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1. Uvod

1.1. Geneticka rekombinacija

Geneticka rekombinacija prvi je put definirana kada se uoCilo da se geni na
razli¢itim kopijama homolognih kromosoma u vinske musice mogu presloZiti tijekom
mejoze. Nedugo zatim otkrice DNA kao genetickog materijala dalo je dva modela
rekombinacije na molekularnoj razini. Model izbora kopije (engl. copy-choice)
pretpostavlja da rekombinantna molekula DNA nastaje za vrijeme sinteze DNA na nacin da
DNA polimeraza prvo zapocne kopiranje jednog roditeljskog lanca, a zatim se prebaci na
kopiranje drugog. Alternativni model predlagao je da do rekombinacije dolazi lomom i
ponovnim spajanjem dvaju roditeljskin molekula DNA, a ne sintezom nove molekule
DNA. Iz modela izbora kopije kasnije su se razvili modeli RecA-neovisne rekombinacije,
dok su se iz alternativnog modela razvili modeli mehanizama RecA-ovisne homologne
rekombinacije (The Cell: A Molecular Approach, 2004).

Homologna rekombinacija definira se kao izmjena homolognih segmenata izmedu
dvije, ili unutar jedne, molekule DNA. Isto tako identificirana je kao glavni proces
rekombinacijskog popravka DNA (Kuzminov, 1999; Grompone i sur., 2004).
Rekombinacijom s homolognim slijedom DNA na neoStecenom kromosomu ovaj
mehanizam osigurava obnovu normalnog slijeda nukleotida u molekuli DNA.
Homolognom rekombinacijom nastaju nove kombinacije alela, Sto tijekom evolucije
dovodi do stvaranja genetiCke raznolikosti.

Proces homologne rekombinacije zapoCinje stvaranjem jednolanCane DNA
(ssDNA) koja ¢e se spariti s homolognim dupleksom i dovesti do izmjene lanaca. U
bakteriji Escherichia coli u pripremi ssDNA sudjeluju dva osnovna puta homologne
rekombinacije: RecBCD i RecF (poznat je i treCi, RecE put, koji je manje znacajan). U
divljem tipu bakterije E. coli homologna rekombinacija odvija se primarno RecBCD putem
(Kowalczykowski i sur., 1994).

Duzina homolognih dijelova neposredno utjeCe na ucestalost procesa
rekombinacije (Bi i Liu, 1996). Za homologne dijelove vece od 1 000 parova baza (pb)
utvrdeno je da rekombiniraju pomocu proteina RecA, dok je kod sljedova kracih od 1 000

pb uoceno da mogu rekombinirati i neovisno o tom proteinu (Lovett i sur., 2002). Za taj
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slucaj rekombinacije utvrdeno je da mora postojati minimalni dio identicnog slijeda
nukleotida izmedu dvije sekvence (MEPS-minimal effective processing segment), koji u
bakteriji E. coli iznosi 150 pb, odnosno 44-99 pb za RecA-ovisnu rekombinaciju, ovisno o

putu kojim se rekombinacija odvija (RecBCD ili RecF) (Shen i Huang, 1986).

1.2. Intramolekularna rekombinacija

Uzastopno ponovljeni sljedovi nalaze se u genomima mnogih organizama i
podlozni su delecijama i amplifikacijama. Ovi rearanZmani se mogu dogoditi izmedu
ponovljenih gena dugih nekoliko kilobaza ili izmedu kratkih fragmenata duZine svega
nekoliko nukleotida. Geneticka analiza rearanzmana ponovljenih sljedova u bakteriji E.
coli je pokazala da je u proces ukljuceno nekoliko mehanizama (Saveson i Lovett, 1997).

Ti mehanizmi mogu se ugrubo podijeliti na RecA-ovisne i RecA-neovisne.

-,

X
e
delecija *T doplikacija
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Slika 1. Intramolekularna homologna rekombinacija. Naran€astom bojom istaknuti su
homologni sljedovi na dvolanfanoj molekuli DNA. Isprekidanim linijama Zeli se istaknuti kako se
molekula DNA nastavlja ispred i iza homolognih sljedova (preuzeto iz: Maloy, 1994).

I RecA-ovisan i RecA-neovisan rearanZzman zbiva se izmedu sljedova koji pokazuju
homologiju. RecA-ovisni mehanizmi rekombinacije zahtijevaju homologne sljedove u
minimalnoj duzini od 200 pb, dok RecA-neovisni mehanizmi ne pokazuju potrebu za
takvim uvjetima (Dianov i sur., 1991; Bi i Liu, 1994). RecA-neovisna rekombinacija odvija

se izmedu regija krac¢ih od 100 pb. Posebno su zanimljiva kratka ponavljanja sljedova
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duZine do pet parova nukleotida (koja se nazivaju mikrosateliti), zato $to su se pokazala
vrlo Cesta i nestabilna u eukariotskim genomima. Rearanzmani na mikrosatelitima su
povezani s nekim genetskim poremecajima u Covjeka, kao Sto su Huntingtonova bolest,
miotoniCka misicna distrofija i sindrom krhkog X kromosoma. Za procese nastanka
delecije izmedu uzastopno ponavljajucih sljedova DNA duZine do 100 pb odgovoran je
iskljuCivo RecA-neovisan put rekombinacije, dok u procesu delecije izmedu sljedova
duzine 787 pb omjer udjela RecA-ovisne i RecA-neovisne rekombinacije iznosi 2:3 (Lovett
i sur., 1994; Lovett i sur., 1993).

Mehanizmi RecA-neovisne rekombinacije su posljedica pogreSke u replikaciji.
Smatra se da postoji viSe puteva kojima se odvija RecA-neovisna rekombinacija:
mehanizam proklizavanja DNA polimeraze i replikacijsko nesravnavanje povezano s
izmjenom sestrinskih kromatida (Bzymek i Lovett, 2001).

RecA-neovisna rekombinacija odvija se s visokom ucestaloS¢u izmedu homolognih
sljedova smjestenih na istoj molekuli DNA, dok izmedu homolognih sljedova smjeStenih
na dvije razlicite molekule DNA ucestalost rekombinacije ovisi o proteinu RecA (Bzymek i
Lovett, 2001). Najbitnija znaCajka RecA-neovisne rekombinacije jest da ovisi 0
razmaknutosti homolognih sljedova. Povecanjem udaljenosti izmedu homolognih sljedova,
uCestalost rekombinacije eksponencijalno opada (Lovett i sur., 1994; Bi i Liu, 1994; 1996).
Kako bi RecA-neovisna rekombinacija uopée bila moguca nuzno je da homologni sljedovi
nisu medusobno udaljeni vise od 10 kb (Lovett, 2004).

U istraZivanjima rekombinacije izmedu homolognih sljedova koriste se plazmidi u
kojima se nalaze uzastopno ponovljeni sljedovi odvojeni bilo kojim slijedom izmedu
homolognih sljedova. OcCekivani produkt rekombinacije izmedu direktnih ponavljanja na
plazmidu je monomeran plazmid (M) (Slika 2.). Zanimljivo, uz monomeran plazmid kao
produkt RecA-neovisne rekombinacije pojavili su se dimerni i trimerni oblici (Slika 2.)
(Lovett i sur.,, 1993; Bi i Liu, 1994). U nekim sluCajevima kao jedini produkti
rekombinacije pojavljuju se dimerni oblici (Dianov i sur. 1991, Bi i Liu, 1994).
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Slika 2. Struktura produkata nastalih DNA rearanZmanom izmedu direktnih ponavljanja.
Pune strelice oznaCavaju direktna ponavljanja; zadebljane linije oznacavaju umetnuti slijed; prazne
strelice oznaCavaju smjer slijeda na plazmidu izvan ponavljanja i smjer umetnutog slijeda (preuzeto
iz: BiiLiu, 1996).

Takoder, zamijeceno je da uCestalost rekombinacije i udio pojedinih produkata
rekombinacije direktno ovise o duljini slijeda izmedu direktnih ponavljanja i duljini
direktnih ponavljanja. Plazmidi s vrlo kratkim direktnim ponavljanjima (npr. 14 pb)
stvaraju iskljuCivo monomerne produkte. Plazmidi s duljim direktnim ponavljanjima
stvaraju i monomerne i dimerne produkte. Isto tako, porastom duljine slijeda izmedu
direktnih ponavljanja (razmaknice) naglo opada udio monomernog produkta, a raste udio
dimernog produkta (Slika 3.). Isto tako porastom duljine razmaknice naglo pada i

uCestalost rekombinacije (Bi i Liu, 1996).
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Slika 3. Utjecaj slijeda izmedu direktnih ponavljanja na ucestalost rekombinacije i vrstu
produkata rekombinacije. Gornji graf pokazuje utjecaj duljine razmaknice izmedu ponavljanja na
uCestalost rekombinacije; donji graf pokazuje utjecaj duljine razmaknice na vrstu produkta. Crna
boja-monomer, tockasto-dimer, iscrtano-trimer (preuzeto iz: Bi i Liu, 1996).

Do danas su prepoznata dva razliCita modela kojima se odvija RecA-neovisna
rekombinacija izmedu direktnih ponavljanja:
1) Model proklizavanja DNA polimeraze (engl. replication “slippage” model);
2) Replikacijsko nesravnavanje povezano s izmjenom sestrinskih kromatida (engl.
sister-chromosome exchange-associated replication misalignment model).
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1.2.1. Model proklizavanja DNA polimeraze

Model proklizavanja DNA polimeraze izvorno je nastao kao mehanizam kojim se
objaSnjava pojava mutacija pomaka okvira Citanja. Eksperimentima je pokazano da
zastajanje  DNA polimeraze tijekom replikacije ponavljajucih sljedova stimulira
replikacijsko proklizavanje polimeraze (Canceill i Ehrlich, 1996). Dolazak DNA
polimeraze do prve direktno ponavljajuce regije dovodi do zastoja i disocijacije
replikacijske vilice, izvijanja dvostrukog DNA lanca kalupa i sparivanja s idué¢im
homolognim slijedom. Smatra se da zato po nastavku replikacije polimeraza “proklizi” na
sljedecu ponavljajucu sekvencu istog lanca kalupa koja moZze biti udaljena do nekoliko
stotina nukleotida (Slika 4.) (Viguera i sur., 2001). Nastavak sinteze DNA na krivo
sparenom polozaju tada za rezultat ima delecije i duplikacije (Bzymek i Lovett, 2001).
Model proklizavanja DNA polimeraze objasnjava ovisnost RecA-neovisnih rearanZzmana o
homologiji i udaljenosti direktno ponavljajucih sljedova. Mehanizam proklizavanja DNA
polimeraze ograniCen je na ponavljanja koja su razmaknuta manje od deset kilobaza, zbog
toga Sto dva ponavljanja moraju biti u interakciji s istom replikacijskom vilicom (Lovett,
2004.)

A Direkina ponavijanja B Dirckina ponavifanja
. '-1 ¥ "
—— —_— — —

e Meduprodukt

_'1 proklizavanja
polimeraze --—1.‘
— = —— — ————
—ae— —— — —
i Ehspanzia Il 'r.-.'u‘r.l'rlzr'.'.l rEiA
P, (eI fEga ) '
|
—— = —————
Roditeljski Roditeljski

Slika 4. Model proklizavanja DNA polimeraze (preuzeto iz: Lovett, 2004).
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1.2.2. Replikacijsko nesravnavanje povezano s izmjenom sestrinskih kromatida

Jednostavni model proklizavanja DNA polimeraze unato€ zadovoljavajuéem
prikazivanju utjecaja homologije i razmaka izmedu ponavljajucih sljedova ne moze
objasniti sve uoCene RecA-neovisne tipove rearanZmana. Jedan dio RecA-neovisnih
produkata vjerojatno je povezan sa dimerizacijom replikona. Nastanak tih dimernih
produkata ne moze se objasniti jednostavnim proklizavanjem pri replikaciji lanca DNA u
nastajanju po lancu kalupu. No, crossing-over izmedu kruznih plazmidnih replikona moze
stvoriti kruzne dimere. Slicno modelu proklizavanja, smatra se da prilikom normalnog
popravka replikacijske vilice dolazi do izmjene kalupa zbog pogreSke pri sparivanju na
inverzno ili direktno ponavljajuc¢im sljedovima drugog replikona (Bzymek i Lovett, 2001).
Eksperimentima je pokazano da RecA-neovisni dimerni produkti nisu rezultat
intermolekularnog crossing-over-a, nego intramolekularnih interakcija sestrinskih
kromatida (Slika 5.).

| =
direkina ponavifanjz
—
- —

Nejednaka
lzmjena |

ekzpanzija

T —
—

—

Dimerni —

reciproéni delocija
produkt

Slika 5. Replikacijsko nesravnavanje povezano s izmjenom sestrinskih kromatida. Nejednoliki
crossing-over izmedu direktnih ponavljanja stvara kruzne dimere, Nakon Cega je jedan alel u
triplikatu, a jedan deletiran (preuzeto iz: Bzymek i Lovett, 2003).
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1.4. Bakterije Escherichia coli i Agrobacterium tumefaciens

1.4.1. Bakterija Escherichia coli

Bakterija Escherichia coli je Gram-negativna fakultativno anaerobna bakterija koja
ne stvara spore. Posjeduje kruzni kromosom veliine 4.6 Mb. Optimalna temperatura za
uzgoj bakterije E. coli je 37°C. U optimalnim uvjetima na bogatoj hranjivoj podlozi
vrijeme izmedu dioba E. coli je 22-25 minuta. Kultivirani sojevi su dobro prilagodeni na
laboratorijske uvjete. E. coli je jedan od glavnih modelnih organizama u molekularnoj
biologiji. Posjeduje enzime za izmjenu DNA molekula konjugacijom, transdukcijom ili
transformacijom, Sto omogucéuje brzo horizontalno Sirenje genetiCkog materijala. Svi
rekombinacijski procesi dosada poznati otkrivani su istrazivanjima na E. coli, kao i njihovi
mehanizmi. Takoder se koristi u biotehnologiji, kao povoljan organizam za stvaranje
rekombinantne DNA, koja je postala osnova biotehnologije. Izmjenjene E. coli koriste se u
procesima stvaranja cjepiva, bioremedijaciji, produkciji enzima i mnogim drugim

postupcima.

1.4.2. Bakterija Agrobacterium tumefaciens

Bakterija Agrobacterium tumefaciens je Gram-negativna Stapicasta bakterija koja
ne stvara spore. Najpoznatija je po tome Sto uzrokuje tumore u biljaka, a kako tumore
izaziva prijenosom DNA u biljnu stanicu domacina postala je objekt intenzivnih
istrazivanja transformacije biljnih stanica.

A. tumefaciens ima neobi¢nu kromosomsku organizaciju. Posjeduje jedan linearan
kromosom veliCine 2 Mb, jedan kruzni kromosom veliCine 2.8 Mb, te Ti (tumor-
inducirajuci) plazmid velicine 206.479 kb. Geni koji uzrokuju tumore u biljaka nalaze se
vecinom na Ti plazmidu. Dio Ti plazmida (oko desetine) ugraduje se u jezgrinu DNA
biljnih stanica i time ih se transformira. Dio Ti plazmida koji se ugraduje u jezgrinu DNA
naziva se T-DNA (prijenosna ili transfer-DNA).

O rekombinaciji u A. tumefaciens nije provodeno mnogo istrazivanja. Usporedbom
sekvenci genoma razlicitih prokariota poznato je da sadrzi protein AddAB umjesto proteina
RecBCD. Tekoder, sadrzi Sest kopija gena za Ku protein koji je kljuCan u mehanizmu
nehomolognog sparivanja krajeva (engl. non-homologous end joining), Sto upucuje, bududi



1. Uvod

da je to glavni marker za NHEJ, da se dio popravka DNA odvija i tim mehanizmom. Kada
nastane dvolancani lom u molekuli DNA prvo dolazi do vezanja Ku kompleksa na dva
kraja molekule DNA. Ku protein je glavni marker za postojanje NHEJ procesa u nekim
organizmima. Prokariotski Ku protein veli€ine je 30-40 kDa, dok je eukariotski veliCine
70-80 kDa (Aravind i Koomin, 2001). Nakon vezanja Ku proteina dolazi do nukleoliticke
razgradnje krajeva dvolan¢anog loma do nastanka ravnih krajeva (npr. polimerazama pol p
i A) ukoliko su krajevi nekomplementarni ili osteceni. Posljednji korak je sparivanje dvaju
lanaca. Taj korak odvija se pomocu NAD"-ovisnih ili ATP-ovisnih DNA ligaza. Cesto su
Ku geni organizirani u operone koji sadrze potrebne ligaze (Aravind i Koomin, 2001). Jos
nije poznat nacin na koji se kompleks odvaja od ligirane molekule DNA. Vecina proteina
napusSta mjesto ligacije pasivnom disocijacijom, no kako je Ku protein vezan kruzno oko
molekule DNA, smatra se da ili ostaje okruzuju¢i DNA na tom mijestu, ili dolazi do

proteoliticke razgradnje (Walker i sur., 2001).
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1. Uvod

1.5. CILJ ISTRAZIVANJA

GenetiCka rekombinacija ima kljucnu ulogu u o€uvanju kromosomske stabilnosti i
poticanju genetiCke raznolikosti. lako je proces rekombinacije zajednicki za sve Zive
organizme, enzimi rekombinacijskih procesa, kao i ucCinkovitost, te ucCestalost procesa
rekombinacije u razlicitim organizmima se razlikuju.

Posebno zanimljiva pojava je intramolekularna rekombinacija koja se odvija
izmedu direktnih ponavljanja. Direktna ponavljanja u genomu Cesto su uzrok delecija i
duplikacija koje dovode do promjena u genomu. Delecije i duplikacije neki su od osnovnih
mehanizama evolucije, no mogu biti i uzrok raznih genetskih bolesti.

U ovom radu zeljeli smo ispitati efikasnost rekombinacije u bakteriji
Agrobacterium tumefaciens i usporediti je s onom u bakterije Escherichia coli. U tu svrhu
konstruirali smo plazmid na kojem se nalazi sustav koji omogucuje pracenje ucestalosti
rekombinacije. Plazmid sadrzi direktno ponovljene nepotpune fragmente gena za otpornost
na spektinomicin medusobno razmaknute genom za otpornost na ampicilin.

Jedan od naCina nastanka otpornosti na spektinomicin jest intramolekularnom
rekombinacijom, pri ¢emu mora doCi do delecije gena za otpornost na ampicilin. Druga
mogucénost je da intramolekularnom rekombinacijom nastanu duplikacije ponovljenih
regija i nastanak dimera ili trimera.

Takoder, kako u sluCaju rekombinacije A. tumefaciens nisu vrSena intenzivna
istraZzivanja, te nema mnogo spoznaja 0 procesima rekombinacije, Zeljeli smo utvrditi
postoji li znaCajan utjecaj RecA proteina na ucCestalost rekombinacije u naSem

rekombinacijskom  sustavu.
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2. MATERIJAL | METODE
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2. Materijal i metode

2.1. MATERIJAL

2.1.1. Organizmi

2.1.1.1. Bakterije Escherichia coli i Agrobacterium tumefaciens

Tablica 1. Genotip bakterijskih sojeva koristenih u istrazivanju

Organizam Soj

Relevantni genotip

AB1157

Escherichia coli

F2 thi-1 hisG4 A(gpt-proA)62 arge3 thr-1
leuB6 kdgK51 rfbD1 ara-14 lacY1 galK2 xyl-5
mtl-1 tsx-33 supE44 rpsL31 rac? 12

XL1-Blue

relAl lac [F’proAB lacl9ZDM15 Tn10 (Tet")]

GVv3101
Agrobacterium tumefaciens

rpoH_ hrcA

UIA143

2.1.2. Plazmidi (vektori)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 ‘
|
autC58 recA::EryJ40 (pAtC58) I

2.1.2.1. Plazmid pCAMBIA2300 (pC2300)

Plazmid pC2300, ukupne veliCine 8 742 pb, spada u grupu komercijalno dostupnih

plazmida (pCambia vectors). To je vektor prisutan u velikom broju kopija u bakterijama

(engl. high-copy vector). Nosi gen za otpornost na kanamicin, pUC18 polilinker, te lacZ

gen koji omogucuje plavo-bijelu selekciju (vidi str. 19.). U ovom istraZivanju plazmid

pC2300 posluzio je kao vektor pri izradi plazmida pCaSpecAmpi-AHB. U njega smo

ugradili gene za otpornost na antibiotike spektinomicin i ampicilin.
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2.1.2.2. Plazmid pBluescript SK (pSK)

Plazmid pBluescript SK spada u grupu komercijalnih plazmida. VeliCine je 2 961
pb i sadrzZi sljedove koji ukljucuju polilinker (MCS-multiple cloning site), gen za otpornost
na antibiotik ampicilin i poCetak replikacije (ORI-origin of replication) E. coli i faga f1.
MCS se nalazi unutar lacZ kontroliranog gena koji omogucuje plavo-bijelu selekciju. U
ovom pokusu sluzio je za umnaZanje gena za ampicilin, te kao vektor koji stvara velik broj

kopija (engl. high-copy vector).

2.1.2.3. Plazmid pPZP200

pPZP200 je plazmid duzine 6 741 pb koji sadrZi gen za otpornost na antibiotik
spektinomicin. U ovom radu sluzio je kao kalup za umnazanje nepotpunih fragmenata gena

za otpornost na spektinomicin pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR).

2.1.3. Otopine

2.1.3.1. 1zolacija plazmidne DNA iz bakterija
CH;COOK pH=4,8 100 mL: 29,44 g kalijevog acetata otopi se u oko 80 mL dH,0, a
zatim se doda 11,5 mL ledene octene kiseline. Otopina se nadopuni s dH,O do

volumena 100 mL i izmjeri pH vrijednost, koja treba biti 4,8. Tako pripravljena otopina
je 3M u odnosu na kalij, a 5M u odnosu na acetat.

GTE pufer, 200 mL: Otopi se 1,98 g glukoze u malo dH,0, potom se doda 5 mL 1M
otopine TrisCl pH 8 i 4 mL 0,5M otopine EDTA, te nadopuni s dH,0 do volumena 200
mL.

0,22M NaOH, 50 mL.: 0,44 g natrijevog hidroksida otopi se u 50 mL dH0.

Fenol: Redestilirani fenol otopljen na 67°C i zasiCen jednakim volumenom TE-pufera

(pH 8,0). Ne sterilizira se i Cuva se u tamnoj boci pri 4°C.
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Kloroform-izoamilni alkohol 24:1, 100 mL: U 96 mL kloroforma doda se 4 mL

izoamilnog alkohola, te otopina Cuva u tamnoj boci.
10%-tni SDS, 100 mL: 10 g natrij-dodecil sulfata otopi se u 100 mL dH,0.
70%-tni CoHsOH, 100 mL: 72,9 mL 96%-tnog etanola nadopuni se s dH,O do

volumena 100 mL
Ribonukleaza A (RNAsa A) otopi se u 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) i 15 mM natrijevom

kloridu do konacne koncentracije 10 pg/upl i zagrije 15 minuta u Kipucoj vodenoj

kupelji. Nakon hladenja do sobne temperature Cuva se pri —20°C.

2.1.3.2. Restrikcijska digestija plazmidne DNA
Boja Orange G, 10 mL: 1,5 g Ficoll 400 i boje Orange G na vrhu spatule (nije potrebno

vagati) pomijeSa se s malo dH,O u graduiranoj pipeti. Nakon Sto se kemikalije otope,
nadopuni se s dH,O do 10 mL. Boja se Cuva na +4 °C.

Pufer za elektroforezu 50 x TAE, 250 mL: 60,5 g TrisCl otopi se u malo dH,0, zatim
se doda 14,27 mL ledene octene kiseline i 25 mL 0,5M EDTA pH 8, te nadopuni s
dH,0O do 250 mL.

2.1.3.3. Bijelo-plava selekcija
IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid): pripremi se otopina 23.83 mg/mL (100 mM)
u ddH.0.
X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid): otopi se 20 mg X-Gal u 1 mL
dimetilformamidu (DMF).

2.1.3.4. Priprema otopina antibiotika
Na tehnickoj vagi u Falcon kiveti odvaZe se potrebna masa antibiotika (prema uputstvu
proizvodacCa). Kiveta se tada dopuni sa ddH,O do 10 mL, te se antibiotik otopi
mijeSajuéi na vorteksu. Kada je sav antibiotik otopljen, pomocu injekcijske Sprice

profiltrira se kroz odgovarajuci filter u sterilnu Falcon kivetu i Cuva na -20°C.
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2.1.4. Hranjive podloge
LB (Luria Broth) podloga

Tripton 10 g/L
Ekstrakt kvasca 10 g/L
NaCl 59/L

Podloga 2xTY za bakteriju Escherichia coli

Pepton 16 g/L
Ekstrakt kvasca 10 g/L
NaCl 59/L

Pri izradi krute podloge u otopinu se dodaje 1.5 % agara.

Podloga s kanamicinom:
Kanamicin se dodaje u sterilnu podlogu do konacne koncentracije od 50 yg/mL u
krutu podlogu (ohladenu na oko 50°C).

2.1.5. Antibiotici
Tablica 2. Otopine antibiotika

iANTIBIOTIK I KONCENTRACIJA OTOPINE I RADNA KONCENTRACIJA I

Ampicilin 100 mg/mL ddH,0 100 pg/mL
Kanamicin 50 mg/mL ddH,0 50 pg/mL

Spektinomicin 100 mg/mL ddH,0 100 pg/mL

I Tetraciklin 12.5 mg/mL 50% etanola 12.5 pg/mL I
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2.1.6. Otopine za gel-elektroforezu

Agarozni_gel, 50 mL: Otopi se agaroza u 1 x TAE-puferu (koji se pripremi

razrjedivanjem 50 x TAE-pufera). Koncentracija agaroze u gelu moze biti 0.7 do 1.5 %,
ovisno o potrebi.

Etidij-bromid: Osnovna otopina priprema se u koncentraciji od 10 mg/mL, ne sterilizira
se i Cuva se pri 4°C u tamnoj boci. Otopina za vizualizaciju DNA priprema se
dodatkom 50 pL osnovne otopine u jednu litru destilirane vode i takoder Cuva u tamnoj
boci.

Pufer za elektroforezu 50 x TAE: 60,5 g TrisCl otopi se u malo dH,0, doda 14,2 mL
ledene octene kiseline i 25 mL 0,5M EDTA pH=8 i dopuni s dH,0 do 250 mL.

Boja Orange G, 10 mL: 1,5 g Ficoll 400 i boje Orange G na vrhu spatule (nije potrebno

vagati) pomijeSa se s malo dH,O u graduiranoj pipeti. Nakon Sto se kemikalije otope,
dopuni se s dH,O do 10 mL.

2.1.7. Kompleti za procis¢avanje DNA
Komplet za proCiScavanje DNA iz otopine — "QIAquick PCR Purification kit”
(QIAGEN, Njemacka). Sadrzi pufere PB, PE, EB i kolone "QIAquick spin columns”

Komplet za prociS¢avanje DNA iz gela - "QlAquick Gel Extraction kit kit” (QIAGEN,
Njemacka). SadrZi pufere QG, PE, EB i kolone "QIAquick spin columns”

2.1.8. Zacetnice
Tablica 3. PCR zacetnice

ZACETNICA SEKVENCA

Specl 5-GAATTC CGG GGT CTG ACG CTC AGT GG-3

Spec2 5-GAG CTC CGG CTC CGC AGT GGA TGG CG-¥
I Spec3 5-GTC GAC ATG ACG GGC TGA TAC TGG GC-3

Specd 5-AAG CTT ATT CGG GCA CGA ACCCAG TG-3
ampl 5-CCC GGG GATCTT TTC TAC GGG GTC TG-¥
ampll 5-CCACCATCGTGG CACTTT TCG GGG AAA TG-3’
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2.2. METODE
2.2.1. Priprema hranjivih podloga

LB podloga za uzgoj bakterije Escherichia coli, 500 mL uz dodatak kanamicina
PomijeSa se 5 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca i 2.5 g NaCl, te otopi u manjem
volumenu destilirane vode. Nakon Sto se sastojci otope mijeSanjem na magnetskoj
mijesSalici, otopina se nadopuni destiliranom vodom do 500 mL. Otopina se prelije u
bocu za autoklaviranje u koju je potrebno dodati magnetic, a za krutu podlogu doda se
jos i 7.5 g bakterijskog agara. Nakon autoklaviranja 18 minuta na 124 °C, te hladenja
podloge, u sterilnim uvjetima dodaje se antibiotik kanamicin do konacne koncentracije
50 pg/mL.

Podloga 2TY za bakterije Escherichia coli, 500 mL uz dodatak kanamicina
PomijeSa se 5 g peptona, 5 g ekstrakta kvasca i 2.5 g NaCl, te otopi u manjem
volumenu destilirane vode. Za krutu podlogu doda se joS i 7.5 g bakterijskog agara.
Nakon $to se sastojci otope, mijeSanjem na magnetskoj mijeSalici, otopina se nadopuni
destiliranom vodom do volumena 500 mL. Otopina se prelije u bocu za autoklaviranje
u koju se dodaje magneti¢ u slu€aju krute podloge. Nakon autoklaviranja 18 minuta na
124 °C, te hladenja podloge na 50 °C u sterilnim uvjetima doda se antibiotik kanamicin

do konacne koncentracije 50 pg/mL.

2.2.2. Transformacija bakterijskih stanica elektroporacijom
Elektrokompetentnim stanicama (50 pL, pohranjene u Eppendorf epruvetama na -
80°C) stavljenim na led doda se 5 pL DNA za transformaciju i prebace se u ohladenu
kivetu za elektroporaciju (prethodno drzanu na ledu). U nosac elektroporatora (MicroPulser
(Bio-Rad, SAD) smijesti se kiveta s uzorkom i odabere odgovaraju¢i program. Nakon
elektroporacije (E. coli na 1.8 kV, A. tumefaciens na 2.2 kV), brzo se doda 500 uL tekuce
bakterijske podloge (LB ili 2xTY) bez antibiotika, stanice se prebace u staklenu epruvetu i

inkubiraju u tresilici najmanje 1 sat (E. coli na 37°C, A. tumefaciens na 28°C). Istovremeno
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se u inkubatoru na 37°C zagriju odgovarajuce ploCe na koje se u sterilnim uvjetima, nakon

inkubacije, staklenim Stapiéem razmazu suspenzije.

2.2.3. Plavo-bijela selekcija

Plavo-bijela selekcija jedan je od naCina prepoznavanja kolonija s rekombinantnim
plazmidom. Temelji se na djelovanju enzima (-galaktozidaze, koji cijepa glikozidnu vezu
bezbojnog 5-brom-4-klor-3-indolil-B-D-galaktopiranozida (X-gal), te omogucuje nastalom
5-brom-4-klor-3-hidroksi-indolu da dimerizira i oksidira na zraku, pri ¢emu nastaje spoj
plave boje. B-galaktozidaza je enzim koji se sastoji od dvije podjedinice, a i w. Za ove
pokuse koriste se sojevi bakterija koji imaju funkcionalnu podjedinicu w, a nemaju
funkcionalnu podjedinicu a. Ako plazmid nosi gen za podjedinicu o, bakterija koja primi
takav plazmid ima dostupne obje podjedinice enzima. Takve bakterije imaju na podlozi s
X-gal plavo obojenje. Ukoliko je unutar gena za podjedinicu a ugraden neki gen, tada ne
nastaje a podjedinica enzima i bakterijske kolonije ostaju bijele. U podlozi se nalazi i
antibiotik za koji plazmid nosi rezistenciju, kako bismo bili sigurni da bijele kolonije imaju

ugraden upravo Zeljeni rekombinantni plazmid.

2.2.4. 1zolacija plazmidne DNA — miniprep

Tekuca podloga s odgovaraju¢im antibiotikom inokulira se bakterijskom kolonijom
s agarske ploCe ezom u sterilnim uvjetima i inkubira preko noci na 37°C. Nakon inkubacije
bakterijska suspenzija se ulije u Eppendorf epruvetu od 1.5 mL i bakterije se istaloze
centrifugiranjem 5 min na 5 000 rpm. Supernatant se izbaci (potrebno ga je dobro istresti
lupkajuci epruvetom po papiru kako bi se uklonilo $to viSe necistoca). Talogu se doda 100
uL pufera GTE, bakterijske stanice se dobro resuspendiraju na vorteksu, te se ostave stajati
na sobnoj temperaturi 5 min. Toj suspenziji doda se 200 yL smjese 0.22 M NaOH i 10%-
tni SDS (pomijeSati prije upotrebe). Suspenzija se ostavi stajati na ledu 5 min. Doda se 250
UL otopine kalijevog acetata (3M K i 5M acetat), resuspendira i ostavi na ledu 15 min.
Suspenzija se potom centrifugira na + 4°C 15 min na 15 000 rpm. Supernatant se prebaci u
sterilnu epruvetu (Eppendorf, 1.5 mL) na led. Doda se 500 pL smjese fenol-kloroform-

izoamil alkohol u omjeru 25:24:1, promijeSa i centrifugira 5 min na sobnoj temperaturi.
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Nakon centrifugiranja gornja faza se prebaci u Cistu sterilnu epruvetu i doda 1 mL hladnog
2-propanola. Ostavi se stajati na ledu 15 min (moZe i preko noci). Nakon stajanja otopina
se centrifugira na + 4°C 15 min na 15 000 rpm, supernatant se izbaci i talogu se doda 1 mL
70%-tnog etanola za ispiranje. Otopina se centrifugira 5 min na 14 000 rpm na sobnoj
temperaturi, supernatant se izbaci i talog susi na zraku. Kada se talog posusi, otopi se u 20

uL ddH,0 kojoj je prethodno dodana RNAza. Uzorci se Cuvaju ha — 20°C.

2.2.5. Restrikcijska digestija plazmidne DNA
U ovisnosti 0 koliini DNA otopini se dodaju enzimi prema uputama proizvodaca,
uz odgovarajuci pufer volumen kojeg iznosi 1/10 digestijske smjese.

Tablica 4. Smjesa za restrikcijsku digestiju
| ddH,O

I Preporuceni pufer 2L

|
I
DNA ‘

Restrikcijska endonukleaza

Smjesa se lagano promijeSa i spusti u centrifugi. Inkubira se na temperaturi optimalnoj za

pojedini enzim prema uputama proizvodaca.

Ukoliko je potrebno cijepati DNA pomocu dva enzima, preporucljivo je to izvrsiti u istoj
smjesi. Tada se prema uputama proizvodaCa odabere pogodan pufer, a postupak je
identiCan digestiji sa jednim enzimom. Ukoliko ne postoji pogodan zajednicki pufer,

restrikcija se provodi odvojeno, a nakon prve reakcije restrikcije DNA se precipitira.
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2.2.5.1. Priprema A markera

Za marker A HindlIl priredi se sljedeca smjesa za restrikcijsku digestiju:
100 L A DNA
30 pL pufer R
5 pL Hindlll
165 pL ddH20.
Nakon prekonoéne restrikcijske digestije na gelu se vide fragmenti DNA toc¢no odredenih
veliCina prikazanih na slikama 6. i 7.

DN— 21226 bp
9416 bp —
8557 bp 5148y
By =
s — 3530bp —
2322 bp 207bp
MFT bp —— 1904 b ——
o 1584 b w
’é— 1375 bp =
364 bp - ﬁ T g —— =
B £31 bp &
125 bp - b 2
3 564 bp — £
Slika 6. Duljina fragmenata A DNA Slika 7. Duljina fragmenata A DNA
nakon restrikcijske digestije enzimom Hindl 1. Nakon restrikcijske digestije enzimima
Hindll1/EcoRI.

Za marker A HindI1I/EcoRlI priredi se sljede¢a smjesa za restrikcijsku digestiju:
100 yL A DNA
30 pL pufer R
3 pL Hindlll
3 UL EcoRlI
164 pL ddH20.

Nakon prekonocéne restrikcijske digestije na gelu se vide fragmenti DNA toc¢no odredenih

veliCina prikazanih naslici .
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2.2.6. Talozenje DNA etanolom

U uzorak se doda 3.0 M natrijev acetat tako da konaCna mnozinska koncentracija u
otopini bude 0.3 mol (1/10 volumena). Otopini se doda dva volumena etanola (96%,
hladan), potom se otopina ostavlja na ledu 15-30 min. Nakon stajanja otopina se
centrifugira na + 4°C, 15 000 rpm, 15 min. Supernatant se ukloni, dodaje se 750 puL 70%-
tnog etanola i ponovo centrifugira 4 min na + 4°C na 15 000 rpm. Supernatant se ukloni, a

talog ostavi da se posusi na zraku.

2.2.7. Obrada krajeva linearne DNA Klenow-im enzimom
Ponekad je za kloniranje potrebno izravnati krajeve fragmenata DNA. U tom
sluCaju prilazi se obradi krajeva linearne DNA Klenow-im enzimom.

Pripremi se reakcijska smjesa prema podacima u tablici 5.

Tablica 5. Reakcijska smjesa za obradu krajeva Klenow-im enzimom
DNA obradena restrikcijskim enzimom

10X reakcijski pufer za Klenow enzim

dNTP Mix, 2mM

Klenow enzim
ddH,O

Smjesa se inkubira na 37°C 10 min, potom se reakcija zaustavi zagrijavanjem smjese na
75°C 10 min.

2.2.8. LanCana reakcija polimerazom (PCR)

LanCana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je in vitro
postupak kojim se umnoZava Zeljeni slijed DNA. Pri tome se koriste DNA polimeraza Pfu

(termostabilna), zaCetnice za Zeljeni slijed i kalup DNA.
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PCR reakcije se provode u epruvetama od 250 yL u PCR-uredaju "Perkin-Elmer
Gene Amp PCR System 2400”. Reakcije su provodene u volumenu od 50 pL, a reakcijske

smjese priredene su na sljedeci nacin:

kalup DNA 1L
dNTP mix (2 mM) 3uL
zacCetnica | (0,1uM) 1L
zacCetnica Il (0,1uM) 1L
Pfu pufer 5uL
Pfu polimeraza 1uL
ddH,0 36 uL

Temperature ciklusa:
Prvi korak postupka je denaturacija kalupa na 95°C 4 min, nakon Cega slijede tri koraka

koja se ponavljaju u 30 ciklusa:

Denaturacija kalupa DNA 95°C 30s
Vezanje zacetnica (engl. “annealing”) 65°C 30s
Reakcija produljenja lanca (engl. “extension”) 72°C 2 min

Nakon zavrSenog tridesetog ciklusa reakcijska smjesa se inkubira na 72°C 5 min (reakcija

produljenja lanca), nakon ¢ega se ohladi na + 4 °C.

2.2.9. Ligacija plazmidne DNA
Kako bi se spojili fragmenti DNA za kloniranje, provodi se reakcija ligacije.
Reakcija se provodi u PCR-uredaju, 8 sati na 22°C i 8 sati na 16°C.

Reakcijska smjesa priredena je na sljedeci nacin:

T4 DNA Ligaza 0.5puL
Pufer za T4 DNA Ligazu 1.1puL
DNA insert 6.4 uL
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DNA vektor 3.0puL
2.2.10. Detekcija rekombinacije i izraCunavanje ucestalosti rekombinacije

A. tumefaciens transformirane plazmidom pCaSpecAmpi-AHB nanoSene su u
razrijedenju od 107 na kanamicin/ampicilin podlogu, te u razrijedenju 10™ na
spektinomicinsku podlogu. Razrijedenja su priredena na nacCin da se iz 1 mL suspenzije
transformanata otpipetira 100 yL suspenzije i nadopuni sa ddH,0 do 1 mL, i tako sve do
potrebnog razrjedenja. UcCestalost rekombinacije izraCunata je metodom medijana (Lea &
Culson, 1949) za sve plocCe, i to na nacin da je uCestalost rekombinacije=M/N, gdje je M
broj rekombiniranih bakterijskih kolonija na spektinomicinskim plo¢ama-Spec’, dok je N
broj kolonija nerekombiniranih kolonija bakterija na kanamicin/ampicilin plo¢ama-Amp'
(prema Bi i Liu, 1996.).

2.2.11. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu
Za razdvajanje fragmenata DNA dobivenih restrikcijskom digestijom koristi se
agarozni gel (0.7-1.5%) pripremljen dodavanjem agaroze u otopinu TAE-pufera. Otopina

se zagrijava sve dok agaroza nije u potpunosti otopljena. Nakon Sto se otopina ohladi na

priblizno 50°C, u otopinu se doda 3 pL etidijevog bromida koncentracije 10 mg/mL.
Tako pripremljena otopina izlije se u nosac za gel s ¢esljem i priceka se da se gel
stvrdne. Potom se gel stavi u kadicu za elektroforezu i kadica nadopuni puferom
do malo iznad povrsine gela. Uzorci se prije nanoSenja u jazice pomijeSaju sa 3 pL
boje Orange G. Elektroforeza se provodi na 60-80 V dok boja ne dode do donjeg
ruba gela.

Gel se potom analizira pomoc¢u UV-transiluminatora.

2.2.12. I1zdvajanje fragmenata DNA iz agaroznog gela
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Nakon razdvajanja molekula DNA elektroforezom, dijelovi DNA odgovarajuce
veliCine izrezani su pod UV svjetlom pomocu skalpela iz gela agaroze i preneseni u
Eppendorf epruvete. Za prociSéavanje DNA za kloniranje upotrijebljen je komplet
kemikalija QIAquick Gel Extraction Kit, u skladu s uputama proizvodaCa. Metoda se
zasniva na vezanju molekula DNA sa velikim afinitetom na membranu kolone, dok se
necistoce ispiru. Zatim se DNA eluira u slabom ionskom puferu. Ovako dobivena DNA je
visoke Cistoce.

2.2.13. Priprema i odredivanje kompetentnosti elektrokompetentnih

bakterijskih stanica

U dva puta po 600 mL bakterijske podloge bez antibiotika inokulira se 5 mL
prekonocne kulture i inkubira uz treSnju u tresilici na 37°C do postizanja opti¢ke gustoce
ODgpp=0.7-1.0. Potom se stanice ohlade na ledu, kao i sav pribor s kojim ¢e doci u kontakt
tijekom daljnjeg postupka. Svi daljnji koraci izvode se na ledu, sav pribor drZi se na ledu.
Stanice se izliju u kivete u alikvotima od 150 mL, centrifugiraju [5 000 rpm, 10 min, + 4°C
(Sorvall RC5B, Du Pont Instruments, SAD)], supernatant se izlije i stanice resuspendiraju
u 150 mL hladne diH,O (drzi se na ledu tijekom cijelog procesa). Postupak centrifugiranja
se ponovi. Ponovo se odlije supernatant, stanice se resuspendiraju u 100 mL diH.0, te
ponovo centrifugiraju. Supernatant se ponovo odlije i stanice resuspendiraju u 50 mL
diH,0. Ponovi se postupak centrifugiranja. Supernatant se odlije, talog se prebaci u manje
Kivete i resuspendira u 30 mL diH,O. Suspenzija se centrifugira [5000 rpm, 10 min, + 4°C
(centrifuga Sgma 3K30, Njemacka)]. Nakon odlijevanja supernatanta, talog se prebaci u
Eppendorf epruvete i ponovi se postupak centrifugiranja. Nakon centrifugiranja otpipetira
se supernatant i stanice se resuspendiraju u 1.5 mL 7% DMSO (dimetil-sulfoksid).

Ovako pripremljena suspenzija alikvotira se u sterilne hladne Eppendorf epruvete
koje se zamrznu u teku¢em dusiku i pohrane na -80°C.

Kompetentnost stanica mjeri se elektroporacijom, transformacijom sa 1 yL DNA
poznate koncentracije (komercijalni vektor). Nakon transformacije pripreme se razrijedenja
na krutim podlogama. Kompetentnost se izraCunava kao broj kolonija izraslih na podlozi
pomnozen s redom razrjedenja i podijeljen sa koncentracijom DNA koju smo koristili za

transformaciju.
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Mjera kompetentnosti izrazava se u cfu/pg DNA (cfu=colony forming unit), a da bi

stanice bile elektrokompetentne kompetentnost mora biti minimalno 10° cfu/ug DNA.

2.2.14. Mjerenje opticke gustoce bakterijske suspenzije
OptiCka gustoéa bakterijske suspenzije mjeri se na UV/Vis spektrofotometru
(Unicam, SAD) pri valnoj duljini 600 nm, uz upotrebu Ciste bakterijske tekuce podoge kao

slijepe probe.

2.2.15. Mjerenje koncentracije DNA u otopini
1z uzorka kojem se Zeli saznati koncentracija otpipetira se 1 pyL uzorka i razrijedi u
999 pL diH,0. Spektrofotometar se kalibrira pomocu 1 mL diH,O. Mjeri se apsorbancija

uzorka pri 260 nm, nakom Cega se koncentracija izracuna prema sljedecoj formuli:

¢ = Ao * faktor apsorbancije * faktor razrijedenja

Faktori apsorbancije:

sSDNA - 37 pg/mL

dsDNA - 50 pg/mL

SSRNA — 40 pg/mL.

Koncentracija DNA izrazava se u pug/pL.
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3. REZULTATI

28



3. Rezultati

Za potrebe istrazivanja intramolekularne rekombinacije bilo je potrebno razviti
sustav koji omogucuje pracenje ucCestalosti rekombinacije. Za to smo izabrali gen za
otpornost na antibiotik spektinomicin iz plazmida pPZP200 koji je dug 1 400 pb. Pomodu
dva para zaCetnica konstruirana su dva skraena oblika gena za otpornost na
spektinomicin koji se medusobno preklapaju u slijedu od 570 pb (Slika 8.). Kao
razmaknica konstruiran je gen za otpornost na ampicilin i ugraden izmedu prethodno

opisanih fragmenata gena za otpornost na spektinomicin.

3.1. UmnoZavanje fragmenata gena za otpornost na spektinomicin s deletiranim 5°

krajem i 3" krajem pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR)

Gen za otpornost
na spektinomicin
1400 pb

Fragment Specl/2
R i
| 942 pb

" Fragment Spec3/4

[ (s 5 v
972 pb

Homologija
[ITTTTT] 570 pb

Slika 8. Zacetnice za konstrukciju fragmenta gena za spektinomicin sa deletiranim 5" i 3’
krajevima. Zelenom bojom oznaCen je gen za otpornost na spektinomicin. Crnom bojom
oznaCene su KoriStene zaCetnice, crvenom bojom oznaCeni su fragmenti gena za otpornost na
spektinomicin, Specl/2 (942 pb) i Spec3/4 (972 pb). Sivom bojom oznaCeno je podrucje
homologije.

Pomocéu zacetnica Specl i Spec2 PCR-om smo umnoZili fragment gena za
spektinomicin iz plazmida pPZP200 kojem nedostaje 5  kraj (Specl/2, 942 pb), a
zaCetnicama Spec3 i Spec4 fragment kojem nedostaje 3" kraj (Spec3/4, 972 pb). Dobiveni
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fragmenti se preklapaju u podrucju od 570 pb (Slika 8.) i mogu posluZiti kao mjesta

homologije. Oba fragmenta smo ugradili u plazmid pC2300.

3.2. Plazmidi pCSpecES-Sma i pCSpecHS-Sma
Fragment Specl1/2 ugradili smo u restrikcijsko mjesto Smal plazmida pC2300
(pCambia) (Slika 9.) i plazmid s insertom probrali bijelo-plavom selekcijom na

selektivnim podlogama s kanamicinom i X-galom.

Smal (8377)
- / . plazmid pC2300
MCS 8742 pb
+
5T Spear o insert Spec1/2
942 pb

s/ E—— |

plazmid pCSpecES-Sma
9666 pb

Slika 9. Shema konstrukcije plazmida pCSpecES-Sma. Ugradnja fragmenta Spec 1/2 u
restrikcijsko mjesto Smal plazmida pC2300.

Na isti naCin smo i fragment Spec3/4 ugradili u plazmid pC2300 u restrikcijsko
mjesto Smal (Slika 10.) i dobili plazmid pCSpecHS-Sma.
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Smal (8377)
. / /3, plazmid pC2300
MCS 8742 pb
+
> (S insert Spec3/4

972 pb

s /S — |

plazmid pCSpecHS-Sma
9714 pb

Slika 10. Shema konstrukcije plazmida pCSpecHS-Sma. Ugradnja fragmenta gena Spec3/4 u
restrikcijsko mjesto Smal plazmida pC2300.

Toc€nost ugradnje odgovaraju¢ih  fragmenata u plazmidu izvrSili  smo
restrikcijskom digestijom i gel elektroforezom nastalih produkata. Plazmid pCSpecES-
Sma pocijepan je u dvostrukoj digestiji enzimima EcoRI/Pstl (fragment od 948 pb, jaZica
1), EcoRlI/Sall (fragment od 938 pb, jaZica 2), te EcoRI/Xbal (fragment od 932 pb, jaZica
3). Plazmid pCSpecHS-Sma pocijepan je u dvostrukoj digestiji enzimima Acc651/Sall
(fragment od 989 pb, jazica 4) (Slika 11.). Navedeni restrikcijski enzimi imaju mjesta
prepoznavanja lijevo i desno od ugradenog fragmenta Specl/2, odnosno Spec3/4 u

plazmidima pC2300.
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Slika 11. Rezultati elektroforeze digestije pCSpecES-Sma i pCSpecHS-Sma. Marker A Hind
I11, prve tri jaZice pCSpecES-Sma, zadnja pCSpecHS-Sma. 1-digestija restrikcijskim enzimima
EcoRI/Pstl, 2-digestija restrikcijskim enzimima EcoRI/Sall, 3-digestija restrikcijskim enzimima
EcoRI/Xbal, 4-digestija restrikcijskim enzimima Acc651/Sall.
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3.3. Plazmid pSK(EV)Amp

Nakon zavrSene konstrukcije plazmida s fragmentima gena za otpornost na
spektinomicin pristupili smo amplifikaciji gena za otpornost na ampicilin. Gen za
otpornost na ampicilin umnoZili smo u PCR uredaju s zaCetnicama ampl i ampll gdje je
plazmid pSK sluzio kao kalup. Tako umnoZeni gen za otpornost na ampicilin ugradili
smo u restrikcijsko mjesto ECoRV istog pSK plazmida (Slika 12. i Slika 13.).

Slika 12. PCR gena za otpornost na ampicilin iz plazmida pSK. U jaZicama 1 i 2
provjerili smo koncentraciju plazmida pSK i kontrolu digestije enzimom EcoRV. U jaZici
broj 3 nalazi se PCR produkt gena za otpornost na ampicilin, duljine 1 138 pb.
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3 plazmid pSK
3184 pb
PCR produkt
5’» 3 gen za otpornost
Amp na ampicilin
1138 pb
3c|a| sai o Pstl
. . plazmid
5 3 pSK(EV)AmMp
bla Amp 4322 pb
1138 pb
PSK(EV)Amp

Slika 13. Shema konstrukcije plazmida pSK(EV)Amp. PCR produkt gena za otpornost na
ampicilin ugraden u restrikcijsko mjesto EcoRV plazmida pSK. Dobiveni plazmid pSK(EV)Amp
ima dva gena za otpornost na ampicilin.

Provjeru ugradnje inserta izvrSili smo na dva nacina: cijepanjem restrikcijskim enzimom
Scal (jazice 1-5) i dvostrukom digestijom restrikcijskim enzimima Pstl i Sall (jazica 7). U

jazicu 8 dodani su PCR-produkt i sam plazmid pSK za usporedbu velicina (Slika 14.).

Slika 14. Restrikcijska digestija kolonija pSK(EV)Amp Scal. U jaZicama oznafenim 1-5
nalazi se plazmid izoliran redom iz kolonija 3, 4, 5, 7, 9, porezan enzimom Sca I. U jaZici broj 7
pSK(EV)Amp porezan enzimima Pstl/Sall kao kontrola za ugradeni ampicilin. U jaZici 8 nalazi
se plazmid pSK, te PCR produkt gena za otpornost na ampicilin, kao mjera duljine fragmenata.
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3.4. Plazmid pCSpecESAmp

Kako bi konstruirali plazmid koji ima fragmente gena za otpornost na
spektinomicin razmaknute genom za otpornost na ampicilin plazmide pCSpecES-Sma i
pSK(EV)Amp porezali smo dvostrukom restrikcijskom digestijom s restrikcijskim
enzimima Pstl/Sall. Nakon elektroforeze, iz gela smo izolirali fragment s genom za
otpornost na ampicilin veli¢ine 1 138 pb, kao i linearizirani vektor pCSpecES-Sma, te

ligirali (Slika 15.). Ocekivani plazmid pCSpecAmp je veliCine 10 804 pb.

Sall Pstl

. . plazmid
5/ 3 pSK(EV)Amp
bla AmMp 4322 pb

1138 pb
Pstl Sall 4

J /s
Specl/2

plazmid pCSpecES-Sma
9666 pb

. / /3, plazmid
/*‘7 pCSpecESAmMp
Amp Specl/2
1138 bp 942 bp 10804 pb

Slika 15. Shema konstrukcije plazmida pCSpecESAmp. Gen za otpornost na ampicilin izrezali
smo restrikcijskim enzimima Pstl/Sall iz plazmida pSK(EV)Amp, te ugradili u ista restrikcijska
mjesta plazmida pCSpecES-Sma.
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Slika 16. Provjera ugradnje gena za otpornost na ampicilin u plazmid pCSpecES-Sma. U
jazici oznaCenoj brojem 1 nalazi se ligacijske smjesa pCSpecESAmp (10 804 pb). U jaZici
oznacenoj brojem 2 nalazi se plazmid pCSpecES-Sma porezan enzimima Pstl/Sall koji sluZi kao
kontrola prije ugradnje inserta.

UspjeSnost ugradnje gena za otpornost na ampicilin potvrdili smo digestijom
restrikcijskim enzimom Hindlll koji ima mjesta prepoznavanja lijevo i desno od
ugradenog gena za otpornost na ampicilin (Slika 17.). Orijentaciju ugradenog gena
utvrdili smo digestijama restrikcijskim enzimima Acc65l1/Sall, Pstl/Sall, Smal/Xbal,
EcoRl, te EcoRI/BamHI (rezultati nisu prikazani).

Slika 17. Restrikcijska digestija pCSpecESAmp sa Hindlll. JaZice 1-12: kolonije
pCSpecESAmMp porezane enzimom Hindlll. Ocekivana veli€ina fragmenta ~1140 pb. JaZica 13:
plazmid pCSpecES-Sma, prikazuje veliinu vektora, tekoder porezan enzimom Hindlll. JaZica
14: pSK porezan sa Hindlll, sluZi kao orijentacija velicine.
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3.5. Plazmid pCaSpecAmpi-AHB

Plazmid pCaSpecAmpi-AHB konstruiran je u dva koraka. U prvom koraku smo
plazmidu pCSpecHS-Sma uklonili 30 pb izmedu restrikcijskih mjesta BamHI i Hindlll (9
352-9 382 bp). Potom smo ljepljive krajeve dobivene nakon dvostruke digestije popunili
pomocu Klenow-og enzima (Slika 18.). Tako je nastao plazmid pCSpecHS-Sma AHB.

BamHlI, Xbal, Sall, Pstl, HindllI

; &
Spec3/4

plazmid pCSpecHS-Sma
9714 pb

restrikcijska digestija s BamHI+HindllI,
Klenow enzim, ligacija

- ~40 pb
ABamHI-HindllI

5//LJ// 3
Spec3/4

plazmid pCSpecHS-SmaAHB

Slika 18. Izvodenje delecije restrikcijskih mjesta izmedu enzima BamHI i Hindll1 plazmida
pCSpecHS-Sma.

Zatim smo u plazmid pCSpecHS-SmaAHB ugradili fragment Specl/2+Amp

izrezan iz plazmida pCSpecESAmp pomocu restrikcijskog enzima EcoRI (Slika 19.)
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EcoRl EcoRlI

plazmid

/ 3~ PCSpecESAmMp
10804 pb

/3,

Spec3/a plazmid pCSpecHS-SmaAHB

5%—«—‘#/ 3

Spec3/4 Amp Specl/2
plazmid pC,SpecAmp- AHB
~ 11790 pb

Slika 19. Shema konstrukcije plazmida pC,SpecAmp-AHB. Fragment Spec 1/2+Amp izrezan
je iz plazmida pCSpecESAmp enzimom EcoRl, te ugraden u restrikcijsko mjesto EcoRI plazmida
pCSpecHS-Sma AHB.

Ovako ugraden gen za otpornost na ampicilin u plazmidu pCaSpecAmp-AHB nije bio u
ispravnoj orijentaciji u odnosu na promotor. Zato smo fragment Amp enzimom Smal
izrezali i ponovo ga ligirali kako bismo dobili invertirani gen za otpornost na ampicilin u
smjeru promotora plazmida. Nakon ligacije, provjeru nove orijentacije izvrsili smo
digestijom restrikcijskim enzimima Hindll1/Xbal (fragment 1 138 pb). Kao Sto je vidljivo
iz mape na slici 20., mjesto restrikcijskog enzima Hindlll inverzijom gena za otpornost
na ampicilin prelazi na suprotnu stranu od mjesta restrikcijskog enzima Xbal, sto nam je
omogucilo provjeru orijentacije gena za otpornost na ampicilin. Prvotna orijentacija gena
za otpornost na ampicilin digestijom tim restrikcijskim enzimima ne daje vidljivi
fragment (Slika 21.). 1z slike gela vidljivo je da kolonija broj 1 jedina posjeduje fragment

Amp u Zeljenoj orijentaciji.
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Smal Xbal, Smal, Hindlll
%LJ«L-ﬁ// 3
Spec3/4 Amp Specl/2
plazmid pC SpecAmp- AHB

~ 11790 pb
digestija sa Smal,
autoligacija
Hindlll Xbal
5//L_‘-|-‘J;7// 3
Spec3/4 Amp Specl/2
972 bp 1138 bp 942 bp
plazmid pC,SpecAmpi- AHB
~ 11790 pb

Slika 20. Nastanak plazmida pC,SpecAmpi-AHB. Na slici je prikazana inverzija gena za
otpornost na ampicilin pomodéu enzima Smal.

Slika 21. Kontrolni gel digestije kandidata za plazmid pCASpecAmpi-AHB. Kolonije 1-12
nakon restrikcijske digestije enzimima Hindlll/Xbal. Kolonija broj 1 posjeduje fragment u
Zeljenoj orjentaciji.

39



3. Rezultati

3.6. Provjera ispravnosti plazmida pCaSpecAmpi-AHB

Nakon izvrSene konstrukcije plazmida pCaSpecAmpi-AHB, ispravnost plazmida
smo provjerili transformacijom bakterije E. coli, te nasadivanjem na kanamicinske
(kontrola) i ampicilinske podloge. Na obje podloge smo dobili konfluentan rast (rezultati
nisu prikazani). Kako je kanamicinska otpornost kodirana pocetnim plazmidom pC2300,
a gen za otpornost na ampicilin je bio cjelovit, to znacCi da je samo ispravan konstrukt
mogao dati podjednak broj transformanata na obje selektivne podloge. Zatim smo zeljeli

istraziti da li ovim plazmidom mozemo detektirati intramolekularnu rekombinaciju.

3.7. lIstrazivanje ucestalosti intramolekularne rekombinacije u bakteriji
Agrobacterium tumefaciens.

S plazmidom pCaSpecAmpi-AHB smo transformirali dva soja bakterija
Agrobacterium tumefaciens, UIA143 (recA) i GV3101 (recA"). Nakon transformacije,
napravili smo decimalna razrjedenja i smjesu nasadivali na selektivne podloge. Na
kanamicinske podloge koje su sluzile kao kontrola nanosili smo decimalna razrjedenja
od 107. Na podloge koje sadrze spektinomicin i koje su sluZile za selekciju
rekombinantnih plazmida, nanosili smo decimalna razrjedenja od 107. Za svaki plazmid i
svaki soj koristili smo po pet ploca (broj kolonija soja recA” s plazmidom pCaSpecAmpi-
AHB dobiven je na pet kanamicinskih ploCa i pet spektinomicinskih ploCa, te broj
kolonija soja recA” s plazmidom pCaSpecAmpi-AHB dobiven je na pet kanamicinskih

ploCa i pet spektinomicinskih ploca). Rezultati su prikazani u tablici 6.
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Tablica 6. Rezultati pokusa istrazivanja rekombinacije u A. tumefaciens

pCASpecAmpi-AHB UIA143 (RecA)
10 (spec) 107" (Kan) 107(spec/Kan)
1. 17 535 3
2. 1 122 1
3. 8 418 2
4, 4 371 1
5. 8 430 2
X 1.8
ST.D. 0.83666
pCASpecAmpi-AHB GV3101 (wt)
10 (spec) 10” (Kan) 107 (spec/Kan)
1 51 731 7
2 44 933 5
3. 26 660 4
4, 10 145 7
5 5 266 2
X 5
ST.D 2.1213203

Ucestalost intramolekularne rekombinacije plazmida pCaSpecAmpi-AHB u recA™ soju
UIA143 iznosi 1.8*107, a u soju divljeg tipa GV3101 iznosi 5¥107°. Dobiveni podaci o
uCestalosti rekombinacije direktno ponovljenih sljedova od 570 pb slaZzu se u vrlo dobroj
mjeri sa podacima koji se mogu naci u literaturi o rekombinaciji bakterije E. coli (Bi i
Liu, 1996).

Usporedbom intramolekularne  rekombinacije izmedu spektinomicinskih
fragmenata plazmida pCaSpecAmpi-AHB u soju divljeg tipa GV3101 u odnosu na recA’
soj UIA143 dobili smo oko tri puta vecu ucestalost rekombinacije (Tablica 6.). Ovaj
rezultat upucuje na zakljuCak da protein RecA nije potreban za nastanak bakterija

otpornih na spektinomicin, Sto je u skladu s podacima iz literature (Lovett i sur., 1993).
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3.8. Utvrdivanje mehanizma rekombinacije u bakteriji Agrobacterium tumefaciens
Iz literature je poznato da je otpornost na spektinomicin mogla nastati jedino
delecijom slijeda koji razdvaja dva nepotpuna fragmenta Specl/2 i Spec3/4. To znaCi da
bi svi Spec" transformanti trebali postati osjetljivi na ampicilin. Medutim, uz deleciju
Cesto dolazi i do duplikacije, odnosno nastanka dimera i rjede trimera (Slika 22.) (Lovett i
sur., 1993; Bi i Liu, 1996).
plazmid pC,SpecAmpi- AHB

~ 11790 pb
5/ e ———/ |
Spec3/4 Amp Specl/2
972 bp 1138 bp 942 bp

5/#‘# y + e delecija

Spec Amp
1400 pb ~1150 bp
+
s — e ———-— ) | +
Spec Spec3/4 Amp Spec1/2
1400 pb 972 bp 1138 bp 942 hp

delecija + duplikacija

Slika 22. Ocekivani produkti rekombinacije nastali delecijom i delecijom uz duplikaciju.

Da bi utvrdili mehanizam nastanka otpornosti na spektinomicin, odlucili smo provjeriti
da li mozemo selektirati bakterije A. tumefaciens otporne na ampicilin i spektinomicin.
A. tumefaciens divljeg tipa i recA” transformirali smo plazmidom pCaSpecAmpi-AHB i
selektirali kanamicin otporne transformante na 28°C. Potom smo ih uzgojili u tekucoj
podlozi s ampicilinom u tresilici na 28°C preko nodi, te smo 100 pL nerazrijedene kulture
nasadili na krute Amp/Spec podloge. Ukoliko nakon tri dana na podlogama ne narastu
kolonije, to znaCi da je doSlo do rekombinacije i delecije gena za ampicilin. Ukoliko
primijetimo rast na podlogama koje sadrze oba antibiotika, takvi rezultati bi mogli
sugerirati da je otpornost na spektinomicin nastala delecijom uz duplikaciju.
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Rezultati su bili sljedeci:

recA soj Amp/Spec
livada

Divlji tip Amp/Spec
livada

Iz dobivenih rezultata je vidljivo da bakterije posjeduju obje rezistencije, sto ukazuje da
je vjerojatno doslo do RecA-neovisne delecije i duplikacije, Sto je u skladu s literaturom
(Lovett i sur., 1993; Bi i Liu, 1996).

3.9. IstraZivanje ucCestalosti intramolekularne rekombinacije u bakteriji Escherichia
coli.

Ucestalost intramolekularne rekombinacije zeljeli smo ispitati i u bakteriji E. coli,
te je usporediti s rezultatima dobivenim u bakteriji A. tumefaciens. Pokus smo izveli na
slican nacin kao ranije: bakterije E. coli smo transformirali plazmidom pCaSpecAmpi-
AHB i transformante selektirali na kanamicinskoj podlozi. Iduci dan nekoliko kolonija
smo nasadili u tekucu podlogu s ampicilinom inkubirali u tresilici preko noci na 37°C.
Nakon inkubacije napravili smo decimalna razrjedenja do 10°. Na ampicilinsku podlogu
nasadili smo razrjedenje 10° a na spektinomicinsku 103. Pokus smo napravili u

triplikatu. Rezultati su prikazani u tablici 7.

Tablica 7. Rezultati pokusa istraZivanja rekombinacije
u bakteriji E. coli divljeg tipa

Divlji tip (wt) AB1157

Ucestalost rekombinacije
*107°

1. 680 196 3.4
. 603 160 3.7

10'4(Spec) 10'7(Am p)

X

2
3
T

ST.D.
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Iz ovih rezultata vidljivo je da uCestalost rekombinacije plazmida pCaSpecAmpi-AHB u
bakteriji E. coli iznosi 4.2 * 107°. Takav rezultat je nesto veéi nego u bakteriji A.
tumefaciens, ali jo$ uvijek u oCekivanom rasponu ucestalosti rekombinacije iz literature
(Bi i Liu, 1996).

Kao i u sluCaju A. tumefaciens, i bakterije E. coli smo nasadili na podloge koje sadrze
ampicilin/spektinomicin antibiotike, a rezultat je bio istovjetan. Na podlogama smo dobili

konfluentan rast.

3.10. Izolacija plazmida iz rekombinanata i njihova restrikcijska analiza

Nakon provedenih pokusa istrazivanja ucestalosti rekombinacije iz bakterija A.
tumefaciensi E. coli Zeljeli smo provjeriti da li je doSlo do delecije uz nastanak dimera. U
tu svrhu smo izolirali plazmid na nacin da smo od svakog soja bakterija uzeli po dvije
kolonije sa svake podloge (ampicilin, spektinomicin i ampicilin/spektinomicin), recA’ i
recA’, te proveli digestiju s enzimom Scal. Kao kontrola sluZio je plazmid kojim su
transformirani svi sojevi. Restrikcijska mjesta za ovaj enzim prikazana su na slici 23. iz

koje je vidljivo da enzim Scal cijepa izvan naSeg konstrukta.

Scal (36) Scal (6 269)
5/1——‘4/ S
Spec3/4 Amp Specl/2
972 bp 1138 bp 942 bp

Slika 23. Restrikcijska mapa plazmida pC,SpecAmpi-AHB. Prikazan je linearizirani vektor, te
restrikcijska mjesta enzima Scal

Digestijom restrikcijskim enzimom Scal oCekivali smo dva fragmenta duljine 6 425 pb i
5 365 pb ukoliko nije doSlo do rekombinacije, te 6 425 pb i 4 975 pb ukoliko je doslo do
rekombinacije. Elektroforeza je izvrSena nakon digestije od jednog sata, te nakon

prekonocne digestije. Rezultati prikazani na slici 24. su od prekonocne digestije.
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3. Rezultati

Kao prvo, primijetili smo tri fragmenta u kontrolnom uzorku, umjesto dva. To
ukazuje da vjerojatno postoji joS jedno neprepoznato mjesto cijepanja na plazmidu
pCaSpecAmpi-AHB.

Kao drugo, u svim izoliranim rekombinantima i transformantima primijetili smo
jedan veéi neporezani fragment veliCine ~21 kb. Taj veliki fragment moze biti ili dimer
ili dio kromosomske DNA. Nadalje, u divljem soju bakterije A. tumefaciens primijetili
smo smanjenje veli€ine najceSce dva donja fragmenta (jazice 1, 2, 9, 10). Ovaj trend smo
uoCili i u bakteriji E. coli (jaZice 13-18). Pretpostavljamo da smanjenje fragmenata
ukazuje na deleciju prilikom intramolekularne rekombinacije.

Nedostatak fragmenata smo uoCili u recA mutantima bakterije A. tumefaciens
(jazice 3 ,4, 7, 8, 111 12), te divljem tipu (jazice 5 i 6). Razlog bi mogao biti problemi pri
izolaciji plazmida iz A. tumefaciens, kao i veli¢ina plazmida (~12 kb).

A. fumefaciens E. coli

B
e o 4 &+
|+ * + Fo

_I_
12

3
g

14 15 1617 18

Slika 24. Elektroforeza plazmida pC,SpecAmpi-AHB restrikcijskim enzimom Scal nakon
prekonoc¢ne digestije. Prva jaZzica sadrzi marker A EcoRI/Hindlll. U drugoj jaZici nalazi se
izvorni plazmid izoliran iz E. coli XL1-Blue (K).

45



4. Rasprava

4. RASPRAVA

46



4. Rasprava

U ovom radu htjeli smo ispitati efikasnost rekombinacije u bakteriji A.
tumefaciens i usporediti je s onom u bakterije E. coli. U tu svrhu u istraZivanju smo
koristili plazmid pCaSpecAmpi-AHB koji sadrzi direktna ponavljanja u duzini od 570 pb
koja su dio gena za otpornost na spektinomicin, medusobno razmaknuta genom za
otpornost na ampicilin duzine 1 138 pb.

Transformacijom bakterija E. coli i nasadivanjem na ampicilinske, kanamicinske i
spektinomicinske podloge pokazali smo kako je plazmid pCaSpecAmpi-AHB pravilno
konstruiran, buduéi da su bakterije recipijenti plazmida uspjesno rasli na svim navedenim
podlogama.

Prethodna istraZivanja su pokazala da duljina homologije utjeCe na ucestalost
rekombinacije izmedu direktnih ponavljanja, i to na nain da povecanjem homologije
uCestalost rekombinacije raste sve do duljine homologije od priblizno 500 pb, nakon Cega
daljnje povecanje duljine homolognih regija nema dodatni utjecaj na ucCestalost
rekombinacije.(Lovett i sur., 1993; Bi i Liu, 1996). Tako su Bi i Liu (1996) pokazali da
se ucCestalost rekombinacije u bakteriji E. coli za direktna ponavljanja kakva sadrzi
plazmid pCaSpecampi-AHB i razmaknicu duljine 1 000 pb kreée u rasponu od 10°-107.
Kako ucestalost rekombinacije dobivena pokusom u bakteriji A. tumefaciens iznosi 1.8 *
10 u recA’ soju, odnosno 5 * 10 u divljem tipu, dobiveni rezultat se vrlo dobro slaze s
literaturnim podacima. NeSto veéa ucestalost rekombinacije u bakteriji E. coli koja iznosi
4.2 * 10 vjerojatno bi se mogla pripisati veli¢ini plazmida pCaSpecAmpi-AHB, $to
doprinosi vecoj fleksibilnosti DNA molekule i smanjuje steriCke smetnje, a samim tim
olaksava interakcije izmedu dijelova molekule. Navedeno navodi na zakljucak da su isti
mehanizmi odgovorni za rekombinaciju u obje vrste bakterija.

Nadalje, ucestalost rekombinacije u A. tumefaciens dobivena pokusom (Tablica
3.) otkriva kako nema znaCajnije razlike u ucestalosti rekombinacije izmedu soja recA i
bakterija divljeg tipa. Soj recA pokazuje priblizno svega tri puta manju ucestalost
procesa rekombinacije, iz Cega se moze zakljuciti da rekombinacija u bakteriji A.
tumefaciens u ovom slucaju ne ovisi o proteinu RecA.

Glavni mehanizam kojim dolazi do rekombinacije izmedu direktnih ponavljanja
je delecija izmedu njih. U naSem slucaju to znaCi gubitak otpornosti na ampicilin.

Medutim, zasadivanjem transformanata na podloge s ampicilinom i spektinomicinom
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4. Rasprava

primijetili  smo gotovo podjednaku ucCestalost rekombinanata otpornih na
spektinomicin/ampicilin.  Ovaj rezultat upuCuje da osim delecije, prilikom
intramolekularne rekombinacije dolazi do duplikacije sto je u skladu s podacima iz
literature (Lovett i sur., 1993; Bi i Liu 1996).

Restrikcijska analiza plazmida pCaSpecAmpi-AHB dala je zanimljive rezultate
(Slika 24.). Ukoliko bakterije otpornost na spektinomicin stjeCu iskljucivo
intramolekularnom rekombinacijom, rezultati digestije restrikcijskim enzimom Scal
trebali bi to potvrditi. Plazmid pCaSpecAmpi-AHB izoliran iz bakterija koje su narasle na
ampicilinskoj podlozi trebao je dati dva fragmenta duljine 6 425 pb i 5 365 pb, a bakterije
koje su rasle na podlozi sa spektinomicinom dva fragmenta duljine 6 425 pb i 4 975 pb.
Nasuprot, dobili smo tri fragmenta, a tijekom elektroforeze smo ustanovili postojanje
molekule DNA duljine oko 21 000 pb. Pretpostavljamo da je postojalo dodatno
neprepoznato restrikcijsko mjesto za enzim Scal, te da skraenje ovih fragmenata u
nekim rekombinantima ukazuje na deleciju koja se dogada istovremeno uz duplikaciju.
Kako nismo vrsili elektroforezu neporezanih izoliranih plazmida, to je detekcija dimera
bila otezana. Takoder, odabir enzima Scal se pokazao loSim jer smo dobili tri fragmenta
umjesto jednog ili dva pomocu kojih bi pracenje nastanka delecije i duplikacije bilo
jasnije i jednoznacnije. VeliCina plazmida (~12 kb) dodatno je oteZavala i transformaciju,
te kasniju izolaciju i analizu ovih plazmida iz rekombinanata.

lako procesi rekombinacije u A. tumefaciens nisu istrazeni kao u bakterije E. coli,
dobiveni rezultati restrikcijske analize ukazuju na sli¢nost procesa rearanZmana koji ovise

o direktnim ponavljanjima.

48






5. Zakljucak

5. ZAKLJUCAK

50



5. Zakljucak

U skladu s dobivenim rezultatima moguce je izvesti sljedece zakljucke:

» Plazmid pCaSpecAmpi-AHB je dobro konstruiran jer bakterije transformacijom

stjeCu otpornost na ampicilin, te spektinomicin.

» Rekombinacija izmedu ponovljenih sljedova plazmida pCaSpecAmpi-AHB ne
ovisi 0 proteinu RecA, Sto je vidljivo iz usporedbe uCestalosti rekombinacije

dobivene rekombinacijom u bakteriji A. tumefaciens, sojevima recA i recA".

» Mehanizam intramolekularne rekombinacije je vjerojatno delecija uz nastanak
dimera, $to se moZe uoCiti iz pomaka fragmenata dobivenih restrikcijskom
digestijom, te steCenom otpornoSéu na  kombinaciju  antibiotika

ampicilin/spektinomicin.

> Dobiveni rezultati ucestalosti rekombinacije, otpornost na antibiotike, te
restrikcijska analiza upucuju na sli€nost rekombinacijskih mehanizama u

bakterijama A. tumefaciensi E. coli.
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