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1. UvVOD
1.1. Proteini H-NS i StpA

Protein H-NS (od engl. histone-like nucleiod structuring) iz bakterije Escherichia coli je
sastavni dio bakterijskog nukleoida te sudjeluje u regulaciji ekspresije gena, rekombinaciji i
transpoziciji. Nespecificno veze DNA, ali pokazuje preferenciju za zakrivljene strukture i
sekvence bogate AT parovima baza (Durrenberger i sur., 1991). Protein H-NS ima 137
aminokiselina te je velik 15,5 kDa. Sastoji se od dvije domene, N-terminalne domene (NTD) i
C-terminalne domene (CTD), koje su povezane fleksibilnim linkerom (Slika 1). NTD se sastoji
od 4 a-heliksa i sudjeluje u stvaranju dimera i oligomera (Bloch i sur., 2003). CTD se sastoji
od dvije B-ploce, a-heliksa i 310 heliksa te veze jednolancanu i dvolan¢anu DNA. Za vezanje
DNA je najbitnija visoko konzervirana aminokiselinska sekvenca TWTXGRXP koja
prepoznaje sekvence bogate AT parovima baza te se veze u mali utor DNA (Gordon i sur.,
2011).

Interakcije glave Vezanje DNA
al o2 a3 ad B1 B2 b 3y
[ | I |
| [
H-NS N-terminalna domena H-NS C-terminalna domena

Slika 1. Shematski prikaz strukture proteina H-NS. N-terminalna domena se sastoji od 4 a-
heliksa i sudjeluje u stvaranju proteinskih interakcija. C-terminalna domena se sastoji od dvije
B-ploce, a-heliksa i 310 heliksa, te sudjeluje u vezanju DNA. Preuzeto i prilagodeno iz Grainger
(2016).

Oligomerizacija proteina H-NS s molekulom DNA rezultira formiranjem linearnih
nukleoproteinskih filamenata i premosc¢ivanjem DNA (engl. DNA bridging) — formiranjem
poveznica izmedu razli¢itih segmenata molekule DNA (Dame i sur., 2000). Strukture nastale
premosc¢ivanjem DNA su puno rigidnije u odnosu na nukleoproteinske filamente. Formiranje

nukleoproteinskih filamenata i premos¢ivanje DNA ovisi 0 koncentraciji magnezija u stanici,

1



gdje se pri koncentraciji magnezija manjoj od 5 mM formira nukleoproteinski filament, dok se
pri visim koncentracijama formiraju poveznice izmedu razli¢itih segmenata DNA. Povecanjem
ionske jakosti kalija iznad 200 mM i poviSenjem temperature na 37 °C protein H-NS disocira s
molekule DNA (Liu i sur., 2010). Vezanje proteina H-NS na DNA ima funkciju u
uspostavljanju strukture bakterijskog nukleoida i u regulaciji ekspresije gena. Protein H-NS je
globalni transkripcijski represor, iako neposredno moze biti i aktivator kada inhibira ekspresiju
drugih transkripcijskih represora (Ko i Park, 2000). Postoje dva mehanizma kojima protein H-
NS inhibira transkripciju gena. Vezanjem na promotor gena se¢ onemogucéava vezanje RNA
polimeraze i inicijacija transkripcije (Dame i sur., 2002), dok se vezanjem proteina H-NS

nizvodno od promotorske regije blokira elongacija transkripcije (Ma i sur., 2013).

Protein StpA (od engl. supressor of a td” phenotype) je paralog proteina H-NS s 58%
sli¢cnosti u aminokiselinskoj sekvenci (Zang i Belfort, 1992). Ima 134 amionokiseline i sastoji
se od NTD i CTD kao i protein H-NS. NTD sudjeluje u stvaranju dimera i oligomera, a CTD
veze DNA (Cusick i Belfort, 1998). Osim sli¢nosti u strukturi, proteini H-NS i StpA imaju
sli¢ne funkcije te se smatra da protein StpA sluzi kao rezerva za protein H-NS. Protein StpA se
veze na zakrivljene sekvence DNA te na regije bogate AT parovima baza, moze formirati
nukleoproteinske filamente ¢ime se inhibira ekspresija gena (Zang i sur., 1996). Za razliku od
proteina H-NS, protein StpA veze i RNA preko CTD, djeluje kao Saperon te tako regulira
ekspresiju gena na posttranskripcijskoj razini (Mayer i sur., 2007). Pri koncentraciji magnezija
nizoj od 5 mM protein StpA formira nukleoproteinske filamente s molekulom DNA, dok su pri
viSim koncentracijama magnezija prisutne proteinske interakcije izmedu dva nukleoproteinska
filamenta sto dovodi do kondenzacije bakterijskog nukleoida (Slika 2). Protein StpA ne formira
strukture nastale premos$¢ivanjem DNA. Na vezanje proteina StpA na molekulu DNA ne utjece
promjena ionske jakosti kalija u rasponu 50-300 mM niti promjena temperature u rasponu 23
°C-37 °C (Lim i sur., 2012). Formiranje nukleoproteinskog filamenta $titi DNA od degradacije
nukleazom DNaza | i restrikcijskim enzimom EcoKI jer protein StpA onemogucava interakciju

molekule DNA s nukleazama i restrikcijskim enzimima (Keatch i sur., 2005).
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Slika 2. Sli¢nosti i razlike u vezanju proteina H-NS i StpA na DNA. Pri niskoj koncentraciji
magnezija protein StpA formira nukleoproteinske filamente s DNA. Takoder, mogu nastati i
strukture u kojima protein StpA povezuje razliite segmente molekule DNA. Pri visoj
koncentraciji magnezija protein StpA moze formirati proteinske interakcije izmedu bliskih ili
udaljenih segmenata nukleoproteinskog filamenta. Za razliku od njega, protein H-NS pri niskoj
koncentraciji magnezija formira samo nukleoproteinske filamente, dok pri visokim
koncentracijama magnezija dolazi do premos¢ivanja izmedu segmenata molekule DNA.

Preuzeto i prilagodeno iz Lim i sur., 2012.

Unato¢ velikoj sli¢nosti u strukturi i funkciji, regulacija ekspresije gena hns i stpA je
razli¢ita. Ekspresija gena hns se aktivira proteinima CspA (od engl. cold-shock protein A) (La
Teana i sur., 1991) i FIS (od engl. factor for inversion stimulation) (Falconi i sur., 1993), dok

se ekspresija gena stpA aktivira proteinom Lrp (od engl. leucine-responsive regulatory protein)



(Sonden i Uhlin, 1996). Proteini H-NS i StpA negativno autoreguliraju ekspresiju svojih gena
(Slika 3). Protein H-NS inhibira ekspresiju gena stpA, a protein StpA inhibira ekspresiju gena
hns (Sonden i Uhlin, 1996). Protein H-NS ne mozZe inhibirati ekspresiju gena StpA u uvjetima
velike ionske jakosti kalija i pri temperaturi vec¢oj od 37 °C jer tada disocira s molekule DNA
(Liu i sur., 2010). Ekspresija gena hns i stpA ovisi i 0 temperaturi, gdje je ekspresija gena hns
3-4 puta veca na 10 °C u odnosu na 37 °C (La Teana i sur., 1991), dok je ekspresija gena stpA
dva puta veéa na 37 °C u odnosu na 26 °C (Sonden i Uhlin, 1996). U laboratorijskim uvjetima
gen hns ima puno vecu ekspresiju u odnosu na gen StpA (Zhang i sur., 1996). Osim na razini
transkripcije ekspresija proteina StpA je regulirana i na posttranslacijskoj razini (Slika 3) putem
proteaze Lon koja u potpunosti degradira protein StpA u bakterijskim sojevima bez gena hns.
Smatra se da proteini H-NS i StpA formiraju heterodimere gdje protein H-NS stiti protein StpA
od degradacije proteazom Lon. Iz tog razloga veéina proteina StpA u stanici je u obliku

heterodimera s proteinom H-NS (Johansson i Uhlin, 1999).

Degradacija
l \ /l'_ =

proteaze Lon
v v v

Ciljani geni Ciljani geni Ciljani geni

Slika 3. Shematski prikaz regulacije ekspresije gena hns i stpA. Proteini H-NS i StpA negativno
autoreguliraju ekspresiju vlastitih gena. Protein H-NS inhibira ekspresiju gena stpA, a protein
StpA inhibira ekspresiju gena hns. Proteaza Lon degradira protein StpA koji se nalazi u obliku

homodimera. Preuzeto i prilagodeno iz Johansson i Uhlin (1999).



1.2. Epistatski i unilateralni geni

Protein H-NS regulira ekspresiju 20% gena u genomu E. coli. Mutacije u genu hns imaju
pleiotropni u¢inak na bakteriju. Dolazi do promjena u ekspresiji gena i rekombinaciji, smanjuje
se mobilnost bakterije te se povecava ucestalost delecija u nukleoidu (Higgins i sur., 1990). U
laboratorijskim uvjetima sojevi s mutacijom u genu hns sporije rastu u odnosu na divlji tip.
Protein StpA moze samo djelomi¢no kompenzirati nedostatak proteina H-NS. Kada se u Ahns
mutant unese mutacija proteaze Lon dolazi do povecanja koli¢ine proteina StpA u stanici, ali
bakterije svejedno sporije rastu u odnosu na divlji tip (Johansson i Uhlin, 1999). Bakterijski
sojevi s mutacijom u genu stpA ne pokazuju promjene u brzini rasta u odnosu na divlji tip, dakle
protein H-NS mozZe u potpunosti kompenzirati nedostatak proteina StpA (Zhang i sur., 1996).
Bakterijski sojevi u kojima su mutirana oba gena, hns i stpA, rastu puno sporije u odnosu na
jednostruke mutante. Dvostruki mutanti imaju dulju logaritamsku fazu rasta te se prestanu
dijeliti pri nizoj opti¢koj gustoc¢i u odnosu na jednostruke mutante i divlji tip (Srinivasan i sur.,
2013). Ovakvi rezultati ukazuju da proteini H-NS i StpA imaju preklapajuce, ali i razli¢ite uloge
u stanici, te su oba proteina potrebna za normalan rast bakterije i za regulaciju ekspresije gena
(Sonden i Uhlin, 1996).

ChIP (kromatinska imunoprecipitacija) analizom je utvrdeno da se proteini H-NS i StpA
vezu na ista mjesta u genomu U divljem tipu, ali u sojevima s mutiranim genom hns protein
StpA se ne veze na 66% mjesta u genomu u odnosu na divlji tip. U sojevima s mutiranim genom
stpA ne dolazi do promjena u vezanju proteina H-NS na genom (Uyar i sur., 2009). Temeljem
ovih rezultata geni su podijeljeni na unilateralne i epistatske gene, gdje su unilateralni geni oni
¢ija je ekspresija regulirana samo proteinom H-NS, a epistatski geni su oni ¢ija je ekspresija
regulirana proteinima H-NS i StpA (Srinivasan i sur., 2013). Unilateralni geni imaju mali udio
regija bogatih AT parovima baza, koje prepoznaje protein H-NS, te im je poveéana ekspresija
u Ahns mutantu. Epistatski geni imaju puno vise regija bogatih AT parovima baza u odnosu na
unilateralne gene. U Ahns mutantu ne dolazi do promjene u ekspresiji epistatskih gena zato jer
tada protein StpA regulira njihovu ekspresiju. Ekspresija epistatskih gena se povecava samo u
dvostrukom mutantu Ahns AstpA. U divljem tipu stanica ekspresija unilateralnih i epistatskih
gena je vrlo mala posto su proteini H-NS i StpA transkripcijski represori. U dvostrukom
mutantu Ahns AstpA dolazi do povecanja ekspresije unilateralnih i epistatskih gena, s time da
je ekspresija epistatskih gena puno veca u odnosu na ekspresiju unilateralnih gena (Srinivasan
i sur., 2013). Do sada je otkriveno oko 600 unilateralnih i 350 epistatskih gena. U ovom radu

se proucava funkcija epistatskih gena: cbl, cspA, dnakK, groL, htpG, rnc i sodA.



Protein Cbl (od engl. cysB-like) je transkripcijski faktor koji regulira ekspresiju gena
potrebnih za regulaciju razine sulfata u stanici (van der Ploeg i sur., 1997). Uoceno je da se
ekspresija gena cbl smanjuje tijekom infekcije bakteriofagom PRD1 (Poranen i sur., 2006).

Protein CspA je eksprimiran tijekom rane logaritamske faze rasta na 37 °C te mu se
ckspresija povecava snizavanjem temperature s 37 °C na 10 °C (Jones i sur., 1987). On je
transkripcijski faktor te aktivira ekspresiju proteina koji su eksprimirani na snizenim
temperaturama, ukljucujuci i protein H-NS (La Teana i sur., 1991). Protein CspA djeluje i kao
RNA Saperon sprjeavajuci formiranje sekundarnih struktura u molekuli RNA pri snizenoj

temperaturi (Jiang i sur., 1997).

Protein DnaK ili Hsp70 (od engl. heat shock protein 70 kDa) je Saperon koji pomaze u
pravilnom sastavljanju proteina, popravlja nepravilno sastavljene proteine (Deuerling i sur.,
1999) te sudjeluje u usmjeravanju transmembranskih proteina u stani¢nu membranu (Wild i
sur., 1992). Za Saperonsku aktivnost proteina DnaK su potrebni ATP te Saperonini DnalJ i GrpE.
Protein DnaK je uklju¢en u kontrolu odgovora bakterije na povisenu temperaturu (Liberek i

sur., 1992).

Gen groL kodira za protein GroEL, $aperon uklju¢en u kontrolu odgovora bakterije na
povisenu temperaturu. Protein GroEL formira kompleks s proteinom GroES, te je za njihovu
aktivnost potreban ATP (Yifrach i Horovitz, 1995). Proteinski kompleks GroEL-GroES ima
ulogu u pravilnom sastavljanju proteina pri povisenoj temperaturi (Gromiha i Selvaraj, 2004).
Tijekom infekcije bakterije E. coli bakteriofagom T4 Saperon GroEL formira proteinski
kompleks s virusnim Saperoninima, te sudjeluje u sastavljanju proteina glave bakteriofaga T4

(van der Vies i sur., 1994).

Protein HtpG (od engl. high temperature protein G) je takoder uklju¢en u odgovor bakterije
na povisenu temperaturu. Njegova ekspresija se inducira i promjenom pH u mediju (Heyde i
Portalier, 1990), a nedostatak dusika u stanici inhibira njegovu ekspresiju (Kabir i sur., 2004).
Protein HtpG pomaze u sastavljanju novo-sintetiziranih proteina u uvjetima blago poviSene

temperature te je za njegovu aktivnost potreban ATP (Panaretou i sur., 1998).

Gen rnc kodira za protein RNazu I1I (ribonukleaza III) koji cijepa dvolancanu RNA. Protein
RNaza Il je neophodan za procesiranje bakterijskih rRNA (Nikolaev i sur., 1974) te nekih
MRNA (Gordon i sur., 2017) ¢ime regulira ekspresiju gena na posttranskripcijskoj razini.
Dokazano je da protein RNaza III cijepa mRNA bakteriofaga, ukljucujuéi i bakteriofag T4, te
na taj nacin regulira ekspresiju gena bakteriofaga (Paddock i sur., 1976).
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Protein SodA (superoksid dismutaza) je uklju¢en u odgovor bakterije na stresne uvjete koji
rezultiraju stvaranjem superoksidnih radikala u stanici. Nespecificno veze DNA te tako
prevenira oste¢enja DNA uzrokovana oksidacijskim stresom (Hopkin i sur., 1992). Za njegovu

aktivnost je neophodan mangan (Britton i Fridovich, 1977).

1.3. Bakteriofag T4

Bakteriofag T4 je iz porodice Myoviridae, inficira bakteriju E. coli te ima iskljucivo liti¢ki
ciklus (Kutter i1 sur., 1995). Virion se sastoji od glave u obliku izduzenog ikosaedra,
kontraktilnog repa koji zavrSava bazalnom plo¢om te Sest fibrila vezanih na bazalnu ploc¢u.
Fibrili i1 bazalna ploca sudjeluju u vezanju bakteriofaga T4 na lipopolisharidni receptor na
kapsidi bakterije E. coli. Na repu bakteriofaga se nalazi lizozim koji razgraduje
peptidoglikansku stani¢nu stjenku bakterije. Kontrakcija repa omogucuje ubacivanje genoma
bakteriofaga T4 u citoplazmu bakterije. Par minuta nakon infekcije bakteriofag T4 inhibira
replikaciju i transkripciju bakterijskog genoma, te translaciju bakterijskin mRNA. Genom
bakteriofaga T4 je dvolancana linearna DNA duljine 168 kpb s ukupno 289 otvorenih okvira
¢itanja. Na krajevima genoma se nalaze direktna ponavljanja. Bakteriofag T4 ima 65% A + T
nukleotida u genomu, te njegova DNA ima D-formu §to olakSava vezanje proteina na genom
(Miller i sur., 2003). Umjesto citozina bakteriofag T4 ugraduje S-hidroksi-metil-citozin u DNA
kako bi se zastitio od restrikcijskih sustava domacina te od vlastitih nukleaza. Hidroksi-metilna

skupina je glikozilirana §to dodatno $titi i stabilizira DNA (Snyder i sur., 1976).

Geni bakteriofaga T4 su podijeljeni na rane, srednje i kasne. Rani geni se eksprimiraju
pomocu RNA polimeraze bakterije E. coli i za njihovu transkripciju nisu potrebni nikakvi
dodatni transkripcijski faktori. Produkti ranih gena se vezu na RNA polimerazu domacina i
modificiraju njezinu funkciju ¢ime se omogucava transkripcija srednjih gena, ali dolazi i do
inhibicije transkripcije domacinovih gena. Transkripcija kasnih gena se odvija zajedno s
replikacijom genoma. Produkti kasnih gena su proteini od kojih je sastavljen virion, te neki
faktori koji pomazu u sastavljanju viriona (Luke i sur., 2002). Replikacija genoma faga
zapocinje istovremeno s ekspresijom kasnih gena. Genom domacina se degradira te se nastali
produkti koriste za sintezu nukleotida i kasnije tijekom replikacije se ugrade u genom
bakteriofaga. U ubacivanju genoma u glavu bakteriofaga sudjeluju proteini za ¢iju je aktivnost

potreban ATP. Glava, rep, bazalna ploca i fibrili se sastavljaju zasebno te se tek na kraju spoje



u virion. Nakon sastavljanja viriona bakterijska stanica se lizira kako bi se oslobodili

bakteriofagi.

Dokazano je da se protein H-NS moze vezati na genom bakteriofaga T4 §to je vjerojatno
posljedica velikog udjela A + T parova baza u genomu. Protein MotB iz bakteriofaga T4
onemogucava vezanje proteina H-NS na genom bakteriofaga T4. Delecijom gena motB se
smanjuje uspjesnost infekcije bakteriofaga T4. Ne zna se tocno kakav ucinak ima vezanje
proteina H-NS na genom bakteriofaga T4, ali s obzirom na njegovu ulogu u utiSavanju
ekspresije gena E. coli, pretpostavlja se da protein H-NS moze formirati nukleoproteinske
filamente na genomu bakteriofaga T4, te tako inhibirati ekspresiju njegovih gena (Patterson-
West i sur., 2018). Ovaj model utiSavanja ekspresije virusnih gena pomocu proteina H-NS nije
specifi¢an samo za bakteriofag T4, ve¢ je dokazan i za bakteriofag T7 (Ali i sur., 2011). Nije
istrazeno da li se 1 protein StpA veZe na genom bakteriofaga T4, ali je dokazano da protein StpA

ima ulogu u izrezivanju introna virusnog gena za timidilat sintazu (Zang i Belfort, 1992).



1.4. Ciljevi istrazivanja

Uoceno je da bakteriofag T4 ne moze formirati Cistine u bakterijskim stanicama bez
proteina H-NS (mutant Ahns) pri sniZenoj temperaturi inkubiranja (30 °C) iz nepoznatog
razloga (neobjavljeni rezultati). Protein StpA paralog je proteina H-NS, slican mu je po
ulogama i veze se na ista mjesta u genomu stanica divljeg tipa, ali mu je ekspresija Smanjena
na 26 °C u Ahns stanicama (Sonden i Uhlin, 1996). Ekspresija proteina StpA takoder je
regulirana i na posttranslacijskoj razini proteazom Lon koja u potpunosti degradira protein StpA
u Ahns stanicama. Kako bismo istrazili je li razlog nemogucnosti stvaranja cistina faga T4

nedostatak proteina StpA cilj ovog rada je istraziti:
a) Utjecaj proteina StpA i proteaze Lon na formiranje istina.

b) Kako proteini StpA i H-NS zajedno reguliraju ekspresiju takozvanih epistatskih gena,
cilj je bio istraziti ovisi li efikasnost stvaranja ¢istina o ekspresiji pojedinacnih epistatskih

gena: cbl, cspA, dnakK, groL, htpG, rnc i sodA.



2. MATERIJALI | METODE
2.1. Materijali
2.1.1. Bakterijski sojevi i plazmidi

U Tablicama 1 i 2 su prikazani bakterijski sojevi koriSteni u ovom istrazivanju, a u Tablici 3 se

nalaze plazmidi.

Tablica 1. Popis bakterijskih sojeva Escherichia coli K-12 koristenih u ovom istrazivanju.

Bakterijski soj Opis Referenca ili izvor
BW25113 A(araD-araB)567 |
(11B854) AlacZ4787(::rrB-3) A rph-1, Datsenko i Wanner, 2000
A(rhaD-rhaB)568 hsdR514
11B1022 BSNG6, AstpA::kan Sonden i Uhlin, 1996
11B1023 BSN22, Ahns::cat Sonden i Uhlin, 1996
11B1269 HT115, rnc::Tnl0 Takiff i sur., 1989
11B855 + Ahns::kan Pougach i sur., 2010
1B921 U — Uklanjanje kan iz 11B855
pomocu pCP20
11B1025 + AstpA::kan P1. 11B1022 x 11B854
11B1029 + AstpA::kan Ahns::cat P1. 11B1023 x 11B1025
MRO19 + AdnaK::kan Baba i sur., 2006
g MR020 + AsodA::kan Baba i sur., 2006
% MRO21 + Acbl:kan Baba i sur., 2006
S MRO022 + AgroL::kan Baba i sur., 2006
.i MR023 + Alon::kan Baba i sur., 2006
-g MR024 + Arnc::Tnl0 P1. 11B1269 x 11B854
= MRO025 + Ahns::FRT Arnc::Tnl10 P1. 11B1269 x 11B921
MRO026 + Ahns::FRT AdnaK::kan P1. MRO19 x 11B921
MRO027 + Ahns::FRT AsodA::kan P1. MR020 x 11B921
MRO028 + Ahns::FRT Acbl::kan P1. MR021 x 11B921
MRO031 +Ahns::cat Alon::kan P1. 11B1023 x MR023
MRO034 +Ahns::cat AgroL::kan P1. 11B1023 x MR022
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Tablica 2. Popis bakterijskih sojeva Escherichia coli B koristenih u ovom istrazivanju te

njihove najbitnije karakteristike.

Bakterijski soj Opis Referenca ili izvor
BL21(DE3) derivat soja E. coli B, lon Wood, 1966
F ompT hsdSg(rs-ms-) gal dcm o
BL21-Al Studier i Moffatt, 1986
araB::T7/RNAP-tetA
11B946 kao BL21-Al, ali Ahns::kan P1. 11B855 x BL21-Al
MRO033 kao BL21(DE3), ali Ahns::cat P1.11B1023 x BL21(DE3)

Tablica 3. Popis plazmida koriStenih u ovom istrazivanju te njihove najbitnije karakteristike.

Plazmid Opis Referenca
pBad-A prazan vektor Tan i sur., 2012
PMR5 stpA u pBad-A laboratorijska kolekcija
PMR6 dnaK u pBad-A ovaj rad
pPMR7 cbl u pBad-A ovaj rad
pPMR8 sodA u pBad-A ovaj rad
pPMR9 groL u pBad-A ovaj rad
pBad18-Amp prazan vektor Guzman i sur., 1995
pBAD18-HtpG htpG u pBad18-Amp Yosef i sur., 2011
pINIII prazan vektor Haldimann i sur., 2001
pINCSpA cspA u pINIII Bae i sur., 2000
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2.1.2. Puferi

U Tablicama 4, 5 i 6 se nalaze sastavi pufera koristenih u ovom radu (TAE, MC i M/15 pufer).

Tablica 4. Sastav pufera TAE koji se koristi za agaroznu gel elektroforezu.

Naziv otopine

Koncentracija (mM)

Tris 40
Octena kiselina 20
EDTA (pH 8,0) 1
Tablica 5. Sastav pufera MC koji se koristi za transdukciju.
Naziv otopine Koncentracija
MgSO4 0,1 M
CaCl; 5mM

Tablica 6. Sastav fosfatnog pufera M/15. Masa soli potrebnih za pripremu 1 L pufera M/15.

Soli se otope u 1L deionizirane vode i pH se podesi na 6,8.

Naziv soli Masa (g)
NaHPO4 4.7
KH2PO4 4.5
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2.1.3. Pocetnice

U Tablici 7 se nalaze sekvence pocetnica koriStenih za kloniranje gena cbl, dnaK, groL i sodA
u vektor pBad-A.

Tablica 7. Sekvence pocetnica koriStenih za umnaZanje gena cbl, dnaK, groL i sodA. Kod
pocetnica za kloniranje gena cbl, dnaK i sodA velikim slovima je oznacen dio pocetnice koji se
veze na sekvencu gena, a malim slovima je oznafen dio pocetnice koji se veze na pBad-A
pocijepan restrikcijskim enzimom EcoRI. Kod pocetnica za kloniranje gena groL podebljano
su oznaCene sekvence koje prepoznaju restrikcijski enzimi Xhol (CTCGAG) i Hindlll
(AAGCTT).

Naziv pocetnice Sekvenca pocetnice
cbl-F ctgcagctggtaccatatggatGTGAATTTCCAACAACTAAAG
cbl-R cgccaaaacagccaagcttcCTATATCTGATAATCAATTTCCTC
dnaK-F ctgcagctggtaccatatggatATGGGTAAAATAATTGGTATCG
dnak-R cgccaaaacagccaagcttcTTATTTTTTGTCTTTGACTTCTTC
sodA-F ctgcagctggtaccatatggatATGAGCTATACCCTGCCATC
sodA-R cgccaaaacagcecaagcttcTTATTTTTTCGCCGCAAAAC
groL-F TAAGCACTCGAGATGGCAGCTAAAGACGTAAAATTCGG
groL-R TGCTTAAAGCTTGTGCAGGGCAATTACATCATGC

2.2. Metode

2.2.1. Uzgoj bakterijskih sojeva

Za uzgoj bakterijskih sojeva koristene su krute podloge LB (Luria broth) (10 g/L bakto-
tripton, 5 g/L ekstrakt kvasca, 10g/L NaCl, 15 g/L agar), meki agar (10 g/L bakto-tripton, 5 g/L
ekstrakt kvasca, 10 g/L NaCl, 7 g/L agar) ili teku¢i medij LB (10 g/L bakto-tripton, 5 g/L
ekstrakt kvasca, 10g/L NaCl). Po potrebi su dodani antibiotici: ampicilin (100 pg/mL),
kanamicin (40 pg/mL), kloramfenikol (15 pg/mL) i tetraciklin (10 pg/mL). Za ekspresiju gena
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s plazmida dodani su IPTG (izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid) (1 mM) i arabinoza (0,2%).

Opticka gustoca stanica mjerena je pri 600 nm (ODsoo).

2.2.2. Metode odredivanja ekspresije gena

2.2.2.1. lzolacija ukupne stani¢ne RNA
Uzgojene su prekonoc¢ne kulture bakterijskih sojeva 11B854, 11B855, 11B1025 i 11B1029
(opis sojeva se nalazi u Tablici 1) u 3 mL teku¢eg medija LB. Iduéi dan se 30 pL prekonoé¢nih
kultura dodalo u 3 mL svjezeg medija LB te su bakterijski sojevi uzgojeni do logaritamske faze
rasta (ODes0o=0,6). Ukupna stanicna RNA se izolirala kombinacijom izolacije trizolom i
kompletom Monarch® Total RNA Miniprep Kit (NEB).

Istalozilo se po 1,5 mL svakog bakterijskog soja 5 min na 6000 g, pri temperaturi od 4
°C. Supernatant se odlio, a talog se resuspendirao u 0,5 mL hladne otopine 50 mM natrijeva
acetata (pH = 5.3) i 10 mM EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina). Dodalo se 50 pL 10%
SDS-a (natrijev dodecil sulfat) i dobro homogeniziralo na mjesalici. Lizatu se zatim dodalo 0,5
mL TRIzola (Sigma) i ponovo dobro homogeniziralo i inkubiralo na sobnoj temperaturi tri
minute. Zatim se dodalo 200 pL hladnog kloroforma i snazno pomijesalo rukom oko 15
sekundi. Inkubiralo se na sobnoj temperaturi dvije do tri minute i zatim centrifugiralo 15 minuta
na 12000 g, pri temperaturi od 4 °C. Gornja vodena faza u kojoj se nalazi RNA pazljivo se
pipetom odvojila u novu epruvetu i dodan je jednak volumen 96%-tnog etanola te su se uzorci

snazno promijesali.

Ostali koraci izolacije RNA su napravljeni pomoéu kompleta Monarch® Total RNA
Miniprep Kit. Uzorci su prebaceni u kolonu za proc¢is¢avanje RNA te su centrifugirani 30
sekundi na 16000 g, pri sobnoj temperaturi. Sva ostala centrifugiranja su bila na 16000 g pri
sobnoj temperaturi. Otopina u kolekcijskoj tubici se odlila, a na kolonu se dodalo 0,5 mL pufera
za ispiranje i centrifugiralo se 30 sekundi. Zatim se na kolonu dodalo 5 pL otopine DNaze I i
75 uL pufera za DNazu I kako bi se uklonila genomska DNA. Inkubiralo se 15 minuta na sobnoj
temperaturi i potom se dodalo 0,5 mL RNA Priming pufera te centrifugiralo 30 sekundi. RNA
se ispire dva puta dodavanjem 0,5 mL pufera za ispiranje te centrifugiranjem 30 sekundi.
Kolone za procis¢avanje se prebace u nove epruvete, doda se 50 uL vode i uzorci se
centrifugiraju 30 sekundi. Nakon centrifugiranja ukupna stanicna RNA je bila u epruveti,

otopljena u vodi.
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Nakon izolacije ukupne RNA odredila se koncentracija i ¢isto¢a spektrofotometrijski
pomoéu NanoVue Plus™. Cisto¢a se odredila mjerenjem omjera apsorbancija Azeo/Azso i
Aoeo/A230 (RNA apsorbira svjetlost valne duljine 260 nm, proteini apsorbiraju svjetlost valne
duljine 280 nm, a organska otapala apsorbiraju svjetlost valne duljine 230 nm). Uzorci se

pohranjuju u ledenicu na -20 °C.

2.2.2.2. Agarozna gel elektroforeza

Kvaliteta izolirane RNA se provjerila elektroforezom na 1% agaroznom gelu. Za
pripremu 1% agaroznog gela odvaze se 0,3 grama agaroze (Sigma) i dodaje se 30 mL 1X TAE
pufera. Zatim se agaroza otopila zagrijavanjem u mikrovalnoj peénici, ohladila se pod mlazom
vode ili na sobnoj temperaturi, te se dodalo 1,4 pl otopine Sybr safe. Gel se izlio u kadicu za
elektroforezu s dodanim cesljicem te se ostavio da odstoji 10 - 15 minuta prije nanoSenja
uzoraka. U jazice na gelu se stavilo po 1 pg svakog uzorka RNA, §to se izracunalo iz
koncentracije uzorka, i taj volumen uzorka se pomijesa0 s 1 UL 6X koncentrirane boje za
elektroforezu RNA i vode. U drugu jaZicu nanosilo se 2 ul DNA markera Gene Ruler 1 kb,
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je trajala 20 min pri naponu od 100V u

Embi Tec kadici za elektroforezu, koja se napunila 1X TAE puferom.

Gel se fotografirao pod UV svjetlom transiluminatora, na valnoj duljini 312 nm pri kojoj
fluorescira Sybr safe, a fotografija se prenese u racunalo pomocu programa Kodak. Nakon $to
se provjerila kvaliteta, izolirana RNA se razrijedila na koncentraciju 1 ng/uL te se dalje koristila
za gRT-PCR.

2.2.2.3. Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu

Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu (gRT-PCR) je metoda kojom se u svakom
ciklusu PCR-a detektira ukupna koli¢ina DNA §to omogucava kvantifikaciju pocetne koli¢ine
DNA kalupa. Detekcija se moze vrsiti pomocu fluorescentne boje SYBR-Green ili pomocu
fluorescentno obiljezenih hibridizacijskih proba. U ovom radu se kvantificirala pocetna koli¢ina
cDNA (komplementarna DNA) kalupa koja je proporcionalna koli¢ini pripadaju¢e mRNA, t;.
ekspresiji gena. KoriStena je ukupna stanicna RNA izolirana iz bakterijskih sojeva 11B854,
11B855, 11B1025 i 11B1029 koji su uzgojeni do logaritamske faze rasta na 30 °C i 37 °C.

Reverzna transkripcija i qRT-PCR su napravljeni u jednom koraku pomoé¢u Luna® Universal
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gPCR Master Mixa (NEB). Sastav smjese za jednu reakciju qRT-PCR-a se nalazi u Tablici 8.
Napravljena su dva ,,master mixa“ tako da su dodane sve otopine osim RNA. U prvi ,,master
mix‘ su dodane pocetnice za umnazanje gena StpA, a u drugi su dodane pocetnice za umnazanje
gena grosS, koji sluzi kao endogena kontrola. Po 18 uL. smjese se raspipetiralo u jazice na plo¢ici
za g-PCR. Zatim je dodano 2 pLL RNA u jazice, za svaku temperaturu i svaki soj su bile po dvije
replike. Za gRT-PCR se koristio uredaj Applied Biosystems 7500 Fast, a opis programa se
nalazi u Tablici 9. Koli¢ina DNA se detektirala pomocu fluorescentne boje SYBR-Green.

Tablica 8. Sastav reakcijske smjese za qRT-PCR.

Naziv otopine i koncentracija Volumen (pL)
Luna Universal One-step Reaction Mix (2x) 10
Luna Warm Start RT Enzyme Mix (20x) 1,0
F pocetnica (10 uM) 0,8
R pocetnica (10 uM) 0,8
RNA (1 ng/uL) 2,0
DEPC H;0 54

Tablica 9. Opis programa koristenog za qRT-PCR. Za svaki korak je napisana temperatura pri

kojoj se odvija pojedini korak, vrijeme trajanja i broj ponavljanja pojedinog koraka.

Naziv koraka Temperatura | Vrijeme Broj ponavljanja
Reverzna transkripcija 55°C 10 min
1
Inicijalna denaturacija 95 °C 1 min
Denaturacija 95 °C 10 sec
40
Ekstenzija 60 °C 60 sec
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Rezultati umnazanja transkripata metodom gRT-PCR-a su kvantificirani metodom
AACt. Metoda se temelji na sposobnosti uredaja da biljezi Ct (od engl. cycle treshold) koji
govori koliko je cilkusa PCR-a potrebno da reakcija dode u eksponencijalnu fazu. Vrijednost
Ct zatim se koristi kako bi se kvantificirala ekspresija ispitivanih gena. Prvo se normalizirala
vrijednost Ct gena stpA u odnosu na endogenu kontrolu, gen groS, kako bi se dobila ACt
vrijednost svakog uzorka. Vrijednost ACt svakog uzorka zatim se normalizira u odnosu na
kontrolu, tj. bakterijski soj 11B854 na 30 °C, te se izraCunala vrijednost AACt. Pomocu
dobivenih AACt vrijednosti izraGunao se faktor promjene ekspresije gena (engl. fold change),

odnosno koliko je puta razli¢ita razina ekspresije gena StpA u odnosu na kontrolu.

2.2.3. Konstrukcija plazmida

2.2.3.1. Kloniranje gena cbl, dnaK i sodA metodom sastavljanja DNA

Kloniranje gena metodom sastavljanja fragmenata DNA (engl. DNA assembly) sastoji
se od samo dva koraka, umnazanja zeljenog gena metodom lancane reakcije polimerazom (engl.
polymerase chain reaction, PCR) kojom se posebnim poc¢etnicama na krajeve umnozenog gena
dodaje sekvenca komplementarna plazmidu, te od spajanja produkta PCR s plazmidom
pocijepanim restrikcijskim enzimom. Kalup DNA za umnazanje gena cbl, dnaK i sodA
metodom PCR prireden je lizom 10 pL prekonoc¢ne kulture stanica divljeg tipa u mikroepruveti
s 50 uL vode na 98 °C kroz 3 minute. Koristila se DNA polimeraza koja ima lektoriraju¢u
aktivnost, Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix (NEB). Reakcijske smjese za PCR su
napravljene prema uputama proizvodaca tako da je ukupni volumen bio 12,5 pL (Tablica 10).
U smjese se dodao 1,0 uL pripremljenog kalupa DNA. Pocetnice su dizajnirane prema uputama
NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (NEB) te se njihove sekvence nalaze u Tablici 7.
Za reakcije PCR se koristio uredaj Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), a
program umnazanja PCR-a se nalazi u Tablici 11. Uspjesnost umnazanja DNA metodom PCR
provjerila se elektroforezom na 1% agaroznom gelu na sli¢an nacin kao §to je napravljeno za
RNA (2.2.2.2)).
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Tablica 10. Sastav smjese za umnazanje gena cbl, dnaK i sodA metodom PCR pomoéu Q5%
Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix.

Naziv otopine i koncentracija Volumen (nL)
Q5 Master mix (2X) 6,25
F-pocetnica (10uM) 0,625
R-pocetnica (10uM) 0,625

Kalup DNA 1
H20 4

Tablica 11. Opis programa koristenog za PCR kojim su umnozeni geni cbl, dnaK i sodA. Za

svaki korak je napisana temperatura, vrijeme trajanja i broj ponavljanja.

Naziv koraka Temperatura | Vrijeme Broj ponavljanja
Inicijalna denaturacija 98 °C 30 sec 1
Denaturacija 98 °C 10 sec
Vezanje pocetnica 53°C 30 sec 30
Elongacija 72 °C 2 min
Zavrsna elongacija 72°C 2 min 1

Dobiveni produkti DNA umnozeni metodom PCR su spojeni u vektor pBad-A koristeci
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix 2X. Plazmid pBad-A se prethodno pocijepao
restrikcijskim enzimom EcoRI (Thermo Scientific). Sastav reakcijske smjese za restrikciju se
nalazi u Tablici 12. Restrikcija je trajala 60 min na 37 °C nakon ¢ega se enzim inaktivirao
inkubacijom na 65 °C 10 minuta. Za svaki gen se napravila reakcijska smjesa za kloniranje -

vezanje plazmida i inserta koja se temelji na enzimu ,klonaza“ koja je aktivni dio smjese

18



Assembly Master Mix (Tablica 13). Uzorci su inkubirani u termobloku Thermomixer comfort
(Eppendorf) 15 min na 50 °C.

Tablica 12. Sastav smjese za restrikciju vektora pBad-A restrikcijskim enzimom EcoRl.

Naziv otopine i koncentracija Volumen (pL)
Plazmidna DNA, pBad-A (300 ng/uL) 10
Pufer za EcoRI (10X) 3
Enzim EcoRI 10 U/uL 1
H20 16

Tablica 13. Sastav smjese za kloniranje gena cbl, dnaK i sodA u pBad-A pomoc¢u kompleta
NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit.

Naziv otopine i koncentracija Volumen (pL)
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (2x) 2
PCR produkt 2
pBad-A pocijepan s ECORI (38 ng/ul) 5
H20 1

2.2.3.2. Transformacija bakterija plazmidnom DNA
Za transformaciju pripremljene smjese za kloniranje u bakterije koriStene se vec
priredene kemijski kompetentne stanice E. coli NEB 5a. Stanicama u alikvotima od 50 pL
dodano je po 2 pL smjese za kloniranje i uzorci su inkubirani na ledu 30 min, a zatim je
napravljen toplinski ok stavljanjem tubica u termoblok na 42 °C 30 sekundi, a zatim 2 minute

na led. Transformiranim bakterijama je dodano 650 uL medija SOC, te su se stanice oporavljale
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1 sat na 37 °C i zatim je 350 pL nasadeno na ¢vrste podloge LB s antibiotikom ampicilinom,
po dvije podloge za svaki plazmid. Podloge s bakterijama transformiranim plazmidima pMR7
i pPMR8 su inkubirane na 37 °C, a podloge s bakterijama transformiranim plazmidom pMR6 su

inkubirane na 30 °C preko noéi.

2.2.3.3. lzolacija plazmidne DNA

Plazmidna DNA je izolirana pomoé¢u kompleta AccuPrep® Plasmid Mini Extraction Kit
(BIONEER) prema uputama proizvodaca. 1,5 mL prekono¢nih kultura se talozio 2,5 minute na
6500 g. Supernatanti su se odlili, a talog se resuspendirao u 250 uL pufera za resuspendiranje.
Dodano je 250 pL pufera za lizu te su uzorci dobro promijesani. Zatim se dodalo 350 pL pufera
za neutralizaciju te su uzorci centrifugirani 10 minuta na 13000 g pri 4 °C. Bistri lizati su
prebaceni na kolone za procis¢avanje te su centrifugirani 1 minutu na 13000 g. Dodano je 700
uL pufera za ispiranje te se dva puta ponovilo centrifugiranje. Kolone za proc¢i$¢avanje su
prebacene u nove epruvete. Dodano je 50 pL pufera za eluiranje i uzorci su centrifugirani.
Nakon zadnjeg koraka izolirani plazmidi su bili u epruvetama, otopljeni u puferu za eluiranje.

Koncentracija i ¢istoca izoliranih plazmida se odredila spektrofotometrijski, kao za RNA.

Uspjesnost ugradnje gena u vektor se provjerila restrikcijom izoliranih plazmida
pomocu restrikcijskog enzima Kpnl (Thermo Scientific). Za restrikciju se koristio FastDigest
protokol. Restrikcijske smjese su napravljene prema uputama proizvodaca (Tablica 14), te su
inkubirane 10 min na 37 °C. Uspjesnost restrikcije se provjerila elektroforezom na isti nacin
kao i za RNA (2.2.2.2.).

Tablica 14. Sastav smjese za restrikciju plazmida pMR6, pMR7 i pMR8 restrikcijskim

enzimom Kpnl.
Naziv otopine Volumen (pL)
Plazmidna DNA 3,5
Pufer Green (10X) 1
Enzim Kpnl 0,5
H.O 5
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2.2.3.4. Kloniranje gena groL
Kloniranje gena pomocu ligiranja pocijepanih dijelova DNA istim restrikciskim
enzimima se sastoji od nekoliko koraka. Najprije se metodom PCR umnozi ciljani gen. Zatim
se umnozeni produkt i plazmid pocijepaju istim restrikcijskim enzimima, a insert i vektor se
spoje pomoc¢u enzima DNA ligaza. Gen groL se umnozio metodom PCR na isti na¢in kao i kod
kloniranja gena metodom sastavljanja DNA. Pocetnice za umnazanje gena groL su dizajniranje

prema uputama na web stranici "addgene" (https://www.addgene.org/protocols/pcr-cloning/) i

njihove sekvence se nalaze u Tablici 7.

PCR produkt i vektor pBad-A su pocijepani restrikcijskim enzimima Xhol i HindllI
(Thermo Scientific). Restrikcijske smjese su napravljene prema uputama proizvodaca prema
protokolu za dvostruku digestiju (Tablica 15). U jednu restrikcijsku smjesu je dodan PCR
produkt, a u drugu vektor pBad-A. Restrikcijske smjese su inkubirane 2h i 30 min na 37 °C.

Uspjesnost restrikcije se provjerila agaroznom gel elektroforezom (2.2.2.2.).

Tablica 15. Sastav smjese za dvostruku restrikciju restrikcijskim enzimima Xhol i HindllI.

Naziv otopine Volumen (pL)
Kalup DNA 10
Pufer Red (10X) 3
Enzim Xhol 1,5
Enzim Hindlll 15
H.O 14

Nakon restrikcije pBad-A i gen groL su proc¢iséeni pomoc¢u kompleta GeneJET PCR
Purification (Thermo Scientific). Uzorcima je dodan pufer za vezanje u omjeru 1:1. Otopine su
stavljene na kolonu za proc¢i$¢avanje te su centrifugirane 30 sekundi na 12000 g. Dodano je 700
uL pufera za ispiranje te se centrifugiranje ponovilo dva puta. Kolone za procis¢avanje su
prebacenee u epruvete te se dodalo 30 uL pufera za eluiranje. Uzorci su centrifugirani 1 minutu
na 12000 g i nakon centrifugiranja uzorci DNA su bili u epruvetama, otopljeni u puferu.

Koncentracija i ¢istoca DNA se provjerila spektrofotometrijski.
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Nakon proci$¢avanja insert za gen groL je ligiran u vektor pBad-A pomo¢u T4 DNA
ligaze (Thermo Scientific). Ligacijska smjesa se napravila prema uputama proizvodaca (Tablica
16). Ligacija je trajala 20 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se enzim ligaza inaktivirao
inkubiranjem na 65 °C 10 min. Dobivena ligacijska smjesa se koristila za transformaciju E. coli

NEB 5a stanica, na isti na¢in kao u poglavlju 2.2.3.2.

Tablica 16. Sastav smjese za ligaciju gena groL u vektor pBad.

Naziv otopine i koncentracija Volumen (pL)
PCR produkt za groL (20 ng/uL) 2,4
Vektor pBad-A (4 ng/uL) 6
Pufer za DNA ligazu (10X) 2
Enzim T4 DNA ligaza (1 U/uL) 0,35
H20 9,25

2.2.3.5. PCR na pojedina¢nim kolonijama
Uspjesnost kloniranja gena groL u vektor pBad-A provjerila se metodom PCR na
pojedina¢nim kolonijama. Kalup za PCR se pripremio tako da su se bakterijske kolonije
Cackalicom prebacile u epicu s 30 uL vode i smjesa se inkubirala 3 min na 98 °C. Za PCR se
koristio EmeraldAmp® PCR Master Mix (Takara). Koristene su univerzalne pocetnice koje se
vezu na forward i reverse priming mjesto na plazmidu pBad-A. Reakcijska smjesa se pripremila
prema uputama proizvodaca (Tablica 17). Koristio se isti PCR program kao i za umnaZzanje

gena cbl, dnaK i sodA (Tablica 11). Rezultati su provjereni agaroznom gel elektroforezom.

Iz bakterijske kolonije s kloniranim groL, plazmid pMR9 se izolirao na isti na¢in kao i
plazmidi pMR6, pMR7 i pMRS8. Uspjesnost ugradnje gena groL u pBad-A se dodatno provjerila
cijepanjem izoliranog plazmida restrikcijskim enzimom Pvull (Thermo Scientific).
Restrikcijska smjesa je pripremljena prema uputama proizvodaca (Tablica 18) te se inkubirala

1h na 37 °C. Rezultati su provjereni agaroznom gel elektroforezom (2.2.2.2.).
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Tablica 17. Sastav smjese za umnazanje gena groL metodom PCR na pojedina¢nim kolonijama

pomoé¢u EmeraldAmp® PCR Master Mixa.

Naziv otopine i koncentracija Volumen (nL)
EmeraldAmp PCR Master Mix (2X) 5
F-pocetnica (10uM) 0,2
R-pocetnica (10uM) 0,2
Kalup DNA 1
H20 3,6

Tablica 18. Sastav smjese za restrikciju plazmida pMR9 restrikcijskim enzimom Pvull.

Naziv otopine Volumen (pL)
Plazmidna DNA, pMR9 5
Pufer Green (10X) 1
Enzim Pvull 1
H20 3

2.2.3.6. Sekvenciranje

Konstruirani plazmidi pMR6, pMR7, pMR8 i pMR9 su poslani na sekvenciranje u servis
Macrogen kako bi se utvrdila ispravnost kloniranja. Uzorci za sekvenciranje su pripremljeni
prema uputama na web stranici servisa Macrogen. Plazmidi su otopljeni u deioniziranoj vodi
tako da je koncentracija bila veca od 100 ng/uL, a na sekvenciranje se poslalo 2 pg svakog
plazmida. KoriStene su univerzalne pocetnice koje se vezu na forward i reverse priming mjesto
na plazmidu pBad-A. Plazmidi su sekvencirani Sangerovom metodom u Applied Biosystems
3730XL sekvenceru. Rezultati sekvenciranja se dobiju preko interneta u formatu prikladnom

za analizu sekvence i kvalitete same reakcije sekvenciranja.
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2.2.4. Transformacija bakterijskih stanica plazmidima

Bakterije narasle do logaritamske faze (ODeoo = 0,55) su razdijeljene u epruvete od 1,5
mL i istalozene na 6500 g, 2 minute i 30 sekundi. Nakon centrifugiranja odlio se supernatant te
se talog resuspendirao sa 200 pL hladnog 50 mM CaClz. Centrifugiranje se ponovilo te se talog
resuspendirao u 50 pL 50 mM CaCl,. Kalcijev klorid se veze na bakterijsku ovojnicu te
destabilizira negativno nabijenu membranu koja postaje polupropusna za plazmidnu DNA.
Bakterije su inkubirane na ledu oko 15 minuta, potom se dodao 1 pL plazmida te su bakterije
ponovo vracene na led 30 minuta. Zatim se napravio toplinski Sok, uzorci su stavljeni u
termoblok zagrijan na 42 °C na 60 sekundi, a zatim na led 60 sekundi. Dodalo se 200 pL tekucéeg
LB medija te su se bakterije oporavile u tresilici na 37 °C kroz 1h. Nakon toga su bakterije

nasadene na ¢vrste podloge s ampicilinom i inkubirane na 37 °C preko noéi.

2.2.5. Konstruiranje bakterijskih sojeva metodom transdukcije fagom
Plvir

Prvo su pripremljeni lizati faga Plvir na odgovaraju¢im donorskim bakterijskim
sojevima (11B1269, MR019, MR020, MR021 i MR023). Donorski sojevi su uzgojeni u 10 mL
tekuc¢eg medija LB do rane logaritamske faze na 37 °C, ODeoo = 0,3. Kulturama se dodalo 60
uL 1M CaClz i 50 pL lizata bakteriofaga P1vir te su inficirane bakterije inkubirane u tresilici
oko 4 sata na 37 °C sve dok nije nastupila liza. Liziranim bakterijama se dodalo 500 uL
kloroforma kroz 5 minuta uz povremeno mije$anje kako bi se bakterije dodatno lizirale. Lizat
se centrifugirao 12 minuta na 13000 g pri temperaturi od 4 °C da se uklone bakterijski ostaci, a
supernatanti su prebaceni u sterilne staklene epruvete. Ovako su pripremljeni lizati bakteriofaga

Plvir ¢uvaju se u frizideru na +4 °C i Koriste se za transdukciju.

Prekono¢ne kulture bakterijskih sojeva se razdijele u epruvete od 1,5 mL i istaloze na
6500 g, 2 i pol minute te se talog resuspendira u 200 pL pufera MC (Tablica 5) koji pomaze
adsorpciji bakteriofaga. Bakterijama se dodalo 200 pL bakteriofaga Plvir uzgojenih na
donorskom soju i smjesa bakterija i virusa se inkubirala 30 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije,
dodano je 200 pL 1M natrijevog citrata da veze Ca?* ione, ¢ime se zaustavlja infekcija
bakteriofagom P1vir. Na selektivne podloge LB s antibioticima se izlilo 3 mL mekog agra, u

koji je prethodno dodana smjesa za transdukciju. Podloge su inkubirane na 37 °C preko no¢i.
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2.2.6. Odredivanje uspjesnosti formiranja Cistina bakteriofaga T4

U 3 mL mekog agara dodalo se 200 pl prekono¢nih bakterijskih kultura i prelilo se na ¢vrste
LB podloge. Napravljena su decimalna razrjedenja bakteriofaga T4 (od 10 do 107) u puferu
M/15 (Tablica 6) te su alikvoti faga (10 uL) naneseni na dobivene ,,bakterijske livade®. Kada
su se fagi upili u agar, podloge su inkubirane na 30 °C i 37 °C preko no¢i. Drugi dan su
prebrojane ¢istine bakteriofaga T4 te se izratunao PFU/mL (od engl. plague-forming unit) za
svaki soj i svaku temperaturu. PFU/mL se rac¢una tako da se broj nastalih Cistina pomnozi s
faktorom decimalnog razrjedenja i sa 100, jer se na ploce stavio alikvot od 10 pL, a PFU se

izrazava u mL.

2.2.7. Odredivanje uspjesnosti adsorpcije bakteriofaga T4

U epruvetama od 1,5 mL se napravila predadsorpcija dodavanjem 880 uL pufera M/15,
20 pL 10 razrjedenja bakteriofaga T4 i 100 pL svjeze uzgojenih prekonoénih bakterijskih
kultura na 30 °C i 37 °C. Smjesa se inkubirala 15 minuta na onoj temperaturi na kojoj su
uzgojene bakterije i zatim se centrifugirala 1 minutu na 10000 g. Bakterijske stanice zajedno s
adsorbiranim fagima su nakon centrifugiranja bile u talogu, dok su u supernatanu zaostali fagi
koji se nisu adsorbirali. U meki agar je dodano 100 pL supernatanta i 200 pL prekonoéne
kulture divljeg tipa bakterija. Meki agar se zatim prelio na ¢vrste LB podloge koje su inkubirane
preko noc¢i na 37 °C. Drugi dan su prebrojane nastale ¢istine te je izratunat PFU/mL i udio

adsorbiranih bakteriofaga.
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3. REZULTATI

3.1. Utjecaj temperature i proteina H-NS na efikasnost formiranja cCistina
bakteriofaga T4

Uspjesnost formiranja Cistina bakteriofaga na stanicama bakterija domacina moze ovisiti o
mnogim ¢imbenicima poput temperature, sastava medija - iona, soli i Kiselosti, jer moze utjecati
na prezivljenje faga, odnosno dovesti do oStecenja faga (Mullan, 2002). Prvo smo istrazili ovisi
li uspjesnost formiranja broja plakova/Cistina (PFU) faga T4 o temperaturi inkubiranja u
stanicama divljeg tipa (11B854). Inficirane bakterijske stanice divljeg tipa inkubirali smo preko
noc¢i na 30 °C i 37 °C. Na obje temperature bakteriofag T4 je formirao vidljive, podjednako
velike Cistine sa slicnom efikasnoSc¢u (Tablica 19). Utjecaj temperature je takoder istraZivan na
bakterijskim stanicama bez gena hns (11B855). Bakteriofag T4 na njima nije formirao Cistine
nakon inkubacije na 30 °C, dok su na 37 °C formirane ¢istine, ali su bile sitnije u odnosu na
¢istine nakon infekcije divljeg tipa (Slika 4). Takoder, efikasnost formiranja Cistina bila je za

oko 100 puta manja u odnosu na stanice divljeg tipa (Tablica 19).

Tablica 19. Efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4. Bakterijski sojevi inficirani
bakteriofagom T4 su se inkubirali na 30 °C i 37 °C. PFU/mL se izracunao iz broja nastalih

Cistina bakteriofaga T4.

Bakterijski soj PFU/mL Stan.c!ar.d-na PFU/mL Stanfj.ar(.j-na
devijacija devijacija
11B854 (wt) 3,31*10° 9,72*108 4,38*10° 1,84*10°
IIB855 (Ahns) 0 0 2,91*10’ 2,65*10°
11B1025 (AstpA) 3,83*10° 4,60*108 3,74*10° 1,25*10°
11B1029 (Ahns AstpA) 0 0 0 0
11B855 + pBad-A 0 0 1,37*108 7,50*10’
11B855 + pMR5 3,30*10° 9,90*108 3,45*10° 1,41*108
11B1029 + pBad-A 0 0 0 0
11B1029 + pMR5 2,14*10° 3,69*108 2,70*10° 5,00*107
30°C 37°C
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Slika 4. Cistine bakteriofaga T4 formirane nakon infekcije bakterijskih sojeva divljeg tipa
(11B854) i Ahns (11B855). A) wt inkubiran na 30 °C; B) wt inkubiran na 37 °C; C) Ahns
inkubiran na 30 °C; D) Ahns inkubiran na 37 °C.
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3.2. Efikasnost adsorpcije bakteriofaga T4

Temperatura ima klju¢nu ulogu u adsorpciji, ulasku 1 umnazanju faga. Na nizoj temperaturi
manje ¢e faga uci u stanicu i zapoceti umnazanje (Jonczyk i sur., 2011) pa smo zeljeli istraziti
je li razlog neformiranja Cistina u Ahns stanicama na nizoj temperaturi posljedica smanjene
adsorpcije bakteriofaga T4 ili je doslo do promjene u ekspresiji odredenih gena koji mogu
utjecati na umnazanje faga T4. Efikasnost adsorpcije bakteriofaga T4 je odredena na stanicama
divljeg tipa i Ahns mutantu uzgojenih na obje temperature i inkubiranih s fagima na obje
temperature. U divljem tipu stanica efikasnost adsorpcije je visoka na obje temperature, i udio
adsorbiranih bakteriofaga je iznosio preko 90% (Slika 5). U mutantu Ahns na 37 °C nije doslo
do smanjenja efikasnosti adsorpcije u odnosu na divlji tip. Adsorbiralo se 92,05% bakteriofaga,
dok se na 30 °C u Ahns mutantu adsorbiralo samo 65,8% bakteriofaga (Slika 5). Iz navedenih
rezultata moze se zakljuciti da se manje bakteriofaga adsorbira u stanicama Ahns na 30 °C, ali

da to ipak ne moze objasniti potpuni izostanak Cistina bakteriofaga T4 u ovom soju.
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Slika 5. Efikasnost adsorpcije bakteriofaga T4 (%) na bakterijske sojeve 11B854 (wt) i 11B855

(Ahns) pri razli¢itim temperaturama inkubiranja (30 °C i 37 °C). Raspon pogreske (engl. error
bar) prikazuje standardnu devijaciju.
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3.3. Utjecaj proteina StpA na efikasnost formiranja ¢istina bakteriofaga T4

Budu¢i da proteini H-NS i StpA imaju sliéne uloge u stanici (Zang i sur., 1996) i gen stpA
je manje eksprimiran na 26 °C u odnosu na 37 °C u mutantu Ahns (Sonden i Uhlin, 1996),
zanimalo nas je utjee li protein StpA na efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4.
Efikasnost formiranja ¢istina faga T4 odredena je u mutantu AstpA (11B1025) na 30 °C i 37 °C.
Temperatura inkubacije i nedostatak gena stpA nisu imali ucinak na formiranje ¢istina.
Bakteriofag T4 je na obje temperature formirao podjednako velike Cistine sa sli¢nom
efikasnosc¢u (Tablica 19), kao i nakon infekcije stanica divljeg tipa. Medutim, u dvostrukom
mutantu Ahns AstpA (soj 11B1029) bakteriofag T4 nije formirao ¢istine na 30 °C niti na 37 °C
(Tablica 19). Dakle, doslo je do sinergistickog, pojaéavajuceg negativnog uc¢inka na formiranje

Cistina faga T4 u dvostrukom mutantu Ahns AstpA na 37 °C.

S obzirom da protein StpA moze djelomi¢no kompenzirati nedostatak proteina H-NS jer
inhibira ekspresiju epistatskih gena u mutantu Ahns (Srinivasan i sur., 2013), te se nedostatkom
gena stpA u mutantu Ahns efekt pojacao, Zeljeli smo istraziti hoce 1i prekomjerna ekspresija
proteina StpA s plazmida revertirati - ponovno uspostaviti efikasnost formiranja ¢istina
bakteriofaga T4. Mutanti Ahns i Ahns AstpA transformirani su s vektorom u koji je ukloniran
gen stpA (pMR5), te je odredena efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 na obje
temperature. Bakteriofag T4 je pokazao podjednaku efikasnost formiranja ¢istina na obje
temperature (Tablica 19), s time da su cistine sitnije na 30 °C nego na 37 °C. PFU/mL
bakteriofaga T4 se dodatno povecao 10 puta u odnosu na iste sojeve transformirane praznim
vektorom. Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da se prekomjernom ekspresijom proteina
StpA uspostavilo formiranje ¢istina U mutantu Ahns na 30 °C §to ukazuje da protein StpA ima

vaznu ulogu u formiranju ¢istina faga T4.

3.4. Ekspresija gena stpA u ovisnosti o temperaturi u mutantu Ahns

Prethodni rezultati ukazuju da je razlog neformiranja Cistina faga T4 u mutantu Ahns
nedostatak proteina StpA na 30 °C sto je opisano u literaturi (Sonden i Uhlin, 1996). Kako
bismo to potvrdili, odredili smo koli¢ine transkripata gena stpA u stanicama divljeg tipa i u
mutantu Ahns uzgojenih do logaritamske faze rasta (ODg00=0,6) na 30 °C i 37 °C. Iz izolirane
RNA se metodom gRT-PCR odredila ekspresija gena stpA za svaki soj i temperaturu. Rezultati
su se kvantificirali metodom AACt te se odredila relativna ekspresija gena stpA u odnosu na

ekspresiju u divljem tipu na 30 °C.
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Nakon elektroforeze ukupne stanicne RNA na gelu su se vidjele vrpce rRNA (ribosomske
RNA): 23S rRNA, 16S rRNA 1 5S rRNA (Slika 6). Na gelu se nije vidjela genomska DNA Sto

znaci da je tretman DNAzom bio uspjesan.

2000 06 wit Ahns
p :
S0NECE - 3TE & 30°C 37°C
2000 pb ———— 23S rRNA
1500 pb L i T
1000 ph i - 16S rRNA
250 pb 5S rRNA

Slika 6. Rezultati elektroforeze nakon izolacije ukupne stani¢na RNA izolirane iz divljeg tipa
stanica i Ahns mutanta na 30 °C i 37 °C. Za elektroforezu je koriSten marker Gene Ruler 1kb,
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

U divljem tipu (11B854) ekspresija gena stpA je 2,4 puta manja na 37 °C nego na 30 °C
(Slika 7). U Ahns mutantu dolazi do povecanja ekspresije gena StpA u odnosu na divlji tip. Na
30 °C Ahns mutant ima 9,35 puta ve¢u ekspresiju gena StpA nego divlji tip na 30 °C (Slika 7).
Na 37 °C ekspresija gena stpA u Ahns mutantu je 17,65 puta veca nego ekspresija u divljem
tipu na 30 °C, te 42 puta veca u odnosu na ekspresiju u divljem tipu na 37 °C (Slika 7). Drugim
rije¢ima, Ahns mutant ima 1,8 puta vecu ekspresiju gena stpA na 37 °C nego na 30 °C. Metodom
gRT-PCR se umnozio gen StpA u AstpA mutantu (11B1025) i u dvostrukom Ahns AstpA mutantu
(11B1029). S obzirom da je u tim sojevima u potpunosti deletiran gen stpA, njegova ekspresija

je bila zanemariva i dobiveni rezultati se nisu analizirali.
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Slika 7. Relativna ekspresija gena stpA u bakterijskim sojevima divljeg tipa (11B854) i u
mutantu Ahns (11B855). Rezultati qRT-PCR-a su se kvantificirali metodom AACt te se odredila
relativna ekspresija gena stpA u odnosu na ekspresiju u bakterijskom soju divljeg tipa koji je
do logaritamske faze rasta uzgojen na 30 °C. Bakterijski soj IIB855 ima vecu ekspresiju gena
stpA na 30 °C i 37 °C u odnosu na bakterijski soj 11B854. Y-0s je prikazana na logaritamskoj

skali. Raspon pogreske (engl. error bar) prikazuje standardnu pogresku.

3.5. Utjecaj epistatskih gena na efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4

Epistatski geni su oni ¢ija je ekspresija regulirana s oba proteina H-NS i StpA. U divljem
tipu stanica njihova ekspresija je vrlo mala, ali se pove¢ava kada nema proteina H-NS i StpA
(Srinivasan i sur., 2013). Kako su prethodni rezultati pokazali da je u Ahns mutantu manja
ekspresija gena stpA na 30 °C u odnosu na 37 °C, pretpostavili smo da je moguce da je neki
epistatski gen pojacano eksprimiran na 30 °C te da inhibira nastanak Cistina bakteriofaga T4,
ali se njegov ucinak ne vidi u divljem tipu stanica posto mu je ekspresija inhibirana proteinima
H-NS i StpA. Da bi provjerili nasu pretpostavku odabrali smo nekoliko epistatskih gena ¢ija se
ekspresija mijenja nakon infekcije bakteriofagima (Poranen i sur., 2006), te smo istrazili kako

odabrani geni utjecu na formiranje ¢istina bakteriofaga T4.
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Kako bi se istrazio utjecaj epistatskih gena na uspjes$nost formiranja Cistina bakteriofaga T4,
najprije su se klonirali geni cbl, dnaK, sodA i groL dok smo za gene htpG i cspA imali

odgovarajuce plazmidne konstrukte (Tablica 3).

Najprije su se PCR-om pomo¢u Q5® DNA polimeraze umnozili geni cbl, dnaK, groL i
sodA. Nakon elektroforeze PCR produkta dobili smo vrpce veli¢ine koje su odgovarale veli¢ini
umnozenih gena cbl (1000 pb), dnaK (2000 pb), groL (1600 pb) i sodA (700 pb) (Slika 8).
Uspjesnost kloniranja gena u vektor pBad-A je provjerena cijepanjem restrikcijskim enzimima.
Plazmidi pMR6, pMR7 i pMR8 su se cijepali restrikcijskim enzimom Kpnl, a plazmid pMR9
se cijepao restrikcijskim enzimom Pvull. Rezultati restrikcije su se provjerili agaroznom
elektroforezom. Na Slici 9 se vidi da su se svi geni uspjeSno klonirali u vektor. Nakon
elektroforeze dobivene su vrpce veli¢ine 5000 pb (pMR7, pCbl), 4500 pb (pMR8, pSodA),
6500 pb (pMR6, pDnaK) i 6000 pb (PMR9, pGroL), a pBad-A je velik oko 4100 pb. Uspjesnost
ugradnje gena u vektor se jo§ dodatno potvrdila sekvenciranjem (rezultati nisu prikazani). Svi

geni su uspjesno klonirani u plazmid te imaju ispravnu sekvencu.

Slika 8. Rezultati elektroforeze nakon umnazanja gena cbl, sodA (A), dnaK (B) i groL (C) Q5®

DNA polimerazom. Za elektroforezu je koristen marker Gene Ruler 1kb, DNA Ladder (Thermo

Fisher Scientific).
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Slika 9. Rezultati elektroforeze nakon cijepanja plazmida pMR6 (B), pMR7 i pMR8 (A)

restrikcijskim enzimom Kpnl i plazmida pMR9 (C) restrikcijskim enzimom Pvull. Za

elektroforezu je koristen marker Gene Ruler 1kb, DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Zatim se Ahns mutant transformirao plazmidnim konstruktima s epistatskim genima cbl,
CspA, dnakK, groL, htpG i sodA. Odredilo se kako prekomjerna ekspresija pojedinih epistatskih
gena u Ahns mutantu utjece na efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 na 30 °C i 37 °C.
Ocekivali smo da ¢e prekomjernom ekspresijom epistatskog gena biti onemoguéeno formiranje
Cistina bakteriofaga T4 na 37 °C, ili da se ¢istine uopée ne bi formirale, sli¢no kao u dvostrukom

mutantu Ahns AstpA.

Nakon prekomjerne ekspresije epistatskih gena cbl, cspA, dnaK, groL, htpG i sodA
bakteriofag T4 nije formirao Cistine na 30 °C (Tablica 20), isto kao i u Ahns mutantu bez
plazmida. Nakon prekomjerne ekspresije gena htpG, dnaK i sodA u Ahns mutantu bakteriofag
T4 je imao 10 puta vecu efikasnost infekcije na 37 °C u odnosu na Ahns mutant transformiran
praznim vektorom (Tablica 20). Geni cbl, cspA i groL nisu utjecali na efikasnost infekcije
bakteriofaga T4 na 37 °C u odnosu na prazne vektore (Tablica 20). Bakteriofag T4 je formirao
vece Cistine nakon infekcije Ahns mutanta u kojima su prekomjerno eksprimirani geni cbl i
dnaK u odnosu na ostale sojeve. Prekomjerna ekspresija epistatskih gena cbl, cspA, dnak, groL,
htpG i sodA nije imala znacajan u¢inak na efikasnost formiranja ¢istina bakteriofaga T4, tj. niti
jedan gen nije smanjio efikasnost infekcije bakteriofaga T4 na 37 °C. Uocgeno je da se
prekomjernom ekspresijom gena groL u Ahns mutantu smanjila vijabilnost bakterija.
Prekonoc¢na kultura je narasla do ODeoo=1,4, dok su sve ostale prekono¢ne kulture narasle do

OD500=2,0.
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Tablica 20. Efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 nakon infekcije bakterijskog soja
Ahns (11B855) s eksprimiranim epistatskim genima s plazmida. Nakon infekcije bakteriofagom
T4 bakterijski sojevi su se inkubirali na 30 °C i 37 °C. PFU/mL bakteriofaga T4 za svaki

bakterijski soj i svaku temperaturu se izra¢unao iz broja nastalih ¢istina.

Bakterijski soj PFU/mL Standardna PFU/mL Standardna
devijacija devijacija
11B855 + pBad18-Amp 0 0 1,74*108 1,14*108
11B855 + pBAD18-HtpG 0 0 1,52*10° 1,98*108
11B855 + pINIII 0 0 6,95*108 3,04*10°8
11B855 + pINcspA 0 0 3,63*108 3,01*108
11B855 + pMR6 0 0 1,02*10° 6,12*108
11B855 + pMR7 0 0 3,90%10°8 1,41*108
11B855 + pMR8 0 0 2,04*10° 2,83*107
11B855 + pMR9 0 0 5,93*108 1,80*108

30°C 37°C

Nakon $to se odredilo kako povecanje ekspresije epistatskih gena u Ahns mutantu utjece
na uspjesnost infekcije bakteriofaga T4, istrazilo se kakav u¢inak ima delecija istih tih pojedinih
epistatskih gena (dnakK, sodA, cbl, groL, rnc) u stanicama divljeg tipa. Nakon infekcije mutanata
AdnaK, AsodA, Acbl, AgroL i Arnc efikasnost infekcije bakteriofaga T4 je sli¢na na 30 °C i 37
°C te iznosi iznosi oko 2*10'° PFU/mL (Tablica 21). Bakteriofag T4 formira jasno vidljive,
podjednako velike Cistine na obje temperature. Delecija epistatskih gena dnaK, sodA, cbl, groL
i rnc u divljem tipu stanica nije imala nikakav uéinak na efikasnost formiranja Cistina
bakteriofaga T4. Ovakav rezultat je u skladu s o¢ekivanjima posto epistatski geni ionako imaju

zanemarivo malu razinu ekspresije u divljem tipu stanica (Srinivasan i sur., 2013).
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Tablica 21. Efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 nakon infekcije bakterijskih sojeva
u kojima su deletirani epistatski geni. Nakon infekcije bakteriofagom T4 bakterijski sojevi su
se inkubirali na 30 °C i 37 °C. PFU/mL bakteriofaga T4 za svaki bakterijski soj i svaku

temperaturu se izracunao iz broja nastalih Cistina.

Bakterijski soj PFU/mL Stanfj-art.i-na PFU/mL Stanfj-ar(.j'na
devijacija devijacija
MRO19 (AdnaK) 2,80*10% 1,41*10° 2,33*10%° 3,18*10°
MRO020 (AsodA) 2,08*101° 2,47*10° 2,48*101° 4,60*10°
MRO021 (Acbl) 2,38*10%° 1,77*10° 2,50*%10%° 5,66*10°
MRO022 (AgroL) 2,28*10%0 6,72*10° 2,23*10%0 6,72*10°
MRO024 (Arnc) 2,75*10%0 3,54*10° 2,40%10%° 7,07*108

30°C 37°C

Na kraju su se konstruirali dvostruki mutanti u kojima su deletirani pojedini epistatski
geni (dnakK, sodA, cbl, groL, rnc) zajedno s genom hns. Istrazilo se kako dobivene mutacije
utjecu na efikasnost infekcije bakteriofaga T4 na 30 °C i 37 °C. Delecijom gena hns i epistatskog
gena koji inhibira nastanak Cistina bi se povecala efikasnost infekcije bakteriofaga T4, te bi

bakteriofag formirao ¢istine na 30 °C, sli¢no kao u divljem tipu stanica.

Kao i nakon infekcije Ahns mutanta, bakteriofag T4 nije formirao Cistine na 30 °C nakon
infekcije dvostrukih mutanta u kojima su deletirani pojedini epistatski geni (dnakK, sodA, cbl,
groL i rnc) i gen hns (Tablica 22). Nakon inkubacije na 37 °C bakteriofag T4 ima 10 puta ve¢u
efikasnost infekcije u dvostrukim mutantima AdnaK Ahns (MR026), Acbl Ahns (MR028) i
AgroL Ahns (MR034) i 100 puta vecu efikasnost infekcije u dvostrukim mutantima Arnc Ahns
(MRO025) i AsodA Ahns (MR027) u odnosu na Ahns mutant (Tablica 22), ali je bakteriofag T4
na 37 °C formirao sitne plakove kao i nakon infekcije Ahns mutanta. lako se na 37 °C povecala
efikasnost infekcije u odnosu na Ahns mutant, delecija epistatskih gena dnakK, sodA, cbl, groL
I rnc nije pokazala znacajan ucinak na efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 posto nisu
formirane cistine na 30 °C. Usporedivanjem ovih rezultata s rezultatima dobivenih nakon

prekomjerne ekspresije epistatskin gena moze se zakljuéiti da niti jedan od istrazivanih
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epistatskih gena (cbl, cspA, dnaK, groL, htpG, rnc, sodA) ne utjece na efikasnost formiranja

Cistina bakteriofaga T4.

Tablica 22. Efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 nakon infekcije bakterijskih sojeva u
kojima je deletiran gen hns te pojedini epistatski geni. Nakon infekcije bakteriofagom T4
bakterijski sojevi su se inkubirali na 30 °C i 37 °C. PFU/mL bakteriofaga T4 za svaki bakterijski

s0j 1 svaku temperaturu se izra¢unao iz broja nastalih Cistina.

Bakterijski soj PFU/mL Stan-d-arfi-na PFU/mL Stan-cfarfl-na

devijacija devijacija

MRO025 (Arnc Ahns) 0 0 2,44*10° 3,01*10°
MR026 (AdnaK Ahns) 0 0 7,42*108 6,25*108
MR027 (AsodA Ahns) 0 0 1,54*10° 7,60*108
MR028 (Acbl Ahns) 0 0 3,51*108 8,31*107
MRO034 (AgroL Ahns) 0 0 4,55*10° 2,83*10°

30°C 37°C

3.6. Utjecaj proteaze Lon na efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4

Prethodni rezultati su pokazali da bakteriofag T4 ne moze formirati ¢istine na 30 °C u Ahns
mutantu jer nema dovoljno proteina StpA u stanici. Ekspresija proteina StpA je, osim na
transkripcijskoj razini, regulirana i na posttranslacijskoj razini, degradacijom putem proteaze
Lon. Protein H-NS stiti protein StpA od degradacije proteazom Lon, pa u Ahns mutantu
proteaza Lon moze u potpunosti degradirati protein StpA (Johansson i Uhlin, 1999). Stoga smo
ocekivali da ¢e delecijom proteaze Lon u Ahns mutantu do¢i do poveéanja koli¢ine proteina
StpA u stanici, ¢ime se inhibira ekspresija epistatskih gena, te posljedi¢no dolazi do formiranja
Cistina bakteriofaga T4 na 30 °C. Za istraZivanje utjecaja proteaze Lon na efikasnost formiranja
Cistina bakteriofaga T4 su koriSteni bakterijski sojevi derivati E. coli B i E. coli K-12. Gen lon

je prirodno mutiran u svim sojevima derivatima E. coli B, dok se Alon mutant, derivat soja E.
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coli K-12 konstruirao pomoc¢u transdukcije i prijenosom mutacije u Ahns stanice (Baba i sur.,
2006).

U bakterijskom soju derivatu E. coli K-12 delecija gena lon u divljem tipu stanica (Soj
MRO023) nije imala nikakav utjecaj na efikasnost infekcije bakteriofaga. Bakteriofag T4 je na
obje temperature formirao podjednako velike, jasno vidljive Cistine s podjednakom efikasnoscu
(Tablica 23). Naknon infekcije dvostrukog mutanta Alon Ahns (soj MR031), koji je derivat E.
coli K-12, bakteriofag T4 nije formirao ¢istine na 30 °C (Tablica 23). Bakteriofag T4 je na 37
°C formirao ¢istine, ali su one bile mutne i opcenito slabo vidljive, iako su bile velike kao i
nakon infekcije mutanta Alon. Efikasnost infekcije bakteriofaga T4 na 37 °C je bila oko 10 puta
manja u dvostrukom mutantu Alon Ahns nego u mutantu Alon (Tablica 23). 1z dobivenih
rezultata se moze zakljuciti da delecija proteaze ne Lon utjece na efikasnost formiranja Cistina
bakteriofaga T4. Kako bi se u mutantu Alon Ahns bolje vidjele ¢istine smanjili smo volumen
mekog agra (na 2,5 mL) prilikom odredivanja efikasnosti infekcije bakteriofaga T4, te smo
koristili meki agar bez ekstrakta kvasca, ali niSta od navedenog nije omogucéilo formiranje jasno
vidljivih ¢istina. Dvostruki mutant Alon Ahns (MR031) je takoder imao specifi¢an fenotip.
Nastale kolonije su puno vec¢e u odnosu na divlji tip stanica, te imaju nepravilan/sluzast oblik.
Kako bi provijerili da li je nastali fenotip rezultat pogreske prilikom konstuiranja soja MRO31,
konstruirali smo mutante Alon Ahns koriste¢i druge sojeve, isto derivate E. coli K-12.
Ispostavilo se da dobiveni fenotip nije karakteristika samo MRO031 soja ve¢ i svih dvostukih

mutanata Alon Ahns derivata E. coli K-12.

Tablica 23. Efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 nakon infekcije bakterijskih sojeva
koji su derivati E. coli K-12 soja. Nakon infekcije bakteriofagom T4 bakterijski sojevi su se
inkubirali na 30 °C i 37 °C. PFU/mL bakteriofaga T4 za svaki bakterijski soj i svaku temperaturu

se izracunao iz broja nastalih Cistina.

L Standardna Standardna

Bakterijski soj PFU/mL L PFU/mL L

devijacija devijacija

MR023 (Alon) 3,32*10%° 1,16*100 2,85*10%0 1,44*10%0

MRO031 (Alon Ahns) 0 0 2,51*10° 2,70*10°
30°C 37 9C
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Nakon infekcije sojeva E. coli B, koji imaju prirodno deletiran gen lon, bakteriofagom
T4 dobiveni su potpuno drugaciji rezultati nego za sojeve E. coli K-12. U divljem tipu stanica
(soj BL21-Al) bakteriofag T4 formira velike, jasno vidljive Cistine s podjednakom efikasnoscu
na obje temperature (Tablica 24). Nakon infekcije dvostukih mutanata Alon Ahns (11B946 i
MRO033), derivata E. coli B, bakteriofag T4 je formirao jasno vidljive ¢istine na obje
temperature (Slika 10) s podjednakom efikasnos¢u (Tablica 24). Dvostruki mutanti Alon Ahns
derivati E. coli B ne pokazuju nikakve promjene u fenotipu, i bakterijske kolonije su okrugle i
iste veli¢ine kao i kolonije divljeg tipa stanica. Na temelju svega navedenog, moZzemo zakljuiti

da razlog boljeg formiranja ¢istina faga T4 u sojevima E. coli B nije zbog mutacije u genu lon.

Tablica 24. Efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4 nakon infekcije bakterijskih sojeva
koji su derivati E. coli B soja. Nakon infekcije bakteriofagom T4 bakterijski sojevi su se
inkubirali na 30 °C i 37 °C. PFU/mL bakteriofaga T4 za svaki bakterijski soj i svaku temperaturu

se izraCunao iz broja nastalih Cistina.

L Standardna Standardna
Bakterijski soj PFU/mL L PFU/mL o
devijacija devijacija
BL21-AI (Alon Adcm) 1,78*10%° 1,72*10%° 2,21*10% 2,40*10%
11B946 (Alon Adcm
A(h ) 2,11*10%° 1,75*10% 1,71*10% 1,48*10%
ns
MR033 (Alon Ahns) | 5:88*10° 1,56*10° 6,05*10° 1,40%10°
30°C 37 °C

38



Slika 10. Cistine bakteriofaga T4 formirane nakon infekcije bakterijskog soja MR033 (derivat
E. coli B, Alon Ahns) na 30 °C (A) i na 37 °C (B). Na obje temperature su nastale podjednako

velike ¢istine.
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4. RASPRAVA

Da bi bakteriofag uspjesno inficirao bakteriju najprije se mora vezati na receptore na
povrsini stanice. Bakteriofag T4 na povrsini stanice E. coli prepoznaje lipopolisaharide i protein
OmpC (od engl. outer membrane protein C) na koje se veze pomocu fibrila i bazalne ploce (Yu
i Mizushima, 1982). Za ulazak virusnog genoma u stanicu, stani¢na stijenka se¢ mora degradirati
enzimom lizozim, te mora do¢i do kontrakcije repa bakteriofaga T4. Nakon ubacivanja genoma
u stanicu domacina, bakteriofag T4 se mora zastiti od bakterijskog restrikcijsko-
modifikacijskog sustava i mora vezati bakterijsku RNA polimerazu ¢ime dolazi do ekspresije
virusnih gena. Produkti tkz. ranih gena blokiraju transkripciju i translaciju bakterijskog
genoma. Nakon replikacije virusnog genoma dolazi do sastavljanja viriona i do lize bakterijske
stanice, ¢ime se oslobadaju novonastali virioni (Miller i sur., 2003). Infekcijom "bakterijske
livade" Sirenje bakteriofaga po livadi je ograniCeno, vjerojatno zbog smrti Stanice prije
infekcije, §to dovodi do formiranja plakova/¢istina. Cistina je teoretski mjesto na bakterijskoj
livadi gdje jedan virion bakteriofaga zarazi jednu bakterijsku stanicu. Prethodnim
istrazivanjima uoceno je da bakteriofag T4 ne moze formirati Cistine nakon infekcije
bakterijskih sojeva bez proteina H-NS pri temperaturi inkubacije 30 °C. U ovom radu se
istrazilo utjece li na ovaj efekt protein StpA, proteaza Lon, te ovisi li o ekspresiji epistatskih
gena. Istrazen je utjecaj na efikasnosti adsorpcije bakteriofaga i na formiranje Cistina, tj. na

efikasnost infekcije.

U divljem tipu stanica temperatura inkubacije nije imala u¢inak na efikasnost adsorpcije
bakteriofaga T4, dok je u mutantu Ahns doslo do znacajnog smanjenja adsorpcije na 30 °C.
Temeljem ovih rezultata sam ocekivala da ¢e bakteriofag T4 imati smanjenu efikasnost
formiranja Cistina nakon infekcije Ahns mutanta na 30 °C, ali smanjenje adsorpcije ipak ne
moze objasniti potpuni izostanak Cistina. Pokazano je da snizavanjem temperature manje
bakteriofaga ulazi u stanicu (Jonczyk i sur., 2011), ali u ovom radu nije istrazeno da li ¢e se
smanjiti efikasnost ulaska bakteriofaga T4 u stanicu sto bi bilo zanimljivo napraviti u budu¢im

istrazivanjima.

Kao §to je prethodno navedeno, bakteriofag T4 nije formirao Cistine u Ahns mutantu
prilikom inkubacije na 30 °C, dok su na 37 °C nastale Cistine. Protein H-NS se veze na
bakterijski genom, ima ulogu u ocuvanju strukture nukleoida i regulira ekspresiju gena
(Durrenberger i sur., 1991). Prethodna istrazivanja su pokazala da se protein H-NS moze vezati
na genom bakteriofaga T4 ¢ime se smanjuje efikasnost infekcije bakteriofaga (Patterson-West

isur., 2018). U skladu s tim rezultatima ocekivali bi da ¢e u Ahns mutantu do¢i do povecanja
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efikasnosti infekcije bakteriofaga T4 neovisno o temperaturi inkubacije, ali ovo istrazivanje je
pokazalo suprotno. Za uoceni efekt je vjerojatno odgovoran jedan od gena Cija je ekspresija

regulirana proteinom H-NS.

StpA je jedan takav gen i protein StpA je paralog proteina H-NS te ima sli¢ne fukcije u
stanici. Budu¢i da se veze na bakterijski nukleoid i zajedno s proteinom H-NS regulira
ekspresiju epistatskih gena (Srinivasan i sur., 2013) zanimalo me je utjeCe li na efikasnost
formiranja Cistina bakteriofaga T4. Nedostatak proteina StpA nije pokazao ucinak na efikasnost
formiranja Cistina bakteriofaga T4. Ovakvi rezultati su u skladu s ocekivanjima posto je
dokazano da protein H-NS moze u potpunosti nadomjestiti nedostatak proteina StpA (Zhang i
sur., 1996). U dvostukom mutantu Ahns AstpA bakteriofag T4 nije formirao ¢istine na 30 °C
niti na 37 °C. Ovakvi rezultati ukazuju da protein StpA ipak ima vazan utjecaj na efiksnost
formiranja Cistina bakteriofaga T4. Ekspresija gena StpA je veéa na 37 °C nego na 26 °C, pa je
moguce da na 30 °C ekspresija proteina StpA u Ahns mutantu vjerojatno nije dovoljno velika
da nadomjesti nedostatak proteina H-NS. Prekomjernom ekspresijom s plazmida, protein StpA
je uspio kompenzirati nedostatak proteina H-NS te je doslo do formiranja Cistina bakteriofaga
T4 u mutantu Ahns na 30 °C. Time je dodatno potvrdena vaznost proteina StpA na formiranje

Cistina na nepoznat nacin.

Metodom gRT-PCR sam pokazala da je ekspresija gena stpA vec¢a u Ahns mutantu nego u
divljem tipu stanica. Budu¢i da protein H-NS inhibira ekspresiju gena stpA njegova ekspresija
je povecana u Ahns mutantu (Sonden i Uhlin, 1996). U Ahns mutantu ekspresija gena StpA je
bila 1,8 puta veéa na 37 °C nego na 30 °C. Sli¢ne rezultate su dobili Sonden i Uhlin (1996),
gdje je ekspresija gena stpA u Ahns mutantu bila 2 puta ve¢a na 37 °C u odnosu na 26 °C. Treba
napomenuti da su Sonden i Uhlin (1996) za odredivanje ekspresije gena koristili metodu
Northern blot, dok je u ovom radu koristena metoda qRT-PCR. U divljem tipu stanica
ekspresija gena stpA je bila oko 2,4 puta manja na 37 °C u odnosu na 30 °C. Dobiveni rezultat
se ne slaze s podacima u literaturi, gdje je otkriveno da je ekspresija gena stpA u divljem tipu
stanica 2 puta ve¢a na 37 °C nego na 26 °C (Sonden i Uhlin, 1996). U oba eksperimenta su
bakterije uzgajane do logaritamske faze rasta tako da uvjeti uzgoja nisu mogli utjecati na
rezultate. Razliciti rezultati su vjerojatno posljedica koriStenja razlicitih metoda za odredivanje
ekspresije gena. S obzirom da je ekspresija proteina StpA regulirana i na posttranslacijskoj
razini, degradacijom putem proteaze Lon (Johansson i Uhlin, 1999), na temelju ekspresije gena
se ne moze predvidjeti koli¢ina proteina StpA u stanici. U budu¢im istraZivanjima bi se mogla

odrediti koli¢inu proteina StpA metodom Western blot u stanicama divljeg tipa i u Ahns
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mutantu na 30 °C i 37 °C, te dobivene rezultate povezati s efikasno$¢u formiranja Cistina

bakteriofaga T4.

S obzirom da je protein StpA uspio nadomjestiti nedostatak proteina H-NS jedna moguénost
posljedice mutacije hns je da neki od epistatskih gena inhibiraju nastanak Cistina bakteriofaga
T4. Epistatski geni su oni ¢ija je ekspresija regulirana proteinima H-NS i StpA, a nedostatkom
proteina H-NS protein StpA svejedno inhibira njihovu ekspresiju. Ekspresija epistatskih gena
je zanemariva u divljem tipu stanica, a povecava se samo kada nema proteina H-NS i StpA
(Srinivasan i sur., 2013). Dakle, moguce je da su epistatski geni eksprimirani u mutantu Ahns
na 30 °C utjecali na efikasnost formiranja ¢istina bakteriofaga T4 §to je testirano. Od ukupno
350 gena odabrano je njih 7: cbl, cspA, dnaK, groL, htpG, rnc i sodA, zato jer je pokazano da
se njihova ekspresija mijenja prilikom infekcije bakteriofagima (Poranen i sur., 2006). U ovom
istrazivanju smo se fokusirali na Saperone, koji pomazu u pravilnom sastavljanju drugih
proteina (proteini CspA, DnaK, GroEL i HtpG), na transkripcijske faktore (proteini Cbl i
SodA), te na protein RNaza III. Niti jedan od istrazivanih gena nije imao utjecaj na efikasnost
formiranja Cistina bakteriofaga T4. Posto smo uocili da se smanjuje adsorpcija bakteriofaga T4
u mutantu Ahns bilo bi zanimljivo istraziti epistatske gene koji mogu utjecati na adsorpciju ili

na njihove transkripcijske faktore.

Na kraju sam odredila kako nedostatak proteaze Lon utjece na efikasnost formiranja ¢istina
bakteriofaga T4. Proteaza Lon degradira protein StpA (Johansson i Uhlin, 1999), pa bi se
njenom delecijom trebala povecati koli¢ina proteina StpA u stanici, i samim time bi se povecala
efikasnost formiranja Cistina bakteriofaga T4. U pokusima su koriSteni derivati sojeva E. coli
K-12i E. coli B. U sojevima E. coli B gen lon je prirodno deletiran, dok se u sojevima E. coli
K-12 gen lon morao deletirati uvodenjem delecijske mutacije transdukcijom. Nakon infekcije
dvostrukog mutanta Alon Ahns bakteriofag T4 je formirao ¢istine u soju E. coli B na 30 °C, dok
u soju E. coli K-12 nije doslo do formiranja Cistina. S obzirom da se isti efekt nije ponovio u
soju E. coli K-12, za uoceni efekt nije odgovorna proteaza Lon veé je vjerojatno posljedica
razlika u genotipu izmedu sojeva E. coli B i E. coli K-12. Pretpostavljam da soj E. coli B ima
deletiran epistatski gen koji onemogucava formiranje Cistina bakteriofaga T4 na 30 °C u
mutantu Ahns, dok je isti gen je prisutan u sojevima E. coli K-12 te inhibira formiranje ¢istina.
Ekspresijom nepoznatog ciljanog gena s plazmida u sojevima E. coli B o¢ekujem da bi nestale
Cistine na 30 °C u mutantu Ahns, dok bi njegovom delecijom u sojevima E. coli K-12 doslo do
formiranja Cistina bakteriofaga T4 na 30 °C. Gen dcm (DNA citozin metiltransferaza) je jedan

od moguc¢ih gena kandidata koji je deletiran u sojevima E. coli B, ali je prisutan u sojevima E.
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coli K-12 (Jeong i sur., 2009). Gen dcm nije deletiran u soju MR033 (derivat E. coli B), no u
njemu je doslo do formiranja Cistina na 30 °C §to znaci da pak ne utjece na efikasnost formiranja

Cistina bakteriofaga T4.

Tijekom adsorpcije na sojeve E. coli B bakteriofag T4 se veze samo na lipopolisaharide na
bakterijskoj stanici, jer E. coli B ima deletiran gen ompC (Wilson i sur., 1970) koji kodira
receptor za vezanje bakteriofaga T4 na povrSinu stanice. Moguée je da postoji razlika u
efikasnost adsorpcije i ulaska bakteriofaga T4 u sojeve E. coli B i E. coli K-12 $to bi moglo

objasniti dobivene razlicite rezultate.

U ovom istraZivanju je otkriveno da protein StpA utjeCe na na efikasnost formiranja Cistina
bakteriofaga T4, ali na nepoznat na¢in. Vezanjem na genom bakteriofaga T4 StpA moze
direktno Stititi DNA faga od nukleaza sto nije istrazeno (Keatch i sur. 2005) ili regulacijom
ekspresije epistatskih gena zastitu rade neki drugi geni. Potrebna su dodatna istrazivanja da se

razjasni uloga proteina StpA na efikasnost formiranja ¢istina faga T4.
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5. ZAKLJUCAK

Iz rezultata dobivenih u ovom radu moze se zakljuciti:

e Bakteriofag T4 se slabije adsorbira na stanice Ahns pri 30 °C, medutim to ne moze

objasniti potpuni izostanak Cistina bakteriofaga T4 u ovom soju na 30 °C.

e Protein StpA utjeCe na formiranje ¢istina faga T4 samo u stanicama Ahns. Uvodenjem
mutacije AStpA u stanice Ahns nastaje sinergisti¢ki u¢inak i fag T4 ne moze formirati
Cistine niti na 37 °C. Povecanjem ekspresije gena StpA s plazmida uspostavilo se

formiranje Cistina faga T4 na 30 °C.

e U stanicama Ahns uzgajanim na 30 °C smanjena je koli¢ina transkripata gena StpA za

1.8 puta u odnosu na 37 °C.

e Uspjesno su klonirani epistatski geni groL, cbl, dnaK i sodA $to je potvrdeno

restrikcijskom analizom i sekvenciranjem.

o Epistatski geni nisu znacajno utjecali na formiranje Cistina faga T4 niti prekomjernom

ekspresijom s plazmida u stancima Ahns niti u dvostrukim mutantima.

e Proteaza Lon nije utjecala na formiranje Cistina faga T4 §to je pokazano u dvostrukom

mutantu. Nije istrazen utjecaj prokomjerne ekspresije s plazmida.
e Fagi T4 su formirali ¢istine sa podjednakom efikasnos¢u na 30 °C i 37 °C u stanicama

E. coli B koje imaju mutaciju lon, §to ukazuje na moguénost da formiranje Cistina faga

T4 ovisi o0 nepoznatom razlikovnom genu izmedu tipova E. coli K-12 i E. coli B.
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