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1 UVOD

1.1 Ciljana inaktivacija gena

Ciljana inaktivacija gena, gene targeting (GT), je tehnologija koja se zasniva na
modifikaciji genomske DNA pomocu dizajnirane sekvence homolognom rekombinacijom
(HR). Princip rekombinacije izmedu homolognih gena/DNA slijedova poznat je vise od pola
stolje¢a kada su prva istrazivanja radena na bakterijama. 70-ih godina proslog stoljeca
utvrdeno je da eukarioti koriste iste mehanizme pri izmjeni geneticke informacije izmedu
homolognih kromosoma tijekom mejoze (Hansson 2007). U svrhu kontrolirane manipulacije
gena, homologna rekombinacija je posebno interesantna jer se mogu predvidjeti nastali
produkti. UnoSenje strane DNA u homolognu sekvencu genomske DNA omogucava preciznu
inaktivaciju ciljanog gena (gene knock-out, KO), njegovu modifikaciju, ugradnju novog gena
biljega i istovremeno pracenje promjene fenotipa. Nakon prouc¢avanja HR-a na bakterijama i
kvascu Saccharomyces cerevisiae (Hinnen i sur. 1978), GT se uspje$no poceo primjenjivati
na miSevima 80-ih godina proSlog stoljeca. Nedavno su se istrazivanja proSirila i na druge
modelne organizme kao §to su mahovina Physcomitrella patens (Schaefer i Zryd 1997),
vinska musica Drosophila melanogaster (Rong i Golic 2000) i ovca (McCreath i sur. 2000) te

humane somatske stanice (Hanson i Sedivy 1995).

Uspjesnost ove strategije na embrionskim mati¢nim stanicama (embryonic stem cell,
ES) sisavaca temelji se na relativno visokoj u€estalosti HR-a u somatskim stanicama miSa te
izrazito ucinkovitom sustavu pozitivno-negativne selekcije. Standardni protokol za GT u
misevima pocinje ugradnjom DNA sekvence u klonirani gen. DNA sekvenca sadrzi gen za
neomicin fosfotransferazu (neo) bez vlastitog promotora te gen za timidinsku kinazu herpes
simpleks virusa (HSV-tk) na jednom kraju (slika 1.1). Tako skrojena DNA ubacuje se u
stanice ES miseva mikroinjiciranjem ili elektroporacijom (Thomas i Capecchi 1987). Slijedi
pozitivno-negativna selekcija: prezivljavaju stanice otporne na neomicin ili njegov analog
G418, §to potvrduje ugradnju u genom, a umiru stanice osjetljive na nukleozidni analog FIAU
pri ¢emu se iskljucuju stanice s nasumi¢énom ugradnjom strane DNA. Nakon selekcije stanice
se iniciraju u miSje blastociste koje se kirurSki unose u Zenke prethodno hormonskom
terapijom pripremljene za surogat majCinstvo. Nastaju kimerni miSevi sa sposobnoscu

prenoSenja promijenjenog genskog lokusa na svoje potomstvo (Capecchi 2001). Razvijena je i
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modifikacija metode GT-a, tehnologija Cre-lox. Temelji se na uvodenju mjesta lox” unutar
gena kojeg prepoznaje rekombinaza Cre. Krizaju se mi§ s mjestom lox” unutar odabranog
gena i transgeni¢ni mi$ s reguliranom ekspresijom rekombinaze Cre. Nastaje potomstvo kod

kojeg je odabrani gen promijenjen djelovanjem rekombinaze Cre (Hansson 2007).

neol HESV-tk
[ I I ] ]
A. Gene targeting / \ B. nasumicna
ugradnja
neaf neol
HSV-tk
. Qe )
I Sy /
o I L L "\\;& o
-- || | - - - --
gen A gen
neol
homologna . neof /..;:} ilegitimna
rekombinacija HSV-tk (( rekombinacija
o
=a z E- e N g
genA - L " . gen
YR RN |
# ¥ ) .
. - L "y neof HSV-tk
—--H I 1 L - | T i

modificirani gen A

Slika 1.1. Shematski prikaz A.) ciljane inaktivacije gena homolognom rekombinacijom; i B.)
nasumi¢ne ugradnje ilegitimnom rekombinacijom. Geni neo i HSV-tk predstavljaju gene za pozitivno-
negativnu selekciju opisanu u tekstu (Hansson 2007).

Mahovina Physcomitrella patens (Funariales, Bryophyta) pokazala se kao dobar i
jednostavan biljni model za GT i nazvana je zelenim kvascem (Schaefer 2001). U tri neovisna
genska lokusa koji postoje u jednoj kopiji u genomu, uneseni su geni za rezistenciju na
higromicin ili kanamicin. Efikasnost transformacije protoplasta ove mahovine homolognom
rekombinacijom vrlo je visoka za razliku od visih biljaka. Pretpostavlja se da veliku ulogu
ima dominacija haploidnog gametofita u zivotnom ciklusu mahovine (Schaefer i Zryd 1997) i

da je HR dominantan mehanizam radi o€uvanja integriteta genoma stanice.

Prvi GT uspjesi na visim biljkama zabiljeZeni su takoder 80-ih godina proslog stolje¢a
ali tehnologija se nije pokazala toliko pouzdanom i reproducibilnom. Najvec¢i problem je §to
se strana DNA u stanicama vecine viSestani¢nih organizama ugraduje nasumi¢no u genom
bez obzira na homologne sekvence s kromosomskom DNA (Hanin i sur. 2001). Naime,
poznata su tri tipa DNA rekombinacije: homologna, mjesno-specifi¢na (site-specific) i
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ilegitimna rekombinacija. Sva tri odnose se na popravak dvolan¢anog loma molekule DNA.
Mjesno-specificna rekombinacija otkrivena je u bakterijama, kasnije u kvascu i stanicama
sisavaca (T- 1 B-stanice) dok se u biljnim stanicama odvija samo u plastidnoj i
mitohondrijskoj DNA no primjenom sustava Cre-lox” omogucena je primjena i ove vrste

rekombinacije u modifikaciji gena (Qin i sur. 1994; Lyznik i sur. 2003).

1.1.1 Homologna rekombinacija

Homologna rekombinacija je dominantna u stanicama prokariota i kvasca (Hanin i
Paszkowski 2003). Zahtijeva slijedove DNA koje sadrze homologne regije. Ucestalost
rekombinacije se povecava s veli¢inom homolognih regija. Kada se prilikom HR-a ne izgubi
niti jedan slijed iz dviju molekula DNA, govorimo u crossoveru i rekombinacija je recipro¢na.
Ako samo jedna molekula DNA donira genetsku informaciju bez izmjene, govorimo o
genskoj konverziji tj. nerecipro¢noj izmjeni. Postoje tri modela HR-a: single-strand annealing
(SSA), double-strand break repair (DSBR) i one-sided invasion (OSI). U modelu SSA
dvolancani lom (double strand break, DSB) se mora dogoditi na obje molekule DNA.
Egzonukleaze uklanjaju nukleotide na po¢ecima DSB-a i ostavljaju jednolan¢ane homologne
regije. Komplementarni lanci prijanjaju jedni uz druge uz odvajanje nehomolognih
preklapajucih regija te slijedi popravak loma. Ovaj mehanizam je nekonzervativan (ostaje
samo jedna kimerna molekula DNA) i specifian je za ekstrakromosomsku rekombinaciju u
somatskim stanicama. Model DSBR (slika 1.2) zahtijeva dvolancani lom samo u jednoj
molekuli DNA. Egzonukleaze povecavaju lom i ostaje 3' slobodni kraj koji se veze na
komplementarnu sekvencu druge molekule DNA i sluzi kao pocetnica u DNA popravku. Lom
se popravlja donorskom DNA koja sluzi kao kalup. Nastaju dvije strukture nazvane
Hollidayeva veza (Holliday junction). One se udaljavaju od inicijalnog mjesta kako napreduje
sinteza DNA lanaca. Razrjesenje Hollidajevih veza moze imati dva ishoda. U prvom slucaju
mogu nastati crossover rekombinanti ako se cijepaju i ligiraju neukrizeni lanci, no ako se
cijepaju i ligiraju ukrizeni lanci tada ne dolazi do crossovera (Schuermann i sur. 2005). Ovaj
mehanizam je konzervativan i1 dobro poznat prilikom mejoze. U tre¢cem modelu, dvolancani
lom na akceptorskoj DNA se povecava egzonukleazama te se 3' kraj jedne molekule DNA

veze na komplementarnu DNA druge molekule i produzava (slika 1.3).



Istrazivanja su pokazala da se rekombinacija u somatskim stanicama visih biljaka
odvija preko modela SDSA (synthesis-dependent strand annealing; slika 1.2) (Puchta 2002).
Sli¢an je modelu SSA po invaziji lanca na drugu molekulu DNA no SDSA ukljucuje i DNA

sintezu (Hanin i Paszkowski 2003).
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Slika 1.2. Shematski prikaz homologne rekombinacije pomo¢u dva modela: DSBR (double strand
annealing recombination) i SDSA (synthesis-dependent strand annealing). Objasnjenje u tekstu (lida i
Terada 2004).

Duzina homolognih sekvenci za uspjeSan GT ovisi o vrsti modelnog organizma.
Nekoliko stotina parova baza (pb) potrebno je kod kvasca Saccharomyces cerevisiae, kod
misjih stanica ES nekoliko tisuc¢a pb, a kod mahovine Physcomitrella patens izmedu 2.3-3.6
kb (Schaefer i Zryd 1997).

1.1.2 llegitimna rekombinacija

vvvvv

1 Puchta 1999). To je nehomologna rekombinacija (NHR) i moZe rezultirati insercijom ili
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delecijom DNA sekvence. Opisana su dva mehanizma NHR-a (Bleuyard 2006). Micro-
homology mediated end joining (MMEJ) je mehanizam koji se temelji na hibridizaciji
jednolancanih krajeva DSB-a sa nesavrSenom homologijom od 10-ak baza (mikro
homologija). Mehanizam popravka non-homologous end joining (NHEJ) dominantan je
mehanizam popravka dvolan¢anih lomova putem NHR-a. Ne zahtijeva homologne sekvence i

temelji se na ligaciji tupih krajeva ili jednolancanih strsec¢ih krajeva od nekoliko nukleotida.

homologna rekombinacija
true gene targeting (TGT)

—— )

one-sided invasion (0SI)

/ = = = ) ———

—— GENE
/ \ ilegitimna rekombinacija
@} ) \ nasumi&na ugradnja
* vektor

ectopic gene targeting (EGT)

-~ —--

-

- —m) - -

nasumicna ugradnja citave T-DNA regije )
-

Slika 1.3. Shematski prikaz mogucih rekombinacija tijekom ugradnje transgena u genom. DT-A i hpt
predstavljaju gene za pozitivno-negativnu selekciju; RB (right border) i LB (left border) rubove T-
DNA regije. Uglate zagrade ispod mapa oznacavaju fragmente ugradene mehanizmom crossover, a
isprekidane i kose crte ugradnju mehanizmom NHEJ (non-homologous end joining) (Terada i sur.
2007).

llegitimna rekombinacija ukljucena je i u mehanizam prethodno opisan kao treci tip
HR-a tzv. one-sided invasion. On rezultira HR-om na jednom kraju i NHEJ-om na drugom
kraju (slika 1.3). Postoji jos jedan moguéi scenarij kombinacijom homologne i nehomologne
rekombinacije. To je ectopic gene targeting (EGT) koji nastaje NHEJ ugradnjom
rekombinantne molekule nastale HR-om izmedu unesenog transgena i kopije ciljanog gena
tako da ovaj ostane nepromijenjen (lida i Terada 2005). U viSim biljkama zbog postojanja
ektopickih sekvenci u visokorepetitivnom genomu, mehanizam SDSA omogucuje stabilnost
genoma i sprecava moguce translokacije (Puchta 2002).
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Pretpostavlja se da su mehanizmi popravka dvolan¢anog loma, HR i NHEJ,
medusobno kompetitivni (Britt i May 2003). Eliminacijom puta NHEJ otvara se nova
mogucnost povecanja ucestalosti ciljane inaktivacije koja mjeri odnos homologne integracije i

nehomologne DNA insercije (Shaked i sur. 2005).

1.1.3 Ciljana inaktivacija gena u biljkama

Posljednjih godina ostvaren je znacajan napredak u povecanju postotka HR-a u
transformanata uro¢njaka Arabidopsis thaliana (Shaked i sur. 2005) i rize Oryza sativa
(Terada i sur. 2007). Problem je medutim u nepostojanju efikasnog sistema pozitivno-
negativne selekcije kao $to je to slucaj u misa. Detekcija pravih TGT (true gene targeting)
rekombinanata prilicno je spor postupak baziran na PCR-u, hibridizaciji po Southern-u i

sekvenciranju.

Razvijena su dva nacina stvaranja transgeni¢nih biljaka. Prvim se DNA direktno unosi
u biljnu stanicu pomocu polietilenglikola (PEG), elektroporacijom ili metodom bombardiranja
mikroCesticama (particle bombardement). Drugim se stanica transformira bakterijom

Agrobacterium tumefaciens (Puchta 2002).

U eksperimentima je koriSten jedan od dva biljega za pozitivhu selekciju: neomicin
fosfotransferaza (nptii) gen za rezistenciju na kanamicin i geneticin (G418) i higromicin
fosfotransferaza (hpt) gen za rezistenciju na higromicin B (Hm"). Takoder, za negativnu
selekciju uzeta su samo dva gena: gen codA za citozin deaminazu koja katalizira konverziju
netoksi¢nog S-fluorocitozina u toksi¢ni 5-fluorouracil i gen DT-A za difterijski toksi¢ni A-
fragment koji inaktivira elongacijski faktor 2 (EF2) i biosintezu proteina (lida i Terada 2005).
Jos jedan biljeg koristi se za selekciju intrakromosomske rekombinacije (intrachromosomal
recombination ICR). To je gen za B-glukuronidazu (GUS). Konstrukti sadrze dijelove gena u

istoj ili obrnutoj orijentaciji tako da on postaje aktivan tek nakon ICR-a (Endo i sur. 2006).

Prvi uspjesSan i1 reproducibilan GT bez pojave ektopickih rekombinacija, zabiljeZen je
na rizi, Oryza sativa L. (lida i Terada 2004). Ova jednosupnica izuzetno je vazna jer kao

zitarica ¢ini osnovnu prehrambenu namirnicu za vise od pola svjetskog stanovnistva i modelni
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je organizam s genomom veli¢ine 389 Mb (Terada i sur. 2007). Kalusno tkivo transfomirano
je bakterijom Agrobacterium tumefaciens. Ciljani gen Waxy kodira $krobnu sintetazu vezanu
za Skrobne granule, kljucni enzim u sintezi amiloze. Nalazi se na 6. kromosomu 1 prisutan je
samo u jednoj kopiji (Iida 1 Terada 2005). Mutacija gena utjeCe na kvalitetu 1 kvantitetu zrna
rize i fenotip se lako moze pratiti bojanjem jodom (Terada i sur. 2002). Pozitivni biljeg je gen
hpt a negativni gen DT-A. Gen DT-A koriSten je i u negativnoj selekciji misjih stanica ES
(Yagi i sur. 1990) gdje je bila dovoljna samo jedna kopija tog gena. U slucaju rize bile su
potrebne dvije kopije gena DT-A na oba kraja T-DNA zbog moguc¢ih delecija na krajevima pri
ilegitimnoj ugradnji (Terada i sur. 2004). Problem s genom DT-A je to §to se moze sintetizirati
toksin ako se gen prepiSe s dvolancane T-DNA prije ugradnje i tako ubije potencijalne
transformante. U stanicu T-DNA ulazi kao jednolan¢ana DNA na ¢iji je 5' kraj kovalentno
vezan protein VirD2. No, u jezgri prije ugradnje u genom, T-DNA postaje dvolancana.
Pretpostavlja se da uspjesnom GT-u prethode jednolancani lomovi u homolognim regijama
jednolancane T-DNA prije nego ona postane dvolancana. Kako su oba gena DT-A na
krajevima T-DNA (na 5' kraju ispred homologne regije i na 3' kraju iza) time je sprijecena

ekspresija gena prije ugradnje u genom (lida i Terada 2005).

Nakon uspjeSne inaktivacije gena Waxy, pozitivni rezultati dobiveni su i
modifikacijom gena koji je u genomu prisutan u vise kopija. To je gen Adh2 koji kodira
alkohol dehidrogenazu 2. U rizinom genomu geni adh su prisutni u 4 kopije: Adhl, Adh2,
Adh3 na 11. i Fdhl na 2. kromosomu. Alkohol dehidrogenaza ima klju¢nu ulogu u
prezivljavanju u anaerobnim uvjetima. Nizvodno od lokusa Adh2, nalazi se i kopija
visokorepetitivnog retroelementa Copia-like (Terada i sur. 2007). Pozitivno-negativna
selekcija se temeljila na genima hpt i DT-A. Ucestalost GT dogadaja bila je usporediva s

ucestalosti inaktivacije gena Waxy sto pokazuje da je strategija primjenjiva i na druge lokuse.

Uro¢njak Arabidopsis thaliana je manje vazna korovna vrsta iz porodice
Brassicaceae, Siroko rasprostranjena u Europi, Aziji i Sjevernoj Americi, ali zato iznimno
vazna biljka-model. Vrlo je pogodna za geneti¢ka istrazivanja jer ima najmanji genom (125
Mb) medu visim biljkama c¢ija je sekvenca u potpunosti poznata, najmanje repetitivnih
sekvenci, kratko generacijsko vrijeme (5-6 tjedana u optimalnim uvjetima) i visoku plodnost
(do 10 000 sjemenki po biljci). Mutantne linije je lako odrzati samooprasivanjem (Page i

Grossniklaus 2002). Do sada je GT-om uspjesno modificirano nekoliko gena uro¢njaka. Prvi



knock-out gen bio je AGL5 (Kempin i sur. 1997) koji kodira transkripcijski faktor MADS box.
Izolirana je samo jedna biljka od 750 transformanata u kojoj je AGL5 inaktiviran genom nptii.
Kasnije je uspjesno inaktiviran gen PPO za protoporfirinogen oksidazu. Gen PPO je ukljuc¢en
u sintezu klorofila i hema jer oksidira protoporfirinogen IX u protoporfirin §to je zadnji korak
sinteze. U kloroplastima je meta za nekoliko herbicida koji blokiraju enzim. Protoporfirinogen
IX se nakuplja i izlazi u citoplazmu gdje se oksidira nespecifi¢cnim peroskidazama. Na svjetlu
nastaje reaktivni singletni kisik koji uzrokuje smrt stanice. GT-om su uvedene dvije mutacije
u gen pa stanice postaju rezistentne na herbicid Butafenacil Sto predstavlja jos jedan nacin

selekcije GT dogadaja (Hanin i sur. 2001).

lako je napredak postignut i dalje se ulazu veliki napori u stvaranju dobre strategije za
GT. Proucavaju se i enzimi ukljueni u HR i tocni mehanizmi rekombinacije. Tako je
overekspresijom kva$¢evog gena Rad54 u uro¢njaku, dobivena veéa ucestalost GT-a. Gen
Rad 54 je dio Swi2/Snf2 kromatinske remodelirajué¢e genske porodice koja sadrzi 40 gena ¢iji
produkti imaju konzervirane ATPazne/helikazne motive duzine ~400 aminokiselina (Shaked i
sur. 2006). Pretpostavlja se da Rad54 ima ulogu u invaziji lanca tijekom HR-a (Shaked i sur.
2005). Uveden je i novi pozitivni biljeg, GFP (green flourescent protein) koji se ugraduje u
gen za Cruciferin, protein $to se pohranjuje u sjemenkama (slika 1.4), tako da se u kona¢nici

dobiva fluorescentno sjemenje (Puchta i Hohn 2005).

1210bx 2492 bp
9DNA _ rpmoter | cuefern w7196 9ONA
GT cassette — [ Cu | [Giferin +1719 bp|

GFP-NOS
gDNA ["Promoter [ Cru ciferin +1719 bp} gDNA

1

Slika 1.4. Shematski prikaz ciljane inaktivacije gena u stanicama uro¢njaka A.thaliana. GFP je gen za
zeleni fluorescentni protein koji se homolognom rekombinacijom ugraduje u Cruciferin, gen za
spremi$ni protein, te daje fluorescentno sjemenje (Shaked i sur. 2005).



Povecanje ucestalosti HR-a i integracije T-DNA dobiveno je uvodenjem mutacije u
gene fasl i fas2, ¢iji produkti su (uz msil) podjedinice CAF-1 (chromatin assembly factor 1).
CAF-1 posreduje u stvaranju nukleosoma (nakupljanju H3/H4 histona) nakon DNA
replikacije i popravku nukleotidnog izrezivanja (nucleotide excision repair, NER) (Endo i sur.
2006).

Uvodenje dvolanc¢anih lomova takoder povecava ucestalost HR-a. Jedan nacin je
ugradnja restrikcijskog mjesta za rijetku endonukleazu 1-Scel, ali ogranicava targeting na
samo to mjesto (Li i sur. 2007). Drugi nacin ukljucuje kromosomske lomove pomocu
nukleaza nazvanih zinc-finger endonuclease, ZFN. Zinc finger je peptid od ~30 aminokiselina
stabiliziran cinkovim ionom. Za DNA triplete se veze 3-4 zinc fingera (Kumar i sur. 2006). S
njima fuzionira restrikcijska endonukleaza tipa Il, Fokl, koja je aktivna samo kao dimer $to
zahtijeva blizinu mjesta koja prepoznaju ZFN kako bi inaktivni monomeri dali funkcionalan
enzim (Wright i sur. 2005). ZFN se moze modificirati tako da zinc finger prepozna to¢no
odredeni DNA triplet. Manipulacijom takvih nukleaza omoguceno je uvodenje dvolanc¢anih
lomova na bilo kojem mjestu u genomu, npr. na pocetku i kraju egzona ciljanog gena (Kim i
sur. 1996). Do sada su nukleazama ZFN uspjesno uvedeni dvolancani lomovi u genomu

kukuruza Zea mays (Shukla i sur. 2009).

Daljnja istrazivanja pokuSavaju odgovoriti na mnoga pitanja koja su se nametnula i
optimizirati uvjete za uspjesan GT, poput onog u miSeva. Pretpostavlja se da je HR ovisna o
stani¢nom ciklusu 1 najizrazenija u S fazi, da je heterokromatin inhibira, da se njena ucestalost
smanjuje sa starosti biljke zbog tockastih mutacija, da su linearne molekule bolji supstrati za
HR od cirkularnih te da se duzim homolognim slijedovima isklju¢uje moguénost EGT-a. U
novije vrijeme pokretni geneticki elementi predstavljaju bitan geneticki alat u funkcionalnoj
analizi biljnog genoma. Primjenu su nasli u tehnologiji molekularnih biljega, odredivanju

filogenije i genske raznolikosti te ciljanoj inaktivaciji gena (Kumar i Hirochika 2001).

1.2 Pokretni geneticki elementi

Pokretni geneticki elementi su slijedovi nukleotida u molekuli DNA Kkoji mogu
mijenjati svoje mjesto u genomu. Sadrze od nekoliko stotina do viSe od deset tisu¢a parova

nukleotida. Pronadeni su u svim carstvima pa tako i u svim proucavanim eukariotskim
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vrstama osim u parazitske praZivotinje Plasmodium falciparum (Wicker i sur. 2007). U
eukariotima su obi¢no rasprSeni po genomu, a broj im varira od nekoliko do preko milijun
kopija, ovisno o tipu elementa i vrsti organizma. U biljkama je pronadeno nekoliko tisuc¢a
razli¢itih elemenata. Kod nekih vrsta iz porodice Liliaceae zauzimaju i do 90 % ukupne
genomske DNA dok kod vrste Arabidopsis thaliana samo 15 % (Sabot i Schulman 2006). U
carstvu Fungi ¢ine 3-20 % genoma, u podcarstvu Metazoa 3-45 %, a kod ¢ovjeka ¢ine skoro

polovicu genoma.

Kako se ne zna njihova to¢na funkcija osim vlastitog umnazanja i ponovne ugradnje u
genom, u poc¢etku su smatrani "sebi¢cnom DNA" ili "ultimativnim parazitima" (Miller i Capy
2004). Danas se zna da mogu uzrokovati kromosomske mutacije: delecije, inverzije i
translokacije; pa se smatra da su imali, 1 jo§ uvijek imaju, srediSnju ulogu u evoluciji i
strukturi genoma te njegovoj plasti¢nosti (Kumar i Bennetzen 2000). Utjecali su i na varijacije
u veli¢ini genoma mnogih vrsta (Vicient i sur. 2001). Pronadeni su u svim dijelovima genoma
od pericentromernog heterokromatina, telomera, regulatornih regija do egzona i introna.
Teoretski, mogu se ugraditi u bilo koje mjesto u genomu no najvise ih ima u heterokromatinu
1 regulatornim regijama (Miller i Capy 2004). Ugradnja u promotorsko mjesto moze djelovati
na ekspresiju dok ugradnju u kodirajucu regiju moze inaktivirati gen. Pretpostavlja se da su
domacini razvili obrambene mehanizme za regulaciju Sirenja pokretnih elemenata kao Sto su
metilacija, heterokromatizacija i kosupresija: transkripcijskim i post-transkripcijskim

"utiSavanjem" gena (Feschotte 1 sur. 2002).

Pokretni geneticki elementi su podijeljeni u dva glavna razreda: retrotranspozoni
(RNA- ili retroelementi) i transpozoni (DNA-elementi). Razlikuju se s obzirom na strukturu
(slika 1.5) i mehanizam premjeStanja u genomu. Transpozoni se uglavnom premjestaju
direktno izrezivanjem (mehanizam cut and paste) iz jednog mjesta u genomu i integracijom u
neko drugo myjesto. Proces katalizira transpozaza koja se veZze za krajeve transpozona,
terminalna obrnuta ponavljanja (terminal inverted repeats TIR). Retrotranspozoni se
premjestaju posredno, reverznom transkripcijom molekule RNA i ugradnjom cDNA u genom
(mehanizam copy and paste). Ponekad se i transpozoni mogu replicirati tako da jedna kopija

ostane ugradena u izvorni lokus (Wicker i sur. 2007).
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Retrotranspozoni se po Capyju (1997) dijele u dva podrazreda: LTR-retrotranspozone
I retropozone. Retropozoni ne sadrze duge ponavljajuce slijedove (long terminal repeats,
LTR) i zavrSavaju poliA-repom. Imaju drugaciji mehanizam reverzne transkripcije od LTR-
retrotranspozona jer se proces odvija na genomskoj DNA i ona sluzi direktno kao pocetnica
(primer). Dijele se na dvije skupine: LINE (long interspersed nuclear element) i SINE (short
interspersed nuclear element). Elementi LINE imaju dva ORF-a (open reading frame): jedan
kodira protein koji se veze za DNA a drugi endonukleazu i reverznu transkriptazu (Kazazian
2004). Elementi SINE su neautonomni jer nemaju kodiraju¢e sekvence i koriste reverznu
transkriptazu od LINE. S obzirom da se stalno otkrivaju novi pokretni elementi koji se
ponekad ne mogu uvrstiti u nijednu definiranu skupinu, javlja se potreba za novim
klasifikacijama. Hull je 2001. predlozio klasifikaciju koja se temelji na virusnoj nomenklaturi

(Capy 2005).

1) Retrotranspozoni

LTR-retrotranspozoni

‘ pol ‘ LTR

Retropozoni

Il) Transpozoni
........................ =
Transpozaza

Neautonomni

Helitron

Autonomni

............................ >
Replikaza Helikaza

Slika 1.5. Shematski prikaz strukture pokretnih genetickih elemenata (razreda | i Il). LTR (long
terminal repeats) predstavljaju duge ponavljajuce slijedove; gag i pol otvorene okvire Citanja (open
reading frames, ORF) LTR-retrotranspozona; 5'UTR (untranslated region) netranslatirajuce regije;
TIR (terminal inverted repeats) terminalna obrnuta ponavljanja; MITE (miniature inverted-repeat
transposable elements) minijaturne pokretne elemente s obrnutim ponavljanjima (Slotkin i
Martienssen 2007).

11



1.2.1 LTR-retrotranspozoni

LTR-retrotranspozoni ¢ine najve¢u komponentu vecine biljnih genoma (Pearce i sur.
1999). Najkraci poznati retroelement Ty5 iz kvasca S. cerevisiae dugacak je 3,2 kb, a najdulji
je 22 kb velik element Ogre pronaden u grasku (Pisum sativum). Broj kopija elementa u
genomu ovisi o vrsti domacina. Tako u genomu kukuruza Zea mays, postoji 1-5 kopija
elementa Bsl, dok genom vrste Hordeum spontaneum moze sadrzavati od 5 000 - 22 000
kopija elementa BARE-1 (Feschotte i sur. 2002).

LTR-retrotranspozoni imaju LTR-ove na krajevima elemenata (u istoj orijentaciji) i
izmedu njih jedan ili nekoliko otvorenih okvira ¢itanja (open reading frame, ORF), u kojima
se nalaze kodirajuée regije za proteine ukljuene u Zivotni ciklus elementa. NajceS¢e imaju
dva ORF-a: gag i pol. Gag kodira strukturni protein, a pol sadrzi nekoliko gena i to za
proteazu (PR), integrazu (INT), reverznu transkriptazu (RT) i ribonukleazu H (RNaza H).
Prema redoslijedu kodirajucih regija unutar ORF-a pol LTR-retrotranspozoni su podijeljeni u
dvije podskupine: Tyl-copia i Ty3-gypsy. Elementi Tyl-copia sadrze gene u pol regiji u
napisanom redoslijedu dok je u elementima Ty3-gypsy gen za integrazu iza gena za RNazu H
tj. na kraju regije pol. Retrotranspozoni Ty3-gypsy najvise sli¢e retrovirusima ali ne sadrze
gen env za protein ovojnice retrovirusa, bitan za njihovu infektivnost. Medutim nadeni su
elementi gypsy sa sekvencama koje slice genu env §to ide u prilog teoriji da su imali

zajednickog pretka s retrovirusima (Kumar 1998).

1.2.1.1 Zivotni ciklus

Vecinu onoga $to znamo o mehanizmima LTR retrotranspozicije dolazi iz rada na
retrotranspozonima Tyl u kvascu S. cerevisiae no smatra se da su mehanizmi vrlo sli¢ni i u
ostalim LTR-retrotranspozonima iz razli¢itih vrsta domaéina (Havecker i sur. 2004). Zivotni
ciklus se moze podijeliti u nekoliko koraka: transkripcija, translacija, stvaranje cestica sli¢nih
virusima (virus like particles, VLP), reverzna transkripcija, prijenos kopije u jezgru i

integracija u genom domacina (slika 1.6).
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Slika 1.6. Shematski prikaz zivotnog ciklusa LTR-retrotranspozona. Gag i pol predstavljaju otvorene
okvire ¢itanja: gag kodira strukturni protein (GAG), podjedinicu VLP-a (virus like particles); a pol
sadrzi nekoliko gena i to za proteazu (PR), integrazu (INT) i reverznu transkriptazu (RT) (Havecker i
sur. 2004).

Prvi korak pocinje transkripcijom retrotranspozona pomocu staniéne RNA polimeraze
II. Signali za pocetak i zavrSetak transkripcije nalaze se u LTR-ima. LTR-i mogu biti dugacki
od nekoliko stotina pb do vise od 5 kb (Wicker i sur. 2007). Svaki LTR cine tri regije: U3
(unique 3'RNA), R (repeated RNA) i U5 (unique 5'RNA) (Manetti i sur. 2007). Takoder, svi
zapocCinju s 5'-TG-3" a zavrSavaju s 5'-CA-3'. Transkripcija zapocinje u 5'LTR-u, nizvodno od
TATA-box sekvence, na granici izmedu U3 1 R regije a zavrSava u 3'LTR-u, izmedu R 1 U5
(Grandbastien 1998). Retrotranspozoni i njihove mRNA nemaju introne. Nastale RNA sluze

kao kalupi za translaciju i za reverznu transkripciju.

Translacija se odvija u citoplazmi stanice. Gag kodira strukturni protein koji gradi
VLP-ove 1 potreban je u velikim koli¢inama (~300 jedinica za jednu cesticu) tako da je
kontroliran stehiometrijski omjer gag:pol tijekom sinteze proteina. Retroelementi najéesce
imaju dva otvorena okvira Citanja koja su razmaknuta za jedan nukleotid (-1 frameshift ¢esci

nego +1), stop kodonom ili ¢ak malim repetitivnim motivom (AAAAA). Translacijski
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mehanizmi to mogu i ignorirati pa nastaje fuzioniran poliprotein Gag-Pol §to je Cesto u
biljkama. Za dobar omjer potreban je u takvim slucajevima splicing transkripta ili

diferencijalna degradacija proteina (Sabot i Schulman 2006).

U proteinu Gag identificirane su dvije funkcionalne domene: kapsidna i
nukleokapsidna. Kapsidna je bitna za Gag polimerizaciju, stvaranje ¢estica VLP i smatra se da
je na C-terminusu proteina. Nukleokapsidna je odgovorna za interakciju s nukleinskim
kiselinama odnosno posreduje u pravilnom pakiranju 2 molekule RNA unutar VLP-a.
Signalna sekvenca za pakiranje (packaging signal, PSI), unutar RNA molekule se nalazi na
njenom 5' kraju, prije ORF-a gag i tvori sekundarnu strukturu. U kvascu je utvrdeno da se
element Tyl pakira kao nekovalentni dimer §to je karakteristiCno za retroviruse (Sabot i
Schulman 2006). U VLP se pakiraju i proteini PR, INT, RT i RNaza H u obliku poliproteina
Gag-Pol §to osigurava interakcija izmedu Gag-dijela ovog poliproteina s proteinom Gag.
Takoder je potrebna tRNA domacina koja sluzi kao kalup za reverznu transkripciju i
specifiéna je za svaki element. Svi poznati retrotranspozoni u biljkama koriste tRNA;"" kao

pocetnicu (Wicker i sur. 2007).

Reverzna transkripcija se odvija u VLP-ima u citoplazmi. Prije samog procesa, enzimi
se moraju osloboditi iz poliproteina Gag-Pol $to katalizira proteaza koja je i sama dio tog
poliproteina. To je aspartat proteinaza jer u aktivhom mjestu svih poznatih retrovirusa i
retrotranspozona sadrzi triplet Asp-Thr/Ser-Gly. Djeluje kao dimer. Prvi korak reverzne
transkripcije je vezanje 3' kraja tRNA za PBS (primer binding site) sekvencu. To je slijed od
20 do 25 nukleotida koji se nalazi izmedu 5'LTR-a (2-3 pb nizvodno) i gag-a na mRNA i
sluzi kao mjesto gdje pocinje sinteza (-)cDNA lanca. Lanac se sintetizira prema 5' kraju LTR-
a 1 proces katalizira reverzna transkriptaza. Ta parcijalna (-)cDNA nazvana je strong stop
DNA 1 sadrzi regije R i US5. 5' kraj kalupa razgraduje se uz pomo¢ RNaze H te omogucuje
premjestanje (-) lanca cDNA na 3' kraj kalupa gdje se veZzu komplementarne R regije. Sinteza
DNA lanca se nastavlja do kraja kalupa. RNaza H razgraduje kalup ali ostaje sacuvan jedan
fragment, nazvan PPT (polypurine tract) koji sluzi kao pocetnica za sintezu drugog, (+) lanca
DNA na kalupu (-) lanca. PPT je sekvenca duljine 20 do 25 nukleotida, uglavnom s purinskim
bazama i nalazi se na 5' kraju 3'LTR-a. Sinteza dijela (+)cDNA zavr$ava kad RT prepise dio
tRNA komplementaran PBS-u. Pocetnica (-) lanca se odvaja a (+) lanac se premjesta na 3'

kraj (-) lanca gdje dolazi do sparivanja u regiji PBS te se nastavlja sinteza. Nastaje dvolan¢ana
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cDNA s cijelim LTR-ovima na krajevima. U svih istrazenih RT, RNaza H je sastavni dio
enzima, tako da je RT visefunkcionalni enzim jer djeluje kao: RNA-ovisna DNA polimeraza,
ribonukleaza H i DNA-ovisna DNA polimeraza. RT je najkonzerviraniji enzim u
retrotranspozonima (Havecker i sur. 2004) pa i sam proces reverzne transkripcije nije
specifi¢an za odredenu RNA vec¢ se bilo koja RNA moze prepisati unutar VLP-a. Ovaj korak
je sklon pogreskama jer RT nema proofreading aktivnost ve¢ nastavlja sintezu lanca i nakon
Sto se ugradi pogresan nukleotid. Enzim slabo prepoznaje pogresne ribonukleotide, nema 3' i
5' egzonukleaznu aktivnost te dopusta proklizavanje pocetnica na dugim repetitivnim
slijedovima. Pogreske tijekom reverzne transkripcije mogu doprinijeti nastanku novih

populacija pokretnih elemenata (Grandbastien 1998).

Nova kopija retroelementa se ugraduje u genom uz pomo¢ integraze ali jo§ uvijek se
ne zna to¢an mehanizam prijenosa cDNA u jezgru stanice. Integraza na N-terminusu ima Zn
finger za vezanje DNA, u katalitickom mjestu DDE motiv dok je C-terminus jako heterogen
pa se pretpostavlja da je bitan za vezanje na mjesto integracije. Enzim ima endonukleaznu
aktivnost pa reze i genomsku i cDNA. Signal INT u retrotranspozonima je oko 25 nukleotida
dugacka sekvenca koja se nalazi na 3' kraju LTR-ova. S obzirom da su PBS i PPT za nekoliko
parova baza razmaknuti od susjednih LTR-ova, ti nukleotidi ¢ine viSak na krajevima cDNA.
Integraza ih uklanja na 3' krajevima te nastaju hidroksilne 3'-OH skupine koje rade
nukleofilne napade na fosfate u genomskoj DNA. Integraza cijepa DNA (dvolancani lom) u
obliku 4 do 6 pb dugog zareza. Nakon vezanja s genomskom DNA, odstranjuju se nukleotidi
na 5' krajevima retrotranspozona a popravljaju komplementarni lanci DNA domacina na
rubovima elementa. Nastaju duplikacije (target site duplication, TSD) od 4 do 6 pb u
izravnoj/direktnoj orijentaciji oko ugradenog retrotranspozona. Duzina TSD-a je

karakteristi¢na za svaki pokretni element (Kazazian 2004).

Nacin na koji integraza prepoznaje ciljano mjesto u genomu nije dovoljno istrazen.
LTR-retrotranspozoni su naj¢esS¢e locirani u intergenskim regijama no u kukuruzu je vecina
pomijesana s genskim regijama. Mnogi se LTR-retrotranspozoni ugraduju u relativno
specifi¢na mjesta kao $to je slucaj s Ty3 u kvascu koji se nalazi nekoliko nukleotida udaljen
od inicijacijskog mjesta transkripcije RNA polimeraze Ill (Kazazian 2004) dok nekKi
visokorepetitivni elementi preferiraju ugradnju u ve¢ postojece kopije u genomu (Kumar i

Bennetzen 2000).
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Bez obzira §to su prisutni u vjerojatno svim biljnim vrstama i $to ¢ine znatan udio u
njihovim genomima, samo mali broj retrotranspozona je aktivan. Inaktivnost je ve¢inom
posljedica defektnih struktura uzrokovanih tockastim mutacijama i delecijama, ili razli¢itim
mehanizmima utiSavanja gena koje posjeduje domacin. Do danas je nadeno samo tri aktivna
retrotranspozona iz skupine Tyl-copia: Tntl i Ttol u duhanu i Tos17 u rizi (Hirochika i sur.
1996). No i njihova aktivnost se inducira tek u razli¢itim stresnim uvjetima. Pretpostavlja se
da je geneticka varijabilnost, kao posljedica te aktivnosti, mehanizam prilagodbe na uvjete
stresa (Takeda i sur. 1998). Neki retroelementi su se pokazali aktivnima u stanicama

gerimantivne linije (germ line; Bohmdorfer i sur. 2005).

1.2.1.2 Retrotranspozon Ttol

Retrotranspozon Ttol jedan je od tri aktivna retroelementa grupe copia u biljkama.
Otkriven je u stanicama duhana koje sadrze oko 30 kopija ovog elementa (Bohmdorfer i sur.
2008). Dugacak je 5300 pb, Sto ukljucuje dva LTR-a duZine 574 pb i jedinstveni ORF koji
kodira poliprotein duzine 1338 aminokiselina (slika 1.7). Analizom redoslijeda nukleotida
ORF-a utvrdene su konzervirane sekvence karakteristicne za gene koji kodiraju strukturni
protein Gag, te enzime PR, INT i RT/RH (Hirochika 1993; Hiroshika i sur. 1996). Omjer
gag:pol je najvjerojatnije reguliran post-transkripcijskim mehanizmom. Cestice VLP su

veli¢ine priblizno 30 nm (Bohmdorfer i sur. 2008).

Retrotranspozon Ttol je, kao i drugi aktivni retrotranspozoni u biljaka, neaktivan u
normalnim uvjetima rasta i razvoja biljke, a aktivira se u odredenim stresnim situacijama kao
Sto su izolacija protoplasta, stanicna kultura, virusna infekcija, mehanicko ranjavanje i
tretmani salicilnom kiselinom ili (metilnim) jasmonatom (Takeda i sur. 1998). U navedenim
uvjetima broj kopija elementa u genomu poveéa se za viSe od deset puta. Regulacija
transpozicije dogada se na razini transkripcije. Transkripcija se aktivira i uvodenjem
mutiranog ddm1l gena u biljku domacina jer dovodi do smanjene DNA metilacije i smanjenog
utiSavanja gena (Hirochika i sur. 2000). Kljuénu ulogu u indukciji transkripcije ovog elementa
u stresnim situacijama imaju kratke ponavljaju¢e sekvence duzine 15 1 13 pb smjeStene
uzvodno od TATA-boxa u 5'LTR-u i imaju ulogu cis regulatora (Takeda i sur. 1999). Motiv

od 13 pb sadrzi tzv. H box i L box sekvence koje su nadene u promotorima gena ¢ija
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ekspresija je tkivno-specifi¢na ili ovisna o stresu. Na motiv se vezu transkripcijski faktori,
¢lanovi MYB proteinske porodice, koji imaju ulogu u obrani od UV zracenja i patogena
(Sugimoto 1 sur. 2000). Osim u prirodnom domacinu, duhanu, Ttol moze biti aktivan u
drugim heterolognim biljkama kao $to su uro¢njak, Arabidopsis thaliana koja je dvosupnica i
riza Oryza sativa, jednosupnica. (Hirochika i sur. 1996). O¢ito je da su faktori domacina koji
su bitni za transpoziciju visoko konzervirani §to omogucéuje upotrebu ovog elementa kao
vektora za transfer gena. Zabiljezena je i transformacija krumpira retrotranspozonom Ttol,
medutim nije dokazana transpozicija u toj biljci (Ishizaki i Kato 2005). Retrotranspozon Ttol
se ve¢inom ugraduje u transkripcijski aktivne gene (Okamoto i Hirochika 2000) i zato ne
iznenaduje da je regulacija transkripcije elementa Ttol strogo kontrolirana (Bémhdorfer i sur.

2005).

Tto1
(574 bp) (5300 bp) PPT (574 bp)
5-LTR | 3-LTR
PBS
RNA (5.1 kb)
=
 ——————————————
. ORF (1338 aa)
[ Gag Pol |
= o2 Pro INT RT RH
gag-1

Slika 1.7. Shematski prikaz retrotranspozona Ttol. 5-LTR i 3-LTR (long terminal repeats)
predstavljaju duge ponavljajuce slijedove; PBS (primer binding site) mjesto vezanja tRNA pocetnice;
PPT (polypurine tract) mjesto vezanja pocetnice (+) lanca; ORF (open reading frame) otvoreni okvir
Citanja. Prikazane su kodirajuce regije unutar Gag i Pol ORF-a: gag-1 za strukturni protein; RB (RNA-
binding region) regija za vezanje RNA; Pro proteaza; INT integraza; RT reverzna transkriptaza; RH
Rnaza H (Takeda i sur. 2001).
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1.3 Cilj istrazivanja

Ovim istrazivanjem zeljeli smo ispitati da li promijenjeni retrotranspozon Ttol moze
zavrsiti zivotni ciklus unutar stanica biljke Arabidopsis thaliana. Konkretno, da i
retrotranspozon Ttol moZe zavrsSiti zivotni ciklus ako u njega ugradimo gen biljeg PAT koji
biljci daje rezistenciju na herbicid fosfinotricin (BASTAR). Dokazivanjem novih kopija
(cDNA) retrotranspozona Ttol unato¢ dodatku gena biljega, omogucilo bi umjesto PAT-a u
retrotranspozon ugradivanje gena biljke A.thaliana koje Zelimo (in)aktivirati. Naime, CDNA
kao dvolan¢ana molekula DNA mogla bi predstavljati potencijalni supstrat za homolognu
rekombinaciju (HR). Istovremeno trebalo je sprije¢iti ugradnju novonastale cDNA
retrotranspozona konvencionalnim putem (posredstvom integraze). Tockasta mutacija unutar
integraze bi onemogucila ugradnju cDNA u nova mjesta u genomu i nakupljanje produkata
reverzne transkripcije (cDNA) tj. akumulaciju supstrata za HR. Povecanjem koncentracije
supstrata za HR 1 njegovim duzim prisustvom u sistemu, mozda bi se mogla povecati

ucestalost HR-a u odnosu na ilegitimnu rekombinaciju.
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2 MATERIJALI | METODE

2.1 Materijali

2.1.1 Bakterija Escherichia coli

Elektrokompetentni bakterijski soj Escherichia coli XL1-blue (Bullock i sur. 1987)

koristen je za transformaciju elektroporacijom i umnazanje plazmidnih vektora.

2.1.2 Bakterija Agrobacterium tumefaciens

Elektrokompetentni soj bakterije Agrobacterium tumefaciens GV3101 koristen je za
transformaciju biljke Arabidopsis thaliana in planta metodom floral dip. Prijenos T-DNA iz
plazmida pPZP221 osigurava pomocni/binarni (helper) plazmid pMP90 (Koncz i Schell
1986).

2.1.3 Biljka Arabidopsis thaliana

U svim eksperimentima koristen je ekotip/primka Columbia (Col).

2.1.4 Plazmidi

U istrazivanju su koristeni plazmidi pBcT, pBTtoi’, pBTtoi*, pBTtoiP', pUC18,
pBluescript 1l KS+ i pPZP221. Plazmidi pBcT, pBTtoi’, pBTtoi* i pBTtoiP' (Jeleni¢ 1997) su
derivati plazmida pBIB-HYG (Becker 1990). Plazmid pBIB-HYG je relativno veliki (11 kb)
binarni vektor starije generacije s malim brojem kopija plazmida (low-copy) po stanici E. coli
namijenjen za transformaciju biljaka pomocu bakterije Agrobacterium tumefaciens. Sadrzi
pocetak replikacije (origin of replication, ori) RK2 i gen za rezistenciju na kanamicin, $to

omogucuje selekciju bakterijskih transformanata, te T-DNA regiju, dio plazmida koji se

19



prenosi iz bakterije u biljnu stanicu i ugraduje u genom. U T-DNA nalazi se gen za
higromicin fosfotransferazu (hpt) koji je pod kontrolom promotora (Pn) gena za nopalin
sintetazu (nos), a zaduzen je za rezistenciju na higromicinom. Takoder, u T-DNA nalazi se i
viSestruko restrikcijsko mjesto (multiple cloning site, MCS) predvideno za kloniranje

fragmenata DNA kojima se zeli transformirati biljna stanica.

2.1.4.1 Plazmidi pBTtoi

Plazmid pBTtoi* ima promijenjenu kopiju retrotranspozona Ttol ugradenu u
visestruko restrikcijsko mjesto u T-DNA. Transkripcija retrotranspozona je pod kontrolom
konstitutivnog promotora 35S iz virusa mozaika cvjetace (Cauliflower Mosaic Virus, CaMV).
Originalni promotor je odstranjen izrezivanjem fragmenta duzine 300 pb na pocetku 5'LTR-a
kopije retrotranspozona Ttol. Terminator gena nos ugraden je iza 3'LTR kraja za pospjesenje
terminacije transkripcije. U retrikcijska mjesta Sall i Xbal ugraden je fragment Sall/Xbal iz
vektora p2RTil u kojemu je intron (int. II ) duzine 94 pb u genu za integrazu (iza 2466.
nukleotida). Intron potjece iz gena rpll za veliku podjedinicu RNA polimeraze 1l biljke A.

thaliana.

U plazmid pBTtoi  ugraden je fragment Sall/Xbal iz vektora p2RTi2 koji osim introna
Il ima i tockastu mutaciju u genu za integrazu. Nalazi se u 2463. nukleotidu aktivnog mjesta
gena za integrazu retrotranspozona Ttol gdje je kodon za aminokiselinu glutamat promijenjen
u kodon za alanin (5'-GAG-3'—5'-GCG-3'). Ekspresijom ovako promijenjenog gena trebala bi

nastati nefunkcionalna integraza.

Plazmid pBTtoiP' ima fragment Sall/Xbal poput onoga u pBTtoi* (s intronom I1) i gen
biljeg PAT koji biljci daje rezistenciju na herbicid fosfinotricin (BASTAR). PAT je ugraden u
duplikaciju od 39 pb izmedu PTT-a i 3'LTR-a koja obuhvaca zavrSetak ORF-a (9 pb)
retroelementa i pocetak LTR-a (30 pb). Pod kontrolom je promotora (Pn) i terminatora (pAn,
poliadenilacijski slijed) za nopalin sintetazu ali u suprotnoj orijentaciji od smjera transkripcije
gena retrotranspozona. Izmedu promotora i gena PAT je drugi intron (int. I) duZine 85 pb koji
takoder potjece iz gena rpll za veliku podjedinicu RNA polimeraze Il biljke A. thaliana.
(Jeleni¢ 1997).
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2.1.4.2 Plazmid pBcT

Plazmid pBcT dobiven je ugradnjom nepromijenjenog retrotranspozona Ttol u
visestruko restrikcijsko mjesto plazmida pBIB-HYG. Ne sadrzi 3S5 promotor na 5" LTR kraju

retrotranspozona ali ima terminator nos (pAn) na 3'LTR kraju (Bémdorfer i sur. 2005).

2.1.4.3 Plazmid pUC18

Vektor pUC18 (Fermentas) je mali plazmid prisutan u velikom broju kopija (high-
copy) u bakteriji E.coli. Pogodan je za kloniranje, sekvenciranje DNA inserta te utvrdivanje
transformanata koji sadrze fragment ugraden u visestruko restrikcijsko mjesto na osnovi boje
bakterijskih kolonija. Naime, sadrzi dio gena lacZ, koji kodira a-lanac 3-galaktozidaze, unutar
kojega je visestruko restrikcijsko mjesto. Ako se ugradi insert, bakterije s takvim plazmidom
nece dati plave kolonije na podlozi s X-galom (5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-galaktozid)
IPTG-om (izopropil-B-D-tiogalaktozid). Vektor takoder sadrzi gen bla za otpornost na

ampicilin 1 poCetak replikacije rep.

2.1.4.4 Plazmid pBluescript 11 KS+

Plazmid (fagemid) pBluescript 1l KS+ (Fermentas) je derivat vektora pUC19. Osim
dijela lacZ gena i viSestrukog restrikcijskog mjesta unutar njega te gena za rezistenciju na
ampicilin, sadrzi i dva pocetka replikacije. Jedan je f1(+) iz filamentoznog faga a drugi je

ColEl iz plazmida pBR322.

2.1.4.5 Plazmid pPZP221

Plazmid pPZP221 je binarni vektor pogodan za transformaciju biljaka A. thaliana.
Sadrzi pocetak replikacije ColE1l iz plazmida pBR322 (za replikaciju u E.coli) i ori iz
plazmida pVS1 (za replikaciju u A.tumefaciens). Takoder sadrzi gen za aminoglikozid-3"-
adenil transferazu (aadA) koja bakteriji daje svojstvo rezistencije na streptomicin i
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spektinomicin. Unutar regije T-DNA, uz lijevi rub (left border, LB) nalazi se gen za
gentamicin acetiltransferazu (aacC1) koja je odgovorna za rezistenciju na gentamicin, a uz
desni rub (right border, RB) nalazi se gen lacZ za sintezu a-lanac (-galaktozidaze unutar
kojeg je viSestruko restrikcijsko mjesto. Gen za rezistenciju na gentamicin je pod kontrolom

promotora 35S koji se nalazi izmedu gena aacC1l i lacZ (Hajdukiewicz i sur. 1994).
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2.2 Metode

2.2.1 Kultiviranje biljke Arabidopsis thaliana u uvjetima in vitro

Za uspjesnost vecine eksperimenata potrebno je osigurati sterilnost biljnog materijala.
To podrazumijeva oslobadanje biljaka od bakterija, kvasaca i gljivica. Sjemenke se
steriliziraju 50 % (v/v) otopinom NaOCI uz dodatak deterdzenta Triton X-100 u koncentraciji
0,1 % (v/v). U mikroepruvetu sa stotinjak sjemenki doda se 1 mL otopine i desetak minuta
mijeSa na vibriraju¢oj mijeSalici (vorteks). Nakon sterilizacije slijedi kratko centrifugiranje
(short spin) i ispiranje u 1 mL sterilne diH,O (deionizirana). Ispiranje se ponavlja tri puta
nakon Cega se sjemenke spremaju na 4°C preko noc¢i kako bi se potaklo sinhronizirano

klijanje.

Sjemenke se nasaduju na krutu podlogu PN(-S). Za sjemenke divljeg tipa, u podlogu
se dodaje saharoza neposredno prije izlijevanja podloga (1% (w/v)), dok se za sjemenke
transformiranih biljaka ista ne dodaje zbog opasnosti od kontaminacije bakterijama. U
podlogu za selekciju transformanata, dodaje se antibiotik gentamicin (75 mg/L) ili herbicid
BASTA (10 mg/L). Sjemenke se mogu resuspendirati u 2-3 mL 0,1%-tne agaroze radi brzeg
nasadivanja. Hladni tretman za biljku A. thaliana je 2 dana a uzgoj na plo¢ama traje 7 do 10
dana u fitotronu do razvoja prvih listova. Nakon toga mladi klijanci se presaduju na zemlju i
drze u istim uvjetima. U fitotronu su uvjeti kratkog dana (8 h svjetlo, 25°C), a u biljnoj
komori uvjeti dugog dana (16 h svjetlo, 25°C). Kako je uroénjak biljka dugog dana, biljke se

prebacuju iz fitotrona u komoru kada se Zeli potaknuti cvjetanje.

Podloga PN(-S): za pripremu 2L podloge potrebno je prvo otopiti 0,0372 g Na,EDTA x 2H,0
(50 uM) u 500 mL dH,O, dodati 0,0278 g Fe(l11)SO4 x 7H,0 (50 uM) i nadopuniti s dH,O do
1 L. Zatim se dodaje 20 mL mati¢ne otopine 100 x KNOg3, 20 mL mati¢ne otopine 100 X
MgSQ4, 20 mL mati¢ne otopine 100 x Ca(NO3),, 20 mL pufera 100 x KPO,4 i 2 mL 1000 x

mati¢ne otopine mikroelemenata. pH se podesi na 5,5 pomoc¢u 1 M KOH te doda dH,0 do 2
L. Otopini se prije autoklaviranja dodaje 20 g agara. Saharoza (1% (w/v)) se dodaje u podlogu
nakon autoklaviranja, neposredno prije izlijevanja podloga.

Zemljani supstrat: u 60 L zemlje dodaje se 2 L H,0, u kojoj je prethodno otopljeno 1,8 mL
kulture Bacillus (300 puL/10 L supstrata) i 3 mL Trichoderma u prahu (0,5 mL/ 10 L
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supstrata), te 3 g insekticida Dursbana (0,5 g/10 L supstrata) i perlita do 1/3 volumena

supstrata.

2.2.2 Digestija restrikcijskim endonukleazama

Restrikcijske endonukleaze rezu DNA sljedove na specifiénim mjestima. Zbog toga se
upotrebljavaju za kloniranje 1 provjeru uspjesnosti transformacije. Restrikcijski enzmi
(Fermentas, New England Biolabs i Roche) koriste se prema uputama proizvodaca u
volumenu reakcijske smjese 20 pL. Inkubacija se obi¢no provodi sat vremena na 37°C no
ovisi o enzimu i proizvodacu. Digestija s Dral (Fermentas) sadrzi 0,5 uL enzima u reakcijskoj
smjesi i inkubacija traje sat vremena na 37°C, a s BamHI (Fermentas) 0,5 uL enzima pod
istim uvjetima. Digestija s Ddel (Roche) sadrzi 0,3 pL enzima u kona¢nom volumenu i

provodi se tijekom no¢i na 37°C.

2.2.3 Elektroforeza u agaroznom gelu

Ucinkovitost digestije i umnazanja DNA slijedova PCR-om provjerava se
razdvajanjem fragmenata elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu. Gel se priprema
otapanjem agaroze (Sigma) u puferu 1 x TAE s dodatkom etidij-bromida koncentracije 10
mg/mL ili boje Syber Safe koncentracije 10 mg/uL. Elektroforeza se provodi u puferu 1 x
TAE na 100 V. Uzorci se pomijesaju s otopinom za unos$enje u gel, 6 x LB (loading buffer). U
posebnu jazicu stavlja se standard, 5 L A/HindIII (50 ng/uL) ili 2 pL O'GeneRuler™ DNA
Ladder (0,1 pg/ulL). Veli¢ina razdvojenih fragmenata odreduje se usporedbom sa standardom.

Fragmenti na gelu se analiziraju pomoc¢u UV-transiluminatora (UVITEC).

Pufer 1 x TAE: 40 mM Tris baza, 20 mM acetat, 2 mM EDTA.
6 x LB: 40 % (v/v) glicerol, 0,25 % (w/v) bromfenolplavo, 0,25 % (w/v) ksilen cijanol.
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2.2.4 1zolacija fragmenata DNA iz agaroznog gela

Nakon razdvajanja fragmenata DNA pomocu elektroforeze, UV-transiluminatorom se
gel vizualizira i skalpelom izreze Zeljeni fragment. Za izolaciju iz gela Koristi se protokol
QIAEX 11 (Qiagen). Temelji se na vezanju molekula DNA na silicijske kuglice. Ovaj protokol
je predviden za izolaciju fragmenata DNA velic¢ine od 40 pb do 50 kb iz agaroznih gelova u
puferu TAE ili TBE. Komad gela sa Zeljenim fragmentom ne smije biti tezi od 250 mg. Ako
je fragment veli¢ine izmedu 100 pb i 4 kb, u njega se dodaje tri puta viSe volumena pufera
QX1 od volumena samog komadica gela. Silicijske kuglice QIAEX Il se prije dodavanja
promijesaju na tresilici 30 sekundi. U komad gela dodaje se 10 do 15 pL kuglica te inkubira
deset minuta na 50°C kako bi se otopila agaroza, a DNA vezala na kuglice. Uz inkubaciju,
suspenzija se mijeSa tresilicom svake dvije minute. Nakon inkubacije, suspenzija se
centrifugira 30 sekundi na 13 000 rpm-a i zatim se ispere talog s 500 uL pufera QX1. Nakon
resuspendiranja i ponovnog centrifugiranja, talog se ispire dva puta s 500 uL pufera PE.
Slijedi susenje taloga na zraku 10 do 15 minuta dok ne poprimi bijelu boju. Kako bi se DNA
izolirala s kuglica, dodaje se 20 uL dH,0, resuspendira vorteksiranjem te inkubira pet minuta
na 50°C. Ponovo se centrifugira 30 sekundi pri 13 000 rpm-a te se supernatant preseli u novu

mikroepruvetu i ¢uva na -20°C.

2.2.5 Ljepljenje/ligacija fragmenata DNA T4 DNA ligazom

Fragmenti DNA izolirani iz gela ugraduju/ligiraju se u kruzne molekule (plazmide)
primjenom T4 DNA ligaze. Prvo se DNA poreze s 0,5 uL restrikcijskog enzima. U reakcijsku
smjesu se doda 2 pul 10 x pufera za odgovarajuéu restrikcijsku endonukleazu te dH,O do
kona¢nog volumena 20 pL. Nakon inkubacije sat vremena na 37°C, enzim se inaktivira 20
min. na 65 ili 85°C. Vektor se zatim tretira alkalnom fosfatazom iz skampa (shrimp alkaline
phosphatase (SAP), Roche; 1 U/uL). Alkalna fosfataza SAP katalizira defosforilaciju na 5'
kraju. Vektor (linearna DNA) se defosforilira sat vremena na 37°C i nakon toga se inaktivira
enzim 15 min. na 65°C. Takav vektor je spreman za ligaciju. Prije ligacije odrede se okvirne
koncentracije DNA inserta i porezanog plazmida usporedbom sa DNA standardom nakon
elektroforeze. U reakcijsku smjesu se stavlja 3 puta veca koli¢ina inserta u odnosu na vektor.

Volumen vektora i inserta se odreduje pomocu formule:
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vel.inserta(kb) x(omjer insert

vektor(ng)x
vel.vektora(kb) vektor

) =insert(ng)

Koli¢ina ukupne DNA po reakciji ne smije biti ve¢a od 100 ng tj. 10 ng po 1 pL reakcijske
smjese. Osim vektora i inserta dodaje se 0,5 uL T4 DNA ligaze (Fermentas), 1uL 10 x pufera
za ligazu i dH20 do kona¢nog volumena 10uL. Ligacija traje sat vremena na 22°C ili preko
no¢i na 14-16°C.

2.2.6 Transformacija elektrokompetentnih stanica

Nakon kloniranja, plazmidna DNA se unosi u elektrokompetentne stanice bakterije
Escherichia coli. Stanice se ¢uvaju na -80°C a prije same transformacije se drze pet minuta na
ledu zajedno s kivetama (Biorad, 1 mm razmak izmedu elektroda). Ako se kivete recikliraju,
izloZze se UV zragenju pet minuta prije nego se stave na led. Bakterijskoj suspenziji (50 uL)
doda se 2 puL plazmidne DNA i sve se prebaci u kivetu za elektroporaciju te izlozi strujnom
pulsu od 1,80 kV trajanja ~3,90 ms uz pomo¢ elekroporatora (Biorad). Kivete se izvade i u
njih se ulije 450 pl tekuée podloge 2 X TY te se sadrzaj prebaci u mikroepruvetu i stavi
inkubirati sat vremena na 37°C. Nakon toga slijedi nasadivanje bakterija na krutu podlogu 2 x

TY s antibiotikom spektinomicinom (tablica 2.1) i nastavak inkubacije na 37°C preko noéi.

Podloga 2 x TY: 1,6 % (w/v) tripton, 1 % (w/v) ekstrakt kvasca, 0,5 % (w/v) NaCl.

Transformacija elektrokompetentnih stanica bakterije Agrobacterium tumefaciens se
odvija istim postupkom. Razlikuje se u volumenima, antibioticima i temperaturi inkubacije.
Suspenziji agrobakterija volumena 100 pL dodaje se 0,2 uL plazmidne DNA, a inkubacija od
sat vremena se odvija na sobnoj temperaturi (25°C) 1 kasnije na 28°C. Kruta podloga osim

spektinomicina sadrzi i antibiotike gentamicin i rifampicin.
Kivete se peru radi ponovnog koristenja. Najprije se isperu s dH,0, pa s 0,25 M

klorovodi¢nom kiselinom pola sata. Ponovo se isperu s dH,O i poslije 96%-tnim etanolom pet

minuta. Suse se u digestoru na sobnoj temperaturi.
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Tablica 2.1. Antibiotici koristeni u pripravi podloga2 x TY i LB

Antibiotik Koncentracija mati¢ne Koncentracija radne
otopine (mg/mL) otopine (mg/L)
ampicilin 50 50
gentamicin 50 50
rifampicin 50 50
spektinomicin 50 50

2.2.7 1zolacija plazmidne DNA iz bakterije Escherichia coli

Prvo se inokulira jedna kolonija bakterije E. coli s odgovaraju¢im plazmidom u 3 mL
tekuce podloge 2 X TY sa spektinomicinom te se inkubira preko no¢i u tresilici na 250 rpm-a i
37°C. Osim podloge 2 x TY, moze se koristiti i teku¢a podloga LB. Bakterije se zatim istalozi
centrifugiranjem jednu minutu na 13 000 rpm-a. Bakterijski talog se resuspendira u 200 uL
pufera GTE i stavi na led. Potom se doda 400 pL otopine za lizu, lagano promijesa
okretanjem mikroepruvete (4 puta) i stavi na led. Nakon pet minuta, doda se 300 pL otopine
za neutralizaciju, okrene 4 puta i stavi na led deset minuta. Uzorak se centrifugira pet minuta
na 13 000 rpm-a nakon ¢ega se supernatant prebaci u novu mikroepruvetu i doda izopropanol
volumena jednakog 0,7 volumena supernatanta te okrene 4 puta. Slijedi inkubacija deset
minuta na -80°C i zatim centrifugiranje 15 minuta na 4°C pri 15 000 rpm-a. Supernatant se
pazljivo izlije i doda se 0,5 mL 70%-tnog etanola. Nakon vorteksiranja, uzorak se centrifugira
5 minuta na 13 000 rpm-a. Supernatant se izlije, a talog susi u digestoru 10 do 15 minuta.
Nakon susenja, talog se otopi u 40 pL dH,O i doda 2 pL RNaze A (10 pg/uL). Kako bi
RNaza porezala preostalu RNA u uzorku, slijedi inkubacija od 30 min na 37°C. Plazmidna
DNA se pohrani na -20°C.

Podloga LB: 1 % (w/v) tripton, 0,5 % (w/v) ekstrakt kvasca, 1 % (w/v) NaCl.
Pufer GTE: 50 mM glukoza, 10 mM EDTA pH 8, 25 mM Tris-HCI pH 8.
Otopina za lizu: 1 % (w/v) SDS, 0,2 M NaOH.

Otopina za neutralizaciju: 3 M NaAc pH 4,8.
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2.2.8 Odredivanje slijeda baza u molekuli DNA

Redoslijed baza u molekulama DNA (plazmidima) odredivan je Sangerovom
metodom (na Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu ili slanjem u firmu Macrogen iz Koreje).
Pocetnice za sekvenciranje su navedene u tablici 2.2. Tto-LTRup-2 je pocetnica za regiju koja
je uzvodno od 5'LTR-a, M13 fw/rev su standardne pocetnice za sekvenciranje fragmenata
kloniranih u vektor pUC18, Tto-LTR-up za sekvence uzvodno od 3'LTR-a, Tto-ORF-dn za
slijed nizvodno od PAT-a, PATup i NOSp-PATdn za podru¢je PAT i intron nakon nos

promotora

Tablica 2.2. Pocetnice koristene za odredivanje redoslijeda baza u plazmidima i njihove temperature

taljenja (Tm)

Pocetnica Tm (°C)
Tto-LTRup-2:
5 TGA GAT AGG GAC CAA AAG TGC 3' 62,9
M13 fw (-20) 17-mer:
5 GTAAAACGACGGCCAGT 3 52,0
M13 rev (-26) 17-mer:
5 CAG GAAACAGCTATGAC?3 50,0
Tto-LTR-up:
5 CTCTCC CATACATCACCATAATTIG3 63,0
Tto-ORF-dn:
5 GAT GTG TTG GAG AAG AAG ATG TTG 3' 63,6
PATup:
5 GAC TTC AGC AGT GGG TGT AGAG 3 62,8
NOSp-PATdn:
5 CTC GAG CTG CAG ATT ACT ATTTAC 3 60,0

2.2.9 Izolacija plazmidne DNA iz bakterije Agrobacterium tumefaciens

Pojedinacne kolonije se inokulira u ~3 mL teku¢e podloge 2 x TY s antibioticima
(spektinomicin, rifampicin i gentamicin) te inkubira na 28°C u tresilici preko noci. Bakterije
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se istaloze centrifugiranjem jednu minutu na 13 000 rpm-a. Supernatant se izlije, a u talog
doda 100 uL pufera TE i resuspendira. Doda se 5 pL proteinaze K (20 mg/mL), resuspendira i
ostavi sat vremena na 37°C. Nakon centrifugiranja pet minuta na 13 000 rpm-a, supernatant se
baci i u talog se stavi 200 puL pufera GTE, otopina resuspendira i stavi na led. Nakon toga se
dodaje 400 pL otopine za lizu, uzorak se okrec¢e 4 puta i stavi na led. Nakon pet minuta doda
se 300 pL otopine za neutralizaciju, okre¢e 4 puta i drzi na ledu deset minuta. Uzorak se
centrifugira pet minuta na 13 000 rpm-a i prebaci supernatant u novu mikoepruvetu u kojoj je
isti volumen fenol-kloroform-izoamilne (PCI) otopine (24:24:1). Slijedi vorteksiranje i
centrifugiranje pet minuta na 13 000 rpm-a. Gornja, vodena faza se prebaci u novu
mikroepruvetu s istim volumenom kloroform-izoamilne (CI) otopine (24:1) te se ponovi
prethodni korak. Nakon centrifugiranja, gornja faza se prebaci u novu mikroepruvetu s
izopropanolom ¢iji volumen je jednak 0,7 volumena vodene faze. Lagano se promijeSa
okretanjem te se inkubira preko no¢i na -20°C. Slijedi centrifugiranje od 15 minuta na +4°C
pri 15 000 rpm-a. Izlije se supernatant a u talog doda 0,5 mL 70%-tnog etanola i promijeSa na
tresilici. Nakon centrifugiranja od pet minuta na 13 000 rpm-a, supernatant se baci a talog susi
u digestoru 10-15 minuta. DNA se na kraju otopi u 30 L dH20 te uz dodatak 2 pL. RNaze,

inkubira 30 min. na 37°C i potom pohrani na -20°C.

Pufer TE: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA.

2.2.10 Transformacija biljaka metodom ,,floral dip“

Metoda infiltracije bakterija A.tumefaciens vrlo je jednostavna i uspjesna metoda
transformacije vrste A. thaliana (Bechtold i sur. 1993). Floral dip se temelji na uranjanju
biljaka u otopinu agrobakterija koje nose Zeljeni plazmid (Clough i Bent 1998), pri ¢emu su
za ovu vrstu transformacije najvazniji pravilan odabir biljaka obzirom na razvojni stadij
cvjetova te priprema otopine agrobakterija. Primarno mjesto unosa T-DNA su kromosomi
zenskog gametofita (Bechtold i sur. 2000; Desfeux i sur. 2000). Sam postupak temelji se na
unosu gena u zigotu tijekom prve diobe ili u najranijim stadijima razvoja embrija. Nakon
postupka transformacije biljke se uzgajaju u standardnim uvjetima do stvaranja zrelog
sjemena ¢ime Su izbjegnute Cesto zahtjevne i1 ograniCavajuce tehnike kulture biljnog tkiva.

Biljke A. thaliana se uzgoje do cvjetanja u uvjetima dugog dana. Tijekom uzgoja odreze se
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glavni pup s ciljem poticanja veceg broja bo¢nih pupova. Biljke koje optimalno odgovaraju za
ovaj postupak transformacije moraju imati veéi broj nezrelih cvjetova i Sto manji broj
komuski. Postavi se 600 mL prekono¢ne kulture bakterija na podlozi LB s dodatkom
gentamicina i spektinomicina za selekciju. Kultivira se preko no¢i na 28°C uz tre$nju. U
talog se, nakon centrifugiranja 15 min. na 4°C pri 3 000 rpm-a prekono¢ne kulture, doda 300
mL infiltracijske podloge. Za uranjanje 2-3 male posude s biljkama potrebno je 100-200 mL
otopine bakterija. Gornji dijelovi biljke se uranjaju u otopinu agrobakterija 15 minuta. Nakon
toga vidljiv je teku¢i film koji ostaje na biljci. Biljke se pokriju najlonom radi odrzavanja
vlaznosti i postave na podlogu horizontalno tako da nisu izlozene direktnoj svijetlosti 16 do
24 sata. Daljnji uzgoj biljaka ide prema standardnom naéinu uzgoja vrste A. thaliana.
Zalijevanje biljaka prestaje u stadiju zrelog sjemena. Tada se sakuplja sjeme.

Infiltracijska podloga: za pripremu 300 mL podloge potrebno je otopiti 0,645 g soli po

Murashige-Skooge-u, 15 g saharoze i 90 puL Silweta (surfaktant) u dH,O. pH se podesi na 5,7
pomoc¢u 1 M KOH te doda dH,O do 300 mL.

2.2.11 lzolacija genomske DNA iz transgenih linija uro¢njaka

Biljni listovi (100-150 mg) se homogeniziraju u teku¢em dusiku pomocu tucka i
tarionika ili u homogenizatoru. U tkivo se dodaje isti volumen prethodno ugrijanog pufera
CTAB i inkubira 20 min na 65°C u termobloku. Nakon inkubacije doda se isti volumen
otopine PCI te vorteksira i centrifugira dvije minute na 13 200 rpm-a. Gornji vodeni sloj se
prebaci u novu mikroepruvetu i ponove prethodni ekstrakcijski koraci samo s otopinom CI.
Zatim se u novi vodeni sloj doda 0,7 volumena izopropanola, promijeSa okretanjem
mikroepruvete nekoliko puta i inkubira na sobnoj temperaturi deset minuta. Slijedi
centrifugiranje od 15 min. na 13 200 rpm-a. Supernatant se izlije, a talog se ispere s 0,5 mL
ohladenog 70%-tnog etanola i ponovo centrifugira pet minuta na 13 200 rpm-a. Nakon $to se
talog osusi, DNA se otopi u 50 pL dH,O u kojoj je 2 pL RNaze. Genomska DNA se moze

¢uvati na -20°C.

Pufer CTAB: 100 mM Tris-HCI (pH 8), 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl, 2 % (w/v) CTAB (cetil-
trimetil-amonij-bromid), 1 % (w/v) PVP (polivinilpirolidon).
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2.2.12 lzolacija ukupne mMRNA iz transgenih linija uro¢njaka

Ova metoda se temelji na djelovanju Reagenta TRI (Sigma) koji se koristi u izolaciji
svih vrsta molekula RNA iz razli¢itih tkiva. Biljno tkivo (~100 mg) se prvo homogenizira u
teku¢em duSiku. Doda se 1 mL Reagenta TRI (volumen tkiva ne smije biti ve¢i od 10 %
ukupnog volumena reakcije) i inkubira pet minuta na sobnoj temperaturi. Na 1 mL Reagenta
TRI doda se 0,2 mL kloroforma, promijesa 15 sekundi i ostavi 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Otopina se centrifugira 15 minuta na 4°C pri 13 500 rpm-a nakon Cega se
odvajaju tri faze: gornja vodena s RNA, sredna/interfaza s DNA i donja organska faza u kojoj
su proteini. Gornji sloj se odvoji pipetom u novu mikroepruvetu i doda 0,5 mL izopropanola,
a ostatak se pohranjuje na 4°C. Nakon inkubacije 10 minuta na sobnoj temperaturi,
centrifugira se 10 minuta na 4°C pri 13 500 rpm-a. Talog se ispire s 1 mL 75%-tnog etanola.
Promijesa se vorteksiranjem i centrifugira pet minuta na 4°C pri 9 000 rpm-a. Talog se susi 10
minuta u digestoru. Kad je potpuno suh doda se 50 uL depc. H,O, promijesa pipetom i
inkubira 10 minuta na 60°C. Na kraju se pohrani na -80°C.

Reagent TRI se moze upotrijebiti i za izolaciju DNA iz biljnog tkiva. Nakon odvajanja
faza centrifugiranjem otopine Reagenta TRI i homogeniziranog biljnog tkiva s kloroformom,
gornja faza s RNA se potpuno odstrani. U ostatak se doda 0,3 mL 96%-tnog etanola,
promijeSa okretanjem mikroepruvete i ostavi na sobnoj temperaturi 2-3 minute. Nakon
centrifugiranja 5 minuta na 4°C pri 2 500 rpm-a, supernatant se odstrani. Talog se dva puta
ispere s 1 mL otopine 10%-tnog etanola i 0,1 M Na-citrata. Svaki put se suspenzija inkubira
pola sata na sobnoj temperaturi s povremenim mijesSanjem. Slijedi pet minuta centrifugiranja
na 4°C pri 2 500 rpm-a. Talog se zatim resuspendira u 1,5-2 mL 75%-tnog etanola po mililitru
Reagenta TRI i ostavi 10-20 minuta na sobnoj temperaturi. Centrifugiranje se ponovi a talog
susi 10 minuta u digestoru. Osuseni talog se resuspendira pipetiranjem u 400 uL 8 mM
NaOH. Centrifugira se 10 minuta na 13 500 rpm-a i odvoji supernatant u koji se doda 63,6 uLL
0,1 M kiseline HEPES kako bi se postigao pH 7,5 i kako bi se otopina mogla koristiti za PCR.
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2.2.13 Reverzna transkripcija i RT-PCR

Reverznom transkripcijom se ukupna stanicna mRNA prepisuje u cDNA. Ukupna
RNA se prvo tretira DNazom kako bi se uklonili moguéi ostaci DNA u otopini. Ukupan
volumen reakcijske smjese je 9 puL Sto ukljucuje: 5 pL RNA, 1 uL DNaze | (General Electric,
5U/uLl), 0,9 uL 10 x puferai 2,1 pL dH,0. Smjesa se inkubira 10 minuta na 37°C. Dodaje se
1 uL 25 mM EDTA tako da je kona¢an volumen 10 pL i inkubira se 10 minuta na 65°C. U
reakcijsku smjesu se doda 1 uL 100 uM pocetnice oligo (dT)ig-a (Fermentas), inkubira pet
minuta na 70°C pa stavi na led. U 1L pl smjese se doda 4 uL 5 x pufera, 2 uL 10 mM dNTP-a
i 1 uL dH,0O tako da je kona¢an volumen 18 pL pa slijedi inkubacija pet minuta na 37°C.
Doda se enzim reverzna transkriptaza (RevertAid™ M-MuLV RT, Fermentas; 20 U/uL) i
inkubira sat vremena na 37°C. Enzim se inaktivira inkubacijom 10 minuta na 70°C nakon
Cega se stavlja na led pa spremi na -20°C. M-MuLV RT je RNA i DNA ovisna DNA

polimeraza.

10 x pufer za DNazu: 40 mM Tris-HCI, 6 mM MgCl,, pH 7,5.
5 x pufer za reverznu transkriptazu: 250 mM Tris-HCI, 250 mM KCI, 20 mM MgCl;, 50 mM
DTT (ditiotreitol).

2.2.14 Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction, PCR) je metoda koristena
za analizu transgenih linija uro¢njaka. Pomoc¢u dviju vrsta poc¢etnica (Tto-INRup i Tto-INRdn
te Act3fw i Act3rev) umnazale su se sekvence iz kalupa genomske DNA i reverzno prepisane
cDNA.

Volumen reakcijske smjese je 20 ul i sadrzi: 4 pl kalupa, 2 pl pufera (PCR Gold
Buffer), 1,2 ul 25 mM MgCly,, 2x2 ul 2 uM specifi¢nih pocetnica (tablica 2.3), 1 ul 2 mM
smjese dNTP-a, 0,2 ul TAQ polimeraze (Roche) i 7,6 ul dH,O. Program reakcije (tablica 2.4)
pocinje denaturacijom 10 minuta na 94°C, zatim slijedi ciklus od 30 ponavljanja koji
obuhvaca: denaturaciju 30 s na 94°C, vezanje pocetnica na kalup 30 s na 60°C te

produljivanje lanca DNA 1 min. na 72°C. Nakon ponavljanja, slijedi zavr$no produljivanje
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lanca 2 min. na 72°C. Program za RT-PCR se razlikuje samo u duzini trajanja elongacije

lanca (30 s) i broju ponavljanja (35) ciklusa (tablica 2.5).

Tablica 2.3. Pocetnice koristene za lananu reakciju polimerazom (PCR) i njihove temperature
taljenja (Tm)

Pocetnica Tm (°C)

Tto-INRup:

66,2
5'"TTG CAG CCA AAT ACC CGT AA 3
Tto-INRdn: 641
5'"GTA TAC ACG CTG AAG ACC AAG GAT 3' ’
Act3fw: 66.2
5GAT TTGGCATCACACTTTCTACAATG 3 ’
Act3rev:

65,6
5'GTT CCA CCACTG AGC ACAATG 3

Tablica 2.4. PCR program s po¢etnicama Tto-INR

Korak Temperatura i trajanje
Predenaturacija 94°C, 10 min
Denaturacija 94°C, 30 s
Prianjanje pocetnica 60°C, 30 s 30 x
Elongacija/sinteza 72°C, 1 min
Zavr$na elongacija/sinteza 72°C, 2 min

Tablica 2.5. Program za RT-PCR s pocetnicama Act3

Korak Temperatura i trajanje
Predenaturacija 94°C, 10 min
Denaturacija 94°C, 30 s
Prianjanje pocetnica 60°C, 30 s 35 x
Elongacija/sinteza 72°C, 30s
Zavrsna elongacija/sinteza 72°C, 2 min
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3 REZULTATI

3.1 Binarni vektori

Konstruirano je pet vektora za transformaciju uro¢njaka s retrotranspozonom Ttol. U
svim priredenim konstruktima, fragmenti sa sekvencama retortranspozona Ttol subklonirani
su iz pBIB-HYG derivata (pBcT, pBTtoi’, pBTtoi* i pBTtoiP") u visestruko restrikcijsko
mjesto binarnog plazmida pPZP221 i to izmedu restrikcijskih mjesta za endonukleaze EcoRl i
Hindlll. Samo je u jednom vektoru Ttol nepromijenjen. Obzirom da potpune sekvence pBIB-
HYG derivata nisu bile poznate, sekvenciranjem je utvrdeno da i ovaj vektor ima manjih
modifikacija u Ttol. Naime, na 5'LTR kraju nedostaje prvih 31 pb, a na 3'LTR kraju zadnjih 6
pb. Obje spomenute delecije prisutne su u svih pet, u ovom radu konstruiranih, binarnih
(biljnih ekspresijskih) vektora. Retrotranspozon Ttol je subkloniran iz low-copy binarnog
vektora pBcT u high-copy binarni vektor pPZP221. Najprije je fragment HindlIl/EcoRlI iz
pBcT ugraden u restrikcijska mjesta Hindlll i EcoRI plazmida pPZP221 te je stvoren vektor
pPZP221-Ttol-5'LTR (slika 3.1).

‘rHindIII

5'LTR

/sall

ORF

pPZP221-Tto1-5'LTR
13038 bp

- Xbal
“EcoRI

LB gent

Slika 3.1. Shematski prikaz plazmida pPZP221-Ttol-5'LTR. RB (right border) i LB (left border)
oznacavaju desni i lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5'LTR je dugi ponavljajuci slijed,
a ORF dio otvorenog okvira Citanja retrotranspozona Ttol. CaMV 2x35S je duplikacija promotora 35S
iz virusa mozaika cvjetace. Gent predstavlja gen za rezistenciju na gentamicin, a Spec gen za

rezistenciju na spektinomicin. Oznacena su mjesta koja prepoznaju restrikcijske endonukleaze HindllIl,
Sall, Xbal i EcoRl.
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Zatim je manji fragment EcoRI/EcoRI iz pBcT ugraden u mjesto EcoRI u pBluescript
Il KS+ kako bi se fragment prije subkloniranja mogao umnoziti u velikom broju kopija.
Dobiveni vektor nazvan je pBKS-Ttol-3'LTR (slika 3.2).

_—EcoRI
v

ORF

pBKS-Tto1-3'LTR
4154 bp

£ 3LTR

\ EcoRl

Slika 3.2. Shematski prikaz plazmida pBKS-Tto1-3'LTR. ORF prikazuje dio otvorenog okvira ¢itanja,
3'LTR dugi ponavljaju¢i slijed retrotranspozona Ttol; pAn terminator gena nos. MCS (multiple
cloning site) predstavlja visSestruko restrikcijsko mjesto plazmida; LacZ gen za a-lanac [-
galaktozidaze; Amp gen za rezistenciju na ampicilin. Oznacena su mjesta koja prepoznaje restrikcijska
endonukleaza EcoRl.

Hindlll Sall Xbal EcoRI

T

RB

Slika 3.3. Shematski prikaz regije T-DNA vektora pPZP221-Ttol. Regije RB i LB oznacavaju desni i
lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5LTR i 3'LTR su dugi ponavljajuéi slijedovi,a ORF
otvoren okvir Citanja retrotranspozona Ttol. pAn predstavlja terminator gena nos. CaMV 2x35S je
duplikacija promotora 35S iz virusa mozaika cvjetade. Gent predstavlja gen za rezistenciju na
gentamicin. Oznacena su mjesta koja prepoznaju restrikcijske endonukleaze Hindlll, Sall, Xbal i
EcoRlI. Isprekidana strelica oznaCava smjer te pocetak i kraj transkripcije a puna strelica smjer te
pocetak 1 kraj translacije.

Ugradnjom fragmenta EcoRI/EcoRlI iz pBluescript |1 KS+ u restrikcijsko mjesto EcoRI

plazmida pPZP221-Ttol-5'LTR dobiven je vektor koji je nazvan pPZP221-Ttol (slika 3.3) i
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sluzio je za ispitivanje ckspresije Ttol u transformantima A.thaliana. U svim ostalim
vektorima u genu za integrazu unutar ORF-a ugraden je intron Il (int. I1) duzine 94 pb (iza
2466. nukleotida Ttol retrotranspozona). Intron Il potjece iz gena rpll (od 3372. do 3465.
nukleotida) za veliku podjedinicu RNA polimeraze Il biljke A. thaliana. Intron Il unutar
fragmenta Sall/Xbal iz vektora pBTtoi" je najprije subkloniran u mjesta Sall i Xbal plazmida
pUC18 kako bi se mogao umnoziti u velikom broju kopija. Dobiveni vektor nazvan je

pUC18-i (slika 3.4).
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Slika 3.4. Shematski prikaz plazmida pUC18-i. ORF predstavlja dio otvorenog okvira Citanja
retrotranspozona Ttol; int. IT intron u genu za integrazu; MCS visestruko restrikcijsko mjesto; LacZ
gen za a-lanac B-galaktozidaze; Amp gen za rezistenciju na ampicilin. Oznafena su mjesta koja
prepoznaju restrikcijske endonukleaze Sall i Xbal.

Fragment Sall/Xbal iz vektora pUC18-i je nakon toga ugraden u plazmid pPZ221-
Ttol porezan sa enzimima Sall i Xbal. Dobiveni vektor je nazvan pPZP221-Ttol-i (slika 3.5)
jer se od vektora pPZP221-Ttol razlikuje samo u tome S$to sadrzi intron Il u genu za
integrazu. On je omogucio pracenje novih kopija u genomu, na nacin da se pomoc¢u pocetnica
Tto-INRup i Tto-INdn, koje omeduju intron (94 pb), mogla razlikovati izvorna kopija Ttol na

T-DNA od novih kopija koje su tijekom transkripcije izgubile intron.

Fragment Sall/Xbal (s intr. II i tockastom mutacijom) iz vektora pBTtoi" takoder je
ugraden u mjesta Sall i Xbal u pUC18 te je stvoren vektor pUC18-ip (slika 3.6).
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Slika 3.5. Shematski prikaz regije T-DNA vektora pPZP221-Ttol-i. Regije RB i LB oznacavaju desni
i lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5'LTR i 3'LTR su dugi ponavljajuci slijedovi, a
ORF otvoren okvir Citanja retrotranspozona Ttol. pAn predstavlja terminator gena nos. Intron (int.) Il
se nalazi unutar ORF-a, u genu za integrazu. CaMV 2x35S je duplikacija promotora 35S iz virusa
mozaika cvjetate. Gent predstavlja gen za rezistenciju na gentamicin. Oznacena su mjesta koja
prepoznaju restrikcijske endonukleaze Hindlll, Sall, Xbal i EcoRI. Isprekidana strelica oznacava smjer
te pocetak i kraj transkripcije a puna strelica smjer te poc¢etak i kraj translacije.

-~ Sall
LacZ Mcs

pUC18-ip

5963 bp

Xbal ORF

Slika 3.6. Shematski prikaz plazmida pUC18-ip. ORF predstavlja dio otvorenog okvira citanja
retrotranspozona Ttol; int. I intron u genu za integrazu; MCS visestruko restrikcijsko mjesto; LacZ
gen za a-lanac B-galaktozidaze;, Amp gen za rezistenciju na ampicilin. Oznacena su mjesta koja
prepoznaju restrikcijske endonukleaze Sall i Xbal. Zvjezdica (*) oznacava tockastu mutaciju u genu za
integrazu.

Ugradnjom fragmenta Sall/Xbal s intronom i to¢kastom mutacijom iz plazmida
pUC18-ip u restrikcijska mjesta Sall i Xbal plazmida pPZP221-Ttol, nastaje vektor nazvan

pPZP221-Ttol-ip (slika 3.7). Ovaj vektor osim introna II ima i to¢kastu mutaciju u genu za
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integrazu. Tockasta mutacija nalazi se u katalitickom mjestu integraze: GAG (Gln) — GCG
(Ala). Ova tockasta mutacija uzrokuje inaktivaciju integraze i trebala bi onemoguditi ugradnju
CcDNA u nova mjesta u genomu te posljedi¢no uzrokovati njezino nakupljanje tj. akumulaciju
supstrata za HR. Naime, utvrdeno je da u genomu A.thaliana ne postoje retroelementi koji bi
mogli osigurati funkcionalnu integrazu za zavrSetak Zivotnog ciklusa ove modificirane

varijante Ttol.

Hindlll Sall Xbal EcoRl EcoRI
| ‘ —»
RE ) ' LB

Slika 3.7. Shematski prikaz regije T-DNA vektora pPZP221-Ttol-ip. Regije RB i LB oznacavaju
desni i lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5LTR i 3'LTR su dugi ponavljajuéi slijedovi,
a ORF otvoren okvir ¢itanja retrotranspozona Ttol. pAn predstavlja terminator gena nos. Intron (int.)
Il se nalazi unutar ORF-a, u genu za integrazu. CaMV 2x35S je duplikacija promotora 35S iz virusa
mozaika cvjetaCe. Gent predstavlja gen za rezistenciju na gentamicin. Oznacena su mjesta koja
prepoznaju restrikcijske endonukleaze Hindlll, Sall, Xbal i EcoRIl. Zvjezdica (*) oznacava tockastu
mutaciju u genu za integrazu. Isprekidana strelica oznacava smjer te pocetak i kraj transkripcije a puna
strelica smjer te pocetak i kraj translacije.

Sljedeca dva vektora, osim introna u integrazi, imaju gen biljeg PAT (fosfinotricin
acetiltransferazu) koja biljci daje rezistenciju na herbicid fosfinotricin (BASTAR). PAT je
ugraden u duplikaciju od 39 pb izmedu PTT-a i 3' LTR-a i pod kontrolom je promotora (Pn) i
terminatora (pAn) za nopalin sintetazu u suprotnoj orijentaciji od smjera transkripcije ORF-a
retrotranspozona Ttol. Funkcija navedene duplikacije je omogucavanje normalne
transkripcije Ttol, koja zavrSava pri kraju 3'LTR-a, i normalne translacije, koja zavrSava stop
kodonom u dupliciranom 9 pb fragmentu (slika 3.10 i 3.12, puna strelica). Izmedu gena PAT i
njegovog promotora ugraden je drugi intron (int. I) duzine 85 pb koji takoder potjece iz gena
rpll (od 4188. do 4272. pb). Za ekspresiju gena biljega potrebno je izrezivanje introna koji se
ne moze ukloniti ukoliko transkripcija odmah po¢ne s promotora Pn. Prvo je potrebna
transkripcija s 5'LTR-a kako bi se uklonio intron, a tek nakon ugradnje cDNA u novi lokus
mogucéa je uspjeSna transkripcija s promotora Pn i ekspresija rezistencije na herbicid.

Fragment PAT koji sadrzi gen PAT, promotor i terminator nos, intron | i 3'LTR
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retrotranspozona, dobiven je iz plazmida pBTtoiP' i prvo je ugraden u restrikcijsko mjesto
EcoRI plazmida pUC18 kako bi dobili vektor pUC18-PAT (slika 3.8).

pUC18-PAT
5559 bp

I PAT

int. |

LacZ /

/ PAn ST
EcoRI/ 3'LTR ORF

Slika 3.8. Shematski prikaz plazmida pUC18-PAT. ORF predstavlja dio otvorenog okvira Citanja;
3'LTR dugi ponavljajuci slijed retrotranspozona Ttol; pAn terminator nos; PAT gen za rezistenciju na
herbicid BASTA; Pn promotor nos. Izmedu ORF-a i terminatora pAn nalazi se duplikacija 3'LTR-a od
9 pb. Intron (int.) I se nalazi izmedu gena PAT i promotora Pn. Izmedu Pn i 3'LTR je duplikacija
ORF-a od 31 pb; MCS je viSestruko restrikcijsko mjesto; LacZ gen za a-lanac B-galaktozidaze; Amp
gen za rezistenciju na ampicilin. Oznacena su mjesta koja prepoznaje restrikcijska endonukleaza
EcoRl.

Zatim je u pPZP221-Tto1-5'LTR (slika 3.9) ugraden fragment Sall/Xbal s intronom 11
iz pUC18-i (slika 3.4). U ovakav vektor je ugraden fragment PAT iz vektora pUC18-PAT te
je dobiveni vektor nazvan pPZP221-Ttol-iPAT (slika 3.10). On je posluzio za pracenje

zivotnog ciklusa Ttol putem ekspresije rezistencije na herbicid BASTA.

Peti konstrukt osim introna Il i fragmenta PAT, sadrzi i to¢kastu mutaciju u genu za
integrazu. Zbog toga je bilo potrebno fragment Sall/Xbal (s intronom i to¢kastom mutacijom)
iz pUC18-ip (slika 3.6) ugraditi u mjesta Sall i Xbal u pPZP221-Ttol-5'LTR. Dobiveni
konstrukt (slika 3.11) nazvan je pPZP221-Ttol-5'LTR-i, posluzio je kao vektor za ugradnju
fragmenta PAT iz plazmida pUC18-PAT.

Ugradnjom fragmenta PAT u restrikcijsko mjesto EcoRI dobiven je vektor koji je

nazvan pPZP221-Ttol-ipPAT (slika 3.12). Biljke s petim vektorom ne bi trebale ispoljavati
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rezistenciju buduci da se cDNA tj. nove kopije retrotranspozona, zbog tockaste mutacije, ne

mogu ugraditi u genom.

- Hindlll
/

RB | F'LTR

int. Il
pPZP221-Tto1-5'LTR-i
13132 bp
ORF
" Xbal
- EcoRl

LB gent

Slika 3.9. Shematski prikaz plazmida pPZP221-Ttol-5'LTR-i. Regije RB i LB oznacavaju desni i
lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5'LTR je dugi ponavljajuéi slijed, a ORF dio
otvorenog okvira Citanja retrotranspozona Ttol. Intron (int.) II se nalazi unutar ORF-a, u genu za
integrazu. CaMV 2x35S je duplikacija promotora 35S virusa mozaika cvjetace. Gent predstavlja gen
za rezistenciju na gentamicin, a Spec gen za rezistenciju na spektinomicin. Oznacena su mjesta koja
prepoznaju restrikcijske endonukleaze Hindlll, Sall, Xbal i EcoRlI.

Hindlll Sall Xbal EcoRlI EcoRI
| > H

ORF H ORF pAN

Slika 3.10. Shematski prikaz regije T-DNA vektora pPZP221-Tto1-iPAT. Regije RB i LB oznacavaju
desni i lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5S'LTR i 3'LTR su dugi ponavljajuéi slijedovi,
a ORF otvoren okvir Citanja retrotranspozona Ttol. Intron (int.) II se nalazi unutar ORF-a, U genu za
integrazu. pAn predstavlja nos terminator; PAT gen za rezistenciju na herbicid BASTA; Pn nos
promotor. Izmedu ORF-a i terminatora pAn nalazi se duplikacija 3'LTR-a od 9 pb. Intron int. I se
nalazi izmedu gena PAT i promotora Pn. Izmedu Pn i 3'LTR je duplikacija ORF-a od 31 pb. CaMV
2x35S je duplikacija promotora 35S iz virusa mozaika cvjetace. Gent predstavlja gen za rezistenciju na
gentamicin. Oznacena su mjesta koja prepoznaju restrikcijske endonukleaze Hindlll, Sall, Xbal i
EcoRl. Isprekidana strelica oznaava smjer te poCetak i kraj transkripcije a puna strelica smjer te
pocetak 1 kraj translacije.
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Slika 3.11. Shematski prikaz plazmida pPZP221-Ttol-5'LTR-ip. Regije RB i LB oznacavaju desni i
lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5'LTR je dugi ponavljaju¢i slijed, a ORF dio
otvorenog okvira Citanja retrotranspozona Ttol. Intron (int.) II se nalazi unutar ORF-a, u genu za
integrazu. CaMV 2x35S je duplikacija promotora 35S virusa mozaika cvjetace. Gent predstavlja gen
za rezistenciju na gentamicin, a Spec gen za rezistenciju na spektinomicin. Oznaéena su mjesta koja
prepoznaju restrikcijske endonukleaze Hindlll, Sall, Xbal i EcoRIl. Zvjezdica (*) predstavlja tockastu
mutaciju unutar gena za integrazu.

Hindlll Sall Xbal EcoRI EcoRI
= I

ORF *H ORF pAN

Slika 3.12. Shematski prikaz regije T-DNA vektora pPZP221-Ttol-ipPAT. Regije RB i LB
oznaCavaju desni i lijevi rub T-DNA regije unutar vektora pPZP221. 5'LTR i 3'LTR su dugi
ponavljajuéi slijedovi, a ORF otvoren okvir ¢itanja retrotranspozona Ttol. Intron (int.) II se nalazi
unutar ORF-a, u genu za integrazu. pAn predstavlja nos terminator; PAT gen za rezistenciju na
herbicid BASTA; Pn nos promotor. Izmedu ORF-a i terminatora pAn nalazi se duplikacija 3'LTR-a od
9 pb. Intron (int.) I se nalazi izmedu gena PAT i promotora Pn. Izmedu Pn i 3'LTR je duplikacija
ORF-a od 31 pb. CaMV 2x35S je duplikacija promotora 35S virusa mozaika cvjetace. Gent
predstavlja gen za rezistenciju na gentamicin. OznaCena su mjesta koja prepoznaju restrikcijske
endonukleaze Hindlll, Sall, Xbal i EcoRI. Zvjezdica (*) predstavlja tockastu mutaciju unutar gena za
integrazu. Isprekidana strelica oznaava smjer te pocetak i kraj transkripcije a puna strelica smjer te
pocetak i kraj translacije.
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3.2 Transformacija bakterije A. tumefaciens

Vektori su nakon Kkloniranja ubacéeni u elektrokompetentni soj E.coli. Plazmidna DNA
je umnozena u bakteriji E.coli nakon ¢ega je izolirana iz tekuce prekonoéne kulture i unesena
elektroporatorom u elektrokompetentan soj bakterije A. tumefaciens radi transformacije
uro¢njaka. Prije transformacije biljaka izolirana je plazmidna DNA iz bakterija i digerirana
restrikcijskim endonukleazama Dral, BamHI i Ddel radi kona¢ne provjere plazmidnih

konstrukata.

Intron Il ima restrikcijsko mjesto za Dral §to je ovaj enzim ucinilo pogodnim za
kontrolnu digestiju. Digestijom su provjereni plazmidi izolirani iz bakterije E.coli. Porezani
su vektori pPZP221-Ttol1l-iPAT i pPZP221-Ttol-ipPAT. Kontrole su bile vektori bez introna
i/ili fragmenta PAT. Endonukleaza Dral reze pPZP221-Ttol-iIPAT i pPZP221-Ttol-ipPAT na
Cetiri mjesta pa su ocekivani fragmenti veli¢ine: 9 642, 3 612, 2 676 i 77 pb. Enzim reze
pPZP221-Ttol-5'LTR na 3 fragmenta veli¢ine: 9 351, 3 610 i 77 pb. Plazmidi pPZP221-Ttol-
5LTR-i i pPZP221-Ttol-5'LTR-ip imaju 4 restrikcijska mjesta i daje fragmente veli¢ine: 6
769, 3 610, 2 676 i 77 pb (tablica 3.1.). Elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu su
razdvojeni fragmenti nastali digestijom (slika 3.13).

Tablica 3.1. Ocekivani fragmenti nakon digestije s restrikcijskom endonukleazom Dral.

Broj uzorka 1 213 4 5i6 7
Plazmid pPZP221- pPZP221-_ pPZIf’221- pPZP221- pPZP_221-
Ttol-5'LTR | Ttol-5'LTR-ip | Ttol-ipPAT | Ttol-5'LTR-i Ttol-iPAT
6 769 9642 6 769 9642
Fragmenti 9351
nakgn digestije 3610 3610 3612 3610 3612
s Dral (pb) 77 2676 2676 2676 2676
77 77 77 77
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Slika 3.13. Elektroforetsko razdvajanje produkata digestije plazmida iz bakterije E.coli s
restrikcijskom endonukleazom Dral. Brojevi kojima su oznadeni uzorci u jazicama odnose se na
podatke u tablici 3.1. Kori$teni standard (M): A/HindIII.

Unutar fragmenta PAT postoje tri restrikcijska mjesta BamHI. Kako u vektorima
pPZP221-Ttol-iPAT i pPZP221-Ttol-ipPAT postoji jo$ jedno mjesto BamHI iza 5'LTR kraja
retrotranspozona, digestija s ovim enzimom bi trebala dati Cetiri fragmenta veli¢ine: 10 873, 4
226, 571 i 337 (tablica 3.2). No, ako je fragment PAT ugraden u suprotnoj orijentaciji
(antisense) obzirom da je omeden s dva mjesta EcoRl, digestija s BamHI rezultira isto s Cetiri
fragmenta ali razli¢itih veli¢ina (9 530, 5 569, 571 i 337 pb). Digestija s BamHI bila je
kontrola za dobru orijentaciju (sense) fragmenta PAT unutar vektora. Kontrole su bile
plazmidi iz bakterije E.coli poznatih orijentacija. Dobiveni su fragmenti (slika 3.14) koji
odgovaraju oc¢ekivanima s tim da su plazmidi s antisense regijom PAT imali drugaciji obrazac
veli¢ina §to se moze vidjeti po drugom fragmentu (5 569 pb) koji je ve¢i od onog u sense
orijentaciji (4 226 pb).

Tablica 3.2. Ocekivani fragmenti nakon digestije vektora pPZP221-Ttol-i(p)PAT s restrikcijskom
endonukleazom BamHI.

Orijentacija PAT .
sense antisense
fragmenta
10 873 9530
Fragmenti nakon 4226 5569
digestije s BamHI (pb) 571 571
337 337
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Slika 3.14. Elektroforetsko razdvajanje produkata digestije plazmida iz bakterija E.coli (1, 6, 9, 14) i
A. tumefaciens (ostali uzorci) s restrikcijskom endonukleazom BamHI. Koristeni standardi Mg:
J/HindIIT; M,: DNA ljestve 100-10 000 pb.

Na slici 3.14 moze se uociti da je fragment PAT u uzorcima 6-8 i 14-16 u sense

orijentaciji dok je u ostalima antisense.

Digestija s restrikcijskom endonukleazom Ddel koristena je kao kontrola za prisutnost
tockaste mutacije u genu za integrazu. Naime, tockasta mutacija je ugradena u mjesto koje
prepoznaje Ddel tako da se mutacijom gubi jedno restrikcijsko mjesto Ddel. Enzimom su
porezani vektori pUC18-i i pUC18-ip. Vektor s intronom ima 13 mjesta Ddel i trebao bi dati
13 fragmenata dok vektor s intronom i tockastom mutacijom ima 12 mjesta i daje isto toliko
fragmenata. U tablici 3.3 su navedeni fragmenti nastali digestijom s Ddel za razlikovanje
konstrukata sa i bez mutacije. Elektroforezom su razdvojeni fragmenti i moglo se jasno
razlikovati vektore sa i bez tockaste mutacije u genu za integrazu (slika 3.15). Prva dva
najveca fragmenta nastala digestijama ista su u oba vektora (1 319 i 822 pb) no razlikuju se
veé u veli¢inama treceg fragmenta. Vektor pUC18-ip daje veci fragment (804 pb) od pUC18-i
(760 pb).
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Tablica 3.3. Ocekivani fragmenti nakon digestije s restrikcijskom endonukleazom Ddel.

Plazmid pUC18-ip pUC18-i
1319
1319
822
822
760
804
540
760
511
. 540
Fragmenti 426
L 426
nakon digestije 409 409
s Ddel (pb) 293
281
281
235
235
166
166
104
97 104
97

Slika 3.15. Elektroforetsko razdvajanje produkata digestije plazmida iz bakterije E.coli s
restrikcijskom endonukleazom Ddel. Brojevi kojima su oznaceni uzorci u jazicama odnose se na
podatke u tablici 3.3. Koristeni standard (M): DNA ljestve 100-10 000 pb.
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3.3 Transformacija biljaka A.thaliana

Nakon selekcije ciljanih klonova, agrobakterijama su transformirane biljke A.thaliana.
Biljke (generacija To) su se nastavile razvijati u standardnim uvjetima. Nakon §to su dale zrele
sjemenke, iste su nasadene na podlogu PN(-S) s gentamicinom kao kontrola za uspjesnu
transformaciju tj. ugradnju T-DNA u genom biljke. Prezivjeli su transformanti (generacija T;)
koji su imali ugraden gen za rezistenciju na gentamicin (slika 3.16). Pokazalo se da je
transformacija bila uspjeSna za sve konstukte te je selekcija na gentamicinu bila dovoljno

dobra za izolaciju transformanata.

Slika 3.16. Transformanti uro¢njaka generacije T, na podlozi PN(-S) s gentamicinom.
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3.4 Analiza transgena u linijama transformiranog uroc¢njaka

Genomska DNA izolirana je iz mladih listova transformanata T; generacije
selektiranih na gentamicinu i koristena je kao kalup u lan¢anoj reakciji polimerazom (PCR).
Pocetnice za ovu reakciju bile su Tto-INRup i Tto-INRdn koje su umnozavale dio integraze
retrotranspozona Ttol oko introna II. Ovom metodom Zzeljeli smo provjeriti da li sve
selektirane biljke na gentamicinu imaju ugraden retrotranspozon u genomu iako nam ona ne
daje podatak o njegovom broju kopija. Kao negativna kontrola testirana je i genomska DNA
iz divljeg tipa uro¢njaka (slika 3.17). Pozitivne kontrole ovog sustava detekcije bili su
plazmidi Ttol izolirani iz transformiranih bakterija E.coli. Obzirom da jedino plazmid
pPZP221-Ttol ne sadrzi intron II u genu za integrazu, ocekivani su fragmenti ostalih vektora
veéi za 94 pb (velicina int. IT) od ovog vektora. Veli¢ina umnozenog fragmenta bez introna je
413 pb a s intronom 507 pb. Elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu dobiveni su
oc¢ekivani fragmenti (slike 3.18 i 3.19). Fragmenti su usporedivani s onima iz DNA standarda:
J/HindIII ili DNA ljestve (100-10 000 pb). Razlika izmedu dobivenih fragmenata je 94 pb $to

odgovara duzini introna Il u integrazi.

M gDNA (WT) -intron + intron

- kontr.

Slika 3.17. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocetnicama Tto-INR (up i dn) i
genomskom DNA divljeg tipa (WT) uro¢njaka (stazel i 2). Kontrole su plazmidi izolirani iz bakterije
E.coli: pPZP221-Ttol (staze 3 i 4) i pPZP221-Ttol-i (staze 5, 6 i 7). Koristeni standard: DNA ljestve
100-10 000 pb.
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Slika 3.18. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocetnicama Tto-INR (up i dn) i
genomskom DNA transformanata T, generacije. Kontrole su plazmidi izolirani iz bakterije E.coli:
pPZP221-TTol-ip (1), pPZP221-Ttol-i (8) i pPZP221-Ttol u razrjedenjima 1:10 (18), 1:15 (19) i
1:100 (20). Ostali brojevi oznacavaju razli¢ite linije biljaka transformiranih istim plazmidima.
Koristeni standard (M): A/HindIII.

W B ——— — — — — — <507

Ll 413
: +Ttol+intron+PAT A 94 pb

Slika 3.19. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocetnicama Tto-INR (up i dn) i
genomskom DNA transformanata T, generacije. Kontrole su plazmidi izolirani iz bakterije E.coli:
pPZP221-TTol-ip (Kj) i pPZP221-Ttol (K). Brojevi oznacavaju razli¢ite linije transformanata.
Koristeni standard (M): A/HindIII.

Pomocu pocetnica Tto-INR utvrdili smo da sve testirane linije imaju prisutan intron Il,
osim onih transformiranih s vektorom pPZP221-Ttol, jedinim Koji nema ugraden intron. U T,
generaciji transformanata ne mozemo dokazati prisutnost novih kopija koje bi dale kraci

fragment jer se ugradnja novih kopija o¢ekuje tek u sljedecoj generaciji.
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3.5 Analiza ¢cDNA transgenih linija uro¢njaka pomo¢u metode RT-PCR

Da provjerimo transkripcijsku aktivnost Ttol u svim transgenim linijama uro¢njaka, iz
T generacije izolirana je ukupna RNA pomocu Reagenta TRI. Ukupna mRNA je reverznom
transkripcijom prepisana u cDNA. Reakcija PCR napravljena je s pocetnicama Act3 (fw i rev)
i Tto-INR (up i dn) i cDNA kao kalupom. Pocetnice Act3 koje omeduju intron aktinskog
lokusa koriste se kao unutarnja kontrola za detekciju genomske DNA eventualno zaostale u
uzorku cDNA, te kao kontrola uspjesnosti reverzne transkrpcije. Nijedan umnozeni fragment
S pocetnicama Act3 ne smije imati intron kako bi bili sigurni da je kalup ¢ista cDNA (slike
3.20i 3.22). Reakcijom PCR s pocetnicama Tto-INR i cDNA kalupom pokazano je da se Ttol

transkribira u svim ispitanim linijama T1 generacije (slike 3.21 i 3.23).

11 12 13 14

+Tto1+intron : +Tto1+intron+tock.mut.

Slika 3.20. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocetnicama Act3 (fw i rev) i cDNA
transformanata T, generacije. Kontrole su cDNA (K) i genomska (Kj) DNA divljeg tipa uro¢njaka.
Brojevi oznacavaju razli¢ite linije transformanata. Kori$teni standard (M): A/HindllIl.

11 12 13 14

+Tto1+intron +Tto1+intron+tock.mut.

Slika 3.21. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocetnicama Tto-INR (up i dn) i
cDNA transformanata T, generacije. Kontrole su plazmidi izolirani iz bakterije E.coli: pPZP221-
TTol-i (K;) i ppZP221-Ttol (K). Brojevi oznacavaju razli¢ite linije transformanata. Koristeni standard
(M): A/HindllI.

49



Slika 3.22. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocéetnicama Act3 (fw i rev) i cDNA
transformanata T, generacije (linije transformirane s pPZP221-Ttol1-iPAT). Kontrole su cDNA (K) i
genomska (Kj) DNA divljeg tipa uro¢njaka. Brojevi oznacavaju razliCite linije transformanata.
Koristeni standard (M): A/HindllIl.

Slika 3.23. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocetnicama Tto-INR (up i dn) i
cDNA biljaka T; generacije (linije transformirane s pPZP221-Ttol-iPAT). Kontrole su plazmidi
izolirani iz bakterije E.coli: pPZP221-TTol-i (Kj) i pPZP221-Ttol (K). Brojevi oznacavaju razlicite
linije transformanata. Kori$teni standard (M): DNA ljestve 100-10 000 pb.

Na slikama je vidljivo da nijedan umnozeni fragment s aktinskim pocetnicama nema
intron §to znac¢i da nema kontaminacije tj. genomske DNA u uzorcima cDNA. Takoder se vidi
da je PCR s pocetnicama Tto-INR u nekim linijama dao dvije vrste transkripata: kraci bez
introna 1 duZi s intronom. Moguc¢a objaSnjenja za ovakve rezultate su neefikasno izrezivanje
(splicing) introna iz mRNA ili transkripcija koja bi mogla te¢i s 3'LTR kraja retrotranspozona.
Cak su nadene kopije s intronom u linijama transformiranih s vektorom pPZP221-Ttol §to bi
se moglo objasniti kontaminacijom uzorka ali kontrola s aktinskim pocetnicama je iskljucila
tu mogucnost. U transformantima T; generacije intron II, toCkasta mutacija i gen PAT ne

utjecu na transkripciju.
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3.6 Detekcija novih kopija Ttol putem BASTA selekcije

Biljke T, generacije su uzgajane u uvjetima dugog dana dok nisu dale zrelo sjemenje
(T, generacija). Sjemenke svih linija su sterilizirane i nasadene na podlogu PN(-S) s BASTA
herbicidom. Biljke koje su narasle na podlozi su transformanti T, generacije. Na slici 3.24 su
transformanti T; linija 2 i 3 ¢ija je cDNA iz T; generacije analizirana metodom RT-PCR
(slika 3.24, staze 2 i 3). Gen PAT koji biljkama omogucuje rezistenciju na BASTA herbicid,
pod kontrolom je promotora (Pn) i terminatora (pAn) za nopalin sintetazu u suprotnoj
orijentaciji od smjera transkripcije ORF-a retrotranspozona. Izmedu gena PAT i njegovog
promotora ugraden je intron I koji se mora ukloniti za ekspresiju ovog gena. Medutim, on se
ne moze izrezati ukoliko transkripcija odmah po¢ne s promotora Pn zbog suprotne orijentacije
(slika 3.10). Prvo je potrebna transkripcija s 5'LTR-a kako bi se uklonio intron $to se ocekuje
u T, generaciji transformanata. Tek nakon ugradnje cDNA u novi lokus mogucéa je uspjesna
transkripcija s promotora Pn i ekspresija rezistencije na herbicid u T, generaciji. Nakon
selekcije s herbicidom obje testirane linije pokazale su rezistentan fenotip. To je, prema
predhodno opisanom modelu, ukazivalo da Ttol moze zavrsiti zivotni ciklus s ugradenim

genom biljegom.
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Slika 3.24. Transformanti uro¢njaka T, generacije: a) linija 2; b) linija divljeg tipa; c) linija 3 na
podlozi PN(-S) s BASTA herbicidom.
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Medutim, analizom transgenih linija dobivenih upotrebom kontrolnog vektora
pPZP221-Ttol-ipPAT s mutiranom integrazom (slika 3.12) na herbicidu BASTA, koja je
predstavljala negativnu kontrolu, dobiveni su neocekivani rezultati. Naime, ta linija na
BASTA podlozi nije smjela rasti jer to¢kasta mutacija onemogucava ugradnju novonastalih
kopija Ttol u genom. No, suprotno oc¢ekivanom, T linije s mutiranom integrazom takoder su
rasle na podlozi s herbicidom (rezultati nisu prikazani). Takav rezultat ukazivao je na dva
scenarija: 1) da tockasta mutacija u integrazi ne inaktivira integrazu ili 2) da se gen PAT
eksprimira bez obzira na ugraden intron I ispred pripadaju¢eg ORF-a. Ova dilema rijeSena je
nasadivanjem T; sjemenki linije transformirane s vektorom pPZP221-Ttol-ipPAT direktno na
herbicidu (umjesto na gentamicin). Dobivene BASTA-rezistentne T1 jedinke (rezultati nisu
prikazani) ukazivale su da je konstrukt PAT transkripcijski i translacijski aktivan prije
izrezivanja introna | (leaky). Takvi rezultati su prakti¢ki onemogudili indirektno pracenje
zivotnog ciklusa Ttol te se pristupilo strategiji utvrdivanja novih kopija putem PCR-a na

kalupu genomske DNA.

3.7 Detekcija novih kopija pomoc¢u lan¢ane reakcije polimerazom

Obzirom da na temelju dobivenih rezultata s reporter genom nije bilo moguce
pouzdano utvrditi da li u T, transgenim linijama imamo nove kopije Ttol, a $to je bio
preduvjet za sljedece korake, isto je pokuSano utvrditi pomo¢u metode PCR-a. Genomska
DNA transformanata T, generacije testirana je s Tto-INR pocetnicama kako bi se detektirale

nove kopije retrotranspozona u genomu (slika 3.25).

Ove kopije ne bi smjele imati intron Il jer je on trebao biti izrezan prilikom
transkripcije (splicing) retrotranspozona. Ipak, u ispitanim linijama umnozeni su samo oni
fragmenti koji su sadrzavali intron (slika 3.25). Niti u jednoj testiranoj liniji nije ustanovljen
kra¢i PCR produkt koji bi ukazivao na postojanje novih kopija u genomu. Neefikasno
izrezivanje introna bi moglo objasniti ovakve rezultate jer bi onemogucilo ekspresiju

funkcionalne integraze.
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Slika 3.25. Elektroforetsko razdvajanje produkata reakcije PCR s pocetnicama Tto-INR (up i dn) i
genomskom DNA transformanata T, generacije (linije transformirane vektorom pPZP221-Tto1-iPAT).
Kontrole su plazmidi izolirani iz bakterije E.coli: pPZP221-TTol-ip (Kj,) i pPZP221-Ttol (K).
Brojevi oznacavaju razlicite linije transformanata. KoriSteni standard (M): A/HindIII.
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4 RASPRAVA

U ovom radu istrazena je moguénost zavrSetka zivotnog ciklusa razli¢itih varijanti
modificiranog retrotranspozona duhana Ttol u transformiranim biljkama uro¢njaka
(Arabidopsis thaliana). Prethodnim eksperimentima je Ttol, jedan od samo nekoliko danas
aktivnih retrotranspozona, uspjesno aktiviran u ovoj heterolognoj biljci (Okamoto i Hirochika
2000). Takoder, u inicijalnim istrazivanjima sa sliénim konstruktima nije nedvosmisleno
dokazano da Ttol moZze stvoriti nove genomske kopije ukoliko ima ugraden reporter gen
(Jeleni¢ 1997). Cilj ovog istrazivanja bio je dokazati nove kopije (cDNA) retrotranspozona
Ttol unato¢ dodatku gena biljega koristenjem konstrukata u modernijim binarnim vektorima
uz koristenje intaktnog 5'LTR-a kao ishodiSta transkripcije. UspjeSan ishod ovakvog
eksperimenta omogucilo bi ugradivanje bilo kojeg gena biljke A.thaliana koji bismo zeljeli
(in)aktivirati. Ugradena sekvenca uro¢njaka u retroelementu bi teoretski mogla nakon
reverzne transkripcije, rekombinirati s homolognom endogenom sekvencom transformirane
biljke. Naime, cDNA kao dvolancana DNA molekula nastala reverznom transkripcijom
predstavlja potencijalni supstrat za HR. Za razliku od dosadasnjih pristupa problemu ciljane
inaktivacije gena s T-DNA (jednolan¢anom ili dvolan¢anom), ovaj pristup otvorio bi vrata
novim mogucénostima. T-DNA kao supstrat za HR relativno je kratkog vijeka i mehanizmi
ugradnje u genom nisu potpuno jasni (Somers i Makarevitch 2004). Ideja s modificiranim
retrotranspozonom razlikuje se u tome $to se ve¢ u prvom koraku temelji na nasumi¢noj
ugradnji retroelementa u genom da bi se njegovom transkripcijom, mozda mogla povecati
ucestalost HR-a u odnosu na ilegitimnu rekombinaciju. Kako bi se povecala koncentracija
supstrata za HR 1 omoguéilo duze prisustvo u sistemu trebalo je sprijeéiti ugradnju
novonastale cDNA retrotranspozona klasi¢nim putem pomocu integraze. Tockasta mutacija
unutar integraze onemogucila bi ugradnju cDNA u nova mjesta u genomu sto bi rezultiralo
nakupljanjem produkata reverzne transkripcije (¢cDNA). Prethodnim istrazivanjima utvrdeno
je da u genomu A.thaliana ne postoje retroelementi koji bi mogli osigurati integrazu za
kompletiranje Zivotnog ciklusa retrotranspozona Ttol s nefunkcionalnim genom za integrazu
(Jeleni¢ 1997).

U svrhu provjere nasih pretpostavki, konstruirano je pet vektora. Svi vektori/konstrukti
zapravo su binarni vektori pPZP221 s ugradenim (ne)modificiranim retrotranspozonom Ttol.

Prvi konstrukt nazvan je pPZP221-Ttol i jedini je s nemodificiranim retrotranspozonom te je
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omogucio pracenje njegove transkripcijske aktivnosti putem RT-PCR-a. Budu¢i da nisu
postojale potpune mape inicijalnih vektora pBTtoi+, pBTtoi-, pBTtoiP' i pBcT (Jeleni¢ 1997),
sekvenciranjem se pokazalo da postoje manje modifikacije i na ovom konstruktu i to
nedostatak 31 nukleotida na 5' kraju 5'LTR-a i 6 nukleotida na 3' kraju 3'LTR-a. No pokazalo
se da ove promjene nisu utjecale na aktivnost Ttol. Konstrukt pPZP221-Ttol-i ima intron Il u
genu za integrazu i trebao je omoguciti detekciju novih kopija u genomu, pomoc¢u PCR-a s
pocetnicama Koje omeduju intron (94 pb), kako bi se razlikovala izvorna kopija od novih
kopija koje bi tijekom transkripcije izgubile intron. Pretpostavka je bila da se intron pravilno
izrezuje iz RNA prije reverzne transkripcije. Tre¢i konstrukt, pPZP221-Ttol-ip, osim introna
sadrzi 1 tockastu mutaciju u genu za integrazu ¢ine¢i ju nefunkcionalnom. Ovaj vektor je
trebao akumulirati cDNA jer zbog tockaste mutacije ne bi trebao biti sposoban integrirati
svoje nove kopije u genom. Ostala dva konstrukta sadrze gen biljeg PAT koji biljci daje
rezistenciju na herbicid fosfinotricin (BASTAR). Ovaj gen je izoliran iz bakterije
Streptomyces hygroscopicus i pokazao se korisnim u ulozi selektivnog biljega u drugim
bakterijama i u vis$im biljkama (Thompson i sur. 1987). PAT je ugraden u duplikaciju od 39
pb izmedu ORF-a i 3'LTR-a u obrnutoj orijentaciji, a njegova transkripcija je pod kontrolom
promotora i terminatora za nopalin sintetazu (nos). Izmedu promotora i PAT-a je intron | (85
pb). Ekspresija gena PAT moguca je tek nakon uspjesno zavrSenog zivotnog ciklusa tako
izmijenjenog Ttol jer je potrebno izrezivanje introna (85 pb). Prvo je potrebna transkripcija s
5'LTR-a kako bi se uklonio intron, a tek nakon ugradnje ¢cDNA u novi lokus moguca je
uspjesna transkripcija s promotora nos i ekspresija rezistencije na herbicid. Vektor s opisanim
modificiranim retroelementom nazvan je pPZP221-Ttol-iPAT. Peti vektor ima i tockastu
mutaciju u genu za integrazu i nazvan je pPZP221-Ttol-ipPAT. Biljke s ovim vektorom ne bi
smjele ispoljiti rezistenciju buduc¢i da se cDNA, zbog tockaste mutacije, ne bi smjela ugraditi

u genom.

Kontrolnim digestijama dobiveni su ocekivani fragmenti $to je potvrdilo uspje$nost
kloniranja nasih vektora. Obzirom da je fragment PAT na oba kraja omeden restrikcijskim
mjestom EcoRI, bila je mogu¢a i ugradnja fragmenta u obrnutoj orijentaciji (antisense).
Digestijom s BamHI koji reze PAT na 3 mjesta, detektirani su i takvi dogadaji te je
omogucena transformacija biljaka plazmidima sa sense orijentacijom fragmenta PAT. lako je
prethodno zabiljezeno da Ttol nije stabilan u agrobakterijama (Jeleni¢ 1997), nasi konstrukti

su pokazali stabilnost, moguée zbog kratkog perioda inkubacije u kulturi prije same izolacije.
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Plazmidi sadrze gen za rezistenciju na gentamicin unutar regije T-DNA, uz LB (left border)
kraj. Prijenos T-DNA u genom se odvija od RB (right border) prema LB kraju (Hajdukiewicz
I sur. 1994) tako da eksprimirana rezistencija na gentamicin ukazuje da je ugradena cijela
regija T-DNA zajedno s modificiranim Ttol. Selekcija sjemenki T, generacije na gentamicinu
je prema tome koristena kako bi se eliminirale neuspjesne transformacije. Genomska DNA
transformanata T; generacije provjerena je i reakcijom PCR radi detekcije ugradenih
retrotranspozona. U svim linijama transformanata nadene su izvorne kopije retrotranspozona s
intronom 1 osim u linija transformiranih s pPZP221-Ttol koji jedini prvotno nije ni imao
ugraden intron. Reakcijom RT-PCR provjerena je mRNA iste generacije. Uz Tto-INR,
koristene su i pocetnice Act3 za kontrolu RT-PCR-a. Naime, ove pocetnice omeduju intron
(102 pb) u genu za aktin koji se izrezuje transkripcijom tako da PCR s kalupom cDNA
umnaza fragment bez introna. Kada bi u cDNA uzorku bilo ostataka genomske DNA,
pocetnice Act3 bi umnozile fragment s intronom. Sve testirane mRNA iz T; biljaka nisu bile
kontaminirane genomskom DNA. RT-PCR s pocetnicama Tto-INR trebao je rezultirati
fragmentima bez introna Il koji su se trebali izrezati prilikom transkripcije retroelemenata.
Ipak, u svim transformantima nadene su kopije (transkripti) sa i bez introna. Detektirane su i
kopije s intronom u linija transformiranih s pPZP221-Ttol vektorom. Moguce je vise
objasnjenja za kopije s intronom: neefikasno izrezivanje (splicing) introna iz mRNA,
transkripcija koja je tekla s 3'LTR kraja retrotranspozona ili kontaminacija uzorka. Medutim,
kontrole s aktinskim pocetnicama isklju¢uju moguénost kontaminacije jer se pokazalo da je u
svim uzorcima Cista cDNA. Neefikasno izrezivanje introna bi onemogucilo ekspresiju
integraze i ugradnju novih kopija §to je provjereno kasnije u genomskoj DNA generacije To.
Transkripcija s 3'LTR kraja moguca je u eukariotima u kojima je ve¢ prethodnim
istrazivanjima opisana dvosmjerna transkripcija s istog promotora (Neil i sur. 2009).
Prepisivanje s 3' kraja ne bi utjecalo na prisutnost introna koji je suprotne orijentacije (5'—3")

I integraza bi i u tom slu¢aju bila nefunkcionalna.

Sljedeca generacija biljaka (s genom PAT) nasadena je na podlogu s herbicidom
BASTA. Narasle su zelene biljke Sto je dokazalo uspjesnost ekspresije gena PAT unutar
retroelementa Ttol. No, i biljke s Ttol i tockastom mutacijom u genu za integrazu, narasle su
na podlozi BASTA. Pretpostavka je bila da se PAT ne moze eksprimirat dok se nova kopija
bez introna | ne ugradi u genom, a tockasta mutacija U integrazi je trebala sprijeciti ugradnju.

Zbog neocekivanih rezultata, nasadene su sjemenke koje su dale Ty generaciju, direktno na
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herbicid umjesto gentamicina. Ove biljke su takoder pokazale rezistenciju §to znaci da je gen
za rezistenciju na herbicid BASTA transkripcijski i translacijski aktivan unato¢ intronu I
(leaky) i nije potrebno njegovo uklanjanje za ekspresiju gena PAT. Prethodnim istrazivanjem
utvrdena je inicijacija translacije gena PAT (u uroénjaku) sa start kodona (AUG) koji se
razlikuje u jednoj bazi (AUC, GUG, ACG i CUG) i omogucuje rezistenciju na herbicid ¢ak i
niskom ucestaloscu ekspresije (Depeiges i sur. 2006). Obzirom da se intron | ne uklanja
transkripcijom, mozda translacija pocinje negdje izvan originalnog start kodona gena PAT.
Genomska DNA T, generacije s PAT-om takoder je provjerena metodom PCR-a radi
detekcije novih kopija u genomu $to nije bilo moguce u Ty generaciji. U svim linijama nadene
su kopije s intronom 11 i nije dokazana prisutnost novih kopija (Ttol bez introna). Iz rezultata
je jasno da integraza nije aktivna. Moguce je i da je polozaj gena PAT onemoguéio pravilnu
reverznu transkripciju pa integraza nije mogla prepoznati nove kopije elementa kao supstrata
za ugradnju ali ne objaSnjava prisutnost introna u transkriptima T; generacije. Daljnjim
istrazivanjem trebala bi se provjeriti prisutnost to¢kaste mutacije u genu za integrazu te broj

kopija retrotranspozona pomocu hibridizacije po Southern-u.
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5 ZAKLJUCCI

e Retrotranspozon Ttol je transkripcijski aktivan unutar stanica biljke Arabidopsis
thaliana (uro¢njak) unato¢ manjim modifikacijama na njegovim dugim ponavljaju¢im

slijedovima (5' LTR bez 31 pb na svom 5' kraju i 3' LTR bez 6 pb na svom 3' kraju).

e Retrotranspozon Ttol je transkripcijski aktivan u uro¢njaku unato¢ ugradenom genu

biljegu, intronu (I1) i toc¢kastoj mutaciji u genu za integrazu.

e Konstrukti s (ne)modificiranim Ttol su stabilni u Agrobacterium tumefaciens u

uvjetima kratkotrajnog uzgoja.

e Ugradeni gen PAT, biljci Arabidopsis thaliana omogucuje rezistenciju na herbicid
BASTA.

e Gen biljeg PAT se eksprimira unato¢ ugradenom intronu (I) izmedu gena i njegovog

promotora.
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