica. Koristen je svjezi uzorak spuzve koji
je prikupljen na lokalitetu Spilja Tounj¢ica (Tounj, Ogulin). RNA je izolirana iz spuzvinih
stanica i vizualizirana agaroznom gel-elektroforezom. Uzorak spuzvinih stanica pripremljen je
kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.1. Izolacija genomske DNA. Kombinacijom centrifugiranja,
selektivnog vezanja na silikagelnu membranu te uproabom specijaliziranih pufera visoke
slanosti moze se na RNeasy membranu vezati do 100 pg fragmenata RNA velikih i do 200 baza.
Uzorak se prebacuje u RNeasy Mini spin kolonu na koju se veze cjelokupna RNA i ispire od

oneciscenja. Na kraju je RNA eluirana u 50 pL vode bez RNaze.
1.3.2.3. Sinteza cDNA

Sinteza dvolan¢ane cDNA prikladne za ugradnju u vektor za kloniranje sastoji se od tri velika
koraka: sinteza jednolancane DNA pomocu kalupa mRNA uz pomo¢ reverzne transkriptaze,
uklanjanje RNA kalupa, te sinteza drugog lanca DNA koristeéi se prvim lancem kao kalupom.>®
Za sintezu cDNA kori$ten je komercijalno dostupan paket SuperScript IV VILO Master Mix
(Invitrogen) prema zadanom protokolu proizvodaca. Kao kalup koristena je RNA (1 pg — 2,5
ug) izolirana iz stanica (poglavlje 1.3.2.2.). Prema protokolu najprije se napravi reakcijska
smjesa, volumena 10 pL, koja se sastoji od: kalupa (RNA), NFW, 10X ezDNase pufera i
ezDNase enzima. Enzim ima ulogu brzog uklanjanja kontaminacija, poput genomske DNA

zaostale prilikom izolacije RNA, on takoder i specificno cijepa fosfodiestersku vezu u

dvolan¢anoj molekuli DNA i na taj na¢in doprinosi stvaranju oligonukleotida, s 5'-fosfatnim i
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3'-hidroksilnim krajem, velikih 2-8 pb. Visoka specifi¢nost ezDNaze za dvolancanu DNA
omogucuje ucinkovito i brzo uklanjanje genomske DNA bez smanjenja kvalitete 1 koliine

RNA ili jednolan¢ane DNA prisutne u reakciji.

2
24

Oligo-dT

reverzna transkriptaza

‘ +4 dNTPs

sinteza prvog lanca cDNA

3 TETES!
cDNA
terminalna transferaza
+dCTP
3'CCCC T 5
cDNA
3'CCCC TTTTS
cDNA

Ohgo.dC., reverzna transkriptaz

‘ +4 dNTPs

sinteza drugog lanca cDNA

o

5* GGG 3
3 CCcC 3 N R

Slika 8. Shematski prikaz metode sinteze cDNA. Nakon sinteze prvog lanca uz pomo¢

oligo-dT primera lanac cDNA povezan je s cistidinskim krajem uz pomo¢ enzima

reverzne transkriptaze. Zatim oligo-dC kraj sluzi kao mjesto sljepljivanja za oligo-dG

primer koji omoguéuje sintezu drugog lanca cDNA molekule.®?
Ona je osjetljiva na toplinu pa se lako moze deaktivirati pri temperaturi od 55 °C. Nakon §to se
reakcijska smjesa inkubira pri 37 °C i ohladi na ledu dodaju se reagensi za reverznu
transkripciju direktno u istu tubicu kako bi se nastavilo sa sintezom prvog lanca cONA. Nakon
drugog koraka u protokolu napraviti PCR provjeru s univerzalnim pocetnicama za citokrom
oksidazu (gen za podjedinicu | citokrom oksidaze COIl) kako bi se vidjelo dolazi li do
amplifikacije genomske DNA u uzorku RNA koji je koriSten za reakciji. U tablici 1 prikazane
su potrebne kemikalije i volumeni potrebni za PCR reakciju, a u tablici 2 program PCR reakcije
u svrhu provjere zaostalosti genomske DNA u uzorku RNA.
Nakon napravljene provjere nastavljena je reakcija sinteze cDNA prema protokolu

proizvodaca.
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Tablica 1. Potrebni reagensi i njihovi volumeni za PCR reakciju.

Reagens Test (5 uzoraka) | Pozitivha kontrola | Negativna kontrola
Kalup 1 uL RNA ?é;g]; S;ES /
DNAEF))(O-II;i?eraza > HL > HL > ub
NFW 3uL 4,3 uL 3,9 uL
pocetnica F COI 0,3 uL 0,3 uL 0,3 uL
pocetnica R COT 0,3 uL 0,3 uL 0,3 uL

Tablica 2. Program PCR reakcije u svrhu provjere zaostalosti genomske DNA u uzorku

kalupa RNA.
Korak Temperatura/°C | Vrijeme /s | Broj ponavljanja
pocetna denaturacija 98 60 1
denaturacija 94 30 30
sparivanje pocetnica 55 45 30
elongacija 72 60 30
zavr$na elongacija 72 300 1

1.3.2.4. Dizajniranje pocetnica

Kako bi se odredeni odsje¢ak molekule DNA umnozio PCR metodom jedan od klju¢nih
preduvjeta je odabrati pocetnice (engl. primers). Pocetnice su kraci oligonukleotidi koji
omeduju dio DNA kojeg Zelimo umnoziti. Jedna pocetnica je komplementarna 3' kraju odsjecka
jednog DNA lanca koji se umnaZza, a druga je komplementarna 3' kraju drugog DNA lanca.
Kljucan korak u uspjesnosti PCR metode upravo je dizajniranje pocetnica, moze ih se dizajnirati
pomocu rac¢unalnih programa za dizajn pocetnica ili prema odredenim smjernicama na temelju
odsjecka DNA kojeg umnazamo. Prilikom dizajniranja pocéetnica vazno se drzati odredenih
smjernica. PoZeljno je da je duljina pocetnica izmedu 18 124 pb, jer prekratke pocetnice dovode
do umnazanja nespecifi¢nog produkta, dok preduge umanjuju djelotvornost sparivanja. Osim
duljine pocetnica za njihov dizajn vazan je i udio G i C nukleotida koji mora biti 45 — 55 %, a

preporucuje se da i sami krajevi pocetnica pocinju i zavrSavaju G i C nukleotidom, jer se na taj
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nac¢in omogucuje bolje i snaznije sparivanje pocetnica s DNA kalupom. Temperatura
sljepljivanja pocetnica (Ta, engl. annealing temperature) treba biti izmedu 50 1 65 °C, ali ujedno
i barem 5 °C niza od temperature taljenja (Tm, engl. melting temperature) one pocetnice koja
ima nizu Tm u paru. Temperatura taljenja moze se priblizno izraunati prema jednadzbi:
m =4 - (broj GC parova) + 2 - (broj AT parova).

Za uspjesno dizajniranje pocetnica vazno je izbjegavanje komplementarnih sljedova duljih od
3 pb unutar samih pocetnica, jer se time sprjecava hastajanje sekundarnih struktura, ometanje
sparivanja i nastajanje dimera pocetnica.®® Trebaju se izbjegavati i purinski ili pirimidinski
sljedovi nukleotida, jer se time izbjegava sparivanje nukleotida izmedu para pocetnica ili unutar
same pocetnice. Poéetnice koristene za umnozavanje i kloniranje gena myc dizajnirane su na
temelju djelomi¢no sekvenciranog transkriptoma spuzve Eunapius subterraneus kao rezultat
zajednickog projekta bioinformaticke grupe prof. dr. sc. Kristiana Vlahovi¢eka (PMF Zagreb)

i ¢lanova Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta Ruder Boskovic.
1.3.2.5. Lancana reakcija polimeraze

Lancana reakcija polimeraze (PCR) je metoda kojom se in vitro umnaza specifi¢ni odsjecak
DNA uz koriStenje para pocetnica i DNA polimeraze. Sastoji se od pet koraka, od kojih se tri
ponavljaju odredeni broj puta. Koraci koji se ponavljaju su toplinska denaturacija DNA,
sljepljivanje pocetnica na komplementarne dijelove DNA 1 sinteza komplementarnih lanaca
pomoc¢u DNA polimeraze. Sam ciklus zapocinje pocetnom denaturacijom, koja se zbiva prije
ponavljajué¢ih koraka (denaturacija, sparivanje pocetnica i elongacija) nakon cega ciklus
zavrSava zavrsnom elongacijom. Za svaki PCR postupak potrebna je reakcijska smjesa koja
sadrzi: kalup (plazmid, genomska DNA ili DNA fragment), ANTP-ove, pocetnice (najéesce im
je duljina 18 — 24 pb), termostabilnu DNA polimerazu (naj¢esée Taq polimeraza) i pripadajuéi
pufer (ovisan o polimerazi). Za svaki korak PCR metode potrebne su druge postavke uredaja.
Temperatura denaturacije ovisna je o duljini kalupa i njegovu sastavu. Sastoji li se kalup od
vise GC parova 1 ako je duzi, onda je samim time potrebna i viSa temperatura denaturacije.
Najcesce temperature su 95 °C 1 97 °C, a vrijeme trajanja denaturacije je 15 — 30 sekundi, jer
previsoka temperatura ili pretjerano trajanje koraka vode do nepotrebnog gubitka aktivnosti
enzima. Temperatura sljepljivanja, Ta (engl. annealing temperature) ovisi o pocetnicama koje
se koriste u reakciji, a racuna se kao:

Ta:Tm—SOC.
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Najbolji rezultati postizu se pri temperaturama od 55 °C do 72 °C. Elongacija se najcesce
dogada pri temperaturi od 72 °C, a vrijeme same sinteze DNA ovisi o duljini i koncentraciji
ciljnog slijeda, te temperaturi elongacije. Svakim ciklusom udvostrucuje se broj kalupa pa je
amplifikacija eksponencijalna. Broj ciklusa je izmedu 25 — 30, a nakon otprilike 30 ciklusa
dolazi do plato faze zbog ograni¢ene koli¢ine enzima i smanjene enzimske aktivnosti.

Predvideni prinos PCR produkta moze se izraunati prema izrazu:
prinos PCR-produkta = (pocetna koli¢ina ciljnog slijeda) - (1 + % ucinkovitosti) broj ciklusa.

Dobiveni fragmenti analiziraju se agaroznom gel-elektroforezom, te se usporeduju s teorijskom
veli¢inom zeljenog fragmenta DNA. Za PCR postupak umnazanja cDNA koja kodira za protein
Myc koristena je Q5-polimeraza uz odgovaraju¢i Q5 puferski sustav. U reakciji je koriStena
Q5-polimeraza zbog visoke stope amplifikacije (oko 280 puta visa od Taq polimeraze) $to
rezultira niskim stopama pogresaka. Q5 DNA polimeraza se sastoji od nove polimeraze koja je
fuzionirana na Sso7d DNA veznu domenu koja pojacava procesivnost, poboljsavajuci brzinu,
vjernost i pouzdanost izvedbe. U tablici 3 nalaze se reagensi koristeni u reakciji i njihova

koncentracija te volumen, a u tablici 4 navedeni su uvjeti PCR reakcije.

Tablica 3. Volumeni i koncentracije potrebnih kemikalija za umnaZanje gena myc PCR

reakcijom.

Reagens Koncentracija Volumen / pLL

5 - Q5 pufer 1x 5,00

2,5 mM dNTP 0,2 mM 2,00

Q5 polimeraza 0,02 U/ pL 0,50

pocetnica fp28MycNDE 10 uM 1,25

pocetnica rp28MycBAM 10 uM 1,25

kalup (cDNA) <1000 ng 3,00

NFW - 12,00

Tablica 4. Program PCR reakcije za umnazanje gena myc.

Korak Temperatura/ °C | Vrijeme /s | Broj ponavljanja
pocetna denaturacija 98 30 1
denaturacija 98 10 30
sparivanje pocetnica 62 20 30
elongacija 72 30 30
zavrsna elongacija 72 120 1
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Ukupni volumen PCR reakcijske smjese 25 uL. Sekvence pocetnica navedene su u poglavlju
Materijali (1.3.1.4.). Za DNA kalup koriStena je cDNA spuzve Eunapius subterraneus

dobivena reverznom transkripcijom (opisano u poglavlju 1.3.2.3.).
1.3.2.6. Elektroforeza DNA i RNA u agaroznom gelu

Po zavrSetku PCR postupka, reakcijska smjesa nanosi se na agarozni gel kako bi se provjerila
veli¢ina fragmenta gel elektroforezom. Tehnika je koriStena i prilikom izolacije genomske
DNA i izolacije RNA kako bi se vizualizirali dobiveni rezultati izolacije. To je standardna
metoda za brzu i jednostavnu analizu DNA, njezinu identifikaciju, razdvajanje, odredivanje
koli¢ine i procis¢avanje. Kako nukleinske kiseline imaju jednak naboj pod utjecajem
elektri¢nog polja mogu se razdvojiti prema razlikama u masi. Pod utjecajem istosmjernog
elektriénog polja negativno nabijene molekule DNA krecu se od katode, negativne elektrode,
prema anodi, pozitivnoj elektrodi. Na pokretljivost DNA ne utjece samo molekularna masa ve¢
i njena konformacija, jakost i smjer elektricnog polja, koncentracija agaroze u gelu, prisutnost
interkalirajucih boja (etidijevog bromida) te sam sastav pufera za elektroforezu. Za razdvajanje
molekula DNA nuzno je koristiti gel s ve¢im porama pa se agaroznim gelom mogu razdvoyjiti
fragmenti veli¢ine 50 pb — 50 kb. Agaroza je linearni polimer u kojem se izmjenjuju ostaci D-
galaktoze i 3,6-anhidro-L-galaktoze. Agarozni gel prireden je otapanjem agaroze u TAE puferu
(sastav pufera se nalazi u poglavlju 1.3.1.3.) s etidijevim bromidom, zagrijavanjem do vrenja,
te izlijevanjem u odgovarajuci kalup s ¢esljicem za oblikovanje jazica. Polimerne molekule
hladenjem tvore gel medusobno se povezujué¢i vodikovim vezama. Veli¢ina pora, a time 1
raspon molekulskih masa molekula koje se mogu uspjesno odijeliti, kontrolira se mijenjanjem
koncentracije agaroze u gelu. Uz produkte reakcija na gel se nanosi 1 marker (koriSteni su
MassRuler DNA Ladder Mix i GeneRuler) uz pomo¢ kojeg se odreduje veli¢ina fragmenata. Po
zavrsetku PCR postupka na 1 % agarozni gel nanesen je cijeli volumen reakcije (25 pL) te je
provedena elektroforeza u trajanju od sat vremena pri 50 V. Prilikom izolacije genomske DNA
napravljen je 0,7 % agarozni gel i naneseno je 5 pL izoliranog uzorka te je provedena
elektroforeza u trajanju od sat vremena pri 50 V. Pri izolaciji RNA koriSten je 1 % agarozni gel
na koji je naneseno 5 pL izoliranog uzorka. Kako bi se uzorak RNA nanio na gel potrebna je
priprema samog uzorka. Uzorak se napravi tako da se smjesa koja se sastoji od: uzorka RNA,
boje za RNA (poglavlje 1.3.1.7.) i NFW u jednakim omjerima inkubira 10 minuta na 70 °C

nakon ¢ega se moZze nanijeti na agarozni gel. Elektroforeza je trajala sat vremena pri 50 V.
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1.3.2.7. Izolacija DNA iz agaroznog gela

Za prociscavanje DNA iz agaroznog gela koristen je komercijalno dostupan paket QlAquick
Gel Extraction Kit (QIAGEN) (procis¢ava fragmente DNA veli¢ine od 70 pb do 10 kb).
Izolacija se zasniva na ionskoj izmjeni u koloni. Kako bi se DNA vezala ha membranu kolone
potrebna je visoka koncentracija soli i optimalna pH-vrijednost (pH < 7.5), a nezeljene
necistoce poput soli, enzima, agaroze, etidijevog bromida i detergenata ispiru se s kolone.
Zadnji korak je elucija koja je, suprotno adsorpciji, najefikasnija u uvjetima niskih

koncentracija soli i blago luznatim uvjetima.
1.3.2.8. Priprema rekombinantne DNA

U stanicama eukariota vecina je proteina prisutna u malim koli¢inama zbog Cega ih je
standardnim biokemijskim metodama nemoguce dovoljno proizvesti. Taj se problem moze
rijesiti, ako imamo klonirani gen, koriStenjem posebno dizajniranih vektora koji omogucuju

snaznu ekspresiju kloniranog gena u eukariotskim i bakterijskim stanicama.

IPTG indukcija STANICA DOMACGINA IPTG indukcija

E.coli RNA i T7 RNA
polimeraza
polimeraza

T7gen 1 ciljani gen

T7 RNA polimeraza

lac represor lac represor

lacl Qen lacl gen

T7 lizozim
()
T7 gen _ﬂ'\E

lizozima

E.coli genom

Slika 9. Regulacija ekspresije gena ukloniranog u vektor pET. Gen za T7 RNA
polimerazu je ugraden u genom E. coli i bit ¢e eksprimiran samo uz dodatak IPTG
induktora. Ako je proteinski produkt ukloniranog gena toksi¢an, nuzno je reducirati
transkripciju ukloniranog gena prije indukcije. T7 lizozim kodiran je kompatibilnim
plazmidom (pLysS) i vezat ¢e se s ostatkom T7 RNA polimeraze u odsustvu indukcije i
na taj je nacin inaktivirati. Prisutnost lac operona izmedu T7 promotora i ukloniranog

gena Ce reducirati transkripciju u odsustvu IPTG induktora.%*

Za takvu ekspresiju Cesto se koristi pET sustav, koji se sastoji od pET vektora u kojeg se

ugraduje Zeljeni gen, te bakterije E. coli u ¢iji je genom genetickim inzenjerstvom ugraden gen
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za T7 RNA polimerazu. Zeljeni gen, cDNA koja kodira za protein Myc, ugraduje se izmedu
restrikcijskih mjesta u visestrukom mjestu za kloniranje, MCS (engl. multiple cloning site), pET
vektora. ViSestruko mjesto za kloniranje smjesteno je izmedu T7 promotora i T7 terminatora

transkripcije, a te sljedove specificno prepoznaje T7 RNA polimeraza faga T7. T7 RNA

polimeraza specifi¢no se veze samo za T7 promotor.

Xho 1(158)
Not I{166)
Eag l{166)
Hind lI173)
Sal |{179)
Sac I{190)
EcoR 1(192)
BamH I(198)

Bpu1102 1(30) Nhe 1(231)
Nde 1(238)
Nco 1(296)

Xba 1(335)

Bagl 1l(401)
SgrA 1(442)

Sph 1(588)

Dra l11{5127)

Pvu l4428)
Saf 1(4426)

Sma 1(4300) Miu 1(1123)

?, Bl 1(1137)
Cla l(s117) ;
Nru 1(4083) ::‘ BstE 11(1304)
w
pET-28b(+) & [ | MApa l(1324)
(5369bp) 82
L

Eco57 1(3772) EcoR V(1573)

Hpa 1(1629)
AlwN 1(3840)

BssS 1(33¢7) PshA 1(1288)
BspLU11 1(3224)
Sap 1(3108)

Bst1107 1(2¢005)

Tth111 1(2069)

Bagl 1(2187)
Fsp 1(2205)
PspS 11(2230)

T7 promoter primer #69348-3
A MR e ™

pET upslrgarlnnpnmer #69214-3 T7 promoter

H lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGCAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol His+Tag _Ndel Nhel T7-Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHIsHiIsHisHIsHIsSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn
Eag| thrombin

BamH | EcoR | Sacl Sall_Hindlll _ Notl  Xhol His-Tag
ATGGGTCGCGGATCCGA ,«TL_.A_,“ AC

MetGlyArgGlySerGluPheGlul

GGTCGGGATCC

GAATTCGAGCTCC
) vol“co yc euhloAloAlaleuG!

GA GCTCCGTCGACAAGCTTGCGC CACCACCACCAC IJ-\..TJSS:Tan. AAAGCCC pET-28c(+)
u|v4 allnmqll >Ar Q«Io roSerThrSerLeuArgProHisSerSerTh rT’"rTr ""T""T”!ql lleArgleuleuThrlLysPro
Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGRCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

R R R A S
T7 terminator primer #69337-3

Slika 10. Shematski prikaz ekspresijskog sustava pET28b. Na mapi su prikazane

specifi¢ne regije vektora, a u dnu slike prikazano je viSestruko mjesto za kloniranje.®
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Cijeli je sustav pod kontrolom lac represora (lacl) koji se veze na lac operon na vektoru kako
bi sprijecio ekspresiju prije indukcije. Osim lac represora ekspresija gena koji kodira za T7
RNA polimerazu pod kontrolom je jo§ lac promotora i operatora ¢ime se dodatno sprjecava
mogucnost ekspresije Zeljenog gena prije indukcije. Bez indukcije pomocu IPTG-a,
nerazgradivog analoga laktoze, nema prekomjerne ekspresije. IPTG potice stvaranje kompleksa
s lac represorom koji onda poti¢e njegovu disocijaciju s lac operatora, a ta reakcija omogucava
pocetak transkripcije. U novonastalim uvjetima eksprimira se T7 RNA polimeraza koja potice
transkripciju Zeljenog gena vezanjem na T7 promotorsku regiju. Na slici 10 prikazan je

ekspresijski vektor pET28b koristen za prekomjernu ekspresiju proteina Myc.
1.3.2.9. Razgradnja PCR produkta i plazmida pET28b restrikcijskim endonukleazama

Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju odredenu nukleotidnu sekvencu
(restrikcijsko mjesto) od 4 do 8 pb i na tom mjestu rezu dvolanc¢anu molekulu DNA. Postoje tri
tipa restrikcijskih endonukleaza koje se razlikuju prema: vrsti sekvence koju prepoznaju,
prirodi cijepanja DNA i strukturi enzima. U genetickom inzenjerstvu koriste se restrikcijske
endonukleaze tipa II koje prepoznaju tocno odredena restrikcijska mjesta, tzv. palindrome.
Nakon cijepanja endonukleaze tipa II ostavljaju tupe ili ljepljive krajeve. U ovom eksperimentu
koriStene su restrikcijske endonukleaze koje specificno prepoznaju Ndel i BamHI mjesta, a
nakon razgradnje ostavljaju ljepljive krajeve. Sljedovi prepoznavanja i mjesta cijepanja
restrikcijskih endonukleaza prikazani na slici 11.

5 .  CATATG...3 &5...GGATCC...3
3...GTATAC...5 3...CCTAGG..5

Slika 11. Prikaz restrikcijskog mjesta koje prepoznaje enzim Ndel (lijevo) i
restrikcijskog mjesta koje prepoznaje enzim BamHI (desno).%
Po zavrSetku razgradnje fragmenti DNA procis¢eni su upotrebom komercijalnog paketa
QIlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) prema protokolu za proc¢is¢avanje DNA nakon

enzimatske reakcije.
1.3.2.10. Ligacija

Ligacija je postupak nastajanja fosfodiesterskih veza izmedu vektora i inserta pomoc¢u enzima
DNA ligaze iz bakteriofaga T4. Ovim postupkom povezuju se medusobno komplementarni
krajevi DNA odsjecaka uz utrosak ATP-a.

Volumen potrebnog inserta izracuna se prema sljede¢em izrazu:
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m(vektor,ng) X duljina(PCR insert,kb) insert

PCRi =
m(PCR insert, kb) duljina(vektor, kb) " vektor

U postupku ligacije koristen je Electroligase (NEB) te je prema uputama proizvodaca ligacijska
smjesa ostavljena 30 minuta pri sobnoj temperaturi i zatim 15 minuta pri 65 °C, kako bi se
inaktivirala ligaza te je nakon toga ostavljena u ledenoj kupelji dok se ne zapo¢ne s postupkom

transformacije.

Tablica 5. Sastav ligacijske smjese.

Otopina Volumen / pL.
vektor pET28b Nde/Bam 3,0
Procisceni i razgradeni PCR produkt (myc Nde/Bam) 15
pufer za elektroligazu 5,0
elektroligaza 1,0
NFW 0,5

1.3.2.11. Transformacija bakterijskih stanica

Transformacija je proces prilikom kojeg stanica prima molekulu strane DNA. Metode
transformacije dijele se na kemijske i fizikalne. Koristenjem kemijske metode koriste se
kompetentne stanice koje se inkubiraju 30 minuta u ledenoj kupelji i u puferskoj otopini (CaCls,
MgClI2 i Tris-HCI) pa se podvrgnu kratkotrajnom toplinskom Soku (30 sekundi na 37 — 42 °C)
te se ponovno ostave na ledu dvije minute. Ne zna se to¢an mehanizam kako ova kombinacija
kemijskih tvari 1 fizickih tretmana inducira stanje kompetencije stanica i mehanizam ulaska
strane DNA u kompetentnu stanicu, ali se smatra da kalcijev klorid djeluje na stanicnu stijenku
1 tako mozda utjeCe na vezanje DNA na stani¢nu povrSinu. Unos DNA u stanicu potice Se
kratkotrajnim toplinskim Sokom §to vjerojatno utjee na destabiliziranje stanicne membrane.
Druga metoda transformacije je fizikalna, tj. elektroporacija prilikom koje se stanice
podvrgavaju jakom, ali kratkotrajnom elektricnom polju pomocu elektroporatora. Tom se
metodom otvaraju prolazne pore na membrani kako bi molekule DNA usle u stanicu. Ova je
metoda najlaksa, najbrza, najucinkovitija i najpouzdanija za transformaciju bakterijskih stanica
sa stranom DNA. U ovom radu koriStena je fizikalna metoda transformacije. Kako bi se metoda
uspjesno izvela potrebna je, prethodno napravljena (poglavlje 1.3.2.10.) ligacijska smjesa,
elektrokompetentne OneShot TOP 10 E. coli stanice i uredaj, tj. elektroporator (GeneRuler

Xcell, BIO RAD). Cijeli postupak izveden je prema uputama proizvodaca. Nakon
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transformacije stanice su resuspendirane u 250 uL. medija SOC i inkubirane sat vremena pri 37
°C, kako bi se oporavile. Stanice su nacijepljene na krutu LB podlogu s kanamicinom i
inkubirane preko noc¢i pri 37 °C. Izolacijom plazmida iz nasumi¢no odabranih kolonija te
njihovom razgradnjom restrikcijskim endonukleazama Ndel i BamHI i sekvenciranjem

provjerena je uspjesnost transformacije.
1.3.2.12. Transformacija bakterijskih stanica

Plazmidna DNA u radu izolirana je komercijalno dostupnim paketom QIlAprep Spin Miniprep
(QIAGEN) prema uputama proizvodaca. Postupak se temelji na alkalnoj lizi bakterijskih
stanica nakon Cega, u prisutnosti visoke koncentracije soli, dolazi do adsorpcije DNA na
silikagel membranu. Necistoce se ispiru, a zatim se plazmidna DNA eluira s kolone u malom
volumenu pufera. Tako pro¢is¢enu DNA moze se odmah koristiti u razne svrhe, nema potrebe
za taloZenjem ili koncentriranjem. Temelj izolacije plazmidne DNA je alkalna liza u prisutnosti
SDS-a, gdje luzina i SDS razaraju stani¢nu stijenku te denaturiraju proteine i DNA.
Neutralizacijom dolazi samo do renaturacije plazmidne DNA koja je topoloski isprepletena, a
dodatkom NaOAc taloZe se kompleksi SDS-a i proteina te stanicna DNA. Talog se odstranjuje

centrifugiranjem, a plazmidna DNA se koncentrira dodatkom etanola.
1.3.2.13. Odredivanje slijeda nukleotida u molekuli DNA Sangerovom dideoksi metodom

Sangerova dideoksi metoda sekvenciranja molekule DNA zasniva se na zaustavljanju
enzimatske sinteze lanca DNA ugradnjom dideoksiribonukleozid-trifosfata. Prirodni supstrati
za sintezu DNA su deoksiribonukleozid-trifosfati (ANTP): dATP, dCTP, dGTP, dTTP. Sinteza
DNA ide u 5'-3'smjeru, a uvjet za sintezu je postojanje pocetnice koja pronalazi sebi homologan
slijed i ¢ijim produljivanjem nastaje novi DNA lanac. DNA polimeraze, enzimi Kkoji
sintetiziraju DNA, mogu ugraditi u rastuéi lanac i analoge dNTP-ova, dideoksiribonukleozid-
trifosfate (ddNTP) koji nemaju 3'-OH skupinu potrebnu za uspostavljanje fosfodiesterske veze,
stoga dolazi do zaustavljanja daljnje sinteze DNA. Enzimatska sinteza ide u Cetiri odvojena
koraka, a u svakoj reakcijskoj smjesi nalaze se sva Cetiri ANTP i po jedan od ddNTP-ova. Omjer
dNTP-a i ddNTP-a podesen je tako da se ddNTP ugraduje u DNA s mnogo manjom uc¢estalo$¢u.
Na taj nacin nastaje serija DNA molekula razli¢itih duljina koje zavrSavaju bazom koja
odgovara ddNTP-u koristenom u reakciji. Fragmenti molekule DNA razdvajaju se prema razlici
u duljini poliakrilamidnom gel elektroforezom, iz ¢ega se mogu odrediti pozicije pojedinih

nukleotida u izvornoj molekuli DNA. Za odredivanje slijeda nukleotida u molekuli DNA
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koristen je potpuno automatizirani uredaj ABI-PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer koji
umjesto elektroforeze u tankim gelovima poliakrilamida koristi kapilarnu elektroforezu (uzorci
se nakon zavrSene reakcije razdvajaju putujuéi kroz vrlo dugu i tanku kapilaru ispunjenu
polimerom i '"Cetverobojnom biokemijom" (svaki ddNTP obiljezen je drugom
fluorescencijskom bojom) tako da se reakcija provodi u istoj mikroepruveti. CCD kamera
pretvara informaciju o fluorescenciji u elektronicki signal koji se onda prenosi na racunalo i
obraduje programskim alatom ABI-PRISM-Avant Genetic Analyzer Data Collection Software
Version 2.0 i prikazuje u obliku elektroferograma. Na ordinati se prikazuje relativna
koncentracija boje, a na apscisi vrijeme. Svaki maksimum u elektroferogramu predstavlja po
jedan fragment DNA i koristi se za odredivanje nukleotidne sekvence. Rezultati se korisniku
prikazuju pomocu programa ABI PRISM DNA Sequencing Analysis Software Version 5.11.
Kod priprave uzoraka za kapilarnu elektroforezu koristi se komplet ABI-PRISM Big Dye

Terminator Version 3.1 Ready Reaction Cycle Cycle Sequencing Kit.

Primer kalup l
e 3’ _hepoznate
— sekvence
o \ e - _
— uzorcise
DNA |==| razdvajaju
DNA polimeraza migracija : tehnikom
4 dNTP-a — kapilarne
4 ddNTP-a ‘ = elektroforeze
‘Qc\m /,.lj = )
—_— ( = Lo =
_— Iw:/ E laserska k
l detektor | | Zraka laser
denaturacija l

obojani segmenti
DNA, kopirani od

G kalupa nepoznate
G sekvence

\[4
l CCTGT TTGATGGTGGTTCCGAAATCGG

racunalno obradeni podaci

Slika 12. Odredivanje primarne strukture DNA strategijom automatskog sekvenciranja
uz pomo¢ uredaja ABI-PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer koristeci ,,cetverobojnu

biokemiju“ i kapilarnu elektroforezu u istoj mikroepruveti.5’

1.3.2.14. Priprema kompetentnih stanica za transformaciju

Priprema kompetentnih stanica zapocela je prekonoénim uzgojem bakterijskih stanica

BL21(DE3) u tekucoj hranjivoj podlozi LB-a i kloramfenikola. Bakterijske stanice BL21(DE3)
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sadrze T7 RNA polimerazu faga T7 kako bi se mogle koristiti za upotrebu s ekspresijskim
plazmidom koji sadrzi T7 promotor. T7 RNA polimeraza specifi¢no se veze za T7 promotor i
dodatkom IPTG-a dolazi do indukcije i prekomjerne ekspresije. Prekonoé¢na kultura razrijedena
je 100 puta i uzgajana pri temperaturi od 37 °C uz mijeSanje od 250 okretaja po minuti. Tijekom
uzgoja provedena su kontinuirana spektrofotometrijska mjerenja opticke gustoce pri valnoj
duljini od 600 nm. Kada je iznos apsorbancije dosegao vrijednost 0,6 (stanice u ranoj
eksponencijalnoj fazi rasta), uzgoj je prekinut. Sve potrebne kemikalije prethodno su ohladene
do 4 °C. Stanice su centrifugirane Sest minuta uz 5000 okretaja i pri 4 °C. Dobiveni talog
resuspendiran je prethodno ohladenim i sterilnim kalcijevim kloridom u polovici volumena
pocetne kulture i ostavljen u ledenoj kupelji 15 minuta. Nakon toga slijedilo je ponovno
centrifugiranje pri istim uvjetima kao i u prethodnom koraku i resuspendiranje taloga u 1/10
pocetnog volumena ohladene i sterilne otopine 50 mM CaClz i 10 %-tnog glicerola. Dobivena
kultura razdijeljena je u alikvote od 100 pL, naglo smrznuta u teku¢em dusiku i pohranjena pri

—80 °C.
1.3.2.15. Indukcija ekspresije

U bakterijskom ekspresijskom sustavu pET klonirani gen je pod kontrolom promotora T7 RNA
polimeraze, Cija je ekspresija u stanicama domacina E. coli regulirana lac operonom. Vezanjem
IPTG-a za represor inducira se ekspresija T7 RNA polimeraze u stanicama domacina i
omogucuje se transkripcija kloniranog gena. Izuzetno visoka aktivnost ove polimeraze rezultira
visokom razinom ekspresije Zeljenog proteina. Indukcija zapocinje transformacijom
bakterijskih stanica E. coli, soja BL21(DE3), rekombinantnim plazmidom pET28b_myc.
Bakterijske stanice inokuliraju se u tekucoj podlozi (LB) s odgovarajuéim antibiotikom
(kanamicin). Inkubacija se provodi preko no¢i pri 37 °C uz vrtnju od 650 okretaja po minuti.
Nakon inkubacije dobivena kultura razrijedi se u, ve¢ spomenutoj, tekucoj podlozi LB i
odgovaraju¢em antibiotiku. Nakon §to se izmjeri opticka gustoc¢a, pomocu spektrofotometra,
pri valnoj duljini 600 nm te dosegne vrijednost 0,6, inducira se ekspresija proteina dodatkom
IPTG-a. Indukcija je provedena na dva nacina. Pri 30 °C, ekspresija je potaknuta dodatkom
IPTG-a do kona¢ne mnozinske koncentracije 0,8 mM, uz vrtnju od 250 okretaja po minuti te je
prekinuta nakon tri sata. Pri 16 °C, ekspresija je potaknuta dodatkom IPTG-a do konacne
mnozinske koncentracije 0,1 mM, uz vrtnju od 250 okretaja po minuti te je ostavljena preko
noc¢i. Bakterijske stanice sakupljene su jednominutnim centrifugiranjem pri 13 000 okretaja i

4 °C, atalozi su pospremljeni pri —20 °C.
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1.3.2.16. Sonikacija

Sonikacija je pouzdana i efikasna metoda kojom se pomocu ultrazvuka razbijaju stanice u
suspenziji. Postupak se provodi u ledenoj kupelji kako ne bi doslo do oSteCenja proteina, a
razaranje se provodi izmjeni¢nim ponavljanjem ultrazvu¢nih pulseva. Lizat bakterijskih stanica
pripravlja se resuspendiranjem bakterijske mase u puferu za lizu (sastav naveden u poglavlju
3.1.3.) 1 inkubira 10 minuta na ledu (dolazi do razaranja stani¢ne stijenke). Nakon inkubacije
na ledu bakterije se razbijaju ultrazvukom u 5 ciklusa s ponavljanjima (ciklus se sastoji od 30
sekundi titraja nakon cega slijedi 30 sekundi pauze). Zatim se bakterijski supstrat centrifugira
30 minuta pri maksimalnoj brzini i 4 °C, kako bi se netopljivi dijelovi stanica odvojili u obliku
taloga od topljivih stani¢nih proteina koji ostaju u supernatantu. Na Kkraju se supernatant s

topljivim stani¢nim proteinima jo§ jednom centrifugira pri istim uvjetima.
1.3.2.17. Afinitetna kromatografija

Procis¢avanje proteina se zasniva na razli¢itim fizikalno-kemijskim svojstvima proteina poput
njegove veli¢ine, topljivosti, polarnosti, naboja i vezanja za specificne ligande. Jedan od
najboljih nacina izolacije i prociS¢avanja rekombinantnih proteina s afinitetnim privjeskom je
afinitetna kromatografija. Afinitetni privjesak je egzogeni slijed aminokiselina koji se
specificno veze na odredeni ligand, poZeljno je da se eksprimira na jednom od krajeva proteina
kako ne bi utjecao na smatanje i funkciju pro¢is¢enog proteina. Cesto se izmedu kodirajuéeg
slijeda za Zeljeni protein 1 kodirajuceg slijeda za afinitetni privjesak ugraduje slijed koji
specificno prepoznaje odredena proteaza, kako bi se po zavrSetku proc¢iS¢avanja Zeljeni protein
mogao odvojiti od privjeska. NajceS¢e koriSten afinitetni privjesak je slijed od 5 do 6
histidinskih ostataka koji omogucuje da se fuzijski protein (s His-privjeskom) moze lako, u
jednom koraku, procistiti afinitetnom kromatografijom na nosacu s imobiliziranim metalom
(IMAC). IMAC tehnika zasniva se na koordinaciji izmedu imobiliziranog metalnog iona i
elektron donorske skupine s povrsine proteina. Uglavnom se za vezanje koriste ioni bakra,
nikla, ali i cinka, aluminija i kobalta. U ovom je radu koristen sustav TALON (Co-NTA) Koji
daje visoku ¢istocu procis¢enog rekombinantnog proteina s His-privjeskom. IMAC se temelji
na vezanju histidinskih ostataka na kobaltov ion imobiliziran na NTA-agarozi kao nosacu. NTA
(nitrilo-trioctena kiselina) zauzima 4 — 6 koordinacijskih veznih mjesta kobalta dok se na
preostala dva vezu ostaci fuzijskog proteina (slika 13, str. 35). Co-NTA bolji je izbor od Ni-

NTA za proteine s His-privjeskom, jer se kobaltni ioni bolje vezu s His-privjeskom Sto
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omogucuje veéu Cisto¢u zeljenog proteina. Takoder koristenjem Co-NTA smanjuje se
oneciscenje frakcijskih otopina koje sadrze ciljani protein, jer se ioni kobalta ¢vrsto vezu za
agarozu u koloni, dok su kolone s niklom manje homogene, jer ioni nikla tvore dva
koordinacijska kompleksa zbog ¢ega nisu ¢vrsto vezani za agarozu pa mogu onecistiti frakcije.
Onecscenje frakcija ionima metala je lose, jer se smanjuje broj aktivnih mjesta za koja se moze
vezati protein ¢ime se smanjuje prinos proc¢is¢enog proteina, takoder imaju utjecaja na aktivnost
samog proteina. Pro¢iS¢eni protein povezan s His-privjeskom eluira se imidazolom, zbog
kompeticije za ione kobalta izmedu imidazola iz pufera i imidazolnog prstena His- ostataka na

proteinu.

TALON His-privjesak protein
struktura

Slika 13. Shematski prikaz afinitetne kromatografije. Na shemi je vidljivo kako nitrilo-

trioctena kiselina zauzima koordinacijska mjesta kobalta ostavljajuci praznim dva mjesta

na koja se veze His-privjesak proteina.®
Ovom metodom lako je i u jednom koraku proéistiti His-privjeskom obogaceni protein. Kolona
za procisc¢avanje napuni se s Co-NTA agarozom i aktivira s 5 mL pufera za lizu (10 mM
imidazola). Na kolonu se potom nanosi supernatant. Slijede ispiranja s 10 mL pufera u kojima
su rastuce koncentracije imidazola (prvo ispiranje — 10 mM imidazol, drugo ispiranje — 20 mM
imidazol, trece ispiranje — 40 mM imidazol). Vezani proteini ispiru se s kolone pomocu pufera
za ispiranje specifi¢cno vezanih proteina (200 mM imidazol). Sastavi pufera koriStenih za

procisc¢avanje proteina IMAC metodom navedeni su u poglavlju 1.3.1.3.
1.3.2.18. Elektroforeza u SDS-poliakrilamidnom gelu

Poliakrilamidni gelovi prireduju se polimerizacijom akrilamida s N,N-metilenbisakrilamidom,

a da bi doslo do polimerizacije gela najcesée se koristi APS kao induktor i TEMED kao

Iva Zonji¢ Diplomski rad



1.3. Materijali i metode 37

katalizator. Molekulska masa veéine proteina moze se odrediti mjerenjem pokretljivosti u
poliakrilamidnom gelu koji sadrzi detergent natrijev dodecilsulfat (SDS). Pri neutralnoj pH-
vrijednosti uz 10 g dm? SDS i 0,01 mol dm 3 2-merkaptoetanola veéina visejedini¢nih proteina
disocira, 2-merkaptoetanol reducira disulfidne mostove, sekundarna struktura se gubi, te
kompleksi koji se sastoje od polipeptidnog lanca i molekula SDS-a zauzimaju konformaciju
nasumicnog klupka. Proteini obradeni na ovaj nacin ponaSaju se kao da svi imaju isti oblik 1
jednak omjer naboja i mase. To je zbog toga $to je koli¢ina SDS-a vezana po jedinici mase
proteina konstantna. Naboj kompleksa protein-SDS odreden je isklju¢ivo nabojem SDS-a Kkoji
prekriva naboj bo¢nih lanaca proteina. Poliakrilamidni gel za razdvajanje proteina sastoji se od
dva dijela, a to su 12 %-tni gel za razdvajanje (sastav i nacin pripreme navedeni u tablici 6) i
5 %-tni gel za sabijanje (sastav i na¢in pripreme takoder navedeni u tablici 6). Nakon pripreme
gela za razdvajanje potrebno ga je ostaviti jedan sat da polimerizira. Na njega se nanese tanki
sloj izopropanola koji se nakon polimerizacije uklanja i gornja se povrSina gela ispire s deH20
te se odstrani visak tekuéine filter-papirom. Zatim se pripremi 5 %-tni gel za sabijanje, umetne
se Cesalj za formiranje jazica i sve ostavi da polimerizira. Za to vrijeme proteinski uzorci se
pripreme za nanoSenje. Supernatantu se nakon centrifugiranja doda pufer za nanoSenje uzoraka
na poliakrilamidni gel (4x) €iji je sastav naveden u poglavlju 1.3.1.6., a talozi se resuspendiraju
u tom istom razrijedenom puferu (1x). Uzorci se prije nanoSenja zagrijavaju tri do ¢etiri minute
pri 95 °C kako bi se proteini denaturirali. Gel treba smjestiti u aparaturu za elektroforezu
(koristen uredaj Mini-Protean Il (Biorad)) i nanijeti uzorke, a u jednu od jaZica nanijeti biljeg

(koristen je proteinski biljeg naveden u poglavlju 1.3.1.6.).

Tablica 6. Recept za izradu gela za razdvajanje i gela za sabijanje.

Gel za razdvajanje (12 %) Gel za sabijanje (5 %)
Sastojak Volumen Sastojak Volumen
mqgH:0 1,50 mL mqgH:0 1,03 mL
1,5M Tris, pH =8,8 0,88 mL 0,5 M Tris, pH = 6,8 0,42 mL
SDS (10 %) 33,33 uL SDS (10 %) 16,70 uL
Akrilamid/bisakrilamid (T =40 %) 1mL Akrilamid/bisakrilamid (T =40 %) | 0,20 mL
APS (10 %) 16,70 uL APS (10 %) 8,33 uL
TEMED 3,33 uL TEMED 1,67 uL

Sastav pufera za nanoSenje uzoraka i pufera za elektroforezu na SDS-poliakrilamidnom gelu

navedeni su u poglavlju 1.3.1.6. SDS-gel elektroforezom analizirani su uzorci nakon velike i
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male indukcije. Odabrane frakcije velike indukcije, su nakon provedene elektroforeze na
poliakrilamidnom gelu, spojene, ukoncentrirane i izmijenjen im je pufer pomo¢u Amicon Ultra-
0,5 Centrifugal Filter Devices (Milipore). Na kolonu, koja propusta sve proteine manje od
30 kDa, naneseno je ukupno 15 mL frakcija i centrifugirano po 500 uL uzorka pet minuta pri
4 °C 1 maksimalnoj brzini. Nakon ¢ega se u novu, ¢istu i sterilnu tubicu, kolona ispere puferom
za proteine (naveden sastav u poglavlju 1.3.1.3.) pa se okrene i centrifugira minutu na 9000 g

kako bi se preostali protein od interesa sakupio.
1.3.2.19. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Kolorimetrijska metoda odredivanja proteina u kojoj se boja Coomassie brilliant blue G-250
veze na proteine pri kiseloj pH-vrijednosti. Molekule boje vezu se na proteine hidrofobnim
interakcijama i ionskim vezama §to stabilizira njihov anionski oblik i dovodi do promjene boje
iz smede u plavu. Pri tome se apsorpcijski maksimum pomice sa 465 nm na 595 nm §to se prati
spektrofotometrijski. Zbog svoje jednostavnosti, metoda se cesto Koristi, ali i zbog visoke
osjetljivosti na veéinu proteina i brzine dobivanja rezultata. Da bi doslo do reakcije pomijesano
je 20 uL i 5 puL procis¢enog proteina i po 20 uL otopina BSA (Bovine Serum Albumin Standard
Set) masenih koncentracija 0 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1
mg/mL i 1,5 mg/mL s 1 mL Bradfordove otopine te je mjerenjem apsorpcije (ODsgs)
pripravljenih otopina odredena masena koncentracija proteina Myc. Sve je radeno prema

protokolu Quick Start Bradford Protein Assay Instruction Manual (BIO RAD).

Sastav Bradfordove otopine je:
2,375 % etanol 4,4 % H3PO4 0,07 % Coomassie Brilliant Blue

1.3.2.20. Bojanje proteina u gelovima

Bojanje je postupak koji se koristi kako bi se mogle detektirati proteinske pruge u gelu.
Coomassie brilliant blue R-250 i G-250 dvije su najé¢esce boje koje se u kiselim uvjetima vezu
za amino skupine proteina (najprije arginin, lizin i histidin) elektrostatskim silama. Boja
Coomassie briliant blue R-250 se otopi u smjesi metanola, deH.O i octene Kiseline u
volumenom omjeru 5 : 4 : 1 do masene koncentracije 0,1 %. Gel se prelije bojom i béja se oko
pola sata uz polagano mijesSanje. Potom slijedi odbojavanje u puferu sastava: metanol, deH20 i
octena kiselina u volumenom omjeru 5 : 8 : 1. Odbojavanje je zavrSeno kada je pozadina gela

gotovo prozirna, a intenzivno su obojene samo proteinske pruge.
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1.3.2.21. Western analiza proteina

Ova tehnika je vazna u molekularnoj genetici, jer pomocu ove tehnike moguce je identificirati
specificne proteine iz kompleksa proteina izoliranih iz stanice. Tehnika se sastoji od tri koraka.
Prvi korak je odvajanje proteina prema veliCini elektroforezom na poliakrilamidnom gelu
(1.3.2.18). Drugi korak je prijenos s gela na membranu koji se provodi u uredaju Mini Trans-
Blot (BIO RAD), a struktura za elektrotransfer slaze se prema slici 14. Sastav pufera za prijenos

naveden u poglavlju 1.3.1.3. Prijenos se provodi sat vremena pri naponu od 100 V uz hladenje.

katoda (-)

filter papir
gel
membrana

filter papir

anoda (+)

Slika 14. Prikaz slaganja strukture za elektrotransfer koja omogucuje prijenos proteina s

poliakrilamidnog gela na membranu kako bi se ona mogla izloziti rendgenskom

zradenju.%°
Tre¢i korak je obiljeZzavanje 1 vizualizacija traZzenog proteina koriste¢i se primarnim i
sekundarnim antitijelima. Najvazniji korak u western analizi je sprjecavanje nespecifi¢nih
vezanja protutijela i ostvarivanje specifi¢énog vezanja antigen-protutijelo. Polozaj proteina na
membrani odreduje se uz pomoc¢ obiljeZenih sekundarnih antitijela. Kao biljezi mogu se koristiti
radioaktivni spojevi, fluorokromi ili enzimi. Blokiranje nespecifi¢nog vezanja postize se
izlaganjem membrane razrijedenoj otopini proteina. Za to se koriste BSA (Bovine serum
albumin) ili nemasno mlijeko uz dodatak male koli¢ine detergenta. Blokiranje nespecificnog
vezanja zapocinje inkubacijom membrane 60 minuta pri sobnoj temperaturi u puferu za
blokiranje (TBST i 5 % BSA). Proteini iz otopine vezu se na membranu na svim mjestima gdje
se nisu vezali proteini preneseni s membrane. Zatim se membrana inkubira s primarnim
antitijelima (Anti-His) u TBST puferu preko no¢i pri 4 °C i nakon toga se nevezana antitijela

ispiru s TBST puferom. Slijedi inkubacija sa sekundarnim antitijelima u TBST puferu sat
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vremena pri sobnoj temperaturi te ponovno ispiranje membrane u TBST puferu. Na taj nacin
antitijela se ne mogu vezati nespecificno. Membrana se inkubira u otopini luminola i pojac¢ivaca
u volumnom omjeru 1 : 1, kako bi se na rendgenskom filmu moglo razviti sliku. Nakon

izlaganja trebala bi biti vidljiva samo jedna linija, a to je ona koja odgovara ciljanom proteinu.
1.3.2.22. Bioinformaticka obrada

Brojne racunalne metode u biologiji pomazu pri donosenju zakljuc¢aka u raznim podru¢jima
istrazivanja od podrijetla organizma do funkcije proteina zbog ¢ega su od iznimne vaznosti.

BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) je program koji se temelji na algoritmu koji
omogucuje razlicite usporedbe aminokiselinskih sekvenci proteina ili nukleotidnih sekvenci sa
sekvencama koje su pohranjene u bazi podataka te identifikacija sekvenci koja sli¢i trazenoj

sekvenci. Program je dostupan na internetu (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), a koriSten

je za prikupljanje Myc proteinskih sekvenci kod razli¢itih organizama i za odredivanje polozaja
introna. Za usporedbu Myc proteinske sekvence iz vrste Eunapius subterraneus sa sekvencama
proteina Myc kod drugih vrsta koristen je program Clustal X. Clustal X koristi se u
bioinfomatici za "poravnavanje" nukleotidnih i proteinskih sekvenci te za izradu filogenetskih
stabala.”® Sekvence poravnate u Clustal X programu obradene su u programu GeneDoc."
Pomocu ovog programa utvrdena je i sli¢nost, odnosno broj identi¢nih baza u prouc¢avanim
sekvencama. Takoder, u radu je koriSten i server Svicarskog instituta za bioinformatiku (SIB)
ExXPASy (Expert Protein Analysis System).”? Server je specijaliziran za analizu proteinskih

sekvenci i struktura, a dostupan je na internetu (https://www.expasy.org/). U ovom radu

koristen je za prevodenje nukleotidnih sekvenci u proteinske i analizu proteina. Evolucijski
odnosi unutar napravljenog stabla izvedeni su uz pomo¢ neighbor-joining metode.”® Duljine
grana na filogenetskom stablu odgovaraju izvedenim evolucijskim distancama koje su odredene
uz pomo¢ p-distance metode.’”* Analizom je obuhvaéeno 16 proteinskih sekvenci, a evolucijska

analiza provedena je u program MEGAG.”
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1.4. REZULTATI

1.4.1. 1zolacija genomske DNA molekule

Uspjesno je izolirana visokomolekularna genomska DNA iz kulture stanica spuzve Eunapius
subterraneus, pomocu paketa Blood & Cell Culture DNA Kit (QIAGEN) kako je opisano u
poglavlju 1.3.2.1. Dobivena DNA otopljena je u 50 puLL vode bez nukleaza. Koncentracija DNA
je 29,02 ng/ uL, omjer apsorbancije pri valnim duljinama 260 nm i 280 nm je 1,94, a pri valnim
duljinama od 230 nm i 260 nm je 2,06. Vrijednosti su izmjerene na uredaju Nanophotometer
N60 (Implen). Nakon postupka izolacije napravljen je 0,7 % agarozni gel na koji su naneseni:
uzorak izolirane genomske DNA, alikvoti uzimani tijekom postupka izolacije i DNA-biljeg $to

je vidljivo naslici 15.

10 000 bp =)

Slika 15. Prikaz 0,7 %-tnog agaroznog gela na kojem su naneseni uzorci i MassRuler

marker (M) prema kojem se odreduje veliCina izoliranih fragmenata. U jazicama 1 — 5

redom su: 1 — alikvot 1, uzet nakon $to je u uzorak dodana proteinaza K i inkubiran dva

sata pri 50 °C i centrifugiran, 2 — alikvot 2, uzet nakon prvog pustanja uzorka kroz

kolonu, 3 — alikvot 3, uzet nakon §to je kolona isprana QC puferom, 4 — alikvot 4, uzet

nakon eluiranja s ugrijanim QF puferom, 5 — uzorak izolirane genomske DNA.
Sa slike 15 vidljivo je da u jaZzicama 1 — 4 nema nikakvog signala, u tim jaZicama su alikvoti
koji su uzimani tijekom postupka izolacije genomske DNA prema uputstvima proizvodaca.
Alikvoti su uzimani tijekom razlicitih dijelova postupka izolacije bas kao $to je opisano u
poglavlju 1.3.2.1. Alikvote treba uzimati kako bi se vidjelo ima li izgubljene genomske DNA,
tj. je li dio DNA tijekom postupka izolacije u njima zaostao. Bas kao §to se moze vidjeti na slici
15 nema zaostataka, jer uzorak iz jazice 5 sadrzi samo izoliranu genomska DNA te je njezina

veli¢ina ve¢a od 10 000 bp.
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1.4.2. 1zolacija RNA

RNA je uspjesno izolirana iz spuzvinih stanica komercijalno dostupnim paketom RNeasy Mini
Kit (QIAGEN) postupkom opisanim u poglavlju 1.3.2.2. Spuzvine stanice su podijeljene u dva
uzorka iz kojih je izolirana RNA i otopljena u 50 uLL NFW. Prema protokolu zadnji je korak
ponovljen te su dobivena po dva eluata svakog uzorka. Na slici 16 je rezultat elektroforetskog
pokusa na 1 %-tnom agaroznom gelu na koji su naneseni uzorci izolirane RNA i markera kako

bi se provjerila veli¢ina dobivenih fragmenata.

1500 D —

1031 DD
900 bp te—

Slika 16. Rezultat elektroforetskog pokusa s uzorcima izolirane RNA i MassRuler

markera (M) prema kojem je odredivana veli¢ina izoliranih fragmenata. Brojevima

1 — 4 oznaceni su uzorci RNA izolirane komercijalno dostupnim paketom RNeasy Mini

Kit (QIAGEN).
Koncentracija RNA iznosi 476 ng/uL, omjer apsorbancije pri valnim duljinama 260 nm i 280
nm je 2,36, a pri valnim duljinama od 230 nm i 260 nm je 1,65. Vrijednosti su izmjerene
uredajem Nanophotometer N60 (Implen). Na slici 16 oznakama 1 — 4 oznaceni SU uzorci
izolirane RNA te je vidljivo da u njima nema genomske DNA. Koncentracija koja je izmjerena
uredajem Nanophotometer N60 (Implen) pokazuje da je uzorak RNA kvalitetan za daljnje

koristenje.

1.4.3. Sinteza cDNA

Komercijalno dostupnim paketom za sintezu cDNA SuperScript IV VILO Master Mix
(Invitrogen) sintetizirana je cDNA, a kao kalup u reakciji koristen je uzo