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1. Uvod
1.1. Transkripcijski faktor BACH2

Ljudski protein BTB domain and CNC homolog 2 (BACH2) kodiran je genom BACH2
pozicioniranim na Sestom kromosomu (baza podataka National Center for Biotechnology
Information (NCBI)). Transkripcija protein kodirajuéeg gena BACH2 regulirana je
epigeneticki (Kuwahara i sur. 2014) i omogucava sintezu glasnicke RNA s 2526 nt dugom
kodiraju¢om sekvencom gena BACH2 (baza podataka NCBI). Translacijom kodirajuce
sekvence nastaje ljudski protein BACH2 veli¢ine 92,5 kDa (baza podataka UniProt) koji se
sastoji od dvije podjedinice, Broad-Complex, Tramtrack and Bric a brac (BTB) i Cap 'n'
collar (CNC).

Unutar konzervirane domene CNC motiv osnovnog leucinskog zatvarata omogucava
interakciju proteina BACH2 s transkripcijskim faktorima iz obitelji MAF, specifiéno MAFF,
MAFG i MAFK koji pripadaju skupini malih proteina MAF. S malim proteinima MAF
BACH?2 prepoznaje i veze se na DNA element Maf duljine 13 bp konsenzus sekvence 5'-
TGC-TGA®/cTCA-GCA-3' (Slika 1) (lgarashi i sur. 2014). Na elementu DNA Maf mali
proteini MAF prepoznaju i vezu se na dinukleotid GC, a BACH2 prepoznaje i veze se na
podcrtani dio sekvence, DNA element TPA (od engl. Tetradecanoylphorbol 13-acetate,
Kurokawa i sur. 2009). DNA element Maf nalazi se u promotoru (Huang i sur. 2014) ili regiji
pojacivaca (Muto i sur. 1998, Roychoudhuri i sur. 2016) brojnih protein kodiraju¢ih gena ¢ija

je transkripcija regulirana proteinom BACH2.
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Slika 1. BACH1/2 i p45/Nrf2 heterodimeri s malim proteinom MAF, MafK, prepoznaju i vezu se na
DNA element Maf (MARE) te inhibiraju odnosno aktiviraju ekspresiju gena. Postoje dva tipa MARE,
NF-E2 i konsenzus koji sadrze DNA element TPA. DNA element TPA uz navedene heterodimere

prepoznaju i vezu se na proteini AP-1 (dimeri proteina Jun-Fos). Preuzeto iz Igarashi i sur. 2014.

Za uspjesnu aktivaciju ili inhibiciju transkripcije odredenih gena, BACH2 putem domene
BTB ostvaruje dodatne proteinske interakcije sa specificnim kofaktorima. Transkripcijski
kofaktori koji aktiviraju transkripciju gena nisu identificirani, ali su zato poznati proteini
NCoR1 (od engl. Nuclear Receptor Corepressor 1) i/ili NCoR2, Rifl (od engl. Replication
Timing Regulatory Factor 1) te Aridla (od engl. AT-Rich Interaction Domain 1A) i Smarcd2
(od engl. SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin
subfamily D member 2, baza podataka Gene Cards) koji dodatnim interakcijama inhibiraju
transkripciju gena PRDM1 u zrelim limfocitima B. Proteini NCoR1 i/ili NCoR2 dodatnom
interakcijom s HDAC3 (od engl. Histone deacetylase 3) i Rifl dodatnom interakcijom s
NAD" ovisnim histonskim deacetilazama Sirt3 (od engl. sirtuin 3) i Sirt7 te histonskom
metiltransferazom Setdbl (od engl. SET Domain Bifurcated 1, baza podataka Gene Cards)
inbiraju transkripciju gena PRDM1 deacetilacijom lizina na polozaju 9 histona 3 (H3K9).
Deacetilacijom H3K9 omoguc¢ava se njegova metilacija koja dovodi do promjene u strukturi
kromatina iz transkripcijski aktivne u transkripcijski inaktivnu (Wang i sur. 2008, Tanaka i
sur. 2016.). Uz epigeneticke promjene na H3K9, BACH?2 interakcijom s Aridla i Smarcd2,
koji su dio proteinskog kompleksa SWI/SNF koji remodelira kromatin, inhibira transkripciju

gena PRDM1 remodeliranjem kromatina (Tanaka i sur. 2016).



1.2. Bioloska uloga proteina BACH2

Bioloska uloga proteina BACH2 je, pored interakcije BACH2 s malim proteinima MAF i
transkripcijskim kofaktorima, definirana specificnom ekspresijom proteina BACH2. U
Covjeka protein BACH2 je eksprimiran u plué¢ima, specificno pluénim makrofagima
(Nakamura 1 sur. 2013), te u limfnim organima, specificno hematopoetskim maticnim
stanicama i multipotentnim progenitorima (ltoh-Nakadai i sur. 2017), progenitorskim,
prekursorskim i zrelim limfocitima B (Muto i sur. 1998) te pomo¢nickim i citotoksi¢nim

limfocitima T (Tsukumo i sur. 2013).

Protein BACH2 ekspresijom u hematopoetskim maticnim stanicama i multipotentnim
progenitorima inhibira ekspresiju gena potrebnih za odrzavanje mati¢nosti multipotentnih
progenitora te za diferencijaciju i odrzavanje identiteta stanica mijeloidne linije, a aktivira
gene potrebne za diferencijaciju zajednickog limfoidnog progenitora i progenitorskih
limfocita B (Itoh-Nakadai i sur. 2017).

Uz ranu diferencijaciju progenitorskih limfocita B, protein BACH2 je odgovoran za
terminalnu diferencijaciju zrelih limfocita B u plazma stanice. Nakon primarne imunizacije
limfociti B prolaze kroz niz dioba tijekom kojih protein BACH2 direktnim produljivanjem
ekspresije gena Pax5, indirektnom aktivacijom gena Aicda koji kodira za citidin deaminazu
AID, direktnom inhibicijom gena PRDML1 (uz protein Bcl6, Huang i sur. 2014), i indirektnom
inhibicijom ekspresije Irf4 omogucava rekombinaciju teSkog imunoglobulinskog lanca (Muto
i sur. 2010). Uz rekombinaciju teSkog imunoglobulinskog lanca BACH2 je odgovoran i za
somatsku hipermutaciju (Muto 1 sur. 2004), za koju nije istrazen molekularni mehanizam, ali
koja je potrebna za prepoznavanje i vezanje antitijela na strani antigen razli¢itim afinitetom
(Slika 2) (Andreis i sur. 2010).
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Slika 2. Genska regulatorna mreZza potrebna za razvoj limfocita B, rekombinaciju teSkog
imunoglobulinskog lanca (CSR) i somatsku hipermutaciju (SHM) te razvoj plazma stanica. Preuzeto

iz Igarashi i sur. 2014.

Rekombinacijom teskog imunoglobulinskog lanca u plazma stanicama Se sintetiziraju
imunoglobulini (antitijela) klase A, E i G, a izostankom rekombinacije u plazma stanicama se
proizvode imunoglobulini klase D i M (Andreis i sur. 2010). Izostanak rekombinacije tijekom
diferencijacije limfocita B posljedica je lokalizacije proteina BACH2 u citosolu (Muto i sur.
2010) do koje dolazi fosforilacijom proteina BACH2 (Yoshida i sur. 2007).

Najzastupljeniji imunoglobulin u ljudskom serumu i glavni imunoglobulin sekundarne
imunizacije je imunoglobulin G. Bioloska uloga IgG-a definirana je konstantnom domenom
(Fc), a podrazumijeva neutralizaciju virusa i bakterijskih toksina, aktiviranje komplementa i
povecavanje efikasnosti fagocitoze patogena njihovom opsonizacijom (Andreis i sur. 2010).
Imunoglobulin G poznat je po specificnoj N-glikozilaciji asparagina na poziciji 297 (Asn297)
domene Fc 1gG-a, ali i po glikozilaciji Fab domene. Osnovna struktura N-glikana na Asn297
sastoji se od N-acetilglukozamina (GIcNAc) i manoze na koje se naknadno dodaju fukoza,
razdvajaju¢i GlcNAc, galaktoza i/ili sijalinska kiselina (Slika 3) (Bondt i sur. 2014).
Fukozilacijom imunoglobulina G smanjuje se broj interakcija izmedu domene Fc i receptora
Fcy te citotoksi¢nost ovisna o antitijelu (Shields i sur. 2002). Veca citotoksi¢nost ovisna o

antitijelu primije¢ena je dodatkom razdvajajuceg GlcNAc (Shinkawa i sur. 2003) dok se



galaktozilacijom blokira upala aktivirana komplementom (Karsten i sur. 2012). Dodatkom
sijalinske kiseline na galaktozu inhibira se vezanje domene Fc s receptorom Fcy, ali se i

odrzava antiupalna aktivnost imunoglobulina G (Slika 3) (Kaneko i sur. 2006).
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Slika 3. Alternativna N-glikozilacija imunoglobulina G odreduje njegovu funkciju. U pravokutniku je
prikazano antitijelo s N-glikanom kovalentno povezanim za asparagin na poziciji 297 sa
kombinacijom ugljikohidrata ¢ije su oznake takoder navedene u pravokutniku. Ispod pravokutnika
prikazana su antitijela specifi¢ne strukture N-glikana i spomenut je njihov ucinak na citotoksi¢nost
ovisnu o antitijelu i upalni odgovor. GIcNAc je oznaka za N-acetilglukozamin, Asn297 je oznaka za

mjesto glikozilacije, aminokiselinu asparagin na poziciji 297. Preuzeto iz Lauc i sur. 2016.

Antiupalan ucinak galaktozilacije Asn297 u imunoglobulinu G zamije¢en je u odredenim
upalnim bolestima pa je tako razina galaktozilacije, ali i sijalinizacije, imunoglobulina G
smanjena u upalnim bolestima crijeva, Crohnovoj bolesti i ulcerativnom kolitisu (Trbojevié¢
Akmaci¢ i sur. 2015), i u autoantitijelima u reumatoidnom artritisu i to ¢ak 3,5 godina prije
(Ercan i sur. 2010). U

pojave simptoma bolesti reumatoidnom artritisu smanjena



galaktozilacija uzrokuje aktivaciju komplementa vezanjem proteina MBP (od engl. mannose-
binding protein) na domenu Fc antitijela (Malhotra i sur. 1995). Do smanjene galaktozilacije
dolazi i u autoimunoj bolesti sistemskom lupusu eritematodesu, a povecani broj simptoma
odnosno komplikacija poput upale perikarda i proteinurije korelira sa smanjenim udjelom
glikana sa galaktozom, sijalinskom kiselinom te pove¢anim udjelom glikana s razdvajaju¢im

N-acetilglukozaminom u oboljelih osoba (Vuckovié i sur. 2015).

Osim u gore navedenim bolestima, do smanjenja razine galaktozilacije dolazi i tijekom
starenja. Razina galaktozilacije 1gG povecana je u djetinjstvu i adolescenciji (Puci¢ i sur.
2012) dok se u srednjim ili kasnim dvadesetim godinama se pocinje kontinuirano snizavati, I
do 50 %, a najvise smanjenje izrazeno je u zena predmenopauzne dobi (Kristi¢ i sur. 2014).
Smanjenom razinom galaktozilacije tijekom starenja povecava se razina proupalnih
imunoglobulina G koji potiu nastanak i odrzavanje upalnog odgovora, jedne od

karakteristika starenja imunoloskog sustava (De Martinis i sur. 2005).

Lauc i sur. su 2013. godine cjelogenomskom asocijacijskom studijom povezali galaktozilaciju
lgG-a s BACH2, a uloga BACH2 je identificirana provedbom GWAS na oboljelima od
Crohnove bolesti (Franke i sur. 2010) i sistemskog lupusa eritematodesa (Yang i sur. 2013).
Posto do smanjene razine galaktozilacije u IgG dolazi i tijekom starenja (Kristi¢ i sur. 2014)
jo§ je veca vaznost otkrica molekularnog mehanizma kojim se regulira glikozilacija IgG, a
time i bioloSka uloga BACH2 u regulaciji upalnog odgovora. Uloga BACH2 u inhibiciji upale
ve¢ je utvrdena u pomoénickim limfocitima T u kojima se uklanjanjem gena BACH2 pojacano
luce proupalni citokini i proangiogeni faktori i povecava aktivnost -galaktozidaze povezane

sa starenjem (od engl. Senescence Associated [-galactosidase) (Kuwahara i sur. 2014).

U grupi prof. Zoldo$ intenzivno se istrazuje je li BACH2 uklju¢en u N-glikozilaciju
imunoglobulina G. Bioinformatic¢ka analiza napravljena u grupi otkrila je potencijalne ciljne
gliko-gene (gene ukljucene u N-glikozilaciju) za vezanje BACH2. U interesu je
eksperimentalno dokazati interakciju ovih gena s BACH2 kako bi se utvrdila njegova uloga
transkripcijskog faktora u regulaciji ekspresije odredenih galakoziltransferaza (kodiraju

dodavanje galaktoze na antene postojece glikanske strukture) (Tablica 1).



Tablica 1. Vezanje proteina AP1, NF-E2 i BACH2 na gene $-1,4-galaktoziltransferaza 1-7 (B4galtl-

7) potencijalno ukljucene u N-glikozilaciju.

gen APl NF-E2 BACH2
Bdgaltl 1 1 0

B4galt2
B4galt3
B4galt4
B4galt5
B4galt6
B4galt7

~N oo o A W N P
O O N O o N

0 1
0 0
1 1
0 0
0 0
0 0



2. Cilj istrazivanja

Cjelogenomska asocijacijska studija glikoma IgG povezala je gen BACH2 s nekim aspektima
glikozilacije imunoglobulina G (galaktozilacijom i sijalinizacijom) koje ¢ine ovo antitijelo
antiupalnim. Takoder, studije GWA su povezale ovaj gen s brojnim autoimunim i upalnim
bolestima povezanim sa starenjem, sugerirajuci time da bi BACH2 mogao biti uklju¢en u
regulaciju glikozilacije antitijela IgG, te je na taj na¢in BACH2 i impliciran u upalne bolesti
povezane sa  starenjem. Bioinformaticka analiza identificirala je  nekoliko
galaktoziltransferaza, a koje imaju ciljne sekvence za vezanje transkripcijskog faktora
BACH?2.

Kao dio opseznijeg istrazivanja proveden je ovaj diplomski rad sa specifiénim ciljem
ekspresije proteina BACH2 u bakterijskim stanicama Rosetta te prekomjerne ekspresije ovog
proteina u animalnim stanicama HEK293T u svrhu koristenja u daljnim istrazivanjima koja

ukljucuju trazenje interakcijskih partnera BACH2.



3. Materijal i metode
3.1. Plazmidi i bakterijske stanice XL10 Gold i Rosetta

Kodirajuca sekvenca gena BACH2 ugradena je u ekspresijske vektore pET28a-6xHis (Slika 4)
i pPCMV-Tag2B-FLAG (Slika 5) (poklon dr.sc. Marcusa Buschbecka, Barcelona).

Terminator T7

Xhol

Mjesto ugradnje sekvenci
EcoRlI

Oznaka 6xHis
Operator lac
Promator T7

Otpornost na kanamicin

pET28a-6xHis
5369 bp

Represor lac

Mjesto pocetka replikacije pBR322

Slika 4. Prikaz vektora pET28a-6xHis. Plazmid se replicira u bakterijskim stanicama putem mjesta
pocetka replikacije pBR322. Transkripcija ugradene sekvence zapoCinje s promotora T7 reguliranog
represorom lac nakon transformacije bakterija koje transformacijom postaju otporne na kanamicin.
Protein BACH?2 sintetizira se s N-terminalnom oznakom 6xHis sa sekvence pozicionirane uzvodno od
ugradene. Vektor je napravljen u programu A plasmid Editor prema sekvenci i vektorskoj mapi

pohranjenima u bazi podataka vektora Addgene.



. 3 L Promotor CMV
Mjesto potetka replikacije pBR322

Oznaka FLAG

EcoRlI

Mjesto ugradnje sekvenci
Xhol

pCMV-Tag2B-FLAG
4324 bp

Terminator SV40 poliA

Mjesto potetka replikacije f1

Otpornost na kanamicin

Slika 5. Prikaz plazmida pCMV-Tag2B-FLAG. Transformacijom bakterija navedenim vektorom
bakterije postaju otporne na kanamicin te se s mjesta pocetka replikacije pPBR322 replicira plazmid. S
mjesta pocetka replikacije fl vektor se replicira u animalnim stanicama u kojima dolazi do
transkripcije uzvodne sekvence za oznaku FLAG i ugradene sekvence s poliA repom putem promotora
CMV (skraceno od engl. Cucumber Megalovirus) i terminatora SV40 (skrac¢eno od Simian virus
40) sa sekvencom poliA. Shema vektora napravljena je na temelju sekvence i vektorske mape

pohranjene u bazi podataka Addgene u programu A plasmid Editor.

Stanice XL10 Gold transformirane ekspresijskim vektorima pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-
FLAG uzgojene su u prekono¢noj kulturi u teku¢em mediju Luria-Bethani (LB: 1 % triptona
(BD), 0,5 % ekstrakta kvasca (BD), 170 mM natrijeva klorida (Gram-Mol)) ili na krutoj
podlozi LB (teku¢i medij LB s 1,5 % agara (BD)) uz dodatak kanamicin sulfata (Gibco) u
koncentraciji 25 pg/ml.

Za sintezu proteina 6xHis-BACH2 s plazmida pET28a-6xHis s ugradenim genom BACH2
koriStene su kemijski kompetentne stanice Rosetta (Novagen). Za pravilnu sintezu proteina
6xHis-BACH2, stanice Rosetta sadrze vektor pRARE s kodiraju¢om sekvencom za otpornost
na kloramfenikol i kodirajucom sekvencom za transportne RNA s kodonima rijetko prisutnim
u stanici. Zbog plazmida pRARE bakterijske stanice Rosetta su uzgojene na krutoj podlozi i u
teku¢em mediju LB s kanamicin sulfatom u navedenoj koncentraciji i kloramfenikolom
(SIGMA) u koncentraciji 34 pg/ml.
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3.2. Kloniranje sekvence BACH2 u vektore pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-
FLAG

3.2.1. Lanc¢ana reakcija polimerazom

Za umnazanje kodiraju¢e sekvence BACH2 s restrikcijskim mjestima za restrikcijske
endonukleaze EcoRI i Xhol koristene su napredna i nazadna pocetnica (Macrogen, Tablica 2),
DNA polimeraza Herculase Il Fusion brzine sinteze 1 kb/min i ostale komponente kompleta
za lancanu reakciju polimerazom (Herculase 1l Fusion with dNTP's Combo, Agilent tech.) te
dvije komplementarne DNA iz limfoblastoi¢nih stanica NALM-1. Jedna komplementarna

DNA sintetizirana je nasumicnim heksamerima, a druga pocetnicama oligo(dT).

Tablica 2. Sekvence i temperature taljenja (Tm) napredne i nazadne pocetnice koriStene u lan¢anoj
reakciji polimerazom. Dio sekvence pocetnica odgovoran za specifiéno umnazanje sekvence BACH2
oznacen je crvenom bojom dok je plavom bojom oznaceno restrikcijsko mjesto za restrikcijsku
endonukleazu EcoRI u naprednoj odnosno restrikcijsko mjesto restrikcijske endonukleaze Xhol u

nazadnoj pocetnici.

Pocetnica Sekvenca Tm/°C
Napredna | 5"CGGGAATTCAGTCTGTGGATGAGAAGCCTGACTC3’ 60
Nazadna | 5 GCGCTCGAGCTAGGTATAATCTTTCCTGGGCTGTTC3 57

Radi provjere uspjeSnosti umnazanja BACH2 u uvjetima koriStenja razli¢itih
komplementarnih DNA i razli¢itih temperatura prianjanja pocetnica pripremljene su tri
reakcije u volumenu od 50 pl (Tablica 3). U prvu reakciju dodane su dvije komplementarne
DNA, jedna sintetizirana nasumi¢nim heksamerima, a druga pocetnicom oligo(dT). U drugu i
tre¢u reakciju dodana je komplementarna DNA sintetizirana poc¢etnicom oligo(dT). Za prvu i
drugu reakciju umnazanja BACH2 koriStena je temperatura prianjanja pocetnica od 53 °C, a
za trec¢u reakciju temperatura prianjanja od 56 °C. Umnazanje je provedeno u termobloku
(ProFlex PCR Systems, Life Technologies), a potpuni program umnazanja BACH2 nalazi se u
Tablici 4.
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Tablica 3. Koncentracije komponenata pripremljenih lanc¢anih reakcija polimerazom.

Komponente Radna
reakcije koncentracija
Komplementarna DNA 100 ng/reakcija
Napredna pocetnica 0,25 uM
Nazadna pocetnica 0,25 uM
dNTP 1 mM (250 uM svaki ANTP)

Pufer za polimerazu 1x
Herculase 11 Fusion 5 Ulreakcija

MiliQ voda /

Tablica 4. Program za lancanu reakciju polimerazom.

Proces Temperatura / °C | Vrijeme trajanja | Broj ciklusa
95 2 min 1 ciklus
Denaturacija 95 20s
Prianjanje pocetnica 22 30s 30 ciklusa
Elongacija 68 2mini45s
Terminacija 72 5 min 1 ciklus
10 o

Nakon lancane reakcije polimerazom, produkti umnazanja pomijesani su s fluorescentnom
zelenom bojom (SYBR Green | Nucleic Acid Gel Stain, Invitrogen) i naneSeni na 0,8 %-tni
agarozni gel (Agarose, SIGMA). Za elektroforezu je koristen pufer koji sadrzi 40 mM Tris-
hidroksimetilaminometan (Tris-HCI, Fisher Chemical) pH 8,3 i 1 mM etilendiamintetraoctene
kiseline (EDTA, ROTH)). U pojedinu jazicu gela je radi potvrde uspjeSnosti reakcije
umnazanja ispipetirana 1/10 ukupnog volumena, a za izrezivanje sekvence BACH2 velicine
2,5 kb iz gela 9/10 ukupnog volumena pojedine reakcije. Na gel je uz uzorke nanesen i
marker za DNA (MassRuler DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific).

Fluorescentna zelena boja omogucéava vizualizaciju DNA izlaganjem gela plavoj 1
ultraljubiCastoj svjetlosti. Plava svjetlost u usporedbi sa 100 %-tnom ultraljubicastom
svjetlosti izaziva manje mutacija u DNA zbog manje koli¢ine energije te je stoga koristena za
izrezivanje umnozene BACH2 iz gela dok je radi fotografiranja gel izlozen 100 %-tnoj

ultraljubicastoj svjetlosti.
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3.2.2. lzolacija DNA fragmenata iz agaroznog gela

Iz tri izrezana fragmenta agaroznog gela umnozena sekvenca BACH2 je izolirana kompletom
za izolaciju DNA iz agaroznog gela (GenElute Gel Extraction Kit, SIGMA). Postupak
izolacije sastoji se od 4 glavna koraka. (1) Na gel je u svrhu razgradnje dodana otopina za
razgradnju gela u volumenu tri puta ve¢em od teZine uzoraka te je gel razgraden tijekom 10
min pri temperaturi od 50 °C. (2) Tijekom razgradnje gela vezujuce kolone su aktivirane
dodatkom 500 pl otopine za aktivaciju vezuju¢e kolone i centrifugiranjem kolona pri
maksimalnoj brzini centrifuge u trajanju od 1 min. (3) Na razgradeni gel je radi taloZenja
DNA dodan 100 %-tni izopropanol (ROTH) u volumenu jednakom pocetnoj tezini uzoraka,
uzorci su vorteksirani i naneseni na vezujuce kolone te je provedeno centrifugiranje od 1 min i
30 s. Radi boljeg uklanjanja gela i drugih necisto¢a kolone s DNA isprane su sa 700 ul
otopine za ispiranje i centrifugirane 1 min. Posto otopina za ispiranje takoder smanjuje ¢istocu
prikupljene DNA, za njeno sto bolje uklanjanje ponovljeno je centrifugiranje praznih kolona.
(4) Za prikupljanje DNA na kolone je dodano 50 pl pufera za otapanje adsorbirane DNA
prethodno zagrijanog na 65 °C. Radi prikupljanja $to veée koli¢ine DNA kolone su prije
centrifugiranja od 2min inkubirane 1 min u puferu. Koncentracija DNA izmjerena je
spektrofotometrom (NanoVue Plus Spectrophotometer, GE Healthcare Life Sciences), a

vrijednosti izmjerenih koncentracija normalizirane su puferom za otapanje adsorbirane DNA.

3.2.3. Razgradnja DNA restrikcijskim endonukleazama

500 ng izolirane BACH2 te 475 ng vektora pET28a-6xHis i 600 ng pCMV-Tag2B-FLAG
razgradeno je u pojedinacnim reakcijama od 30 ul restrikcijskim endonukleazama EcoRI
(NEB) i Xhol (NEB) koncentracije 1 U/reakcija u 1 x puferu NEB3.1 (NEB). Razgradnja
DNA je provedena na temperaturi od 37 °C tijekom 90 min, a za inaktivaciju restrikcijskih

endonukleaza reakcije su inkubirane 20 min pri 65 °C.

Uz navedene reakcije, istovremeno su pripremljene i provedene kontrolne reakcije s
nepocijepanim vektorima pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-FLAG i s jednostruko pocijepanim
plazmidom pCMV-Tag2B-FLAG radi potvrde enzimatske aktivnosti upotrijebljenih
restrikcijskih endonukleaza. Za jednostruko cijepanje plazmida pCMV-Tag2B-FLAG

koriStene su spomenute restrikcijske endonukleaze.
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5 ul pojedine reakcije pomijesane s 2 ul boje za nanoSenje uzoraka na gel (Coral Load Dye,
QlAgen) i marker za DNA (MassRuler DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific)
ispipetirano je na 0,8 %-tni agarozni gel. Radi vizualizacije DNA gel je nakon elektroforeze
inkubiran u otopini etidij bromida koncentracije 5 pg/ml i fotografiran pri 100%-tnoj

ultraljubicastoj svjetlosti.

3.2.4. Prociséavanje DNA iz reakcija enzimatske razgradnje

Prije ugradnje BACH2 u vektore, BACH2 i vektori razgradeni restrikcijskim endonukleazama
EcoRI i Xhol prociséeni su od komponenata reakcija razgradnje kompletom za proc¢iséavanje
DNA (High Pure PCR Cleanup Micro Kit, Roche) u 3 koraka. (1) U pojedini uzorak je do
100 ul dodana MiliQ voda te je za poboljsavanje vezanja DNA na kolonu u uzorke dodano
200 ul pufera za vezanje DNA i 200 ul pufera za poboljsano vezanje DNA na kolonu. Nakon
nanoSenja uzorka na kolone i centrifugiranja na 8000 rpm u trajanju od 1 min (2) kolone su
dvaput isprane s 400 ul pufera za ispiranje, a prazne kolone su potom dodatno centrifugirane
pri maksimalnoj brzini centrifuge radi prikupljanja DNA vece Cistoce. (3) Za prikupljanje
DNA, na kolonu je dodano 20 ul pufera za otapanje adsorbirane DNA te su kolone inkubirane
u puferu 1 min prije centrifugiranja pri brzini od 8000 rpm. Pufer za otapanje adsorbirane

DNA kori$ten je za normalizaciju koncentracije DNA izmjerene spektrofotometrom.

3.2.5. Ugradnja sekvence BACH2 u vektore

Za ugradnju prociS¢ene sekvence BACHZ2 veli¢ine 2,5 kb u vektore pET28a-6xHis veli¢ine
5,4 kb (Slika 4) i pCMV-Tag2B-FLAG veli¢ine 4,3 kb (Slika 5) pripremljene su reakcije
ugradnje molarnog omjera BACH2 i vektora 3:1 s enzimom DNA ligaza T4 i puferom za
DNA ligazu (TaKaRa). Kontrolne reakcije pripremljene su identi¢no reakcijama ugradnje,
osim $to nisu sadrzavale dodan BACH2. Navedene reakcije od 20 ul (Tablica 5) inkubirane su

1 h na sobnoj temperaturi.
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Tablica 5. Koncentracije komponenata dodanih u pojedine reakcije.

Komponente Radna
reakcije Koncentracija
BACH?2 39,5 ng
Vektor 25ng

Enzim T4 ligaza | 1,25 U/reakcija
Pufer za ligazu 1x
AccuGene voda /

3.2.6. Transformacija stanica XL10 Gold

Reakcije ugradnje i kontrolne reakcije pripremljene u prethodnom koraku koristene su u
transformaciji kemijski kompetentne bakterijske kulture XL10 Gold. Spomenute reakcije su
nakon temperiranja dodane u stanice XL10 Gold u omjeru volumena 1:10, a potom
transformirane temperaturnim Sokom prema protokolu u tablici 6. Za oporavak membrane u
bakterije je dodano 450 ul medija za oporavak bakterija (2 % triptona, 0,5 % ekstrakta kvasca,
20 mM glukoze (GramMol), 10 mM natrijeva klorida, magnezijeva klorida (Kemika) i

magnezijeva sulfata (Kemika) te 2,5 mM kalijeva klorida (Kemika), pH podesena na 7).

Tablica 6. Transformacija bakterijske kulture XL10 Gold.

Proces _Trajanj_e; _ Mjestq_
inkubacije inkubacije
Temperiranje .
bakterijgke culture 5 min Led
10 min Led
Unos 10’ VVodena kupelj
vektora u bakterije 42 °C
3 min Led
Oporavak 45 min Inkubator
transformiranih bakterija 37 °C, tresnja 300 rpm

3.2.7. ldentifikacija pozitivnih klonova
3.2.7.1. Lancana reakcija polimerazom u bakterijskim klonovima

Za identifikaciju pozitivnih klonova uzgojene su stanice XL10 Gold transformirane
reakcijama ugradnje s BACH2 i vektorom pET28a-6xHis odnosno pCMV-Tag2B-FLAG. Od
naraslih kolonija upiknut je odredeni broj kolonija za svaki konstrukt te je dio odabrane
kolonije koriSten u lancanoj reakciji polimerazom, a dio je uzgojen na novim hranjivim

podlogama za daljnje potrebe eksperimenta.
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Lancanom reakcijom polimeraze u bakterijskim klonovima je umnozena sekvenca BACH2
ugradena u plazmide pET28-6xHis i pPCMV-Tag2B-FLAG. Reakcije volumena 25 ul uz dio
kolonije sadrze 0,2 uM naprednih i nazadnih pocetnica veé koriStenih za specificno
umnazanje sekvence BACH2 i 1 x reakcijske smjese s DNA polimerazom brzine sinteze 1
kb/min (EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix, TaKaRa). Uz navedene reakcije
pripremljena je kontrolna reakcija u koju nije dodan dio kolonije. Umnazanje BACH2

ugradene u plazmidnu DNA provedeno je prema zadanom programu (Tablica 7).

Za detekciju DNA na 1 %-tnom agaroznom gelu reakcije su pripremljene na isti na¢in kao i u

razgradnji DNA restrikcijskim endonukleazama.

Tablica 7. Provedeni program umnaZanja za lan¢ane reakcije polimerazom u bakterijskim klonovima.

Proces Temperatura / °C | Vrijeme trajanja | Broj ciklusa
98 2 min 1 ciklus
Denaturacija 98 20s
Prianjanje pocetnica 53 30s 30 ciklusa
Elongacija 72 2min45s
Terminacija 72 2 min 1 ciklus
4 00

3.2.7.2. Umnazanje i izolacija plazmidne DNA

Kolonije stanica XL10 Gold transformirane plazmidima s ugradenom BACH2 prethodno
uzgojene na krutoj podlozi tijekom pripreme lan¢anih reakcija polimerazom u bakterijskim
klonovima, uzgojene su u teku¢em mediju radi sinteze dovoljne koli¢ine plazmidne DNA

potrebne u daljnjem eksperimentalnom radu.

Iz uzgojenih bakterija plazmidna DNA je izolirana u 6 koraka kompletom za izolaciju
plazmidne DNA iz bakterija (QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAgen). (1) 1 ml pojedine kulture
je centrifugiran 1 min pri 13000 rpm te je dobiveni talog resuspendiran u 250 ul pufera za
resuspenziju stanica u koji je potom dodan jednak volumen pufera za razgradnju stanica.
Uzorci su dobro promijesani invertiranjem i inkubirani do maksimalno 5 min. (2) Za prekid
razgradnje dodano je 350 pl pufera za prekid razgradnje te su uzorci invertirani 4 do 6 puta.
Nakon invertiranja uzorci su radi taloZzenja denaturiranih dijelova stanica centrifugirani 12
min pri 12000 rpm. (3) Prikupljeni supernatant s plazmidnom DNA dodan je na vezujuce

kolone i centrifugiran tijekom 1 min. (4) Kolone s DNA su potom jedanput isprane s 500 ul
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pufera koji potpuno narusava aktivnost preostalih nukleaza i (5) s 750 ul pufera koji sadrzi
etanol koji sluzi uklanjanju soli. Kako bi se uspjesno uklonio sav etanol te osigurala $to veca
Cistoca prikupljene DNA, prazne kolone dodatno su centrifugirane 1 min pri maksimalnoj
brzini centrifuge. (6) DNA je prikupljena dodavanjem 50 pl AccuGene vode u kojoj su
kolone, radi prikupljanja veée koli¢ine DNA, najprije inkubirane 1 min, a potom
centrifugirane 1 min. AccuGene voda upotrijebljena je za normalizaciju koncentracija

izmjerenih spektrofotometrom.

3.2.7.3. Restrikcijska analiza plazmidne DNA

Plazmidna DNA izolirana iz bakterijskih klonova i vektori pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-
FLAG koristeni su u restrikcijskoj analizi. Pripremljena su tri seta reakcija. Navedeni
plazmidi su u setu reakcija EcoRI/Xhol razgradeni restrikcijskim endonukleazama EcoRI i
Xhol (NEB) za detekciju 2,5 kb velike sekvence BACH2, u setu BamHI razgradeni
restrikcijskom endonukleazom BamHI (NEB) za dodatnu potvrdu pravilne ugradnje BACH2,
a u setu © navedeni plazmidi su nepocijepani. Reakcije su radene u volumenu od 15 pl
(Tablica 8), a sama razgradnja provedena je na identiCan naéin kao u razgradnji DNA

restrikcijskim endonukleazama.
Nacin pripreme uzoraka za vizualizaciju DNA, detekciju DNA na gelu i fotografiranje gela je
identi¢an postupku opisanom u razgradnji DNA restrikcijskim endonukleazama, osim §to su u

ovom slu¢aju marker za DNA i uzorci naneseni na 1 %-tni agarozni gel.

Tablica 8. Koncentracija pojedine komponente pripremljenih reakcija.

Komponente Radna
reakcije Koncentracija
Klon .
DET28a-6xHis-BACH2 | 200 ng/reakeija
Klon 100 ng/reakcija
pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2
pET28a-6xHis 120 ng/reakcija
pCMV-Tag2B-FLAG 500 ng/reakcija
Enzim BamHI 5 Ulreakcija
Enzim EcoRI 5 Ulreakcija
Enzim Xhol 5 Ulreakcija
Pufer NEB3.1 1x
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3.2.7.4. Sekvenciranje

Restrikcijskom analizom identificirana su dva pozitivna klona pCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2
I tri pozitivna klona pET28a-6xHis-BACH2. Plazmidna DNA spomenutih klonova poslana je
na sekvenciranje u servis Macrogen radi dokazivanja prisutnosti sekvence BACH2 i
ispravnosti njenog aminokiselinskog slijeda. Plazmidi pCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2
sekvencirani su pocéetnicama za promotor T3, sredinu sekvence BACH2 i promotor T7, a
plazmidi pET28a-6xHis-BACH2 pocetnicama za uzvodnu sekvencu pET28a (pET uzvodno),
sredinu sekvence BACH2 i terminator T7 (Slika 6). Komponente potrebne za sekvenciranje

poslane su u servis u koncentraciji navedenoj u Tablici 9.

Tablica 9. Koncentracija pojedine komponente potrebne za sekvenciranje.

Komponente Radna

sekvenciranja koncentracija

Klon 250 ng/reakcija
(pPCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2 i pET28a-6xHis-BACH?2)

Pocetnica promotora T3 0,1 uM/reakcija
Pocetnica sredine sekvence BACH?2 0,1 uM/reakcija
Pocetnica promotora T7 0,1 uM/reakcija
Pocetnica pET uzvodno 0,1 uM/reakcija
Pocetnica sredine sekvence BACH2 0,1 uM/reakcija
Pocetnica terminatora T7 0,1 uM/reakcija

Analiza dobivenih sekvenci provedena je u programu A plasmid Editor u kojem su
sekvencirane sekvence poravnate sa referentnom sekvencom BACH2 preuzetom iz baze
podataka NCBI naredbom Tools/Align Sequences. Prije poravnanja sekvence dobivene
pocetnicama koje prianjaju na promotor T7 i terminator T7 pretvorene su u obrnutu

komplementarnu sekvencu naredbom Edit/Reverse-Complement.
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Terminator T7
Podetnica za terminator T7

Xhol
P
\Q:\
\
280 6xHis 5
PET28a-6xHis-BACH2 | Pocetnica za sredinu sekvence BACH2
7867 bp
Y
) . EcoRl
~— - BamHI
I Promotor T7
Poéetnica za uzvodnu sekvencu pET28a
pET28a-6xHis-BACH2
Pocetnica pET uzvodno Pocetnica sredine sekvence BACH?2 -
—.-\TGCGTCCGGCGTAG.—\—' TGAGCCGCCCAGTGAAGAGAA I— CCGCTGAGCAATAACTAGC—
* Pocetnica terminatora T7
Promotor CMV
B Pocetnica za promotor T3

BamHI
EcoRI

pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2
6823 bp

_Poéetnica Za sredinu sekvence BACH2

Terminator SV40 poliA Xhol
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Slika 6. Prikaz plazmida pET28a-6xHis-BACH2 i pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 s naznacenim
pozicijama i sekvencama koristenih pocetnica. A Na gornjoj slici pocetnica za uzvodnu sekvencu pET
prianja na plazmid pET28a-6xHis-BACH2 220 bp uzvodno od BACH2, pocetnica za sredinu sekvence
BACH2 830 bp od pocetka BACH2 i nazadna pocetnica za terminator T7 75 bp nizvodno od kraja
BACH2. Uz poziciju pocetnica, na donjoj slici je u podrucju prianjanja pocetnica prikazana
nekodirajuc¢a sekvenca plazmida. B U plazmidu pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 pocetnica za promotor
T3 se nalazi 100 bp uzvodno od BACH2, pocetnica za sredinu sekvence BACH2 830 bp od pocetka
BACH2 i nazadna pocetnica za promotor T7 60 bp nizvodno od kraja BACH2 (gornja slika). Na donjoj
slici u podrucju prianjanja pocetnica prikazana je nekodirajuca sekvenca plazmida pCMV-Tag2B-
FLAG-BACH2. U obje donje slike nekodiraju¢a sekvenca BACH2 prikazana je kao pravokutnik, a dio

vektora kao linije.
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3.3.  Ekspresija proteina BACH2 u bakterijskim stanicama
3.3.1. Transformacija bakterijske kulture Rosetta

S 28 ng plazmida pET28a-6xHis-BACH2 potvrdene ispravnosti sekvence BACH2
transformirana je bakterijska kultura Rosetta volumena 50 pl. Transformacija stanica
provedena je na isti na¢in kao i transformacija stanica XL10 Gold uz jednu razliku, nakon
dodatka plazmida stanice su prema uputama proizvodac¢a za uspjeSniju transformaciju
inkubirane 30 min na ledu. Za oporavak stanica koristeno je 300 ul medija za oporavak
bakterija. Dio transformiranih bakterija Rosetta uzgojen je na selektivnoj podlozi LB radi
umnazanja klonova s plazmidom pET28a-6xHis-BACH2, a ostatak je uzgojen u tekuéem
selektivnom mediju s ciljem uzgoja dovoljne koli¢ine stanica za indukciju sinteze proteina
6xHis-BACH2.

3.3.2. Indukcija sinteze proteina 6xHis-BACH2

Prekonoc¢ne kulture uzgojene u teku¢em selektivnom mediju LB razrijedene su u omjeru 1:10
s istim teku¢im medijem LB te je bakterijska kultura uzgajana uz tresnju od 300 rpm pri 37
°C do postizanja vrijednosti opticke gustoce od 0,79 pri kojoj se stanice nalaze u
eksponencijalnoj fazi rasta i mogu uspjeSno sintetizirati egzogeni protein 6xHis-BACH2.
Opticka gustoca bakterijske kulture izmjerena je pri valnoj duljini od 600 nm (ODggo)
spektrofotometrom (Ultrospec 10, Amersham Biosciences) nakon normalizacije tekuc¢im

medijem LB.

Za indukciju sinteze proteina 6xHis-BACH2 u bakterijsku kulturu je dodan izopropil-f-D-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG, AppliChem-Biochemica, Slika 7) u koncentraciji od 0,3 mM i 0,6
MM kako bismo se osigurali da ¢e bar u jednom uzorku do¢i do zadovoljavajuce indukcije

sinteze proteina. IPTG nije dodan u kontrolnu kulturu.
Za optimalnu sintezu proteina bakterijske kulture su inkubirane 3 h uz tre$nju od 300 rpm te

su radi talozenja stanica i uklanjanja medija LB kulture centrifugirane 10 min na 1200 rpm.

Talozi bakterija pohranjeni su na -80 °C do izolacije proteina.
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Slika 7. Shematski prikaz regulacije sinteze proteina u bakterijskim stanicama Rosetta
transformiranima vektorom pET28a-6xHis-BACH2. U genom E. coli i u vektor ugraden je gen za
represor lac koji vezanjem za operator inhibira transkripciju RNA polimeraze T7 s promotora lacUV5
i transkripciju sekvence BACH2 s promotora T7. Dodatkom IPTG uklanja se represor i omogucava se
transkripcija i sinteza RNA polimeraze T7 koja transkribira sekvencu BACH2. Shema je napravljena

prema slici u priru¢niku za sustav pET (pET System Manual, Novagen, str. 11).

3.4. Prekomjerna ekspresija proteina BACH2 u animalnim stanicama
3.4.1. Uzgoj animalnih stanica i priprema za transfekciju

Za prekomjernu ekspresiju proteina FLAG-BACH2 u animalnim stanicama koriStene su
ljudske embrionalne stanice bubrega HEK293T. Stanice HEK293T uzgajane su u mediju
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Lonza) kompletiranom s 10 % seruma govedeg
fetusa (Gibco), 2 mM glutamina i 1 mM mjeSavine penicilina i streptomicina (Lonza). Za
tripsinizaciju, stanice su isprane puferom 1 X PBS (137 mM natrijeva klorida, 2,7 mM
kalijeva klorida, 10 mM natrijeva hidrogenfosfata-12-hidrata (Kemika) i 1,8 mM kalijeva
hidrogenfosfata (Kemika), pH 7,4) te je nakon toga dodan 1 ml 0,25 %-tnog tripsina (Lonza)
po jednoj Petrijevoj zdjelici od 100 mm. Tripsinizacija je nakon 3 minute prekinuta
dodavanjem 3 ml kompletiranog stani¢nog medija. Radi boljeg odvajanja stanica, stanice su
propuhane kroz seroloSku pipetu od 10 ml. Za odredivanje koncentracije stanica 10 pl
suspenzije pomijesano je s tripanskim modrilom (Carl Roth) u omjeru 1:1 i dodano na
Biirker-Tiirk predmetnicu na kojoj su prebrojene zive stanice. Koncentracija stanica po

mililitru odredena je prema sljede¢oj formuli:
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br. zivih stanica 1

c(stanica/ml) = 2 x V (polja) = 0,1mm3 = 10~*ml

br. polja v (polja) ’

S obzirom na izra¢unatu koncentraciju stanica, uzet je alikvot stanica za nasadivanje 1 milijun
stanica u 2 ml kompletiranog medija po bunari¢u u plo¢icu sa Sest bunari¢a. Stanice su

nasadene ujutro na dan transfekcije.

3.4.2. Transfekcija i sakupljanje taloga animalnih stanica

Stanice HEK293T transfektirane su 4 h nakon nasadivanja u plo¢icu s bunari¢ima kako bi se u
meduvremenu stanice prilijepile za podlogu. Smjese za transfekciju pripremljene su u
ukupnom volumenu od 200 ul budu¢i da transfekcijska smjesa ne smije prekoraciti 10 %
ukupnog volumena medija u kojem su nasadene stanice jer je u protivnom transfekcijska

smjesa toksi¢na za stanice.

U volumenu od 100 ul pomijesano je 250 mM kalcijeva klorida (Kemika) (nakon mijeSanja s
puferom HBS konaé¢na koncentracija kalcijeva klorida je 125 mM) i 2 pg/reakciji plazmidne
DNA. U jednu smjesu dodan je plazmid pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 izoliran iz jednog
klona, a u drugu smjesu isti plazmid izoliran iz drugog klona s ispravnom sekvencom BACH2
radi sinteze proteina FLAG-BACH?2. Plazmid s oznakom FLAG i kodiraju¢om sekvencom za
histonsku varijantu makroH2A1.1 (M1.1) koji omogucava sintezu proteina FLAG-M1.1
(poklon dr.sc. Marcusa Buschbecka, Barcelona) dodan je u tre¢u smjesu, a sluzi kao pozitivna
kontrola prepoznavanja oznake FLAG. U c¢etvrtu smjesu dodan je vektor pCMV-Tag2B-
FLAG (poklon dr.sc. Marcusa Buschbecka, Barcelona) koji sluzi kao negativna kontrola
sinteze proteina BACH2, a u petu pcDNAS3 s ugradenom sekvencom za zeleni fluorescentni
protein (engl. green fluorescent protein, Addgene) kojim se odreduje uspjesnost

transfektiranih stanica.

Pripremljene smjese pomijesane su, uz stalno vorteksiranje, sa 100 ul pufera HBS (u 500 ml
destilirane vode dodano je 8 g natrijeva klorida, 1,5 mM natrijeva hidrogenfosfata-12-hidrata,
6,5 g HEPES (GramMol), pH 7). Ukupan volumen reakcije od 200 ul ispipetiran je kap po

kap u odgovarajuci bunari¢ sa stanicnom kulturom HEK293T.
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Transficirana kultura uzgojena je preko noéi te je idu¢i dan na inverznom mikroskopu pod
plavim svjetlom detektirano 60 do 70 % transfeciranih stanica, potrebnih za sintezu dovoljne
koli¢ine proteina. Postoje¢i medij promijenjen je s novim hranjivim medijem i ponovljen je

prekono¢ni uzgoj s ciljem sakupljanja $to veceg broja stanica.

Stanice su nakon uzgoja dobro isprane puferom 1 X PBS te su sakupljene struganjem u
istom puferu. Prikupljene stanice centrifugirane su 5 min pri 1200 rpm u svrhu talozenja
stanica. Uklonjen je viSak pufera 1 X PBS, a talozi su pohranjeni na -80°C do izolacije

proteina.

3.5. Detekcija proteina
3.5.1. Denaturirajuéa poliakrilamidna gel elektroforeza

Otopljena su tri taloga bakterijskih stanica i ¢etiri taloga animalnih stanica te je u njih dodano
450 odnosno 250 ul pufera za nanoSenje na gel (10 % B-merkaptoetanola (JT Baker), 20 %
glicerola (BD), 4 % natrij dodecilsulfata (SDS, SIGMA), 0,0004 % boje bromfenol plave
(ROTH), 125 mM Tris-HCI pH 6,8, proteazni inhibitori (cOmplete Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Coctail, ROCHE)). Uzorci su kratko vorteksirani, a stanice su sonicirane ru¢nom
sondom pri 40 % izlazne energije do trenutka kad su uzorci prestali biti viskozni. Za potpunu

denaturaciju proteina uzorci su inkubirani 5 min pri 95 °C.

Za vizualizaciju proteina 10 i 30 ul uzoraka s proteinima eksprimiranim u bakterijskim
stanicama Rosetta naneseno je na pripremljeni diskontinuirani poliakrilamidni gel (gel za
razdvajanje s 8 % otopine akrilamida/bis-akrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution, 37,5:1
BIORAD), 0,8 % amonijeva persulfata (APS, SIGMA), 0,1 % SDS, 0,08 % TEMED
(SIGMA), 375 mM Tris-HCI i gel za sabijanje s 4 % otopine akrilamida/bis-akrilamida, 1 %
APS, 0,1 % SDS, 0,1 % TEMED, 60 mM Tris-HCI). U istu svrhu 15 pl uzoraka s proteinima
eksprimiranim u stanicama HEK293T ispipetirano je na kontinuirani 4-20 %-tni
poliakrilamidni gel (4-20% Tris-Glycine polyacrylamide gel, ROTH). Uz uzorke na gel je
dodan marker za proteine (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher

Scientific) radi odredivanja veli¢ine proteina.

Denaturirajuca gel elektroforeza provedena je u puferu za denaturirajucu elektroforezu (25
mM Tris-HCI 1 190 mM glicina (Fisher Chemical), 0,1 % SDS). Na diskontinuiranom gelu
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elektroforeza je provedena na jakosti struje od 30 mA, a dolaskom uzoraka do gela za
razdvajanje jakost struje je povecana na 35 mA. Radi bolje detekcije proteina obje
elektroforeze prekinute su dolaskom vrpce velic¢ine 25 kDa u markeru za proteine do kraja

gela.

3.5.2. Detekcija proteina 6xHis-BACH?2

Za detekciju proteina 6xHis-BACH2 na diskontinuiranom gelu, gel je tijekom 90 min
inkubiran u boji za poliakriamidne gelove (Coomassie Brilliant Blue, ROTH) pri tres$nji od 30

rpm, ispran u vodi i fotografiran.

3.5.3. Transfer i detekcija proteina FLAG-BACH?2

Za detekciju proteina FLAG-BACH2, proteini iz kontinuiranog gela su polusuhim transferom
(ROTH) preneseni na nitroceluloznu membranu (Amersham). Pripremljen je sendvi¢ u kojem
su donjih 6 filter papira i nitrocelulozna membrana inkubirani u anodnom puferu (48 mM
Tris-HCI i 39 mM glicina s 10 % metanola (JT Baker)), a na njega se stavljaju gel i iducih 6
filter papira inkubiranih u katodnom puferu (48 mM Tris-HCI i 39 mM glicina) (Slika 8). S

obzirom na povecu veli¢inu proteina BACH2, transfer je voZen 2 h na 175 mA.

| Katoda |

6 filter papira

— gel
membrana

6 filter papira

| Anoda |

Slika 8. Priprema polusuhog transfera. Na anodu je poslozeno 6 filter papira i nitrocelulozna
membrana natopljenih u anodnom puferu te gel i 6 filter papira natopljenih u katodnom puferu.

Transfer se provodi u smjeru strelice.

Nakon zavrSenog transfera nitrocelulozna membrana je prvo obojana bojom Ponceau za

vizualizaciju preneSenih proteina na membranu, a nakon toga temeljito isprana destiliranom
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vodom. Zatim je membrana blokirana 30 min na sobnoj temperaturi pri tre$nji od 30 rpm u 3
% nemasnom mlijeku u prahu (Powdered milk, blotting grade, ROTH) otopljenom u puferu
PBS-T (Pufer PBS s 0,05 % deterdzenta (Tween 20, Fluka)). Prije inkubacije u primarnom
antitijelu membrana je prerezana posred jaZzice s markerom u dvije membrane. Blokirana
membrana kratko je isprana u puferu PBS-T prije inkubacije membrana u primarnom

antitijelu.

Obje membrane inkubirane su u primarnom antitijelu preko noci pri tre$nji od 30 rpm. Jedna
membrana inkubirana je u primarnom antitijelu anti-BACH2 (dobivenom imunizacijom zeca,
Cell Signaling Technology), a druga membrana u primarnom antitijelu anti-FLAG
(dobivenom imunizacijom misa, SIGMA) pripremljenima u puferu 1X PBS-T u omjeru
1:1000. Za pripremu primarnih antitijela anti-BACH2 koristen je pufer 1X PBS s 0,05 %
deterdzenta (Tween 20, Fluka), dok je za membranu inkubiranu u antitijelu anti-FLAG
pripremljen pufer 1X PBS s 0,1 % deterdzenta. Nakon prekonoé¢ne inkubacije, membrane su
za uklanjanje antitijela najprije u tri navrata kratko isprane pa zatim ostavljene na ispiranju u
puferu PBS-T s 0,05 % deterdzenta Tween 20 dodatnih 30 minuta.

Membrane su potom 90 min inkubirane u pripadaju¢em sekundarnom anti-ze¢jem odnosno
anti-misjem antitijelu (DAKO). Sekundarno anti-ze¢je antitijelo pripremljeno je u puferu 1X
PBS-T u omjeru 1:3000, a sekundarno anti-misje antitijelo u istom puferu u omjeru 1:4000.
Nakon inkubacije u sekundarnim antitijelima, membrane su 3 puta isprane i inkubirane u

istom puferu kao i ranije.

Za detekciju proteina i oznake FLAG metodom kemiluminiscencije membrane su inkubirane
1 min u otopini u kojoj su otopina peroksida i luminola, dio kompleta za pojacanu
kemiluminiscenciju (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific),
dodani u volumnom omjeru 1:1. Fotografski filmovi (GE Healthcare Amersham) su razvijeni
inkubacijom u razvija¢u (GBX Developer and Replenisher, Carestream Dental), ispiranjem u
vodi i fiksacijom u fiksatoru (GBX Fixer and Replenisher, Carestream Dental). Filmovi su

nakon fiksiranja osuSeni i oznacen je marker uz pomo¢ same membrane.
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4. Rezultati

4.1. Provjera ugradnje kodirajucéeg slijeda gena BACH2 u vektore pET28a-
6xHis i pPCMV-Tag2B-FLAG

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada je uzgoj bakterijskih stanica s egzogenom ekspresijom
proteina BACH2 i animalnih stanica s povetanom ekspresijom istog proteina. Zato je
sekvenca BACH2 umnozena pomocu specificnih pocetnica i CDNA prepisane iz NALM-1.
Umnozena kodiraju¢a sekvenca gena BACH2 veli¢ine 2,5 kb detektirana je na gelu s
nespecificnim DNA fragmentima zbog kojih je vrpca gena BACHZ2 izrezana iz desnih jaZica
(Slika 9). Iz izrezanih vrpci je koristenjem kompleta za proc¢is¢avanje DNA procis¢ena
umnozena sekvenca gena BACHZ2. Koncentracije procis¢enih umnozenih sekvenci gena

BACH2 prikazane su u Tablici 10.

Dodana 1/10 Dodano 9/10
volumena reakcije volumena reakcije

Slika 9. Prikaz agaroznog gela nakon provedene lanc¢ane reakcije polimerazom. U jazice M dodan je
marker za DNA (unutar priru¢nika MassRuler DNA Ladder Mix, ready to use na stranici proizvodaca
Thermo Fisher Scientific). U jazice 1, 2 i 3 nanesena je 1/10 pa 9/10 ukupnog volumena pripremljenih
reakcija s istim oznakama. Reakcija 1 kao kalup za umnazanje koristi komplementarnu DNA dobivenu
pocetnicom oligo(dT) i nasumi¢nim heksamerima, a reakcije 2 i 3 komplementarnu DNA sintetiziranu
pocetnicom oligo(dT). Reakcije 1 i 2 provedene su na temperaturi prianjanja pocetnica od 53 °C, a

reakcija 3 na temperaturi od 56 °C.

Tablica 10. I1zmjerena koncentracija sekvence BACH2 prociS¢ene iz agaroznog gela. Broj reakcije

odgovara broju jazice iz koje je izrezana DNA.

Br. reakcije | Koncentracija / ng/ul
1 47
2 18,5
3 11,9
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S ciljem ugradnje procis¢enog gena BACH2 u vektore pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-FLAG,
provedena je razgradnja DNA restrikcijskim endonukleazama EcoRI i Xhol (Slika 10).
Nepocijepani plazmidi pET28a-6xHis i pPCMV-Tag2B-FLAG prikazuju se na gelu kao dvije
vrpce nejednake veli¢ine gdje vrpca vecée veli¢ine odgovara opuStenoj kruznoj molekuli
vektora, a vrpca manje veliine odgovara superzavojitom vektoru. Cijepanjem navedenih
plazmida restrikcijskim endonukleazama DNA postaje linearna. Pocijepana DNA vektora
PET28a-6xHis veca je od 5 kb, a plazmida pCMV-Tag2B-FLAG veca od 4 kb, $to odgovara
njihovim stvarnim veli¢inama. Linearne DNA jednostruko pocijepanog vektora pCMV-
Tag2B-FLAG takoder su vece od 4 kb.

BACH2 i vektori pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-FLAG pocijepani s obje restrikcijske
endonukleaze prociséeni su od komponenata reakcije razgradnje te im je izmjerena

koncentracija (Tablica 11).

M 1 2 3 5 B

r—wﬁ E giten

Slika 10. Provjera uspjesnosti razgradnje DNA restrikcijskim endonukleazama na agaroznom gelu. U

jazici 1 i 2 nalaze se nepocijepani vektori pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-FLAG. Vektor pET28a-

6xHis u jazici 3 i pPCMV-Tag2B-FLAG u jazici 4 pocijepani su restrikcijskim endonukleazama EcoRl
i Xhol. Restrikcijskom endonukleazom EcoRI u jazici 5 i restrikcijskom endonukleazom Xhol u jazici
6 razgraden je plazmid pPCMV-Tag2B-FLAG. Za odredivanje veli¢ine vrpce koriSten je marker za
DNA (jazica M, skala veli¢ina unutar priru¢nika MassRuler DNA Ladder Mix, ready to use sa stranice

proizvodaca markera Thermo Fisher Scientific).
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Tablica 11. Izmjerene koncentracije pocijepanih uzoraka BACH2, pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-

FLAG procis¢enih od komponenata reakcija razgradnje restrikcijskim endonukleazama.

Uzorak Koncentracija / ng/ul
BACH2 7,9
pET28a-6xHis 11,5
pCMV-Tag2B-FLAG 20,5

Nakon razgradnje restrikcijskim endonukleazama, pripremljene su reakcije ugradnje sa
sekvencom BACH2 i vektorom pET28a-6xHis odnosno pCMV-Tag2B-FLAG kojim su
transformirane bakterije XL10 Gold. Za identifikaciju klonova koji sadrze konstrukt pET28a-
6xHis-BACH2 to jest pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 provedena je lancana reakcija
polimerazom u bakterijskim klonovima kojom je u odredenim klonovima umnozena 2,5 kb
velika sekvenca BACH2 (oznaka e, Slika 11). Uz umnazanje skvence BACH2 na slici 11 se u
odredenim klonovima umnazaju i nespecifi¢ni fragmenti (oznaka X) koji nisu rezultat
oneciS¢enja kemikalija nego nespecificnog prianjanja pocetnica koje su koriStene u ovoj
reakciji i u reakciji umnazanja sekvence BACH2 gdje su takoder dobiveni sli¢ni produkti
(Slika 9).

Odabrani klonovi 3, 12, 13 i 16 potencijalno transformirani plazmidom pCMV-Tag2B-
FLAG-BACH?2 te klonovi 19, 23, 28 i 30 potencijalno transformirani plazmidom pET28a-
6xHis-BACH2 (broj klona oznacen u kvadratu, Slika 11) uzgojeni su u prekonoénoj kulturi te
im je izolirana plazmidna DNA. I1zmjerena koncentracija izolirane plazmidne DNA nalazi se u
Tablici 12 iz koje je vidljivo da vektor pCMV-Tag2B-FLAG veli¢ine 4,3 kb daje 4 puta veci
prinos od pET28a-6xHis veli¢ine 5,4 kb.
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Slika 11. Prikaz rezultata lanCane reakcije polimerazom na agaroznom gelu. Jazice broj 1 do 16
potencijalno sadrze plazmide pCMV-Tag2B-FLAG s ugradenom kodiraju¢om sekvencom gena
BACH2 veli¢ine 2,5 kb (pCMV-Tag2B-FLAG + BACH2), a jazice 17 do 32 potencijalno sadrze
plazmide pET28a-6xHis s ugradenom BACH2 (pET28a-6xHis + BACH2). U jazici K nalazi se
kontrolna reakcija bez dodane bakterijske kolonije, a u svim jaZicama prisutni su dimeri pocetnica.
Veli¢ina umnozene DNA odredena je markerom za DNA (jazica M, unutar priru¢nika MassRuler
DNA Ladder Mix, ready to use sa stranice proizvodaca markera Thermo Fisher Scientific). Oznakom e
na gelu je oznacena umnozena sekvenca BACH2, a X-om umnozeni nespecificni fragmenti. Klonovi

oznaceni u kvadratu koriSteni su u restrikcijskoj analizi.

Tablica 12. 1zmjerene koncentracije plazmidne DNA izolirane iz 8 klonova.

Klon | Koncentracija / ng/ul
3 200
12 194
pCMV-Tag2B-FLAG + BACH2 13 595
16 248,5
19 46,5
. 23 57
pET28a-6xHis + BACH2 58 65
30 52,5

Plazmidna DNA odabranih klonova i vektora pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-FLAG
podvrgnuta je restrikcijskoj analizi. Restrikcijskom analizom utvrden je veéi nepocijepani
plazmid u klonovima 13 i 16 u usporedbi s vektorom pCMV-Tag2B-FLAG te su u

jednostruko pocijepanim plazmidima klonova 13 i 16 opazene linearne DNA veli¢ine iznad 6
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kb, a kod klonova 19, 23, 28 i 30 opazene su linearne DNA veli¢ine oko 8 kb, $to su
ocekivane veli¢ine linearne DNA plazmida pCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2 tj. pET28a-6xHis-
BACH2. Uz spomenuto, u plazmidima klonova 13, 16, 19, 23, 28 i 30 pocijepanima s obje
restrikcijske endonukleaze prisutna je 2,5 kb velika kodiraju¢a sekvenca gena BACH2 (Slika
12).

H
12 13 16 19 23 28 30 &

BEZ RAZGRADNIJE >

= ~ >
M 3121316 1923283043 121316 .19 232830

RAZGRADNIJA s RAZGRADNIJA s
BamHI EcoR11i Xhol

Slika 12. Razgradnja plazmidne DNA klonova 3, 12, 13, 16, 19, 23, 28 i 30 te vektora pET28a-6xHis
(oznaka pET) i pCMV-Tag2B-FLAG (oznaka pCMV). Navedene plazmidne DNA u podru¢ju BEZ
RAZGRADNJE nisu razgradene restrikcijskim endonukleazama, u podru¢ju RAZGRADNJA s
BamHI DNA su pocijepane restrikcijskom endonukleazom BamH]I, a u podru¢ju RAZGRADNJA s
EcoRl i Xhol DNA su razgradene restrikcijskim endonukleazama EcoRI i Xhol. U jazici M nalazi se
marker za DNA (iz priruénika MassRuler DNA Ladder Mix, ready to use sa stranice proizvodaca

markera Thermo Fisher Scientific).

Plazmidne DNA izolirane iz klonova 13, 16, 19, 28 i 30 za koje je restrikcijskom analizom
utvrdeno da sadrze gen BACH2, poslane su na sekvenciranje u servis Macrogen. Pojedini
konstrukt, pET28a-6xHis-BACH2 i pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 sekvenciran je trima
pocetnicama (Slika 6). Radi utvrdivanja ispravnog aminokiselinskog slijeda i ugradnje
BACH2 u plazmide u okviru ¢itanja s poc¢etnim kodonom za translaciju, dobivene sekvence su
poravnate s referentnom sekvencom BACH2 (baza podataka NCBI) u programu A plasmid
Editor.
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Sekvenca BACH2 ugradena u plazmid pCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2 izoliranog iz klona 13
identi¢na je referentnoj sekvenci BACH2 (Slika 13, 14 i 15). Na slici 13 vidljiva je ugradnja
BACH2 u plazmid u ispravnom okviru Citanja s kodonom za pocetak translacije i oznakom
FLAG sekvence 5-GATTACAAGGATGACGACGATAAG-3' aminokiselinskog slijeda
Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. Sve sekvence sintetizirane pojedinom pocetnicom
imaju mutacije, ali budué¢i da iste mutacije nisu prisutne u podruéju sekvence BACH2
sintetizirane drugom pocetnicom zakljucujemo da su opazene mutacije nastale tijekom
sekvenciranja, greSkom DNA polimeraze. Greske DNA polimeraze najée$ée se dogadaju pri

kraju sinteze sekvence i to obi¢no oko 1000. nukleotida sekvenciranog DNA polimerazom.

1 ATGTCTGTGGATGAGAAGCCTGACTCCCCCATGTATGTGTATGAGTCCACAGTCC 55
FEEREEEEEEREREEEr e et b e bbb bbb e e bbb bbbt
1 AGCCATGAGRAGCTCACGCGETGGCGGCCGCCACCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGAGCCCGGECEEATCCCCCGGECTGCAGGARTTCATGTCTGTGGATGAGARGCCTGACTCCCCCATGTATGTGTATGAGTCCACAGTCC 150
* * * * * * * * * * * * * * *

% * * * * * * * % * * * * * *

56 ACTGCACCAACATCCICCTGGGCCTCAATGACCAGCGGARARAGGATATTCICTGTGACGTGACTTTGATCGT GAGGRAGGAGTTICC TGTGCTGGCCGCATGCAGTGAATATTTTTGGCAGGCGCTGGTTGGAC 205
IHII\\II\1I|\|I|\|II\|IHII\1I|\|I|\|I|\|I[\II\]I|\1I|\|I|\|Il\IIf\II\|I|\|I|\|I[\|I\\II\1I|\|I|\|I|\|I\\II\1I|\|I|\|I|\|I[\IIHIIHII\III\IIHIIHII
151 ACTGCACCAACATCCTCCIGGGCCTCAATGACCAGCGGARRARGGATATICTCTGTGACGTGACTTTGATCGTGGAGAGGARGGAGTT TGTGCT TGCAGTGAATATTTTTGGCAGGCGCTGGTIGGAC 300
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * % * * *
206 AGACARARMATGATTTGGIGGTCAGCTTIGCCTGAGGAGGTCACAGCCA ITT CGCTGTTACAGTTTGCCTACACTGCCAAGCTGTTACTCAGCAGAGARRACATCCGCGAGGTCATCCGCTGTGCTGAGTITCCTGCGCATGC 355

L R R R R R R R R R R N R R AR RN R RN RN AR A AR
301 AGACAARRAATGATTITGGIGGTCAGCTIGCCTGAGGAGGTCACAGCCAGGGGCTTTGGEGCCGCTGTTACAGTTTGCCTACACTGCCARGCTGTTACTCAGCAGAGARAACATCCGCGAGETCATCCGCTGTGCTGAGTTICCTGCGCATGE 450
*

* * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
356 ACRAACCTGGAGGACTCCTGCTTCAGCTTCCIGCAGACCCAGCTCCTGAACAGTGAGGATGGCCTIGTTIGTGTGCCGRA ATGCTGCGT AGCGC CACGAGGACTGCGAGAACTCTGCAGGAGAGGAGGAGGATGAAGAGGAGG 505
IHIIHII\Hl\III\IIHIIHII\III\lII\Ill\IIHIIHII\HI\III\IIHIIHII\lll\lll\IIHIIHII\III\III\IIHIIHII\III\lII\II[\IIHIIHIIHII\IIHIIHIIHII
451 ACRACCTGGAGGACTCCIGCTTCAGCTTCCIGCAGACCCAGCTCCTGRRCAGTGAGGATGGCCTGTTTGTGTGCCGERAAGGATGCTGCGTGCCAGCGCCCACACGAGGACTGCGAGAACTCTGCAGGAGA GATGRAG. 600

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
506 AGACGATGGATICAGAGACGGCCAAGATGGCTIGCCCCA ACCAGATGCTTCCAGAGCCCATCAGCTTTGAGGCCGCCGCCATCCCCGTAGCAGAGARGGARGARG TGCT GAGCCTGACGT ACAGACACCARGGAGA 655
L R R R R N R RN RN NN R RN N AR A NN NN N
601 AGACGATGGATTCAGAGACGGCCAAGATGGCTTGCCCCAGGGACCAGATGCTTCCAGA CATCAGCTTTGAGGCCGCCGCCATCCCCGTAGCAGAGRAGGARGAAGCCCTGCTGCCCGAGCCTGACGTGCCCACAGACACCAAGGAGR 750
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
656 GCTCAGARRAGGACGCGTTAACGCAGTACCCCAGATACARGARATACCAGCTTGCATGTACCARGAATGTCTATARTGCATCATCACACAGTACCTCAGGTTTTGCARGCACATTCCGGE! AAGATARCTCTAGCAACAGCCTCARGCCGG 205

PECEEEEEEEEEEr e e e e bbb bbb bbb bbb e e e e e e e bbb bbb bbb e e e e e bbb e e bbb e e bbb bbb e e e
751 GCTCAGARRAGGACGCGTTAACGCAGTACCCCAGATACAAGAARTACCAGCTTGCATGTACCAAGAATGTCTATARTGCATCATCACACAGTACCTCAGGTTTTGCARGCACATTCCGGGAAGATAACTCTAGCAACAGCCTCARGCCGE 900
*

* * * % * * * * * * * % * *

* * * * * * * * * * * * * * *
806 GGCTTGCCAGGGGGCAGATTARAAGTGAGCCGCCCAGTGAAGAGAATGAGGAAGAGAGCATCACGCTCTGCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGCCAAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGARACAGCCCAGCCCTGCCCCTA 955
TEEEEEREREEREE et bbb bbb bbb bbb e e e e e bbb e e e e e e e e e b e r e e e bbb e bbb bbb

901 GGCTIC GATTARRAGTGA GTGRAGAGAATGAGGAAGAGAGCATCACGCTCTGCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGCCARGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGEARACAGCCCAGCCCTGCCCCTA 1050
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
956 CCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCTGGAGAGATCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCTCTGTTCAGCATAACGAARAGTGTGGAGCTGTCTGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTITGCCAGGAGTCCAG 1105

1I|\|Il\IIH||\1II\|II\III\|IHIIHI|\II|\II|\III\IIHII\iI|\|II\|Il\IIHIIHII\!I|\|II\IIl\I|\]II\lI|\II!\|IHIIHI|\lIu\|I|\IIHIHEIIHIHIIIEIIHI
1051 CCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCTGGAGAGATCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTAAGGTCTCTGTTCAGCATARCGARRAGTGTGGAGCTGTCTGGCCTGCCCAGTARATCTCAGCAGCATTTTGCCAGGARTCCAG 1200

* * * * * * * * * * * * * * *
1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena poetnicom za promotor T3

Slika 13. Prikaz sekvence dobivene prianjanjem pocetnice na promotor T3 kodiranog u plazmidu
pCMV-Tag2B-FLAG-BACH? izoliranog iz klona 13. Sintetizirana sekvenca prikazana je od 95. nt
nizvodno od pocetka referentne sekvence BACH2 do 1105. nt referentne BACH2 kojoj je dobivena
sekvenca identi¢na od 1. do 1075. nt. Radi provjere ugradnje BACH2 u plazmid u ispravnom okviru
Citanja crvenim su rombovima oznaceni tripleti nukleotida od oznake FLAG (sekvenca podcrtana
crnom crtom), u okviru ¢itanja s kodonom za pocetak translacije (podcrtan crvenom crtom), do

pocetnog kodona BACH2 (podcrtanog crvenom crtom).
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751 ﬁGGITTTGCAAGCACATICCGGGAAGATAACTCTAGCAACAGCCT CAAGCCGGGGCTTGCCAGGGGGCAGATTARAAGT GAGCCGCCCAGTGAAGAGAATGAGGAAGAGAGCATCACGCTCTGCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGCC 900
w & [N RNeY

3 -—-GGT AR ATCACGCTCTGCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGCC 46
% * * *

* * * * % * * * * * * * * * *
901 AAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGARRCAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGEEECCGCCTGCCTGGAGAGRTCCAGGAGCGTGECCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCTCTGTTCAGCATAACGRRAAGT 1050
FEEEREREER e e et e e bbbt b e e bbb bbb e bbb bbb e e bbb et e bbb e et e bbb e e bbb e bbb bbb r bbb e bbbl
47 ARAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGARACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCTGGAGAGATCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTAAGGTCTICTGTTCAGCATAACGAARAGT 196
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * % * * % * *
1051 GTGGAGCTGICTGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACARGGGGATCACTCAGGGTGACCTTARAACTGACTACACCCCTTTCACAGGGARTTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGAAG 1200
PECLREEEEEEr bbbt bbb bbb e e e et e e et et e e e et et

197 GIGGAGCTGTCIGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTIGACAA TCACTCAGGGTGACCTTARAACTGACTACACCCCTTTCACAGGGARTTATGGRCAGCCCCACGTGGGCCAGRAG 346

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *

1201 GAGGTGTCCAACTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGGGCCTIGGGTTGGAGGCTCTCTGTARAC CTGGACC! GTGATCTTCTCCTCCAGCGCTTGTGACCAAGTGAGCACCTCGGTGCATTICTTATICIGGG 1350
PECEEEREEEEE e e e et e bbb e e e e e e e bbb e e e et e et bbb e e e e e et
347 GAGGTGICCAACTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGGGCCTGGGTTGGAGGCTCTCTGTARAC TGGACC GTGATCTICTCCTCCAGCGCTTGTGACCARGTGAGCACCTCGGTGCATICTTATICTGGE 496

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * % * * * * * * * *

1351 GTGAGCAGTTTGGACARAGACCTCICTGAGCCGGTGCCARRGGGTCTGTGGGTGGGAGCCGGCCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGGTGGGCTGATGGCCGACCACTIGCCAGGARGGATGCGGCCCRACACCAGCTGC 1500
L B R R R S R R R R R R RN N NN RN R RN RN RN AN AR AR
497 GIGAGCAGTTTGGACARAGACCTCICTGAGCCGGTGCCARAGGGTCTGTGGGTGEGAGCCGGCCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGGTGGECTGATGGCCGACCACTTGCCAGGARGGATGCGGCCCARCACCAGCTGE 646
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1501 CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGGGAGCGEEEECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCTGT 1650
FEEREEEEREEE R e e e e e e e e e e e e e e e e
647 CCGGTACCAATCAARGTCTGCCCTCGCICACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGRGGACGGGAGCGGGGECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTICTCCTCCTCGCCCIGT 796

* * * * * * * * * * % * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCITGCCACAGARCATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACAACCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCARCTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGARGCAGAC 1800
LR N R N RN R RN RN RN RN RN AR RN RN AR AR RRAAY]
797 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGEAGATGGAATGTACAACCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGAACCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGRAGCAGAC 346

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1801 AGTGAGTCGIGICCTGTGCAGGACAGGGGCCAGGAGGTARAACTICCTTTITCCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGARCGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACAAGCTAACCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC 1950
L R R R R R R N R NN RN RN R AR R AR AN
947 AGTGAGTCGTGTCCTGTGCAGGACAGGGECCAGGAGETARAACTTCCTITICCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACAAGCTARCCTCAGAACAGTTAGAGTTTATICATGATGTC 1096

* * * * % * * * * * * * * * *

* * * % * * * * * * * % * * *
1951 CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARRAGGARRCTGGACTGTATICAGAATTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARAGAGARRCTGTTGTCAGAGAGGAATCAACTGARAGCATGCATGEGE 2100

RN AR RN RN AR R AR NN RNRN AR RN NNNANNNY! [NANNNRANRN] [WUNNT: (NRNNARN] [ [(NNNNANRRRRRNNAN] [NN1: - (000 - 1 [NWANARANNNNI - [| [1:[NUNNI (NRNNRN] (RRNENEANRN
1097 CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARARGGAR-CTGGACTGTAT-CAGARATTAGAATG-GGAATCCGCARATTGGTG-GTGGAARRAARRAACTGTTGTCAAA-ARGAATC- ACTGAAA-CATGCATGGGG 1239

* % * * % * * % * * * % * *

1. red - referentna sekvenca BACH?2
2. red - sekvenca dobivena poéetnicom za sredinu sekvence BACH2

Slika 14. Dio sekvence BACH2 sintetizirane prianjanjem pocetnice na sredinu sekvence BACH2
ugradene u plazmid pCMV-Tag2B-BACH?2 izoliranog iz klona 13. Usporedbom dobivene sekvence s
referentnom sekvencom BACH?2 vidljivo je da je sintetizirana sekvenca identi¢na referentnoj od 863.
do 2000. nt.
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* * * * * * * * * * * * * * *
1501 CCGGTACCARTCARAGTCTIGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTICCTACGCGGAGGACGGGAGCH! GCTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCTGT 1650

teerrereeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeoccccccccceececcecec o eereeceecec Beneen e e e e e B
441 CCGGTACCAATCAAAGTCTGCCCTCGTTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGATTTCCAGCTCCTGTICTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGGGAGCGGGGECTCACCCTGCAGCCTCCCTTTICTGTGAGTTICTCCTCCICGCCCTGT 590

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *

1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGRAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGAATGTACAACCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCAACTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAC 1800
NN RN NN RN NN NN RN NN RN RN RN AR RN RN AR RN RN R
591 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTITGCCACAGAACATCAGGARCCAGGCCTGATGGGAGATGGAATGTACAACCAAGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGAACCAACTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAC 740

« “ ¥ * . * « * B * M " M “ M
" " " " ¥ " " " * * M " » « "

1801 AGTGAGTCGTGICCTGTGCAGGACAGGGGC TAARACTTCCTTTTCCTGTAGATCAAATCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTAAARTGCACAAGCTAACCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC 1950
FELEEEEEEEEEEEEEEE T R T R R R EEE R R LR TR EE LR R R R R LR LT

741 AGTGAGTCGTGTCCIGIGCAGEACAGGGGCCAGGAGGTAAAACTTCCTTTICCTGTAGATCAAATCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTAAAATGCACAAGCTARCCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGIC 890
* M * % * * * * * * * * ,. * M
. M " ¥ . " « - . “ M " N “ M

1951 CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARRAGGAAACTGGACTGTATTCAGAATTTAGARTGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGAAAGAGARACTGTTGTCAGAGAGGAATCAACTGARAGCATGCATGGGE 2100

FEEEEREEE R e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e e e e e et
891 CGACGGCGCAGCARGARCCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARRAGGARACTGGACTGTATICAGARTTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTIGIGT ARGAGARACTGTTGICAGAGAGGAATCAACTGARAGCATGCATGGGG 1040

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2101 GRACTGTTGGACARCTICTCCTIGCCTTTCCCAGGRAGTTTIGCCGAGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCC TGCATCGGTATTGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTIGCCCACGGCCTCCAGTATTARCCCTGCGCCCTIGGGT 2250
L R R R R R R R R RN R R RN RN RN RN RN RN R RN AR RN R RN R AR RN
1041 GAACTGTTGGACAACTTCICCTIGCCTIT AGTTTGCCGAGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCCAGGCCCTGCATCGGTATTGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGCCCACGGCCTCCAGTATTARCCCTGCGCCCTTGGGT 1190
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2251 GCTGAGCAGAACATTGCGGCCTCCCAATGCGCAGT GARARCGTGCCCTGCTGCTTGGAGCCA TCC A T CCCAGCARCACCTCCGAGARTTGTACCTCTGGGAGGAGACTAGARGGCACTGAC 2400
L O R R R R R N R N R RN NN NN RN NN
1191 GCTGAGCAGAACATTGCGGCCTCCCAATGCGCAGT GGARRACGTGCCCTGCTGCTTGGAGCCAGGCGCGGCTCCCCCCGGACCCCCCTGGECACCCAGCARCACCTCCGAGARTTGTACCTCTGGGAGGAGACTAGRAGGCACTGAC 1340
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * *
2401 CCGGGAACCTICT AGAGAGG. ICCTCTTGARCCCAGGAGCCARACAGTGACCGTGGACTTCTGCCAGEARATGACTGATARGTGTACARCTGACGAACAGCCCAGGARAGATTATACCTA 2526
L R RN NN RN RN AR
1341 CCGGGAACCTICTCAGAGAGAGGACCTCCTCTTGAACCCAGGAGCCARACAGTGACCGTGGACTICTGCCAGGARRTGACTGATARGTGTACAACTGACGARCAGCCCAGGARRGATTATACCTAGCTCGAGGGGGGECCCGGTACCTTA 1490
* * * * * * * * * * * * * * *
2526 2526

1491 ATTAATTAAGTACCAGTARATCAGITCCT 1519
* *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena poletnicom za promotor T7

Slika 15. Sekvenca BACH2 dobivena prianjanjem pocetnice na promotor T7, kodiranog unutar
plazmida pCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2 izoliranog iz klona 13, prikazana je od 1501. nt referentne
sekvence do 53. nt nakon zavrsetka BACH2. Kodon za kraj translacije proteina podcrtan je crvenom
crtom. Sintetizirana sekvenca identi¢na je referentnoj od kraja sekvence BACH2 do 1625. nt.

Na slikama 16, 17 i 18 prikazane su sekvence dobivene sekvenciranjem plazmidne DNA
izolirane iz klona 16. Usporedbom sintetiziranih s referentnom sekvencom BACH?2 vidljivo je
da su dobivene sekvence identi¢ne referentnoj sekvenci BACH2 te da je sekvenca BACH2 u
plazmid ugradena u okviru ¢itanja s kodonom za pocetak translacije i sekvencom oznake
FLAG. U sekvencama sintetiziranim pojedinim pocetnicama su prisutne mutacije koje su, kao
1 u sekvencama dobivenim sekvenciranjem plazmida izoliranog iz klona 13, nastale greSkom
DNA polimeraze budu¢i da iste mutacije nisu prisutne u sekvencama dobivenim s dvije

pocetnice.
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* * * * *

1 IGICTETEEATGAGRAGCCTGACTCCCCCATGTATGTETATGAGTCCACAGTCCACT 58
(AR R NN R R RN AR RN AR RN RN RN
1 CCACCTAGGCTCACGCGGTEGCGECCECCACCATGEAT TACRAGEATGA GATARGRGCLC! G;SSA}C.'%C'C;SSGCT%CA%.:AA‘T]'..AIGI"TGTSGAT.:A:AAGC.‘CT.:ACIC.'CC.'CCBIaIAIaIaIATaAaTCCACAaTCCACT 150
* * % * x - % * * * * %
# * # * * * * # * # * * # * #
59 GCACCAACATCCTCCTGGGCCTCARTGACCAGCGEARAARGGATATTCTCTGTGACGTGACTITEATCGTGEAGAGGARGEAGT TCCEGECCCACCEEECTGTGCTGECCGCATGCAGTGAATATITTTGECAGECECTGETTGGACAGE 208
[N RN RN N N N R R RN RN N RN R R NN R N RN RN R N R AR R R RN N N N RN RN R AR ARy
151 GCACCARCATCCTCCTGGGCCTCARTGACCAGCGGARRRAGEATATICTICIGTGACGIGACTITGATCGTGEAGAGGRAGEAGT TCCEGECCCACCEGECTGTGCTGECCGCATCCAGTIGRRTATITITGGECAGECGCTGGITGGACAGE 300
* # * # * * * * # * * * * # *
* * * * * * * * * * * * * * *
209 CRARRRRTGATTITGGTGGTCAGCTTGCCTGAGGRAGGTCACAGCCAGGGECTTTGGGCCGCTGTTACAGTTTGCCTACRCTGCCARGCTGTTACTCAGCAGAGRARRCATCCGCGAGETCATCCGCTGTGCIGAGTTCCTGCGCATGCACE 358
[N RN RN N N N R R RN RN N RN R R NN R N RN RN R N R AR R R RN N N N RN RN R AR ARy
301 CARRRRRTGRTTTGETGGTCAGCTTGCCTGAGEAGETCACAGCCAGEGECTITEEECCGCTGT TACAGTTTGCCTACACTGCCARGCTGTTACTCAGCAGAGAARACATCCGCGAGETCATCCGCTGTGCTGAGTTCCTECGCATGCACR 450
* * * * * * * * * * * * * * *
# * # * * * * # * # * * # * #

359 ACCTGEAGGACTCCIGCITCAGCITCCTECAGRCCCARCTCCTGARCAGTGAGEATGECCTRITIGIGTGCCGEARGEATECTGLGTECCARCGCCCACACGAGGACTGCGAGRACTCIGCAGEAGAGGAGEAGEATGAAGAGEAGEAGE 508
\I\IIII\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\II\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\II\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\II\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\IIII\I\I\IIII\IH\
451 RCCTGGAGGRCTCCTIGCTITCAGCTTCCTGCAGRCCCAGCTCCTGRACAGTGAGGATGECCTGITIGTGTGCCGGARGGATGCTGLGTGCCAGCGCCCACACGRGGACTGCGAGRACTCTGCAGGAGAGG 600

* # * # * * * * # * * * * # *

* * * * * * * * * * * * * * *

509 CGATGGATTCRGRGRACGGCCARGRTGGCTIGCCCCAGGGRCCAGRTGCTTCCAGAGCCCATCAGCTTTGAGGCCGCCGCCATCCCCGTAGCAGRGRAGGRARGRAGCCCTGCTGCCCGAGCCTGACGTGCCCACAGACACCARGEAGAGCT 658
[N RN RN N N N R R RN RN N RN R R NN R N RN RN R N R AR R R RN N N N RN RN R AR ARy

801 CEATGEATTCAGAGACGECCARGATGECTTECCCCAGEGACCAGATECTTCCAGAECCCATCAGCTITGAGECCGCCGCCATCCCCETAGCAGRAGRAGEARGRAGCCCTECTEGCCCEAGCCTGACGTGCCCACAGACACCRAAGEAGAGCT 730

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
659 CAGARARGGACGCGITARCGCAGTACCCCAGATACARGAR A TACCAGCTTGCATGTACCAAGAATGTCTATARTGCAT CAT CACACAGTACCTCAGETITIGCARGCACATTCCGGEARGATARCTCTAGCARCAGCCTCARGCCGEGEC 808
(RRRRE RN AN AY] [N N RN R R R R R R R RN RN R N RN R R N N AR NN RN R R RN RN RN Il
751 CRGARRRAGGACGCGTTAACECAGTACCCCAGATACARGARATACCAGCTTGCATGTACCRAGRATGTCTATARTGCATCATCACACAETACCTCAGETTTTGCARGCACATTCCEGEARGATAACTCTAGCRACA GC
* * % * * * % * * * * * * * %

* * * * * * * * * * * * *
209 TIGCCAGE AGATT. GTGA TEANGAGRATGAGGAAGAGAGCATCACGCTCT GAGATEAGCCTGA AAGGACAGAGCEEEEEATGTCGAGATGE]
[RRRRARE [RRRRRRRRRRN Y] I\I\I\IIII\I\I\EIIIEIHHIIIHHHI \I\IIII\I\I\IIII\I\IH
901 TIGCCAGE AGATT. GTGAGC! GT! GAGRATGRAG GAGCATCRCGCIC 1050
* # * # * * * * # * * * * # *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena poletnicom za promotor T3

Slika 16. Sekvenca sintetizirana pocetnicom za promotor T3 koja prianja na plazmid pCMV-Tag2B-
FLAG-BACH?2 izoliranog iz klona 16 usporedena je s referentnom sekvencom BACH2 te je vidljivo
da je dobivena sekvenca identi¢na referentnoj od 1. do 855. nt. Radi provjere ugradnje BACH2 u
plazmid u ispravnom okviru ¢itanja, crvenim su rombovima oznaceni tripleti nukleotida od oznake
FLAG (podcrtana crnom crtom), u ispravnom okviru ¢itanja s kodonom za pocetak translacije

(podcrtan crvenom linijom), do pocetnog kodona sekvence BACH2 (oznacen crvenom crtom).
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* * * * * * * * * * * * * * %
751 TCAGGTTITGCAAGCACATTCCGGGAAGATAACTCTAGCAACAGCCTCAAGCCGGGGCTIGCCAGGGGGCAGATTARAAGTGAGCCGCCCAGTGRAGAGARTGAGGARGAGAGCATCACGCTCTGCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGCC 900
LECELLEEEREErrer et

12 GCTCTGCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGCC 43
* * *
* * * * * * * * * * * * * * *
901 RAAGGACAGAGCGGGGGATGICGAGATGGACCGGAAACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCT! GAGATCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCTCTGTTCAGCATAACGARAAGT 1050
PEEERREEE R EE e bbb bbb b e bbb et e e bbb bbb e bbb e bbb bbb bbb bbb e e e bbb el
44 AAGGRCAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGARACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCT TCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCTCTGTTCAGCATAACGRRRAGT 193
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *

1051 GTGGAGCTGTCTGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTITGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACAAGGGGATCACTCAGGGTGACCTTARAACTGACTACACCCCTTTCACAGGGAATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGRAG 1200
L R R O R R R R N R R R NN R RN R R RN RN RN RN AR AR R AN
194 GIGGAGCTGICIGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTITGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACAAGGGGATCACTCAGGGTGACCTTARAACTGACTACACCCCTTTCACAGGGAATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGRAG 343
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1201 GAGGTGTCCAACTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGEGCCTGGETTGGAGGCTCTCTGTARAC] CTGGACCH GTGATCTTCTCCICCAGCGCTTGTGACCAAGTGAGCACCTCGGTGCATTCTTATICTGGE 1350
L A R R R R N RN NN NN NN RN AR RN AR AR AR RN
344 GAGGTGICCARCTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGGGCCTGGGTTGGAGGCTCTCTGTARAC] CTGGACC! GTGATCTTCTCCTCCAGCGCTTGTGACCAAGTGAGCACCTCGGTGCATICTTATICIGGG 493

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *

1351 GTGAGCAGTTTGGACRAAGACCTCICIGAGCCGGTGCCAARGGGTCTGTGGGTGEEAGCCGECCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGETGGGCTGATGGCCGACCACTTGCCAGGRAGGATGCGGCCCRACACCAGCTGC 1500
L R R R RN RN RN NN AR RN
494 GIGAGCAGTTTGGACARAGACCTCICIGAGCCGGTGCCARAGGGTCTGTGGETGGGAGCCGGCCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGETGGECTGATGGCCGACCACTTGCCAGGRAGGATGCGGCCCARCACCAGCTGE 643
* *

* * * % * * * % % * * *

%

* * * * * * * * * * * * * * *
1501 CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGEACTTCCAGCTCCTGCTCTTICCTATTCCTACGCGGAGGACGEGAGCGGEEECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTICTGTGAGTICTCCTCCTCGCCCTGT 1650
FEEEEREELT T e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e et

644 CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCTICGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTICCTACGCGGAGGACGGEAGCGGGGECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTICGCCCIGT 793
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGARCCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACAACCAAGTGCGECCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGAACCARCTCCAGTGACGAATCCGGATCGTICTCGGRAGCAGAC 1800
PECREEREEEEE bbbt bbbttt bbb e e bbb e e e e e e e e e e e e e bbb e
794 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGARCCAGGCCTGATGEGAGATGGAATGTACAACCAAGTGCGECCCCARATTARRTGTGAGCAGTCTTATGGAACCAACTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAC 943

* * * % * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * % * * * * *
1801 AGTGAGTICGIGTCCIGTGCAGGACAGGGGCCAGGAGETARAACTTCCTTTTCCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACRAGCTARCCTCAGARCAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC 1950
L T R R R R RN NN NN RN RN RN AN R AR RN

AGTGAGTCGTGTICCTIGTGCAGGACRAGGGGCCAGGAGETARAACTICCTITICCTGTAGATCARATCACAGATCTICCAAGGARCGATTTCCAGATGATGATTARARTGCACRAGCTARCCTCAGRACAGTTAGAGTTTATTICATGATGIC 1093
* * * * * * * * * * * * * * *

94

=

* * * * * * * * * % * * * * *
1951 CGACGGCGCAGCARGAACCGCATCGCGECCCAGCGCTGCCGCARRAGGARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARAGAGARACTGTTGTCAGAGAGGARTCAACTGARAGCATGCATGGEE 2100
PEECEEEEEEEee e eeereeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeneeeeeeneeeeeeeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeceeof@mooccocococo@moocoooocooon@oaeonn
1094 CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARRAGGARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGRRARA-AAACTGTTGTCAAA-AGGARTCAACTGARA-CATGCATGGEE 1240

* * * % * * * % * * * * * * *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za sredinu sekvence BACH2

Slika 17. Referentna sekvenca BACH2 usporedena je sa sekvencom dobivenom prianjanjem pocetnice
na sredinu sekvence BACH2 ugradene u plazmid pCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2 izoliranog iz klona
16. Sintetizirana sekvenca identi¢na je referentnoj od 869. nt do 2056. nt referentne sekvence.
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* * * * * * * * * * * * * * *

1501 CCGGTACCAATCAAAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTICCTATTICCTACGCGGAGGACGGGAGT! GCTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCTIGT 1650
cerrcleeeecccceccccrer e eeeeeecc o eoceorerreeeeeeeereeeeeeee e e e LR ]

369 CCGGTA-CAATCRAAGTCTGCCCICGCTCACCCCC-TIGGAGACCAGGACCAGGACTICCAGCTCCTGTTCTTCTTATTCCTAC! AGGACGGGA TCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTICTCCTCCTCGCCCTIGT 516
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCITGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACAACCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCAACTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAC 1800
L R R NN N NN RN RN AN
517 TCCCAGGGAGCCAGATTICCITGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACAACCARGTGCGGCCCCARATTARRTGTGAGCAGTCTTATGGARCCAACTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAC 666

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1801 AGTGAGTICGIGICCIGT GGACK GGAGGTARRACTTCCTTTTCCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTARRATGCACAAGCTARCCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC 1950
PECEEEREEE e e e bbb e e bbb bbb e e e bbb e et bt bbb e e e bbb e e e e bbb e bbb bbb e e et e e e ety
667 AGTGAGTCGTIGICCTGTGCAGGACA AGGAGGTARRAC HL u11\.“u1AGATCAAATu.AyAuAT"IICCHAS”AACGATTI"\.AGAI"ATGAITAAAATGCACAAG"TAHCH"AuAn"AGTTA’"AGTTTATT’"ATGATuT" 216

* * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
1951 CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARARGGARRCTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARRGAGARRCTGTTCT TCRACTGARAGCATGCATGGGE 2100
FELEEEEREEEE R e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e et
817 CGACGGCGCAGCARGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARARGGARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGARTGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARA ARCTGTTIGT AGAGGAATCAACTGARAGCATGCATGGGE 966
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2101 GRACTGTTGGACAACTTCTICCTGCCITT GGAAGTTTGCCGAGRCATCCAGAG! GCAGATCCA TGCATCGGTATTGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGCCCACGGCCTCCAGTATTARCCCTGCGCCCTIGEET 2250
L R R R R R R R R RN RN RN
967 GAACTGTTGGACAACTTCICCTGCCTTTICCCAGGAAGTTTGCCGAGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCCAGGCCCTGCATCGGTATTGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGCCCACGGCCTCCAGTATTAACCCTGCGCCCTTGEET 1116
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2251 GCTGAGCAGAACATTGCGGCCTCCCAATGCGCAGT ARACGTGCCCTGCTGCTT GCCA T A TG ACCCAGCAACACCTCCGAGARTTGTACCTCTGGGAGGAGACTAGAAGGCACTGAC 2400
L B N N RN N RN NN
1117 GCTGAGCAGAACATIGCGGCCTCCCAATGCGCAGT GARARCGTGCCCTGCTGCTTGGAGCCA T T CCCAGCAACACCTCCGAGAATTGTACCTCTGGGAGGAGACTAGAAGGCACTGAC 1266
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * *
2401 CCGGGA TTCTCAGAGAGAGGACCTCCTCTTGARCCCAGGAGCCARACAGTGACCGTGGACTTCTGCCAGGARRTGACTGATARGTGTACAACTGACGARCAGCCCAGGARAGATTATACCTAG 2526
\HIlllll!l\IH\Iul\l\|1I|II\HIH\I\I]IllllllHI\I\HI\HIIKIIIIHI\IH\I\IlIIKIIHI\I\I\IH\Illlllll\I\I\I\IJIIIIIHIIHI\I\
1267 CCGGGAACCTTCTCAGACAGAGE TCCTCTTGRACCCAGGAGCCARACAGTGACCGTGGACTTCTGCCAGGARRTGACTGATARGTGTACAACTGACGARCAGCCCAGGARRGATTATACCTAGCTCGAGGGEGEGGCCCGETACCTTA 1416
* * * * * * * * * * * * o * *
2528 2528

1417 ATTAATTAAGTACCAGTARATCCTGAR 1443

* * *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za promotor T7

Slika 18. Prikaz sekvence sintetizirane prianjanjem pocetnice za promotor T7 kodiranog u plazmidu
pCMV-Tag2B-FLAG-BACH?2 izoliranog iz klona 16 od 1501. nt referentne sekvence BACH2 do 50.
nt nizvodno od kodona za kraj translacije proteina (podcrtan crvenom crtom). Dobivena sekvenca

identi¢na je referentnoj od 1576. nt do kraja sekvence BACH2.

Referentna sekvenca BACH2 usporedena je sa sekvencama dobivenim sekvenciranjem
konstrukta pET28a-6xHis-BACH?2 izoliranog iz klona 19. Na slici 19 vidljiva je ugradnja
BACH2 u plazmid u pravom okviru Citanja s kodonom za pocetak translacije i sekvencom
oznake 6xHis 5'-CATCATCATCATCATCAC-3' aminokiselinskog slijeda His-His-His-His-
His-His. U sintetiziranim sekvencama dolazi do mutacija koje su, kao i u sekvencama
dobivenim sekvenciranjem plazmida izoliranog iz klona 13, redom nastale greSkom DNA
polimeraze budu¢i da iste mutacije nisu prisutne u sekvencama sintetiziranim dvjema

razli¢itim pocetnicama (Slika 19, 20 i 21).
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1

1

151

129

301

279

451

429

601

729

901

-

2

CATTTTARRAGACGGARCATTCCCTCTAGARTARTTTTGT TTAACT T TARGAAGGAGATATACCATGEGCAGCAGCCATCATCATCAT CATCACAGCAGCEECCTGETGCCGCGCGECAGCCATATGSCTAGCATGACTGETGGACAGLR
* * * * * * * * * * * * *

g e
* *

* * * * * * * * * * * *
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ATGTCTGIGGATGAGAAGCCTGACTCCCCCATGTATGTGTATGAGT CCACAGTCCACTGCACCARCATCCTCCTGGGCCTCARTGACCAGCGGARRARGGATATTICTCTGTGACGTGACTTTGATCGT

L [N RN NN RN NN NN RN
AATGGETCGCEGATCCGAAT TCATGTCTGTGRATGAGARGCCTGACTCCCCCATGTATGTGTATGAGTCCACAGTCCACTGCACCARCATCCTCCTGRGCCTCARTGACCAGCGGARARAGGATATICTCTGTGACGTGACTTTGATCGT
P i d— « 5 « * M « « M « % N

*

* * * * * * * * * * * * * * *
AGAGGAAGGAGTTC CCACCE TGTGCTGGCCGCATGCAGTGAATATTTTTGGCAGGCGCTGGTTGGACAGACARRRAATGATTTGGTGGTCAGCTTGCCT! TCACAGCCA TTTGGGCCGCTGTTACAGIT
HII\II\II\II\IHII\II\IHII\II\II\II\II\IH|I1II\II\IIHI\IIHHI|1II1IIilHII1I|1I|1I|1I|1IIIIIIII1IIlIIiI|!IIiIKIIIII||IIlIIIIKIIKIIIIIIIIIIIIIIIII
ARGGAGTTCCGGGCCCAC GCTGTGCTC MMGTGAA.\ALHM -bui( CC hlb’alu ACA"ACAAAAAATuATTTG"TuGICAG'"ITGCCTGAGGAGGTCA\.AGCCAGG%{TITTGGGCCG"IGITACAGTT
* * * *
* * * * * * * * * * * * * * *

TGCCTACACTGCCAAGCTGTTACTCAGCAGAGARRACATCCGCGAGGTCATCCGCTGTGCTGAGT TCCTGCGCATGCACARCCTGGAGGACTCCTGCTICAGCTTCCTGCAGACCCAGCTCCTGARCAGTGAGGATGGCCTGITIGIGIG
(R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN RAR
TGCCTACACTGCCAAGCTGTTACTCAGCAGAGARRACATCCGCGAGGTCATCCGCTGTGCTGAGT TCCTGCGCATGCACARCCTGGAGGACTCCTGCTTCAGCTTCCTGCAGACCCAGCTCCTGARCAGTGAGGATGGCCTGTTIGIGIG

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
CCGGARGGATGCTGCGTGCCAGCGCC! ACGAGGACTGCGAGAACTCTGCAGGA TGARA ACGATGGATTCAGAGACGGCCAAGATGGCTTGCCCCAGGGACCAGATGCTTCCAGAGCCCATCAGCTITGA
I\IHII\II\II\II\II\II\IHII\II\II\II\II\IIJIIJII\II\IIIII\IIIIHI|1II1I|1I|1II!II!IIlllilIIII!II1I|1I||II!IIlIIlI||II]I||IIiIIIHIIIII[IIIII[IIIIIIII
CCGGAA FlGCI(‘,"GI" GCGH ACACGAGGACT! AGAACTCIG T ACG. IGGATICAGA"ACGGCCAAGMV./.,H GCC LAGG"ACCAGAM:LIIL AGAGCCCATCA(:LJlJ.bA 7
* * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *

GGCCGCCGCCATCCCCGTAGCAGAGAAGGARGAAGCCCTGCTGCCCGAGCCTGACGTGCCCACAGACACCARGGAGAGCTCAGAAAAGGACGCGTTAACGCAGTACCCCAGATACARGARATACCAGCTTGCATGTACCAAGARTGTCTA
L R R R N R R RN NN RN NN NN RN R AR AN AR RN NE

CGCCGCCATCCCCGTAGCAGAGAAGGARGARGCCCTGCTC GAGCCTGACGTGCCCACAGACACCARGGAGAGCTCAGARARGGACGCGTTARCGCAGTACCCCAGATACARGARATACCAGCTTGCATGTACCARGAATGTCTA
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
TARTGCATCATCACACAGTACCTCAGETTTTGCAAGCACATTCCGGEAAGATARCTCTAGCARCAGCCTCARGCCGGEECTIGCCAGGGEECAGATTARAAGTGAGCCGCCCAGTGARGAGARTGAGGRAGAGAGCATCACGCTCTGCCT
I\II\II\||\I|\IIII|\|I\I|\II\II\II\I|\II\IHIIJIIJ|I\II\I|\IHIHIHII]|IlIHIIlI|1II!IIlIIlII!II!II!IIIIHII!IIIIIIIIIIIlI||I|!Il||l||l||||||||l||

TAATGCATCATCACACAGTACCTCAGGTITIGCARGCACATTCCGGGARGATARCTCTAGCARCAGCCTCARGCCGGEECTIGCCAGGGEECAGATTARAAGTGAGCCGCCCAGTGGAGARGATGAGGARGAGAGCATCACGCTCTGCCT
* * * * * * * * * * * * * * *

red - referentna sekvenca BACH?2
red - sekvenca dobivena pocetnicom za uzvodnu sekvencu pET28a

1050

Slika 19. Prikaz sekvence dobivene pocetnicom Koja prianja na uzvodnu sekvencu pET28a plazmida
PET28a-6xHis-BACH2 izoliranog iz klona 19 od 173. nt uzvodno od pocetka BACH2 (podcrtano

crvenom crtom) do 878. nt referentne sekvence BACH2. Sintetizirana sekvenca identi¢na je

referentnoj sekvenci od 1. do 844. nt, a radi potvrde ugradnje BACH2 u plazmid u ispravnom okviru

¢itanja crvenim rombovima su oznaceni tripleti nukleotida od poc¢etnog kodona translacije do pocetka

sekvence BACH2 (podcrtani crvenom linijom). Na slici je takoder crnom crtom podcrtana sekvenca

oznake 6xHis.
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* * * * * * * * * * * * * * *
751 TCAGGTTTTGCAAGCACATTCCGGGAAGATARCTCTAGCAACAGCCTCAAGCCGGGGCTTGCCAGGGGGCAGATTARRAGTGAGCCGCCCAGTGARGAGAATGAGGAAGAGAGCATCACGCTCTGCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGCC 900
FERELEEREREREEE e

1 TCTGCCTGICTGGAGATGAGCCTGACGCC 45
* * *
* * * * * * * * * * * * * * *
901 AAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGAAACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCT TCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCTCTGTTCAGCATARCGARARGT 1050

PELREEREEEE R et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
46 AAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGARACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGECCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCTGEAGAGATCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCTCTGTTCAGCATAACGARRRGT 195
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1051 GTGGAGCTGICTGECCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACRA( TCACTCAGGGTGACCTTARRACTGACTACACCCCTTTCACAGGGAATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGRAG 1200
L O R R A R R R N RN RN NN AR RY]

196 GIGGAGCIGTCIGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACAAGGGGATCACTCAGGGTGACCTTARRACTGACTACACCCCTTTCACAGGGAATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGRAG 345

*

* % * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1201 GAGGTGTCCARCTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGEEGCCTGGETTGGAGGCTCTCTGTARAC CTGGACC GTGATCTTCTCCTCCAGCGCTIGTGACCARGTGAGCACCTCGETGCATICTTATICIGEG 1350
L R RO RN NN NN R RN
346 GAGGIGICCAACTTCACCATGGGGICGCCCCTCAGGGGEGCCTGGETTIGGAGGCTCTCTGTARACA CTGGACC! TGATCTTCTCCTCCAGCGCTTGTGACCARGTGAGCACCTCGGTGCATTCTTATICTGGE 495
* * * * * * * * * * * * * * *

* * % * * * * * * * * * * * *

1351 GIGAGCAGTTTGGACAAAGACCTCTCTGAGCCGGTGCCARAGGGTCTGTGGGTGGGAGCCGGCCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGGTGGGCTGATGGCCGACCACTTGCCAGGARGGATGCGGCCCARCACCAGCTGC 1500
FERREREERE LR e e e b bbb et e bbb e e e e et e e e e e e e e e e el
496 GTGAGCAGTTTGGACAAAGACCTCICTGAGCCGGTGCCARAGGGTCTGIGEGTGGGAGCCGGCCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGGTGGGCTGATGGCCGACCACTTGCCAGGARGGATGCGGCCCAACACCAGCTGC 645

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * % * * * * * * * * * *
1501 CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCICGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTICCTATTCCTACGCGGAGGACGGEAGCGEGEGCTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCTGT 1650
L R R R R R RN RN RN AN RN AR AR RN
646 CCGGTACCAATCARAGTCTIGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGGGAGCGGGGECTCACCCTGCAGCCTCCCICTCTGTGAGTICTCCTICCTICGCCCTIGT 795

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACAACCAAGTGCGECCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCAACTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGRAAGCAGAC 1800
L O R R A R R R R N R RN NN RN RN AR R AR R RN AR
796 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGAATGTACAACCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGAACCARCTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAL 945

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
12801 AGTGAGTCGTGTCCTGTGCAGGACAGEGECCAGEAGETARAACTICCTTTTICCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACAAGCTARCCTCAGRACAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC 1950
L R R RN NN RN RN N AR RRY
946 AGTGAGTCGTGTCCIGTGCAGGACAGEGGECCAGGAGETARAACTTICCTITICCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCAAGGARCGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACAAGCTARCCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC 1095

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1951 CGACGGCGCAGCARGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARAAGGARACTGGACTGTATICAGAATTTAGRATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARAGAGARACTGTIGTC GGAATCAACTGARAGCATGCATGGGG 2100
IIHIIIIIIHIIIIIIIIHIIIIIIIIII||||IIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIHKIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIII'IIIIIIIIHIIIIII!I[IIIIIIIHIIIII!I!III||||1||||||

1096 CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCCCGGCCCAGCGCTGCCGCARRAG-ARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGGGARATCCGCARATTGETG-GTGGARRAGAARAACTGTTGTCARA-AGGAATCAACTG-ARCCATGCATGGEE 1241
* * * * * * * * * * * * * * *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za sredinu sekvence BACH2

Slika 20. S referentnom sekvencom BACH2 poravnata je sekvenca dobivena pocetnicom koja u
plazmidu pET28a-6xHis-BACH2 izoliranog iz klona 19 prianja na sredinu sekvence BACH2, a koja je
identi¢na referentnoj od 862. do 1975. nt.
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* * * * * * * * * * * * * * *

1501 CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGGGAGT! CTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCTGT 1650
RN NN RN N NN AN RN A
357 CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCTICGCTCACCCCCCTIGGAGACCAGGACCA CITCCAGTTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGGGA ICA I CCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCIGT S06
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *

1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGAATGTACAACCAAGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAC 1800
[N RN R N RN R RN R R RN AN R R RN RN RRRN
507 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGARCATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACAACCAAGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCAACTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGRAGCAGAC 656
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1801 AGTGAGTCGIGTCCIGIGCAGGACA AGGTAARACTTCCTITTCCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGARCGATTTCCAGATGATGATTARARTGCACAAGCTARCCTCAGRACAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC 1950
L R R R R R R R R R RN RN R RN NN RN RN R AR RRN
657 AGTGAGICGTGICCTGTGCAGGACA AGGAGGTARRACTTCCTTITTCCTGTAGATCARRTCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACAAGCTAACCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGIC 806
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
1951 CGACGGCGCAGCAAGARCCGCATCGCGGCCCAG TGCCGCARAAGGARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGARRTCCGCARATTGGTGTGTGAGARA ACTGTIGT AGGAATCAACTGARAGCATGCATGGGG 2100
L R R R R R R R RN RN N RN RN R R RN RN RR RN
807 CGACGGCGCAGCRAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGLT G AAGGAAACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGAAATCCGCARRTTGGTGTGT AGAGARACTGITGT GGARTCAACTGRARGCATGCATGGGG 956
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2101 GAACTGTTGGACAACTTCICCIGCCITTCCCAGGRAGTTIC AGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCCA TGCATCGGTATIGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGCCCACGGCCTCCAGTATTARCCCTGCGCCCTIGGET 2250

L O O R R R R RN RN RN RRRRRN
957 GRAACTGTTGGACAACTICICCIGCCTTTCCCAGGAAGTTTGCCGAGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCCAGGCCCTGCATCGGTATTIGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGCCCACGGCCTCCAGTATTAACCCTGCGCCCTTIGGEGT 1106

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2251 GCTGAGCAGAACATTGCGGCCTCCCARTGCGCAGT GAAAACGTGCCCTGCTGCTTGGAGCCA TCCCC CCCTC CAGCRACACCTCCGAGAATTGTACCTCTGGGAGGAGACTAGAAGGCACTGAC 2400
L B R R R R R R R R NN RN RN RN RN RN RN
1107 GCIGAGCAGAACATTGCGGCCTCCCARTGCGCAGT GAAAACGTGCCCTGCTGCTTGGAGCCAGGCGCGGCTCCCCCCGGACCCCCCT ACCCAGCAACACCTCCGAGAATTGTACCTICT:! CTAGRAGGCACTGAC 1256
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * *
2401 CCGGGRACCTTCTCAGAGAGAGGACCTCCTCTTGAACCCAGGAGCCARACAGTGACCGTGEACTICTGCCAGGARATGACTGATAAGTGTACAACTGACGARCAGCCCAGGAAAGATTATACCTA 2526
III\IIII\IIII\III\I||I\I||I\I||I\I||I\I||I\I||I\I||I\I||I\I||I\I[II\I[II\I[II\IllI\I[II\I\II\I\II\I\II\HII\HIIH\II\I\II\I\
1257 CCGGGAACCTTCTICAGACAGAGEACCTCCTCTTGAACCCAGGAGCCARACAGTGACCGTGGACTICTGCCAGGARATGACTGATARGTGTACAACTGACGARCAGCCC AAGATTATACCTAGCTCGAGCACCACCACCACCACCAC 1406
* * * * * * * * * * * * s * *
2526 2526

1407 TGAGATCCGGCTGCTAACARAGCCCGARAGAAGCTARATTTTCTAAG 1453
* * * * *

1. red - referntna sekvenca BACH2

2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za terminator T7
Slika 21. Sekvenca sintetizirana pocetnicom za terminator T7 koja prianja na pET28a-6xHis-BACH?2
izoliranog iz klona 19 prikazana je od 70. nt nizvodno od kraj sekvence BACH2 (kodon za kraj
BACH2 podcrtan je crvenom crtom) do 1501. nt referentne sekvence. Dobivena sekvenca identi¢na je

referentnoj od kraja sekvence BACH2 do 1562. nt referentne sekvence.

Plazmidna DNA pET28a-6xHis-BACH2 izolirana iz klona 28 takoder je poslana na
sekvenciranje. Pojedine sekvence dobivene sekvenciranjem (Slika 22, 23 i 24) sadrze
mutacije koje nisu prisutne u sekvencama sintetiziranim dvjema razli¢itim pocetnicama te su
stoga nastale tijekom sekvenciranja kao greSka DNA polimeraze. Sintetizirane sekvence
poravnate su s referentnom sekvencom BACH?2 te je potvrdena ugradnja sekvence BACH2 u

plazmid u ispravnom okviru ¢itanja (Slika 22).
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-

151

133

301

283

433

601

751

733

901

GCCTGRACGGRACATTCCCCTCTAGRATARTTITGTT lAAL—ITTAAGAAGGAGATATACCATGGGC'AGC’AGCCATCATCATCAICATCACAGC.AGC‘GG’%CIG‘GTG.CCGFGC’GGC‘AGC‘CAI;ATG'GCIOAGQATG‘ACILGGT.GGAFAG?AA‘AT%
* * * * * « % * * % * ¥ % * ¥

* * * * * * * * * * * * *
------------------ -ATGTCTGTGGATGAGAAGCCTGACTCCCCCATGTATGTGTATGAGTCCACAGT CCACTGCACCAACATCCTCCTGGGCCTCARTGACCAGCGGARARAGGATATTCTCTGTGACGTGACTTTGATCGTGGAG

LB R R R R R R R R RN R NN AR
GGICGCEGA, TCCGAATICATGIC‘IG‘IGGAIGAGAAGCCTGAC‘ICCCCCAIGIAIGIGIATGAG‘ICCACAGICCACT GCACCAACATCCTCCTGGGCCTCARTGACCAGCGGARARAGGATATTCTCTGTGACGTGACTTTGATCGTGGAG

* * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
AGGAA TTCC CACCC TGIGCT GCATGCAGTGARTATTTTTGGCAGGCGCTGETTIGGACAGACAR AR A ATGATTTGGTGGTCAGCTTGCCTGAGGRAGGTCACAGCCAGGGGCTTTGEGCCGCTGTTACAGTITGT
L R B R NN N RN NN NN ANNE
AGGARGGAGTTCC CCA GCTGTGCTGGCCGCATGCAGTGARTATTTTTGGCAGGCGCTGGTTGGACAGRCARAAARTGATTTGGTGGTCAGCTTGCCTGAGGAGGTCACAGCCA TTTGGGCCGCTGTTACAGTTITGCC
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *

TACACTGCCAAGCTGTTACTCAGCAGAGAAAACATCCGCGAGGTCATCCGCTGTGCTGAGTTCCTGCGCATGCACAACCTGGAGGACTCCTGCTTCAGCTTCCTGCAGACCCAGCTCCTGARCAGTGAGGATGGCCTGTTIGIGIGCCGE
L R R R R R R R R NN RN R NN RN R RN AR AR RN
TACACTGCCAAGCTGTTACTCAGCAGAGARRACATCCGCGAGETCATCCGCTGTGCTGAGTTCCTGCGCATGCACAACCTGGRGGACTCCTGCTTCAGCTTCCTGCAGACCCAGCTCCTGARCAGTGAGGATGGCCTGTTIGIGTGCCGE

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
AAGGATGCTGCGTGCCA CACACGAGGACTGCGAGAACTCIG! AGGATGRAGA ACGATGGATTCAGAGACGGCCAAGATGGCTTGCCC GGACCAGATGCTICCAGAGCCCATCAGCTTTGAGGCC
I]IlIIIIIIIIlHI\I\I\I!IIIIIIIIIHI\I\IIIIIIIIII!IIIH\HIIIIII|III|III\HHIIIIIIIIIIII\I\I\III|IIII|I|I[IH\IJI]IIIIIIII!I!I\I\IJI!IIIIIIII!HI\I\H
AAGGATGCTG" GTGCCAGL! GC\.CACACGAG" ACTuCGAGAAC‘ICT C. ATGA A (‘ATGGATTCAGAGACGGCCAAGATGG”ITGCCCCAGJ‘ ACCAGAIGCTTCCAGAGC\.CAICASCTIT\:AGGCC
* * *
* * * * * * * * * * * * * * *
GCCGCCATCCCCGTAGCAGAGA AAGAAGCCCTGCTGCCCGAGCCTGACGTGCCCACAGACACCARGGAGAGCTCAGAARAGGACGCETTARCGCAGTACCCCAGATACAAGAARTACCAGCTTGCATGTACCARGAATGTCTATART
L O R R R R R R R R R N R NN NN RN AN R RN NN AR A RN
GCCGCCATCCCCGT! LAGAGLAAGGAAGAR CTGCTGCCCGAGCCTGACGTGCCCACAGACAC! CICi ARAGGA TTARCGCAGTACCCCAGATACAAGARATACCAGCTTGCATGTACCAAGRATGTCTATART
* * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
GCATCATCACACAGTACCTCAGGTTTTGCARGCACATICCGGGARGATARCTCTAGCAACAGCCTCARGCCGGGGCTTIGCCAGGGGGCAGATTARRAGTGAGCCGCCCAGTGAAGAGARTGAG-GAAGAGAGCATCACGCTCTGCCTGIC
I\IIIIII||||[HHIHJIIIII|I|IIIHHIH]IIIIIIIIIIII\I\IHHIIIIIIIII\I\HI]IIIIIIIIII[I\I\I\IHIIIIIIIII[I\I\I\I]|||||I|[n|\\I\I]IIIIIIII[HI\I\IJ
GCATCATCACACAGTACCTCAGGTTTTGCARGCACATTCCGGEARGATARCTCTAGCAACAGCCTCAAGCCGEGECTTGCCAGEGGECAGATTARRAGTGAGCCGCCCAGTGARARGART-AGARRARAGAGCATCACGCTCTGCCTGIC
* * * * * * * * * * * * * *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za uzvodnu sekvencu pET28a

o
o
s

1049

Slika 22. Usporedba sekvence dobivene prianjanjem pocetnice za uzvodnu sekvencu pET28a na

konstrukt pET28a-6xHis-BACH?2 izoliranog iz klona 28 i referentne sekvence BACH2. Sintetizirana

sekvenca identi¢na je referentnoj sekvenci BACH2 od 1. do 846. nt te su crvenim rombovima, radi

utvrdivanja ugradnje BACH2 u plazmid u ispravnom okviru ¢itanja, oznaéeni tripleti nukleotida od

kodona za pocetak translacije proteina do kodona koji oznacava pocetak sekvence BACH2 (podcrtane

crvenom linijom). Na slici je crnom crtom podcrtana sekvenca oznake 6xHis.
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751

20

901

1351

499

1501

649

1651

799

1801

949

1951

1099

x * x * * * * * x * x * * * *

TCAGGTTTTIGCARGCACATTCCGGGARGATARCTCTAGCAACAGCCTCARGCCGGGGCTTGCCAGGGGGCAGATTARRAGT GAGCCGCCCAGTGRAGAGRATGAGGARGAGAGCATCACGCTCTGCCTGTCTGGRGATGAGCCTGACGCC
(RN RAY]
TCTGCCIGTCTGGAGATGAGCCTGACGCC
* * *

* * * * * * * * * * * * * * *
AAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGAAACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCT \TCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCIGCTTAAGGTCTCTGTTCAGCATAACGRARRAGT
L R R R R R R RN R RN RN R NN RN R
AAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGAAACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGGGGCCGCCTGCCT AGATCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTAAGGTCTCTGTTCAGCATARCGARAAGT

* * * * * * * * * % * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
GIGGAGCTGICTGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGT CCAGCCTGCCCTTTTGACAA( TCACTCAGGGTGACCTTARAACTGACTACACCCCTTTCACAGGGAATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGAAG
L N R R N N NN RN NN RN E RN RN RN
GIGGAGCTGTCTGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACAA TCACTCAGGGTGACCTTARRACTGACTACACCCCTTTCACAGGGRATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGAAG

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
GAGGTGTCCAACTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGGGCCTGGGTTGGAGGCTCTCTGTARACAGGAGGGAGAGCTGGACCGGAGGAGCGTGATCTICTCCTCCAGCGCTTGTGACCARGTGAGCACCTCGGTGCATTICTTATICTGEGE
L R N R R R R R R AR RN NN NN AN R NN
GAGGTGTCCAACTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGGGCCTGEGTTGGAGGCTCTCTGTARAC CTGGACC! GTGATCTTCTCCTCCAGCGCTTGTGACCARGTGAGCACCTCGGTGCATTCTTATICTGGG

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * % * * * * * * %

GTGAGCAGTTTGGACAAAGACCTCTCTGAGCCGGTGCCAARGGGTCTGTGGGTGGGRAGCCGECCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGETGGGCTGATGGCCGACCACTTGCCAGGAAGGATGCGGCCCAACACCAGCTGE

FEEELEEREEEER R bbb e e e e e e e e e e e e e ek e e e e e e bbb e e et

GIGAGCAGTTTGGACAAAGACCTCTCTGAGCCGGTGCCARA TGTGGGTGGGAGCCGGCCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGETGGGCTGATGGCCGACCACTIGCCAGGARGGATGCGECCCAACACCAGCTGC
* * * * * *

% * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *

CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGEEAGCGEEEECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGIGAGTICTCCTCCTCGCCCTGT
L R NN RN RN

CCGGTACCAATCARAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGEEAGCGEEEECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGIGAGTTICTCCTICCTCGCCCTGT
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *

TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGAATGTACAACCAAGTGCGECCCCARRATTARATGTGAGCAGTCTTATGGAACCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAL

L R R R R R RN RN RN RN RN NN RN R RN

TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGARCATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACAACCAAGTGCGGCCCCARRTTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGAAGCAGAC
* *

* * * * * % * * * * * * %

* * * * * * * * * * * * * * *
AGTGAGTCGTGTCCTGTGCAGGACAGGGEGCCAGEAGETARAACTTCCTTITCCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGAACGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACRAGCTAACCTCAGAACAGT TAGAGTTTATTCATGATGIC
L R R R R R R R R R R R R R R R R R N RN RN NN RN
AGTGAGTCGTGTCCTGTGCAGGACAGGGECCAGGAGETARAACTTCCTTTICCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGARCGATTTCCAGATGATGAT TARAATGCACAAGCTAACCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGIC

% * * * * * * % * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGL ’"‘"GGAAi(.‘IGGACIGTATTCAGAATTTAGAA‘IGIGAAATCCGCAAAT'IGG'IGTGIGAGAAAGAGAAACIGITGTCAGAGAGGAATCAACIGAAAGCATGCATGGGG
[N NN RN RN R NN NN (NRNRRANY

CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARAAGGAR-CTGGACTGT!
* * * * * *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za sredinu sekvence BACH2

1200

1350

1500

648

1650

1950

1098

2100

1157

Slika 23. Referentna sekvenca BACH2 usporedena je sa sekvencom sintetiziranom pocetnicom Kkoja

prianja na sredinu sekvence BACH2 ugradene u plazmid pET28a-6xHis-BACH?2 izoliran iz klona 28.

Dobivena sekvenca identi¢na je referentnoj BACH2 od 872. nt do 2000. nt.
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* * * * * * * * * * * * * * *
1501 CCGGTACCAATCAAAGTCTIGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGGGAGCT! CTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTICTCCTCCTCGCCCTGT

peeereereerrecleocecrnBeocccoreorerreeecccconeBeoccoBoBoBoccmeoccocccceccnreereerececerreeeerecccn BB oo eeeoeenennnng
317 CCGGTACCAATCARAGT-TGCCCTCGTTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGATTTCCAGTTCTTGTTCTT-CTATTCCTACGCGGAGGACGGGAGCGGGGGCTCACCCTGCAGCTICCTTTTTTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCTGT
* % % * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *

1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGEARTGTACAACCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGARGCAGAC

L L NN RN R RN

465 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTITGCCACAGARCATCAGGARCCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACARCCARGTGCGGCCCCAARTTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCAACTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTICTCGGAAGCAGAC
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *

1801 AGTGAGTCGIGICCIGIGCAGGACAGGGGC CAGGAGGTARRACTICCTTTTICCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGARCGATTTCCAGATGATGATTARRATGCACAAGCTAACCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTICATGATGTIC

(RN RN RN RN R RN AR R RN R RN R R RN AR R R AR RN RN

615 AGTGAGTCGTGTCCTGTGCAGGACAGGGGCCAGGAGGTARRACTTCCTITICCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCAAGGARCGATTTCCAGATGATGATTARRATGCACARGCTAACCTCAGARCAGTTAGAGTTTATTCATGATGTC
* * * * * * * * * * * * *

* *

* * * * * * * * * * % * * * *

1951 CGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGECCCAGCGCTGCCGCARRAGGARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARAGAGARACTGTTGTCAGAGAGGARTCAACTGARAGCATGCATGEEE

L O R A R R R R R R RN NN R RN NN AR RN RN RNN

765 CGACGGCGCAGCARGARCCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARRAGGARACTGGACTGTATTCAGARTTTAGRATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARAGAGARACTGTTGT AGAGGAATCAACTGARAGCATGCATGGGG
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *

2101 GAACTGTTGGACAACTTCTCCIGCCTTTCCCAGGAAGTIT GACATCCAGAGCCCCGAGCAGATC TGCATCGGTATTGCCCIGTCCTCAGACCCATGGACTT GGCCT GTATTA T TTGGGT

L R R R R N R R RN RN R R N R RN RN E AR RN
915 GAACTGTTGGACAACTICICCIGCCTTTCCCAGGAAGTTTGCCGAGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCCAGGCCCTGCATCGETATIGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGCCCACGGCCTCCAGTATTAACCCTGCGCCCTIGGRT
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
2251 GCTGAGCAGAACATTGCGGCCTCCCAATGCGCAGTGGGGGARAACGTGCCCTGCTGCTTGGAGCCAGGCGCGECTCCCCCCGGACCCCCCTGEECACCCAGCARCACCTCCGAGRATTGTACCTCTGGGAGGAGACTAGAAGGCACTGAC
R RN R NN NN RN RN AR RN RN RN RN
1065 GCTGAGCAGAACATTGCGGCCTCCCAARTGCGCAGT ARACGTGCCCTGCTGCTTGGAGC GGCTCC CGGA CTGC \CCCAGCAACACCTCCGAGAATTIGTACCTCTGGGAGGAGACTAGAAGGCACTGAC
% * * * * * * * * * * % * * *
* * * * * * * * * * * *
2401 CCGGGRACCTICTCAGAGAGAGGACCTCCICTIGAACCCAGGAGCCARRCAGTGACCGTGGACTICTGCCAGGARATGACTGATAAGTGTACARCTGACGRACAGCCCAGGARAGATTATACCTAG
RN R R R AR NN NN AR RN RN RN RRANA AN
1215 CCGGGAACCTTCTCAGA GACCTCCTCTTGAACCCAGGAGCCAAACAGTGACCGTGGACTTCTGCCAGGARATGACTGATAAGTGTACARCTGACGARCAGCCCAGGARAGATTATACCTAGCTCGAGCACCACCACCACCACCAC
* * * * * * * * * * * * * * *
2526 2526

1365 TGAGATCCGGCTGCTAACARAGCCCCGARAGAAG!
* * *

GGATTCCCCCARAC 1414
* *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za terminator T7

1650

1800

614

1950

2250

1064

2400

1214

2526

1364

Slika 24. Prikaz sekvence sintetizirane poc¢etnicom koja prianja na terminator T7 u plazmidu pET28a-

6xHis-BACH2 izoliranog iz klona 28 i referentne sekvence BACH2. Dobivena sekvenca pocinje sa

sintezom 73 nt nakon kodona za kraj sekvence BACH2 (podcrtan crvenom linijom), a identi¢na je

referentnoj sekvenci BACH2 od njenog kraja do 1626. nt.

Sekvenciranjem plazmidne DNA pET28a-6xHis-BACH2 izolirane iz klona 30 dobivene su tri

sekvence koje su poravnate s referentnom sekvencom BACH2 (baza podataka NCBI).

Sekvenca dobivena prianjanjem pocetnice na uzvodnu sekvencu plazmida pET28a-6xHis

dokazuje da se kodiraju¢a sekvenca gena BACH2 ugradila u vektor u ispravnom okviru

Citanja s kodonom pocetka translacije i sekvencom za oznaku 6xHis (Slika 25). U navedenoj

sekvenci i u druge dvije sekvence su, kao i u sekvencama sintetiziranim sekvenciranjem

plazmida izoliranog iz klona 13, prisutne mutacije nastale greSkom DNA polimeraze

Sto

potvrduje izostanak mutacija u sekvencama sintetiziranima s dvije razli¢ite pocetnice (Slika

25, 26 i 27).
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1 23

1 GACTGAACGCTCATTCCCTCTAGRATAATTITGTTITAACTTTAAGA TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCARATGGEG 150
—— e ———# R 8 E R R R R e e A s e e
* * * * * * By * * B % * B % *
* * * * * * * * * * * * *

1 ~ATGTCTGTGGATGAGRAGCCTGACTCCCCCATGTATGTGTATGAGTCCACAGTCCACTGCACCAACATCCTCCTGGGCCTCARTGACCAG ARARAR TATTCTCTGTGACGIGACTTTGATCGTGGAGAG 134
FECREREEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

151 I;CQC’GGA.TCC’GAA’TTCE(::TCIGTGGATGAGAAGCCTGACICCCCCATGTATGTGTATGAGTCCACAGTCCACIGCACCAACATCC[F TGG TCAATGACCAGCGGARARR TATTCTCTGIGACGTIGACTTTGATCGTGGAGAG 300

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
135 GAAGGAGTTCCE CCACCGGGCTGTGCTGGCCGCATGCAGTGAATATTTTTGGCAGGCGCTGGTTGGACAGACARAARATGATTTGGTGGTCAGCTTGCCTGAGGAGGT CACAGCCAGGGGCTTTGGGCCGCTGTTACAGTTTGCCTA 284
FECEERREER R e e e bbb e e et e e e e e e e e e e et e e et e e e e e et
301 GRAGGAGTTCCGGGCCCACCGGGCTGTGCTGGCCGCATGCAGTGARTATTTTTIGGCAGGCGCTGETTGGACAGACARARAATGATTTGGTGGTCAGCTTGCCTGAGGAGGTCACAGCCAGGGGCTTTGGGCCGCTGTTACAGTITGCCTA 450

% * * * * * * * * * * * % * *

* * * * * * * * * * * * * * *
285 CACTGCCAAGCTGTTACTCAGCAGAGAAAACATCCGCGAGGTCATCCGCTGTGCTGAGTTCCTGCGCATGCACAACCTGGAGGACTCCTGCTTCAGCTTCCTGCAGACCCAGCTCCTGARCAGTGAGGATGGCCTGTTTGTGTGCCGGAR 434
L L R R R R R R R R R RN RN RN NN R NN RN RN NN R RN AR
451 CACTGCCAAGCTGITACTCAGCAGAGAAAACATCCGCGAGGTCATCCGCTGTGCTGAGTTCCTGCGCATGCACARCCTGGAGGACTCCTGCTICAGCTTCCTGCAGACCCAGCTCCTGAACAGTGAGGATGGCCTGTITGTIGTGCCGGRA 600

% * * * * * * * * * * * % * *

* * % * * * * * % * * * * * *
435 GGATGCTGCGIGCCAGCGCCCACACGAGGACTGCGAGAACTCIG AGAGGAGGAGGATGAA GATGGATTCAGAGACGGCCAAGATGGCTT CAGGGACCAGATGCTTCCAGAGCCCATCAGCTTTGAGGCCGC 584
|\|1I|II\|\||||H\||I|ll\H|III\|1||||\|\|I||II\||||\I\Il|I||\H||||H]||KIH\||I|ll\||||ll\|1|II|\H||||[I\I|||H\Il||ll\IlI|IHHIIIIIIHIIIH\HIH
601 GGATGCTGCGT CAGCGCCCACACGAGGACTGL! nrz\zx("\'c'[(‘ A ATGAAGAGGAGGAGA (‘ATGGAITCAGAGACGG"CAAGATGGC[IGCCCCAGGGACCAGATG"’II\.CAGAGCCCAICAG"TIIGAG’&CCGC 750

* * * %
* * % * * * * * * * * * * * *

585 CGCCATCCCCGTAGCAGAGAAGGAAGAAGCCCTGCTGCCCGAGCCTGACGTGCCCACAGACACCAAGGAGAGCTCAGAARAGGACGCGTTARCGCAGTACCCCAGATACARGARATACCAGCTTGCATGTACCARGAATGTCTATAATGC 734
LI O R R R NN NN RN R AR RN
751 CGCCATCCCCGTAGCAGAGAAGGAAGAAGCCCTGCTC ¢ CTGACGTGCCCACAGACACCAAGGAGAGCTCAGARARGGACGCGTTAACGCAGTACCCCAGATACARGARATACCAGCTTGCATGTACCARGAATGTCTATARTGC 900

* * * * * * % * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
735 ATCATCACACAGTACCTCAGGTTITGCRAGCACATIC AGATAACTCTAGCAACAGCCTCAAGCCGGGGCTTGCCAGGGGECAGATTARRAGTGAGCCGCCCAGTGARGAGRATGAGGRAGAGAGCATCACGCTCTGCCTGTICTGE 284

FEERERREEREE e e bbbt e bbb e e e e e e e e e et e e e e e e e et
901 ATCATCACACAGTACCTCAGGTTITGCAAGCACATTCCGGGAAGATAACTCTAGCARCAGCCTCARGCCGGEECTTGCCAGGEEECAGATTARRRGTGAGC! CAGTGAAGAGAATGAGGA AGCATCACGCTCTGCCIGTCTGG 1050

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
885 AGATGAGCCIGACGCCAAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGARACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGEEECCGCCTGCCTGEAGAGATCCAGGAGCGTGECCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCICTGTT 1034
IIIIIHIII||\I\||||H\IIII[IH]IIIHI]IIIHI\IIIIH\IIIIII\||IlllH]llll\l\lIIHIHIIHI\IlIIIHI!||||\I\lIIIHHIIIHIHIIIII\I]IIII\I\IIIHHIIIIIHI

1051 AGATGAGCCT GACGCCAAG-.:ACAGAGCGGGG"ATGTCGAGAIG\:ACCGGAAACAGCC\.AGCCTTGCCCT TAC CCAACGG -CCCAGCT! GGGGCCGCCT GCCTG"AAIAGATCCAGGAACGIGGCC’I \.GCCC'I 'CCTGCT: TABGGIC CIGTT 1198

*

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za uzvodnu sekvencu pET28a

Slika 25. Prikaz referentne sekvence BACH2 usporedene sa sekvencom dobivenom prianjanjem
pocetnice za uzvodnu sekvencu vektora pET28a na pET28a-6xHis-BACH2 izoliranog iz klona 30.
Sintetizirana sekvenca pocinje 166 nt prije pocetka sekvence BACH2, a prikazuje polozaj kodona za
pocetak translacije i pocetak sekvence BACH2 (podcrtane crvenom crtom) te sekvencu oznake 6xHis
(podcrtana crnom crtom). Od kodona za pocetak translacije do kodona za pocetak BACH2 su, radi
potvrde ugradnje BACH2 u konstrukt u ispravnom okviru Citanja, crvenim rombovima oznaceni
tripleti nukleotida. Ugradena sekvenca BACH2 identi¢na je referentnoj od 1. do 947. nt referentne

sekvence.
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* * * * * * * * * * * * * *
751 TCAGGTTTTGCARGCACATTCCGGGAAGATAACTCTAGCAACAGCCTCAAGCCGGGGCT TGCCAGGGGGCAGAITAAAAGTGAGCCGCCCAGTGAAGAGAAIGAGGAAGAGAGCAICACGCiICT GCCTGTCTGGAGATGAGCCTGACGC 899
(RN (RN R RN AE

12 TCACGCGTICTGCCTGICTGGAGATGAGCCTGACGC 47
* * *

* * * * * * * * * * * * * * *
900 CAAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGARACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGEEGCCGCCTGCCTGGAGAGATCCAGGAGCGTGECCTCGCCCTCCTGCTTAAGGTCTCTGTTCAGCATAACGAARAG 1049
L O O R R R A R R R R R R NN RN RN RRE
48 CRAAGGACAGAGCGGGGGATGTCGAGATGGACCGGAAACAGCCCAGCCCTGCCCCTACCCCCACGGCCCCAGCTGEEECCGCCTGCCTGGAGAGRATCCAGGAGCGTGGCCTCGCCCTCCTGCTTARGGTCTCTGTTICAGCATARCGARARG 197

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1050 TGTGGAGCTGTCTGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACAA TCACTCAGGGTGACCTTARRACTGACTACACCCCTTTCACAGGGAATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGAR 1199
L R R RN RN AN AR RN RN
198 TGTGGAGCIGICTGGCCTGCCCAGTACATCTCAGCAGCACTTTGCCAGGAGTCCAGCCTGCCCTTTTGACAAGGGGATCACTCAGGGTGACCTTARAACTGACTACACCCCTTTICACAGGGAATTATGGACAGCCCCACGTGGGCCAGAR 347

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * % * * * * *
1200 GGAGGTGTCCRACTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGGGCCTGGETTGEAGGCTCTCTIGTARACA CTGGACCGGA TGATCTICTCCTCCAGCGCTTGTGACCAAGTGAGCACCTCGGTGCATTICTIATICTGG 1349
FELEEERREEE R e e e bbbt et e e bbb e e e bbb e et e bbb e e bbb e
348 GGAGGTGICCAACTTCACCATGGGGTCGCCCCTCAGGGGGCCTGGGTIGGAGGCTCTCTGTARACAGE CTGGACCGGAGGAGCGTGATCTTCTCCTCCAGCGCTIGTGACCARGTGAGCACCTCGGTGCATICTTATICTGG 497
* * * % * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *

1350 GGIGAGCAGTTTGGACARAGACCICTCTGAGCCGGTGCCARAGGETCTGTGGGTGGGAGCCGECCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGETGEECTGATGGCCGACCACTTGCCAGGARGGATGCGGCCCAACACCAGCTG 1499
L O A R R R R NN RN RN RN RN AR AR AR RN RN RAN
498 GGTGAGCAGTTTGGACAAAGACCTCICIGAGCCGETGCCRAAGGGTCTGTGGGTGEEAGCCGGCCAGTCCCTCCCCAGCTCGCAGGCCTACTCCCACGGTGGGCTGATGGCCGACCACTTGCCAGGAAGGATGCGGCCCARCACCAGCTG 647

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1500 CCCGGTACCARTCARAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTIGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTCCTATTICCTACGCGEAGGACGGGAGCGGGGECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTICTCCTCCTCGCCCTG 1649
L R R R R R R R R RN RN RN RN
648 CCCGGTACCAATCRAAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTTICCTATICCTACGCGGAGGACGGEAGCGGGGECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCTCCTCCTCGCCCIG 797

* * * * * * * * * * % * * * *

* % * * * * * * * * * * * * *
1650 TTCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGAATGTACAACCAAGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCAACTCCAGTGACGAATCCGGATCGTTCTCGGARGCAGR 1799
FECLTEERER et e e bbbt e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e et
798 TTCCCAGGGAGCCAGATTCCTTIGCCACAGAACATCAGGRACCAGGCCTGATGGGAGATGGAATGTACARCCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGRAGCAGR 947

* * % * * * * * * * % * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1800 CAGTGAGTCGIGTCCIGTGCAGGACAGGGGCCAGGAGGTAAARCTTICCTTTTICCTGTAGATCAARTCACAGATCTTCCAAGGARCGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACAAGCTAACCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTICATGATGT 1949
L O R R R R R R R R R RN AR NN AR R RN

948 CAGTGAGICGIGTCCTGTGCAGGACAGGGGCCAGGAGGTARAACTTCCTTITICCTGTAGATCAAATCACAGATCTTCCAAGGAACGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACARGCTARCCTCAGAACAGTTAGAGTTTATTCATGATGT 1097
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * % *
1950 CCGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARRAGGARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGTGT -GAGARAGAGARACTGTTGTCAGAGAGGARTCAACTGARAGCATGCATGE 20928
|I||I|III|I||IlI[I|I||IIHIII|II|IlIlIIII|IlIKIIIIIIlIII||||I|I1I|I||IIHI!I||III!III|II|IiIIIIIIIIIIII|I||||III|I||I|I1I|IIIIlIlIIIIIIIHIIIIIIIIII
1098 CCGACGGCGCAGCAAGAACCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARRRAG-ARACTGGACTGTATTICAGAATTTAGRATGTGARRTCCGCARATTGGTG-GTGGAGARAGAGARACTGTTGTCARA-RAGARTCARCTGARA-CATGCATGE 1243

* * * * * % * * * % * * * * *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za sredinu sekvence BACH?2

Slika 26. Sekvenca dobivena pocetnicom koja prianja na sredinu sekvence BACH2 ugradene u
plazmid pET28a-6xHis-BACH2 izoliranog iz klona 30 usporedena je s referentnom sekvencom
BACH?2. Sintetizirana sekvenca identi¢na je referentnoj sekvenci BACH2 od njenog 872. nt do njenog
1997. nt.
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* * * * % * * * % * % * * * *
1501 CCGGTACCAATCAAAGTCIGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGCTCCTGCTCTICCTATICCTACGCGGAGGACGGGAGCGGGGECTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTCICCTCCTCGCCCTGT 1650
FECLCUEEEEE L e reeeerrerer e reeere e B o LR LR

349 CCGGTACCARTCAAAGTCTGCCCTCGCTCACCCCCCTTGGAGACCAGGACCAGGACTTCCAGTTCCTGTTCTTCCTATTCCTACGCGGAGGACGEEAGCGGGGGCTCACCCTGCAGCCTCCCTCTCTGTGAGTTICTCCTCCTCGCCCTGT 498
* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * * * * * * * % * * * *
1651 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGRAACATCAGGAACCAGGCCTGATGGGAGATGGARTGTACARCCARGTGCGGCCCCARATTARATGTGAGCAGTCTTATGGARCCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTTCTCGGARGCAGAC 1800
L R R R R R RN NN RN AR R RN R RN
499 TCCCAGGGAGCCAGATTCCTTGCCACAGARCATCAGGAACCAGGCCTGATGGEAGATGEARTGTACARCCARGTGCGGCCCCARRTTARATGTGAGCAGTCTTATGGAACCARCTCCAGTGACGARTCCGGATCGTICTCGGARGCAGAC 648

* * * % * * * % * * * * * * *

* * * * * * * * * * * * * * *
1801 AGTGAGICGTGTCCTGTGCAGGACAGGGGCC AGGAGGTARRACTTCCTTTTCCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCARGGARCGATTTCCAGATGATGATTARARTGCACRRAGCTAACCTCAGRACAGTTAGAGTTTATTCATGATGTIC 1950
L R R R R R R N R R R R R RN AR AR AR RN RN
649 AGTGAGTCGTGICCTGTGCAGGACAGGGGCCAGGAGGTARRACTTCCTTTTCCTGTAGATCARATCACAGATCTTCCAAGGAACGATTTCCAGATGATGATTARAATGCACAAGCTAACCTCAGARCAGTTAGAGTTTATTCATGATGIC 798

* * * * * * * * * * * * * * *

* * * * % * * * % * * * % * *
1951 CGACGGCGCAGCRAGARCCGCATCGCGGCCCAGCGCTGCCGCARAAGGARACTGGACTGTATTICAGARTTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGIGT 2 GRAACTGTTGTCAGAGAGGAATCARCTGARAGCATGCATGGGG 2100
FELELEREEEE et b e bbb bbb e e e et e et et et e e e et e e e e et
799 CGACGGCGCAGCARGAACCGCATCGCGECCCAGCGCTGCCGCARAAGGARACTGGACTGTATTCAGAATTTAGAATGTGARATCCGCARATTGGTGTGTGAGARAGAGARACTGTTGTCAGAGAGGAATCAACTGARAGCATGCATGGGE 948

* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2101 GRACTGIT CARCTTCTCCTGCCTIT GGAAGTTTGCCGAGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCCAGGCCCTGCATCGETATTGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGC! TCCAGTATTAA T CTTIGGGT 2250
L e R R R R R N R N RN AR RN NN RN
949 GAACTGTTIGGACAACTTCTCCTGCCITICCCAGGAAGTTTGCCGAGACATCCAGAGCCCCGAGCAGATCC TGCATCGGTATIGCCCTGTCCTCAGACCCATGGACTTGCCCACGGCCTCCAGTATTAACCCTGCGCCCTTGGET 1098
* * * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * * * * *
2251 GCTGAGCAGARCATTGCGGCCTCCCARTGCGCAGTGGGGGARRACGTGCCCTGCTGCTTIGGAGCCAGGCGCGECT C CCCCCTGGGCACCCAGCRACACCTCCGAGARTTGTACCTCTGGGAGGAGACTAGRAGGCACTGAC 2400
\IH\II]I\IH[IIII\I\I\IIII\I\HIIIIJHI\IIII\IH\HII]I\I!HIIII\IH\IIII\I\I\IIII\I\I\IlII]I\I\I[II]I\I\HIIII\I\I\IIII\I\I\IlIIII\I\I[IIJI\I\I[II]I
1099 GCTGAGCAGAACATT CTCCCARTGCGCAGT ARACGTC TGCTGCTTGGAGCCA! ACC CT CCCAGCAACACCTCCGAGAATTGTACCICTGGG. AGACTAGRAGGCACTGAC 1248
* * * * * * * * * * * * * *
* * * * * * * * * * * *
2401 CCGGGAACCTICT GAGAGG TCCTCTTGRACCCAGGAGCCARACAGTGACCGTGGACTICTGCCAGGARATGACTGATAAGTGTACAACTGACGAACAGCCCAGGRAAGATTATACCTAG 2526

RN RN AR R NN NN RN RN RN RNRNRRAAAN
1215 CCGGGAACCTTICT CAGAGGACCTCCTCTTGARCCCAGGAGCCARRCAGTGACCGTGGACTTCTGCCAGGAARTGACTGATAAGTGTACAACTGACGAACAGCCCAGGRARGATTATACCTAGCTCGAGCACCACCACCACCACCAC 1364

* * * * * * * * * * * * * * *

2526 2526

1365 TGAGATCCGGCTGCTAACARAGCCCCGARAGAAGGCGGATTCCCCCARAC 1414

* * * * *

1. red - referentna sekvenca BACH2
2. red - sekvenca dobivena pocetnicom za terminator T7

Slika 27. Referentna sekvenca BACH2 poravnata je sa sekvencom sintetiziranom pocetnicom za
terminator T7 koji se nalazi u konstruktu pET28a-6xHis-BACH2 izoliranog iz klona 30. Dobivena
sekvenca identicna je referentnoj od kodona koji oznacava kraj translacije sekvence BACH2

(podcrtano crvenom crtom) do 1570. nt.

4.2. Provjera ekspresije proteina u bakterijskim i animalnim stanicama
4.2.1. Provjera ekspresije proteina 6xHis-BACH?2

Klon 19 plazmida pET28a-6xHis-BACH?2 koriSten je za indukciju sinteze proteina 6xHis-
BACH2, ocekivane veli¢ine 96,4 kDa (prema alatu za racunanje molekularne teZine proteina
na Science Gateway), u bakterijskim stanicama Rosetta dodatkom IPTG-a. Na veli¢ini 90-100
kDa nije uoCena vrpca koja bi oznacavala sintetiziran protein 6xHis-BACH2 u stanicama
induciranim IPTG-om. Lizati stanica s induciranom sintezom proteina (oznaka 1 i 2) za
razliku od stanica bez dodanog IPTG-a (oznaka K) na 8 %-tnom gelu za razdvajanje sadrze
dodatnu vrpcu s proteinom 6xHis-BACH2 velicine ispod 130 kDa detektiran skalom veli¢ine

markera za proteine (Slika 28).
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Koncentracija IPTG e ————

(mM) 0 0.3 0,6
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kDa
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—_

Slika 28. Za ekspresiju fuzijskog proteina 6xHis-BACH2 koristene su bakterijske stanice Rosetta koje
su inducirane IPTG-om. Lizati bakterija razdvojeni su na denaturiraju¢em poliakrilamidnom gelu. Na
gel su nanesene razgradene stanice s denaturiranim proteinima u volumenu 10 i 30 pl, a u jazicu
oznake 1N uzorak je nanesen u nepoznatom volumenu. Protein 6xHis-BACH2 veli¢ine oko 130 kDa
(oznacen strelicom) je sintetiziran s vektora pET28a-6xHis-BACH2 klona 19 nakon indukcije IPTG-
om u koncentraciji 0,3 (oznaka 1) i 0,6 mM (oznaka 2). Protein 6xHis-BACH2 nije sintetiziran u
kontrolnoj bakterijskoj kulturi (oznaka K) ili je pak sintetiziran u puno manjoj koli¢ini koju nije
moguce detektirati ovom metodom. Na gel je dodan marker za proteine (oznaka M, PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) ¢ija je skala veliina preuzeta s internetske

stranice proizvodaca.

4.2.2. Provjera prekomjerne ekspresije proteina FLAG-BACH?2

Protein FLAG-BACH2 eksprimiran je s plazmida pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 klonova 13
i 16 u ljudskim embrionalnim stanicama bubrega HEK293T u kojima je protein BACH2
endogeno eksprimiran (baza podataka THE HUMAN PROTEIN ATLAS). Ocekivana veli¢ina
proteina FLAG-BACH2 je 94,7 kDa (prema alatu za ra¢unanje molekularne tezine proteina na
Science Gateway), a ocekivana veli¢ina proteina BACH2 detektiranog koriStenim antitijelom
anti-BACH2 130 kDa (u podacima o proizvodu na stranici Cell Signaling Technology). Uz
protein BACH2 u uzorcima su detektirani dodatni proteini $to ukazuje na nespecifi¢nost
antitijela za protein BACH2. Na fotografskom filmu nitrocelulozne membrane inkubirane u
antitijelu anti-FLAG detektirana je oznaka FLAG u histonskoj varijanti macroH2Al1.1 s
oznakom FLAG veli¢ine oko 45 kDa te slab signal proteina FLAG-BACH?2 veli¢ine 130 kDa
u jazici s plazmidom izoliranim iz klona 13 i 16 (Slika 29). Slabiji signal proteina FLAG-
BACH2 u usporedbi sa signalom proteina FLAG-macroH2A1.1 moguca je posljedica slabije
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ekspresije proteina FLAG-BACH2 s konstrukta pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2. Signal
proteina FLAG-BACH2 moze biti slabiji i zato jer je navedeni protein veci od proteina
FLAG-macroH2A1.1 pa je i veca vjerojatnost greske tijekom transkripcije i translacije koja

dovodi do razgradnje nefunkcionalnih proteina.
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Slika 29. Prikaz rezultata analize Western blot. A Fotografski film membrane inkubirane u primarnom
antitijelu protiv oznake BACH2 (IB: anti-BACH2). B Prikaz membrane inkubirane u primarnom
antitijelu protiv oznake FLAG (IB: anti-FLAG). pCMV-Flag je oznaka za uzorak stanica HEK293T
transficiranih plazmidom pCMV-Tag2B-FLAG, Flag-BACH2 13 i 16 su oznake za stanice
transficirane plazmidom pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 klonova 13 i 16, a Flag-M1.1 oznaka za
stanice transficirane plazmidom s oznakom FLAG i kodiraju¢om sekvencom gena za histonsku
varijantu macroH2A1.1. Skala veli¢ina napravljena je prema markeru za proteine (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) sa skalom veli¢ine proteina preuzetom s

internetske stranice proizvodaca.
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5. Rasprava

Cjelogenomske asocijacijske studije otkrile su pleiotropnost povezanosti gena BACH2 s N-
glikozilacijom IgG-a te s brojnim autoimunim i upalnim bolestima povezanim sa starenjem.
Ovakvi rezultati sugeriraju da bi gen BACH2 mogao biti uklju¢en u regulaciju glikozilacije
antitijela IgG, te da bi alternativna glikozilacija mogla biti ukljuena u razvoj i tijek upalnih
bolesti povezanih sa starenjem. Bioinformaticka analiza provedena u grupi prof. Zoldo$
identificirala je nekoliko gena za galaktoziltransferaze, a koje imaju DNA element Maf za
vezanje transkripcijskog faktora BACH2. Istrazivanje provedeno u okviru ovog diplomskog
rada dio je opseznijeg istrazivanja uloge gena BACH2 u glikozilaciji 19G-a. Specifi¢ni cilj bio
je Klonirati i eksprimirati protein BACH2 u bakterijskim stanicama Rosetta te prekomjerno

eksprimirati ovaj proteina u animalnim stanicama HEK293T.

Kloniranje kodiraju¢e sekvence gena BACH2 u vektore pET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-
FLAG preduvjet je za ekspresiju proteina BACH2 u bakterijskim i animalnim stanicama, a
zapoc¢inje umnazanjem kodiraju¢e sekvence gena BACH2 s restrikcijskim mjestima za
restrikcijske endonukleaze EcoRI i Xhol. Umnazanje BACH2 popraceno je sintezom
nespecifi¢nih fragmenata radi kojih je BACH2 veli¢ine 2,5 kb (baza podataka NCBI) izrezana
direktno iz gela iz kojeg je potom prociS¢ena. Najveca koncentracija procis¢ene BACH2
izmjerena je nakon lancane reakcije polimerazom u koju je dodana komplementarna DNA
pripremljena pocetnicom oligo(dT) i nasumicnim heksamerima i koja je provedena pri
temperaturi prianjanja pocetnica od 53 °C. Procis¢ena sekvenca BACH2 je, kao i vektori
PET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-FLAG, razgradena restrikcijskim endonukleazama EcoRI i
Xhol. Koristene restrikcijske endonukleaze u sekvenci BACH2 i vektorima stvaraju tzv.
»ljepljive krajeve™ i omogucavaju ugradnju BACH2 u vektore na temelju komplementarnosti
baza. Radi provjere ispravne ugradnje gena BACH2 u vektore transformirane su stanice XL10
Gold. U transformiranim stanicama umnozZena je plazmidna DNA onih klonova u kojima je
lan¢anom reakcijom polimeraze u bakterijskim klonovima umnozena 2,5 kb velika sekvenca
BACH2, a na sekvenciranje su poslane one plazmidne DNA za koje je restrikcijskom
analizom u plazmidima utvrdena ugradnja gena BACH2. Sekvenciranjem dijela plazmidne
DNA oko ugradene sekvence BACH2 dokazan je njen ispravan nukleotidni slijed i njena
ugradnja u vektore u okviru ¢itanja s poc¢etnim kodonom za translaciju, sekvencom za oznaku
6xHis kodiranom u vektoru pET28a-6xHis odnosno sekvencom za oznaku FLAG kodiranom
u pCMV-Tag2B-FLAG te kodonom za STOP.
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Plazmid pET28a-6xHis-BACH2 omogucava ekspresiju proteina 6xHis-BACH2 u
bakterijskim stanicama Rosetta nakon dodatka IPTG u koncentraciji 0,3 i 0,6 mM. Ocekivana
veli¢ina proteina iznosi 96,4 kDa prema alatu za racunanje molekularne tezine proteina na
Science Gateway. Medutim nakon denaturiraju¢e poliakrilamidne gel elektroforeze, kojom se
proteini razdvajaju na temelju mase, u uzorcima s denaturiranim proteinima izoliranima iz
stanica s dodanim IPTG-om detektirana je veli¢ina proteina od 130 kDa. Ovakva razlika u
oc¢ekivanoj i detektiranoj veli¢ini proteina moguca je posljedica aminokiselinskog slijeda zbog
kojeg se stvara odredeni naboj na proteinu uslijed oblaganja proteina SDS-om te uzrokuje
promijenjenu pokretljivost proteina u gelu. Takoder je moguce da protein stvori kompleks,
unato¢ denaturirajuéim uvjetima. Literaturni podaci takoder svjedo¢e o promijenjenoj
pokretljivosti proteina BACH2 na denaturiraju¢im poliakrilamidnim gelovima, pa se stoga
ovakav rezultat uklapa u poznate rezultate drugih grupa (Ochiai i sur. 2008, Roychoudri i sur.
2016).

Prekomjernom ekspresijom proteina FLAG-BACH2 u stanicama HEK?293T, detektiran je
protein FLAG-BACH2 veli¢ine od 130 kDa. Detektirana veli¢ina odudara od ocekivane
veli¢ine proteina FLAG-BACH2 od 94,7 kDa, ali je identicna ocekivanoj veli¢ini proteina
BACH2 detektiranog antitijelom anti-BACH2 (u podacima o proizvodu na stranici Cell
Signaling Technology) koja pak odudara od o¢ekivane veli¢ine proteina BACH2 od 92,5 kDa
(baza podataka UniProt). Razlika u o¢ekivanoj i detektiranoj veli¢ini proteina nije posljedica

detekcije proteina antitijelom ve¢ provedbe denaturirajuce gel elektroforeze.

Prema svemu gore navedenom uspjeSno je provedeno kloniranje kodirajuc¢e sekvence gena
BACH2 kao i ekspresija proteina 6xHis-BACH2 u bakterijskim stanicama Rosetta i
prekomjerna ekspresija proteina FLAG-BACH2 u kulturi ljudskih embrionalnih stanica
bubrega HEK293T. Uspjesnost ovog eksperimenta omogucava provedbu daljnjih
eksperimenata. Proteinom 6xHis-BACH2 mogli bi se identificirati interakcijski partneri
proteina BACH2 putem afinitetne kromatografije na Ni-NTA agarozi u uvjetima in vitro i
direktna vezujuéa mjesta proteina BACH2 kojim on ostvaruje interakcije s drugim
proteinima. Plazmid pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2, koji omogucava ekspresiju proteina
FLAG-BACH2, u animalnim stanicama poput pomoc¢nickih i citotoksi¢nih limfocita T i
progenitorskih, prekursorskih i zrelih limfocita B u kojima je BACH2 prirodno eksprimiran
(Muto i sur. 1998, Tsukumo i sur. 2013) moze posluziti za vracanje funkcije proteina BACH2
nakon uklanjanja gena BACH2 iz genoma stanica ili prekomjernu ekspresiju proteina BACH2

u navedenim stanicama. Prekomjernom ekspresijom ili povratkom funkcije proteina BACH2
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mogli bi identificirati njegove interakcijske proteine, mjesto vezanja u genomu. Specifi¢no, u
istrazivanjima koja se provode u grupi prof. Zoldo$ u interesu je identificirati interakcijske
glikoziltransferaze kako bi se otkrila uloga BACH2 u glikozilaciji 1gG-a koja vodi njegovom
proupalnom karakteru zabiljezenom u razli¢itim upalnim bolestima poput reumatoidnog
artritisa (Ercan i sur. 2010), sistemskog lupusa eritematodesa (Vuckovi¢ i sur. 2015) i upalnih
bolesti crijeva (Trbojevi¢ Akmacic¢ i sur. 2015). Takoder, smatra se da bi uloga BACH2 u
senescenciji imunog sustava i upalnom odgovoru, ve¢ otkrivena u pomo¢nic¢kim limfocitima

T (Kuwahara i sur. 2014), mogla te¢i kroz regulaciju alternativne glikozilacije IgG-a.
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6. Zakljucak

U sklopu ovog diplomskog rada provedeno je kloniranje i ekspresija ljudskog proteina
BACH2 u bakterijskim stanicama Rosetta te prekomjerna ekspresija istog proteina u
animalnim stanicama HEK293T. Tijekom kloniranja, specificno lan¢ane reakcije
polimerazom, utvrdeno je bolje umnazanje kodiraju¢e sekvence gena BACH2 uz koristenje
komplementarne DNA dobivene iz limfoblastoi¢ne linije NALM-1 pocetnicama oligo(dT) i
nasumic¢nim heksamerima uz umnazanje BACH2 pri temperaturi prianjanja pocetnica od 53
°C ili uz koristenje cDNA dobivene pocetnicama oligo(dT) uz umnazanje BACH2 pri
temperaturi od 56 °C. Umnozena kodiraju¢a sekvenca gena BACH2 ugradena je u vektore
PET28a-6xHis i pCMV-Tag2B-FLAG restrikcijskim endonukleazama te je sekvenciranjem
rekombinantnih DNA dokazana ugradnja BACH2 u plazmide u ispravnom okviru itanja S
kodonom za pocetak translacije i oznakom 6xHis tj. FLAG te je dokazan ispravan
nukleotidni, a time i aminokiselinski, slijed ugradene BACH2. Odabrane rekombinantne DNA
koristene su za ekspresiju proteina BACH2 u bakterijskim stanicama Rosetta i za njegovu
prekomjernu ekspresiju u animalnim stanicama HEK293T. Nakon ekspresije u bakterijskim
stanicama denaturiraju¢om gel elektroforezom detektirana je veli¢ina proteina BACH2 od 130
kDa koja odudara od ocekivane veli¢ine proteina, ali je u skladu s poznatim rezultatima
drugih istrazivackih grupa koji svjedoCe o promijenjenoj pokretljivosti proteina BACH2 na
denaturiraju¢im poliakrilamidnim gelovima. Zbog promijenjene pokretljivosti proteina
BACH2 na denaturiraju¢im poliakrilamidnim gelovima je i nakon ekspresije proteina u
animalnim stanicama i provedbe analize Western blot na nitroceluloznoj membrani
antitijelima anti-BACH2 i anti-FLAG detektirana veli¢ina proteina BACH2 od 130 kDa.
Analizom Western blot dodatno je utvrdena nespecifi¢nost antitijela anti-BACH2 koje, uslijed
velike konzerviranosti podrucja detektiranog u ljudskom proteinu BACH2, na nitroceluloznoj

membrani detektira i druge stani¢ne proteine.

Na temelju gore navedenog mozemo zakljuciti da je kloniranje, kao i ekspresija ljudskog
proteina BACH2 u bakterijskim stanicama Rosetta i prekomjerna ekspresija proteina BACH2
u animalnim stanicama HEK293T, uspjesno provedeno te da pripremljene konstrukte pET28a-
6xHis-BACH2 i pCMV-Tag2B-FLAG-BACH2 kao i egzogeno uzgojene proteine 6xHis-
BACH2 i FLAG-BACH2 mozemo koristiti u daljnjim istrazivanjima.
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